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RESUMO

Contexto e objetivo: Algumas malformagdes congénitas t€ém origem vascular, e a
trombose durante a organogénese ja foi aventada como possivel mecanismo para esta
ocorréncia. O objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo entre trombofilia fetal e

malformacdes de origem vascular.

Tipo de estudo e local: Foi realizado um estudo caso-controle, desenvolvido no

ambulatério de Medicina Fetal do CAISM UNICAMP, de 2005 a 2010.

Métodos: Foram incluidos no estudo 100 fetos com malformagdes de sistema nervoso
central (SNC), gastrosquise, limb body wall e redu¢ao de membros (casos), submetidos a
cordocentese como rotina do servigo, cujos resultados de cariétipo foram normais. Como
controles, foram incluidos 100 fetos sem malformacgdes cujo sangue de corddo fora
previamente doado para o Banco de Sangue de Cordio do HEMOCENTRO UNICAMP.
A pesquisa das mutagdes Fator V de Leiden, G20210A-FII e C677T-MTHFR foi
realizada no sangue fetal dos dois grupos, e os resultados foram comparados. A andlise
descritiva foi feita utilizando Qui-quadrado e Teste Exato de Fisher. Para avaliar a
associacdoo entre as varidveis, foram utilizados o teste de Wilcoxon e a regressdao

logistica.

Resultados: Foram incluidos 78 fetos com malformagdes de SNC, 14 com gastrosquise,
3 com redug@o de membros e 2 com limb body wall. As mutacOes fator V de Leiden e
G20210A-FII nao foram encontradas nos casos € nos controles. A mutacdo C677T-

MTHFR foi encontrada na forma heterozigota (CT) em 24 casos (24,8%) e em 6

Xvii



controles. A mutacdo homozigota (TT) foi encontrada em 7 casos (7,2%) e em 1
controle. Estas diferencas foram estatisticamente significativas (p<0,0001). Quando
avaliados os fetos com malformagdes de SNC (Artigo 1), a mutacdo CT foi encontrada
com frequéncia significativamente maior nos casos do que nos controles (OR 10.309
IC95% 3.344-32.258), e a mutagdo TT também mostrou diferenca significativa (OR
12.346 1C95% 1.388-111.11). A avaliacdo dos 14 fetos com gastrosquise (Artigo 2) nao
mostrou diferencas significativas quanto a presenca da mutacdo CT ou TT entre os casos
e os controles.

Conclusao: A presenga da mutacdo C677T-MTHFR no sangue fetal mostrou associagao

com malformagdes de SNC, tanto na forma homozigota quanto heterozigota.

Palavras-chave: anormalidades congénitas, hidrocefalia, gastrosquise, doencas

genéticas inatas, trombofilia hereditaria.
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ABSTRACT

Context and objective: Some congenital malformations have vascular origin, and a
thrombosis during organogenesis is a possible mechanism for them. The aim of this
study was to evaluate the association between fetal thrombophilia and malformations of
vascular origin.

Study type and location: A case-control study was performed at the Fetal Medicine
Outpatient Clinic of CAISM UNICAMP, from 2005 to 2010.

Methods: Ninety-seven fetuses with central nervous system malformations,
gastroschisis, limb body wall and limb reduction were included in the study (cases), after
routine cordocentesis showed normal karyotype results. A hundred fetuses without
malformations were included as controls. These fetuses’ cord blood had been donated to
the Cord Blood Bank of HEMOCENTRO UNICAMP. DNA was extracted from fetal
cord blood to study the mutations Factor V Leiden, G20210A-FII and MTHFR-C677T
in both groups. Descriptive analysis was realized using Chi-square and Fisher’s Exact
Test. Wilcoxon test and logistic regression were used to analise the associations among
variables.

Results: We found 78 fetuses with central nervous system malformations, 14 with
gastroschisis, 3 with member reduction and 2 with limb body wall. The mutations Factor
V Leiden and G20210A-FII were not detected in cases nor in controls. The mutation
MTHFR-C677T was encountered in 24 cases (24.8%) and in 6 controls its heterozygous
form (CT). The homozygous mutation (TT) was found in 7 cases (7.2%) and in one

control. These differences were statistically significant (p <0.0001). When the fetuses
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with central nervous system malformations were evaluated separately (Article 1), the
frequency of the CT mutation was significantly higher in cases than in controls (OR
10.309 95% CI 3.344-32.258), as did the TT mutation (OR 12.346 95% CI 1.388-
111.11). The 14 fetuses with gastroschisis were also evaluated separately (Article 2), and
the results showed no statistically significant differences between cases and controls
when concerning to the presence of the mutation MTHFR-C677T.

Conclusion: The presence of the mutation MTHFR-C677T in fetal blood was associated
with central nervous system malformations, both in homozygous and heterozygous

form.

Keywords: congenital abnormalities, hydrocephalus, gastroschisis, genetic diseases -

inborn, inherited thrombophilia.
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1. INTRODUCAO

As malformagdes congénitas acometem 3 a 5% dos nascidos vivos (1,2), e algumas
delas tém mecanismos vasculares em sua origem. A trombose do sistema nervoso central
(SNC), por exemplo, ocorre em 1,35 de cada 100.000 nascidos vivos (3), e foi associada
a algumas malformacdes deste sistema. Os defeitos do SNC sdo, depois dos cardiacos,

as falhas mais comuns, e ocorrem em aproximadamente 21% dos casos de malformacgao

(2).
1.1. Malformacoes fetais de possivel origem vascular

A hidrocefalia fetal ocorre, em 60% dos casos, como conseqiiéncia de malformagdes,
tumores e lesdes destrutivas; em 40% dos casos, a causa nido € encontrada (4). Ela é
definida como aumento dos atrios ventriculares maior que 10 mm, sendo classificada
como leve (10-15mm), moderada (>15mm com cortex residual >2mm) e severa (cortex
residual <2mm) (5,6). A origem vascular foi postulada como uma teoria para ocorréncia

das hidrocefalias sem causa aparente (7).

Outra importante malformacao do SNC, a anencefalia € auséncia de tecido cerebral e do
fechamento superior da calota craniana, e sua incidéncia, no Brasil, € de 18 casos para
cada dez mil nascidos vivos, taxa mais de cinqgiienta vezes maior do que a observada em
paises da Europa, como Franga e Austria (8). Origina-se de uma neurulagdo anormal que
ocorre entre o 23° e 28° dias de gestacdo, resultando na auséncia de fusdo das pregas

neural e da formacao do tubo neural na regido do encéfalo (9,10).
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Um defeito na linha mediana da coluna vertebral, a espinha bifida, leva a exposi¢do do
canal medular e ocorre entre a terceira e quarta semanas de gestacdo. Pode apresentar
diversas localizacdes e extensodes, e as estruturas envolvidas definem o prognoéstico; €

lombossacra em 90% dos casos (11).

A encefalocele apresenta-se como protrusao do conteddo intracraniano através de defeito
Osseo na calota craniana. Pode ser associada com sindromes genéticas ou nio, porém
freqiientemente é associada com outras malformacdes. E rara, ocorrendo em 1,2 para
cada 10.000 nascimentos. A mortalidade perinatal chega a 40% dos casos e a grande

maioria dos sobreviventes apresenta déficit intelectual (12).

Na porencefalia, cistos cerebrais formam cavidades que podem se comunicar com o
sistema ventricular. Seu desenvolvimento geralmente ¢ bilateral e simétrico, podendo ser
associado com microcefalia. A hidranencefalia representa a forma extrema de
pseudoporencefalia. Sua causa € heterogénea, podendo envolver infec¢do congénita ou

oclusdo da carétida interna. A ocorréncia é rara (13).

As malformagdes de parede abdominal fetal tém sido relatadas precocemente com o uso
da ultrassonografia. O diagndstico, em média, é feito com 10 semanas de gestacdo.
Porém, sua formacio ocorre entre a quinta e a décima semana de atraso menstrual.
Algumas seqii€éncias de aberragdes podem cursar com essa anormalidade, podendo ser
de diferente espectro o achado (14).

A gastrosquise incide em 1,75 a 2,5 para cada 10.000 nascimentos, preferencialmente no
sexo masculino. Ocorre mais frequentemente a direita, envolvendo todas as camadas da

parede abdominal, com extensdo de aproximadamente dois a quatro centimetros;
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raramente ocorre a esquerda devido a protecdo hepdtica. Geralmente envolve alcas
intestinais e figado; ocasionalmente envolve estdbmago e outros 6rgdos. Vdrias teorias
sdo envolvidas na patogenia desta malformacdo, como a teoria da involu¢do anormal da
veia umbilical, acidente intravascular da artéria onfalomesentérica e rotura intra-utero
precoce da onfalocele. Em 7 a 30% dos casos, pode ser associada com outras
malformacdes, como hipoperistaltismo, ma rotacdo intestinal, isquemia ou multiplas
atresia devidas a irritacdo quimica (15).

A sindrome de limb body wall é rara, ocorrendo em 1 para 42.000 nascimentos. E uma
anomalia de disrup¢do que consiste na faléncia de fechamento da parede abdominal
anterior, corddo umbilical curto, escoliose, anormalidades faciais e craniais. Essa
anormalidade pode ocorrer isoladamente ou em associacdes com diversas malformacoes,
sendo caracteristica fundamental a auséncia de fusdo entre o &mnion e o cérion. A teoria
mais usada para explicar essa malformagao envolve altera¢cdes hematologicas que levam
ao desenvolvimento incompleto do sistema vascular fetal, com conseqiiente hemorragia,
necrose e anoxia dos tecidos, por volta da quarta a sexta semana de atraso menstrual
(16).

A redugdo de membros afeta 3-8 para cada 10.000 recém-nascidos (17), e pode ser
classificada como completa (amelia) ou parcial (meromelia). Em alguns casos a causa
pode ser determinada, como a presenca de uma brida amnidtica, anomalias
cromossOmicas ou teratogenicidade. Em 1982 foi sugerido que a causa destas
malformagdes poderia envolver acidentes vasculares (18).

Virias das malformacdes descritas foram associadas a fatores de trombofilia hereditéria.
Discorreremos sobre os principais fatores de trombofilia envolvidos nesse processo e, a

seguir, mostraremos algumas das associagoes.
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1.2. Fatores de trombofilia hereditaria

Trombofilia € um termo aplicado a pacientes com tendéncia a trombose, com idade
precoce ou recorréncia freqiiente, forte histéria familiar ou localizagdes ndo usuais e
migratorias. A definicdo de trombofilia hereditdria ¢: “tendéncia geneticamente
determinada a tromboembolismo venoso e/ou arterial”. Anormalidades dominantes ou
combinacdes de defeitos menos graves podem expressar-se clinicamente pela ocorréncia
de trombose espontanea em idade precoce, recorréncia freqiiente ou histéria familiar.
Tendéncias leves podem ser descobertas por investigacdo laboratorial ou pela ocorréncia
de trombose na presenca de fatores de risco. Todas as influéncias genéticas e suas

interacdes nao sao, todavia, completamente entendidas (19).

A trombofilia familiar pode causar abortos e sérias complicagdes na gravidez, além de
falhas de implantacdo nos casos de fertilizacdo in vitro. Tal estado parece interferir no

desenvolvimento do sistema vascular dtero placentario, tornando-o ineficaz (20).

Algumas mutacdes genéticas, como o fator V de Leiden, a mutagdo G20210A do gene
da protrombina e C677T no gene da enzima metileno tetrahidrofolato redutase
(MTHFR) foram sugeridas como fatores que poderiam agir durante a organogénese,
induzindo a redu¢do ou o bloqueio da irrigacdo sanguinea, e interferindo na formacao de

diversos 6rgaos e partes fetais. Detalharemos, a seguir, estas mutagdes.
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1.2.1. Fator V de Leiden

O estudo da trombose familiar progrediu muito nos dltimos anos. A presenca de familias
com trombose sugeria um defeito genético, e varios membros apresentavam resisténcia a
proteina C ativada. Apds investigacdo, excluiram-se alguns dos possiveis mecanismos:
uma proteina mutante que atuaria como inibidor da proteina C ativada, um defeito
funcional da proteina S, uma muta¢do no gene do fator VIII, auto-anticorpos contra proteina
C ou anticorpos antifosfolipides inibindo a fun¢do da proteina C ativada. As possibilidades
restantes eram: uma mutacao no gene do fator V alterando um dos sitios de clivagem ou
funcdo deficiente de um cofator desconhecido da proteina C ativada. A resisténcia a
proteina C ativada era corrigida por uma fracdo protéica do plasma normal, que,
purificada, mostrou-se idéntica ao fator V intacto, o que sugeriu que a resisténcia a proteina
C ativada fosse resultado de defeito no gene do fator V. Em experimentos com mistura de
plasma, a resisténcia a proteina C ativada foi corrigida por todos os plasmas com
deficiéncias, exceto por aquele com deficiéncia do fator V. O fator V isolado corrigiu a

resisténcia a proteina C ativada (21).

Foi identificada uma muta¢do no gene do fator V como base molecular para o fenétipo
da resisténcia a proteina C ativada na maioria dos individuos afetados. Esta mutacdo foi
encontrada em 50% das familias com trombofilia e em 20% dos pacientes com trombose

(19).

O fator V € uma glicoproteina plasmatica de cadeia tnica, sintetizada no figado e

megacaridcitos. Durante a coagulacdo, € convertido em fator V ativado pela trombina
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e/ou fator Xa. Atua como cofator ndo enzimitico da protrombinase, aumentando sua

eficiéncia catalitica em aproximadamente duas mil vezes (19).

O fator Va ndo € apenas um cofator na reacdo da protrombinase, mas também um
cofator na inativacdo do fator VIlla pela proteina C ativada. O gene do fator V foi

mapeado no cromossomo 1 e estd intimamente ligado ao gene da ATIII. (19).

Em 1994 foi descrita uma mutacdo no gene do fator V (fator V de Leiden), responsavel por
95% dos casos de resisténcia a proteina C ativada. A mutacdo, que ocorre em um dos
sitios de clivagem da proteina C ativada no fator V, é uma transicdo de G para A na
posicdo 1691, que prediz a substituicdo de arginina por glutamina. Esse fator V mutante

€ menos susceptivel a inativacao pela proteina C ativada do que o fator V normal (22).

A mutacdo no gene do fator V causa um estado de hipercoagulagao através da
lentificacdo da inativacdo do fator Va pela proteina C ativada (23). O fator V mutante
expressa atividade pré-coagulante normal, mas é menos sensivel a degradacdo mediada
pela proteina C ativada, o que resulta em estabilizacdo do complexo protrombinase,
aumento na geracdo de trombina e ativacdo retrograda dos fatores V e VIII. A taxa
aumentada de ativagdo da cascata de coagulacdo, concomitante com a perda da atividade
do fator V dependente da proteina C ativada, potencializa a resisténcia a proteina C

ativada e resulta em hipercoagulacédo (21).

O fator V de Leiden é comum em pacientes com trombose, estando presente em
aproximadamente 20% a 40% daqueles com um episddio de trombose venosa profunda.
Sua freqiiéncia no Brasil é similar a descrita, apesar das diferencas étnicas entre as

populacdes (24). A populacdo brasileira € altamente miscigenada e deriva de imigrantes
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vindos de Portugal, Espanha, Itdlia, Africa, Asia e Europa Central, cuja porcentagem

varia nas diferentes regides do Brasil.

A freqiiéncia do fator V de Leiden em populagdes caucasianas € de aproximadamente
6% (19). Estudos em familias sugerem que o fator V de Leiden € herdado como um
traco autossdmico dominante (21,25). Foi encontrada a mutagdo no gene do fator V na

maioria (94%) das familias com resisténcia hereditaria a proteina C ativada (21).

A alta prevaléncia do fator V de Leiden na populacao geral sugere selecdo genética positiva
envolvida. Durante a evolu¢do, um discreto estado de hipercoagulabilidade pode ter

conferido certa vantagem em situacdes como lesdo traumatica e gravidez (21).

1.2.2. Mutacao G20210A na protrombina (G20210A-FII)

2z

A protrombina € o precursor da protease trombina, enzima chave nos processos de
hemostasia e trombose, que exibe atividade procoagulante e anticoagulante. Uma
transicdo no gene da protrombina G—A na posicdo 20210 foi encontrada em 18% dos
pacientes com histéria pessoal e familiar de trombose venosa, em 6,2% de pacientes com
primeiro episédio de trombose venosa profunda (26) e em 0,7% a 4 % da populagao

normal (27).

A mutagdo G20210A no gene da protrombina parece ser mais comum no sul da Europa
(3%) (27). Portadores do alelo G20210A apresentam niveis plasmaticos de protrombina
mais altos do que os controles e risco 2,8 vezes maior de trombose (26). Na populagdo
brasileira, esta mutacdo foi encontrada em 6,2% dos pacientes com trombose venosa

profunda (28).
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O alelo G20210A esta associado com niveis elevados de protrombina. Os portadores tém
niveis de protrombina mais altos, e este aumento, por si s6, € fator de risco para

trombose (26).

O nivel elevado de protrombina pode ser considerado um mecanismo para trombose, mas
outros fatores além do alelo G20210A podem ser responsdveis. Nao € claro como os
niveis elevados de protrombina estimulariam a formacao de trombose. Eles podem causar

um desequilibrio entre os sistemas procoagulante e anticoagulante (26).

1.2.3. Mutacao C677T na enzima metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR)

A mutacdo C677T no gene da MTHFR foi descrita como maior responsdvel pela
hiperhomocisteinemia moderada. Essa mutacdo leva a formac¢do da enzima MTHFR
termolabil, que apresenta apenas 50% de atividade, o que explica o aumento da

homocisteina plasmatica (19).

A homocisteina ¢ um aminoédcido derivado da conversdao metabdlica da metionina. No
metabolismo intracelular, sofre remetilacdo para metionina ou transulfuragdo para
cisteina, estando envolvidos neste processo o folato e a cobalamina ou vitamina B12
(23,29). A homocisteina é oxidada no plasma em homocistina e homocisteina-cistina, ambas
referidas como homocisteina total (23). Varias condi¢des herdadas ou adquiridas podem
causar hiperhomocisteinemia, como deficiéncias de vitaminas, causas genéticas ou

atividade enzimatica reduzida (23,29).

A insuficiéncia renal cronica e outros fatores que interferem com o metabolismo do

folato, como o uso de metotrexate ou anticonvulsivantes, ou com o metabolismo da
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cobalamina, como o O6xido nitroso, podem causar hiperhomocisteinemia leve ou
moderada. A hiperhomocisteinemia leve ou moderada aumenta o risco para acidente
vascular cerebral, infarto agudo do miocardio, doenca arterial periférica e estenose das

artérias cardtidas extracranianas (23).

A freqiiéncia da hiperhomocisteinemia severa na populacao geral é 1:200.000 a
1:335.000. Individuos afetados apresentam retardo mental, anomalias esqueléticas, doenca
vascular arterial prematura e trombose venosa profunda com ou sem embolia pulmonar

(64%), tromboflebite (24%) e trombose de veias cerebrais ou mesentéricas (12%) (23).

A deficiéncia do acido folico ¢ um fator de risco importante para os defeitos de
fechamento do tubo neural, mas o mecanismo exato de falha na embrioge[Inese ainda é
desconhecido. A enzima metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR) é um
componente-chave no metabolismo do folato. Sua deficiéncia pode levar a reducdo na
concentragdo plasmatica de folato, vitamina B12 e metionina, além do aumento da
homocisteina. A geragdo de uma enzima termoldbil com menor atividade foi implicada
na patogénese dos defeitos de tubo neural em algumas populacdes (30). Por esta razdo,
alguns pesquisadores sugeriram a associa¢do da muta¢do C677T no gene desta enzima

com defeitos de fechamento do tubo neural (31, 32). No entanto, essa associagdo ndo foi

confirmada em outros estudos (33,34).

1.3. Trombofilia e malformacoes fetais

Apesar de haver sugestdes de uma possivel associacdo entre trombofilia € malformacdes

fetais de origem vascular, hd poucos trabalhos avaliando esta relacdo. A hidrocefalia
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(35) e microcefalia (36) subsequentes a trombose vascular foram descritas em relatos de

Caso.

Alguns relatos também descrevem a presenca do fator V de Leiden em malformacdes
raras, como a esquizencefalia. Ela se caracteriza pela presenca de fendas nos hemisférios
cerebrais que se estendem até os ventriculos laterais, com as bordas revestidas por
substancia cinzenta. De etiologia heterogénea, que pode envolver fatores hereditarios ou
processos destrutivos, costuma induzir deficiéncias motoras e cognitivas. Em dois casos
relatados, as mutacdes C677T-MTHER e fator V de Leiden foram encontrados em fetos
com esta malformacao (37). Além disso, a ocorréncia de trombose cerebral na presenca
do fatov V de Leiden foi relacionada tanto a hidrocefalia (38) quanto a porencefalia (39).
A malformag¢do congénita da veia cava inferior, com conseqiientes hipoplasia e

trombose, também foi descrita em pacientes com fator V de Leiden (40,41,42).

A mutacdo G20210A no gene da protrombina foi descrita em alguns casos de
malformacdo fetal, geralmente de regido abdominal. A sugestdo de que a atresia
intestinal congénita pode resultar de acidente vascular mesentérico foi feita hd muitos
anos. Em experimento de 1955, Laux e Barnhard ligaram as veias mesentéricas de fetos
de caninos, resultando em atresia intestinal. Tais achados foram reproduzidos em
coelhos, ovelhas e cdes (43). Com o advento dos métodos de diagndstico para
trombofilia hereditdria, questionou-se se a predisposi¢cdo genética poderia aumentar o
risco de trombose mesentérica fetal. A avaliacdo de 28 criangas tratadas por atresia
congénita de jejuno, ileo ou cdlon, mostrou associacdo da doenca com a presenga do

fator V de Leiden, mas ndo com a mutacao G20210A-FII ou a C677T-MTHEFR (44).
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Outra malformacgdo de parede abdominal fetal descrita em associacdo com fatores de
trombofilia € a gastrosquise, que envolve todas as camadas da parede abdominal,
geralmente com extrusdo de figado e alcas intestinais, e tem vdrias teorias envolvidas em
sua formacdo: involu¢do anormal da veia umbilical, acidente vascular da artéria
onfalomesentérica e rotura precoce intra-ttero de onfalocele (Mortellaro et al., 2011). A
inducdo da formacdo de trombo precocemente na gravidez, pela maior presenca de

estrégeno, foi descrita recentemente como possivel teoria para a gastrosquise (45).

A avaliacdo de 220 pacientes com isquemia cerebral associada a persisténcia do forame
oval mostrou alta prevaléncia da mutacao G20210A-FII, mas ndo do fator V de Leiden
(46). Entretanto, outros mostraram a presenca significativa das duas mutacdes em

situacOes similares (47, 48, 49).

A combinacdo do fator V de Leiden com a mutagao G20210A-FII foi também descrita
em recém-nascido com auséncia de membros, € os autores concluiram que, nesses casos,
€ prudente explorar a presenca de fatores de trombofilia em meio a outros possiveis
responsdveis (50). A auséncia de extremidades em recém-nascidos ocorre em 0,69 para
cada 100.000 nascidos vivos. Em 35% dos casos, ocorre interrup¢ao do suprimento
vascular, seja por banda amniética, uso de agentes vasoconstritores ou oclusio

intravascular por trombo (51, 52).

Em 1982 foi sugerido que a causa destas malformacOes poderia envolver acidentes
vasculares (53). Para avaliar a importancia das trombofilias na redu¢do de membros, 24
pares de maes e recém-nascidos foram avaliados quanto a presenca de fatores adquiridos

e hereditarios. Os resultados mostraram excesso de fatores de trombofilia nos recém-

Introdugio 3_1



nascidos e/ou suas maes, atingindo significancia estatistica para os primeiros e sugerindo

possivel papel dos fatores de trombofilia como causa deste tipo de malformacao (54).

Devido a sua participagdo no metabolismo do folato, e a bem descrita associagdo entre
deficiéncia de folato e defeitos de fechamento do tubo neural (55, 56), a mutacdo
C677T-MTHEFR foi exaustivamente estudada neste tipo de malformacao (31, 32, 34, 57,
58, 59). Apesar desta associacdo ter sido descrita em vdrias séries ao longo dos anos, o
mecanismo exato de falha da embriogénese ainda é desconhecido (19). Por esta razio,
pesquisadores sugeriram a associacdo da mutacdo com defeitos de fechamento de tubo

neural. No entanto, essa associacao ndo foi confirmada em outros estudos (33, 34).

Apesar de haver sugestdes de uma possivel associa¢do entre trombofilia € malformacdes
fetais de origem vascular, hd poucos trabalhos avaliando esta relacdo. Algumas
malformacdes subsequentes a trombose vascular foram descritas em relatos de caso (35,
36), mas as implica¢des da trombofilia hereditdria no desenvolvimento anatomico fetal
sdo desconhecidas. Para avaliar uma possivel associacao entre a presenca de trombofilia
fetal e alguns tipo de malformagdo, comparamos a presenca do fator V de Leiden, das
mutacdes G20210A-FII e C677T-MTHFR entre fetos com malformacdes de possivel

origem vascular e fetos morfologicamente normais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Avaliar a associacdo entre trombofilia hereditaria fetal e malformacoes

fetais de origem vascular.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a associacdo entre a presenca, no feto, das mutagdes fator V de Leiden,
G20210A no gene da protrombina e C677T no gene da enzima MTHFR e as
seguintes malformacdes fetais: defeitos do SNC (hidrocefalia, anencefalia,
hidranencefalia, porencefalia, encefalocele, microcefalia e espinha bifida),

gastrosquise, limb body wall e reducdo de membros fetais.
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3. SUJEITOS E METODO

3.1. Desenho do estudo

Estudo caso-controle.

3.2. Tamanho amostral

Foram calculados dois tamanhos de amostra, de acordo com os seguintes
parametros:

Py: propor¢do de controles expostos ao fator de risco

OR: Odds Ratio associado a exposi¢ao

a: Erro do tipo 1

B: Erro do Tipo II

Cenadrio 1. Malformacao Total x Controles

Utilizando os parametros abaixo:

Pp: 0.25 OR:3 a:5% B: 10%

Tanto Py quanto o OR utilizados para este cdlculo foram baseados nos estudos do
Quadro 1, a seguir. O Quadro 1 mostra a prevaléncia da mutagdo C677T-MTHFR
em diversas populacdes do mundo, incluindo os cinco continentes. Esta mutacdo
foi utilizada como pardmetro para o calculo do tamanho amostral por ser a mais

prevalente dentre as trés mutagdes estudadas. O calculo baseado no fator V de
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Leiden e na mutacdo G20210A na protrombina inviabilizaria a realizacdo do

estudo, por gerar tamanhos de amostra superiores a 10.000 individuos.

Com esses parametros, o tamanho da amostra é de 95 pacientes para cada grupo.

Cenadrio 2. Malformacao do SNC x Controles

Utilizando os parametros abaixo:

Pp: 0.25 OR:3.5 a: 5% B: 10%

Tanto Py quanto o OR utilizados para este calculo foram baseados nos estudos do

Quadro 1, a seguir. Com esses parametros, o tamanho da amostra € de 75 pacientes

para cada grupo.

Para o cdlculo do parametro Py foram utilizados os seguintes estudos:

Quadro 1 - Distribuicao mundial das frequéncias do alelo T (677-MTHFR)

Populagoes n Frequéncia Referéncia
(%)

América do Sul

Brasil

Brancos (SP) 51 37 60

Populacdo miscigenada de Sao Paulo (SP) 296 23 28

Populagdo miscigenada de Belém (PA) 327 28 61

Meéxico

Populagdo miscigenada do México 112 47 34

América do Norte

Estados Unidos

Judeus Ashkenazi 155 48 62

Caucasdides (Carolina do Sul) 151 35 63
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Canada

Caucasoides
Euro-descendentes
Europeus (EUA)
Europeus (EUA)
Europa

Franca

Itélia

Inglaterra

Noruega

Holanda

Espanha

Asia

China

Japao
Asia-descendentes
Japoneses (SP)
Africa

Sub-Sahara
Afro-descendentes
Africanos (SP/Brasil)
Africanos (Equador)
Africanos (PA/Brasil)
Africanos (EUA)
Africanos (Carolina do Sul/EUA)

365

160
200

456
289
199
329
207
36

24
778

40

89

50
41
133
102
146

38

42
28

37
40
35
29
27
54

25
37

40

12
18
19
10
11

64

34
62

65
66
67
68
69
70

71
72

60

70

60
70
73
74
63

3.3. Selecao dos sujeitos

Para o grupo Casos, foram selecionadas duplas mae-feto que preencheram os

critérios de inclusio e exclusido no dia de suas consultas de rotina no ambulatério
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de Medicina Fetal do CAISM-UNICAMP, no periodo de janeiro de 2005 a
dezembro de 2010. Para o grupo Controles foram selecionadas duplas mae-feto
que doaram sangue do corddo umbilical ao Banco de Sangue de Cordao do
HEMOCENTRO-UNICAMP, que preencheram os critérios de inclusdao e

exclusdo.

3.3.1. Critérios de inclusido para o grupo Casos

Fetos com alguma das seguintes malformagdes isoladas: hidrocefalia,
porencefalia, hidranencefalia, anencefalia, espinha bifida, encefalocele,
microcefalia, gastrosquise, limb body wall e redu¢do de membros. Todos foram
submetidos a cordocentese para realizacdo de caridtipo, como € rotina do
servico. Quando o cariétipo foi normal, o sangue obtido desta pungdo foi

utilizado para a realizacdo das mutacdes estudadas.

3.3.2. Critérios de exclusiao para o grupo Casos

FORAM EXCLUIDAS DO ESTUDO AS GESTANTES QUE SE NEGARAM A REALIZAR A CORDOCENTESE POR QUALQUER MOTIVO,
NAO HAVENDO PREJUIZO AO SEU SEGUIMENTO NO SERVICO.

3.3.3. Critérios de inclusao para o grupo Controle

Foram incluidas neste grupo mulheres que tiveram filhos sem malformacgdes e
que doaram o sangue de corddo para o Banco de Sangue de Corddo do
HEMOCENTRO-UNICAMP, colhido logo apds o clampeamento do cordao

umbilical e antes da dequitacdo placentdria.
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3.3.4. Critérios de exclusao para o grupo Controles

Antecedente de dois ou mais abortos espontdneos, obito fetal, fendmenos
tromboembdlicos, hipertensdo gestacional, diabetes e malformacao fetal. Estes
dados foram obtidos através do prontudrio do HEMOCENTRO-UNICAMP e

complementados por entrevista telefonica, quando necessério.

3.4. Variaveis e conceitos

3.4.1. Variaveis independentes
e Fator V de Leiden: mutacdo G1691A no gene do fator V, base molecular para o
fendtipo da resisténcia a proteina C ativada. Categoria: homozigoto,
heterozigoto, ausente.
e Mutacdo G20210A: mutagdo do gene da protrombina, que leva ao aumento dos
niveis plasmaticos da mesma. Categorias: homozigoto, heterozigoto, ausente.
e Mutagdo C677T no gene da MTHFR: mutacdo no gene que codifica a enzima

MTHEFR, cuja deficiéncia leva ao aumento da homocisteina e conseqiiente

hiperhomocisteinemia. Categorias: homozigoto, heterozigoto, ausente.

3.4.2. Variaveis dependentes
e Hidrocefalia: aumento dos atrios ventriculares maior que 10 mm, sendo
classificada como leve (10-15mm), moderada (>15mm com cortex residual

>2mm) e severa (cortex residual <2mm) (5,6)
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Porencefalia: cistos cerebrais que formam cavidades que podem se comunicar
com o sistema ventricular, geralmente € bilateral e simétrico, podendo ser
associado com microcefalia; forma extrema de pseudoporencefalia (13).
Hidranencefalia: auséncia dos hemisférios cerebrais com meninges intactas e
cranio de aparéncia normal, com foice intacta que separa os dois cistos
hemisféricos. A membrana da parede € licida e transparente. Além da auséncia
de tecido cerebral, ndo ha evidéncia de ventriculos laterais (75).

Anencefalia: auséncia de massa encefilica e telencéfalo, diagnosticada por
ultrassom transvaginal entre 10-11 semanas de gestacdo, com presenca de
massa discOide (area cerebrovascular) sustituindo o tecido cerebral. O cerebelo
e a base do cérebro sdo menos comprometidos, mas as drbitas sdo superficiais e
os olhos protraidos de suas bolsas (75).

Espinha bifida: defeito na linha mediana da coluna vertebral, com exposi¢cdo do
canal medular, que ocorre entre a terceira e quarta semanas de gestacdo. Pode
apresentar diversas localizagdes e extensdes, e as estruturas envolvidas definem
o progndstico; é lombossacra em 90% dos casos (11).

Encefalocele: protrusdo do conteudo intracraniano através de defeito 6sseo na
calota craniana. Pode ser associada com sindromes genéticas ou ndo, porém
freqlientemente € associada com outras malformacoes (12).

Microcefalia: tamanho subnormal do cérebro, com circunferéncia cefalica 2 a 3
desvios-padrao abaixo do esperado para a idade gestacional e sexo, ou abaixo

do terceiro percentil (75).
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3.4.3.

Gastrosquise: defeito de fechamento da parede abdominal que envolve todas as
suas camadas, para-umbilical, usualmente do lado direito, com extrusdo de
o6rgdos intra-abdominais. Pode envolver alcas intestinais e figado;
ocasionalmente envolve estdmago e outros 6rgaos (15).

Limb body wall: anomalia de disrup¢c@o que consiste na faléncia de fechamento
da parede abdominal anterior, corddo umbilical curto, escoliose, anormalidades
faciais e craniais (16).

Reducdo de membros: malformagdo congénita que envolve a auséncia total ou

parcial de um ou mais membros, com ou sem estruturas 6sseas (18).

Variaveis de controle

Idade: nimero de anos completos na data da inclusdo na pesquisa

Raca/cor: branca ou ndo branca, conforme visualizada pela pesquisadora
Antecedente gestacional: nimero de gestacdes, partos e abortos espontineos
referidos pela mulher.

Numero de filhos vivos: quantos filhos vivos a mulher tem no momento da
admissdo no estudo

Numero de natimortos: quantos filhos nasceram mortos até o momento da
admissdo no estudo

Antecedente de malformacgdo fetal: quantos filhos apresentaram malformacgao

fetal antes da gestacao atual
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3.5. Técnicas, testes e exames

3.5.1 Extracio do DNA
Foram utilizados 50 pLL de cada amostra de sangue fetal. O DNA gendmico foi
extraido e purificado utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega Corp., Madison, WI, USA), de acordo com o protocolo do fabricante

para sangue total.

3.5.2 Analise dos polimorfismos do DNA — mutacao C677T-MTHFR (76)

Ap6s a extragdo do DNA gendmico, amplificou-se a regidao do gene da MTHFR
onde poderia ocorrer a mutacdo através da reagdo em cadeia da polimerase
(RCP). O fragmento do gene da MTHFR foi amplificado numa mistura de
54mM Tris-HCI, pH 8.8, 5.4 mM MgCl,, 5.4 uM EDTA, 13.3 mM (NH4),SOu,
8% DMSO, 8 mM B-mercaptoetanol, 0.4 mg BSA/mL, 0.8 mM de cada
nucleosideo trifosfato, 400 ng de cada iniciador: sense (5°-
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCG GGA-3) e antisense (5-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’), 500 ng do DNA gendmico e 2 U da
enzima Taq polimerase. A reacdo envolveu 30 ciclos de incubagdo a 94°C (1
minuto), 55°C (1 minuto) e 72 °C (2 minutos). Um fragmento de 198 pares de
base foi obtido e 10-15puL deste material amplificado foram digeridos com
0.5U da enzima Hinf I. Apos a digestdo o alelo mutante (alelo 677T) forneceu 2

fragmentos de 175 e 23 pares de base, observados num gel de agarose. Quando
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o alelo normal (677C) estava presente, ndo havia o sitio de restricdo para a

enzima, e somente o fragmento de 198 pares de base foi observado.

Anadlise dos polimorfismos do DNA — fator V de Leiden (77)

codon para Arg506 estd posicionado no exon 10 do gene do fator V. A
determinacdo da mutacdo G para A envolveu a amplificacdo desta regido,
seguida pela digestdao com a enzima Mnll. Apds a extragdo do DNA gendmico o
exon 10 foi amplificado através da reacdo em cadeia pela polimerase (RCP),
utilizando-se uma mistura de 54mM de tris-HCI, pH 8.8, 5.4mM MgCl, 5.4uM
EDTA, 13.3mM (NH4),SO4, 10% DMSO, 8mM [-mercaptoetanol, 0.4mg/mL
BSA, 0.8mM de cada nucleosideo trifosfato, 400 ng de cada iniciador (sense: 5°-
CTTGAAGGAAATGCCCCATTA-3’ e antisense: 5-
TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3’), 500ng de DNA e 2 U de Taq
polimerase. A reacdo envolveu 30 ciclos de incubacdo a 94°C (40”), 57°C (40”)
and 72°C (2°). Um fragmento de 220 pares foi obtido e 5-10pL do material
amplificado foi digerido com 0.5U da enzima Mnl I. Esta regido do exon 10
continha 2 sitios de restri¢cao nas posigdoes 1637 e 1694. Apos a digestdo do gene
normal (alelo 1691G), fragmentos de 116, 67 e 37 pares de base foram observados
através de uma corrida em gel de agarose a 2%. Quando o alelo mutante estava
presente (1691A), ndo ocorreu mais a clivagem na posicao 1694, e observaram-se

fragmentos de 153 e 67 pares de base.
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3.5.4 Analise dos polimorfismos do DNA — mutacao G2021A-FII (26)

3.5.5

Apds a extracdo do DNA gendmico o fragmento ndo transcrito da regido 3”do
gene da protrombina foi amplificado pela RCP, numa mistura de 54 mM Tris-
HCI, pH 8.8, 5.4 mM MgCl,, 5.4 uM EDTA, 0.8 mM de cada nucleosideo
trifosfato, 400 NG de cada iniciador: sense (5°-
TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3) e antisense (5°-
ATAGCACTGGGAGCATT GAAGC-3’), 500 ng do DNA gendémico ¢ 2 U da
enzima Taq polimerase. A reacdo envolveu 35 ciclos de incubagido a 94°C (1
minuto), 58°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto) e resultou na obten¢do de um
fragmento de 345 pares de base. 10 a 15uL. do material amplificado foram
digeridos com 2.5 U da enzima Hid III, fornecendo um fragmento de 322 pares
de base, na presenga do alelo mutante (G20210A). Quando o alelo normal
(20210G) estava presente o sitio de restricdo foi ausente e o fragmento de 345

pares de base permaneceu intacto.

Interpretacao dos resultados

Fator V de Leiden: foi considerado presente ou ausente. Quando presente foi
classificado em heterozigoto ou homozigoto.

Mutacdo G20210A no gene da protrombina: foi considerada presente ou
ausente. Quando presente, foi classificada em heterozigota ou homozigota.
Mutacdo C677T no gene da MTHFR: foi considerada presente ou ausente.

Quando presente, foi classificada em heterozigota ou homozigota.
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3.5.7

Instrumentos para coleta de dados

Para a coleta de dados foi criada uma ficha categorizada (Ficha de Coleta de
Dados - Anexo 1) que, apds sua utilizacdo, teve o campo de identificacdo dos

sujeitos destruido.

Coleta de dados

Foram selecionadas para o estudo 100 duplas mae-feto que preenchiam os
critérios de inclusao e exclusao para o Grupo Casos, no Ambulatério de
Medicina Fetal do CAISM-UNICAMP. Quando concordaram em participar,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 2) e
forneceram as informagdes para preenchimento da Ficha de Coleta de Dados
(Anexo 1). No dia da cordocentese para realizagdo do caridtipo fetal, feita
rotineiramente no servico, 50 puL. foram retirados da amostra e enviados para o
Laboratério de Genomica e Expressao do Departamento de Genética, Evolucao
e Bioagentes do Instituto de Biologia/UNICAMP para pesquisa dos
polimorfismos estudados. Em trés dos casos ndo foi possivel a realizacdo dos
exames por dificuldades técnicas, eles foram excluidos do estudo, restando
entdo 97 pares mae-feto no grupo Casos.

Para o Grupo Controles, foram selecionadas 100 mulheres que tiveram filhos
sem malformagdes e doaram o sangue de corddo umbilical para o Banco de
Sangue de Cordao do HEMOCENTRO-UNICAMP. As amostras foram
enviadas para o Laboratorio de Genomica e Expressio do Departamento de
Genética, Evolucdo e Bioagentes do Instituto de Biologia/UNICAMP para a

pesquisa dos polimorfismos estudados. Os dados da Ficha de Coleta de Dados
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foram coletados do prontudrio médico destas mulheres e complementados por
entrevista telefOnica, quando necessario. Todas as mulheres haviam autorizado
a utilizagdo do sangue doado para a realizacdo de pesquisas éticas e sigilosas, e
o modelo desta autorizacdo pode ser visto no Anexo 3.

Depois de preenchido o questiondrio da Ficha de Coleta de Dados, os nomes
das mulheres foram eliminados, persistindo nas fichas apenas o nimero do
sujeito no trabalho, sem identificacdo do mesmo. Os dados coletados foram
digitados em uma planilha do programa Excel 2007 que foi completada
posteriormente, com os dados laboratoriais obtidos com a pesquisa dos
polimorfismos.

Ap6s a obtencdo dos resultados das mutagdes, finalizou-se o preenchimento da

Ficha de Coleta de Dados, e foi realizada a analise estatistica dos dados.

Processamento e analise dos dados

Concluida a digitacdo de todos os dados por dois revisores, a saber, o
pesquisador e o estatistico, em planilha do programa Excel 2007 para Windows
(Microsoft® Corporation, Redmond, WA, EUA), os dados foram descritos
através de média, desvio-padrdo e mediana, e através de freqiiéncias absolutas
(n) e relativas (%).

Foi realizada a andlise descritiva por grupo e a avaliacdo do comportamento das
varidveis, quanto a associacio entre cada uma delas e o grupo, utilizando Qui-
quadrado ou Teste Exato de Fisher. A andlise univariada foi utilizada para
comparar cada uma das varidveis por grupo e identificar aquelas que poderiam

ser discriminatdrias para a varidvel resposta de interesse (ter malformagdo),
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utilizando o teste de Wilcoxon para amostras independentes. Elas foram
avaliadas quanto a correlacdo entre elas, e a andlise de regressdo logistica foi
feita para avaliar as chances de associacdo entre as varidveis estudadas e as
malformacdes fetais.

Foram utilizados um nivel de significancia 5% e o software: SAS versdo 9.1.3
para as andlises. O poder foi de pelo menos 80% para as medidas na

comparagao entre 0s grupos.

Aspectos éticos

Foram seguidas as orientagdes propostas pela Declaracdo de Helsinque e suas
revisdes (WMA Declaration of Helsinki, 2008), assim como as diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos contidas na
Resolugdao 196/96 do Conselho Nacional de Sauide (78).

As informacdes foram obtidas apenas pelo propdsito da pesquisa.

As gestantes do grupos casos somente foram admitidas apds ter-lhes sido lido e
explicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo pesquisador no
dia de sua consulta de rotina, terem recebido uma cépia do termo, terem-no
compreendido e assinado.

As pacientes do grupo controle haviam autorizado previamente a utilizagdo do
sangue de cordao para pesquisas éticas e sigilosas.

Foi explicado que ndo haveria beneficios pessoais com a participagdo na
pesquisa, e que os resultados encontrados, provavelmente, ndo trariam nenhum

beneficio imediato para a populagdo.
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Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em 18 de

dezembro de 2007, sob o parecer niimero 1.003/2007 (Anexo 4).
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Abstract

Objective: To evaluate the association between fetal central nervous system (CNS)
malformations and the C677T mutation in the methylene tetrahydrofolate reductase
(MTHFR) gene in fetal blood.

Methods: A case-control study was performed to compare the mutation C677T-MTHFR
between 78 fetuses with CNS malformations and 100 normal fetuses. Genomic DNA
was extracted and purified from fetal blood by means of the Wizard ® Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA), according to manufacturer's
protocol. The polymerase chain reaction (PCR) was used to assay the thermolabile
C677T-MTHFR. Statistical analysis was realized using Chi-square and Fisher’s Exact
Test, Wilcoxon test and logistic regression.

Results: Cases and Controls were similar when concerning to maternal characteristics as
age, deliveries and abortions. Twenty (25.6%) cases and 6 controls had the heterozygous
C677T-MTHEFR (OR 10.309 95% CI 3.344-32.258) and 6 (7.7%) cases and one control
presented the homozygous form (OR 12.346 95% CI 1.388-111.111).

Conclusion: The mutation C677T-MTHEFR in fetal blood was associated with fetal CNS

malformations, both in heterozygous and homozygous form.
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Introduction
Congenital malformations occur in 3-5% of live births, and central nervous system
(CNS) defects are the second most common type of malformations, after heart ones

(Sekhobo et al, 2001).

CNS thrombosis is found in 1.35 per 100,000 live births and it has been associated with

CNS malformations (Gunther et al., 2000).

The enzyme methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) participates in folate
metabolism. For this reason and for the well-described association between folic acid
deficiency and neural tube defects (NTD) (Heseker, 2011; Taruscio et al., 2011), the
enzyme was exhaustively studied in this kind of malformation (Mornet et al., 1997;
Dévalos et al., 2000; Isotalo, Wells, Dinnelly, 2000; Volcik et al., 2000; Martinez de
Villarreal et al., 2001; Harisha et al., 2010). The enzyme MTHEFR is a key component in
folate metabolism. A C>T substitution at nucleotide 677 induces the generation of a
thermolabile enzyme with reduced activity (Eskes, 1998). This deficiency in activity can
lead to reduced plasmatic folate, vitamin B12 and methionine, and -elevated
homocysteine.

Some investigators have suggested the association between the mutation C677T-
MTHFR and NTD (Davalos et al, 2000; Martinez de Villarreal et al, 2001), but other
studies did not confirm it (Boduroglu et al., 1999; Volcik et al., 2000). The implications
of inherited thrombophilia in fetal anatomic development are unknown. We studied the
mutation C677T-MTHFR in affected and normal fetuses, in order to evaluate a possible

association between this mutation and fetal CNS malformations.
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Methods

A case-control study included 78 fetuses with hydrocephalus, porencephaly,
hydranencephaly, anencephaly, spina bifida, encephalocele and microcephaly (cases),
and 100 normal fetuses (controls). All the cases were recruited from Fetal Medicine
Outpatient Clinics of Campinas University between 2005 and 2010, and underwent a
routine cordocentesis. All of them had normal karyotype results. 50 uL of cord blood
were used to perform DNA extraction and test for the mutation C677T-MTHFR.

The controls blood was obtained from the Cord Blood Bank of Campinas University,
comprising 100 normal fetuses. Exclusion criteria for controls were history of three or
more subsequent miscarriages, fetal death, thromboembolism, gestational hypertension
and fetal malformations. Data were obtained from mother’s medical records and
supplemented by telephone interviews, if necessary. Cord blood donors had previously
signed an Informed Consent for the blood to be used in ethical research.

For cases group, data regarding women’s age, parity and history of fetal malformation
were collected by direct interview during cordocentesis procedure. All women were
informed about the objectives and methodology of the study, read and signed the
Informed Consent.

The Committee of Ethics in Research from CAISM-Campinas University approved this

study on December 18"™ 2007 under the protocol 1.003/2007.

DNA extraction and analysis of C677T-MTHFR

Genomic DNA was extracted and purified from fetal blood by means of the Wizard ®
Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA), according to

manufacturer's protocol for whole blood.
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The polymerase chain reaction (PCR) was used to assay the thermolabile MTHFR
C677T mutation. Amplifications Were Performed in separate 50 ml reactions containing
10 mM Tris HCI (pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM of each nucleoside
triphosphate, 0.4 mM each of forward and reverse primer and 2.5U of Taq polymerase.
The PCR parameters Were 38 cycles of 94°C (30 seconds), 54°C (30 seconds) and 72°C
(30 seconds). The initial cycle was Preceded by 9 minutes at 94°C, so as to activate
AmpliTaq Gold polymerase in addition to denaturing the template, and the last cycle
was Followed by 5 minutes at 72°C. The PCR products were digested with the
appropriate restriction enzyme. After digestion, PCR products were submitted to
electrophoresis on 2% agar minigels containing ethidium bromide at 120 V for 1 hour.
For MTHFR, Hynfl did not cleave the 198-bp PCR product of the normal allele,
whereas the mutant allele yielded fragments of 175 bp and 23 bp after Hinfl digestion.
For each locus, heterozygous individuals exhibited both normal and mutant digestion
products. The PCR assay controls included DNA from a subject with subject, normal
subject and a blank water run for each analysis.

After extracting genomic DNA, the region where the MTHFR gene mutation can occur
is amplified through CPR. The fragment of the MTHFR gene is amplified in a mixture
of 54mm Tris-HCI, pH 8.8, 5.4 mM MgCI2, 5.4 mM EDTA, 13.3 mM (NH4) 2S04, 8%
DMSO, 8 mM p-mercaptoethanol, 0.4 mg BSA / ml 0.8 mM each nucleoside
triphosphate, 400 ng of each primer: sense (5'-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-
3") and antisense (AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 5'-3'), 500 ng of genomic DNA and
2U Taq polymerase enzyme. The reaction involves 30 cycles of incubation at 94 ° C (1
minute), 55°C (1 minute) and 72°C (2 minutes). A fragment of 198 base pairs is

obtained and 10-15pl of this amplified material is digested with 0.5U of enzyme Hinf I.
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After digestion, the mutant allele (allele 677T) provides two fragments of 175 and 23
base pairs observed in agarose gel. When the normal allele (677C) is present, there is not

the restriction site for the enzyme, and only the fragment of 198 bp is observed.

Statistical Analysis

The descriptive analysis of the variables was performed using Chi-square or Fisher's
Exact Test. Univariate analysis compared each variable by group and identified
discriminatory ones for fetal malformations, using Wilcoxon test for independent
samples, and logistic regression was realized at a 5% significance level. The software
SAS version 9.1.3 was used for the analysis and the power of the test was at least 80%

for comparison between groups.

Results

Both groups were similar in mother’s race, history of miscarriage and number of
deliveries. The number of living children was lower in mothers from cases group, but we
have to remember that having at least one living child was an inclusion criterion for the
control group (Table 1). In cases group, 23% of the women had a history of fetal death,
and this history was an exclusion criterion for the control group.

The distribution of C677T-MTHFR by type of fetal CNS malformation can be seen in
Table 2. Table 3 shows a comparison of the C677T-MTHFR between both groups. The
mutation was detected in 26 cases and in 7 controls. A statistically significant difference

was detected between groups, both for heterozygous and homozygous form.
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The results of multivariate analysis can be seen in Table 4. The CT and TT genotypes
presented a significant association with fetal CNS malformations (OR 10.309 CI 3.344-

32.258 and OR 12.346 CI 1.388-111.11, respectively).

Discussion

The etiology of CNS malformations, especially NTD, is multifactorial and involves
genetic and environmental factors and their complex interactions (Harisha et al, 2010).
Several studies have shown that the thermolabile variant of MTHFR has low activity and
is associated with increased plasmatic homocysteine levels, which can be corrected by
folate supplementation (Kang et al, 1988; Nelen et al, 1998). Folate stabilizes the labile
enzyme (Frosst et al, 1995; Rozen, 1997) and neutralizes the effects of the mutation at
15.4 nM plasmatic level or higher (Jacques et al, 1996). The C677T-MTHFR mutation
occurs at the exon 4 of the nucleotide 677, where thymine replaces cytosine (C — T),
resulting in the substitution of alanine for valine at the folate-binding site (Frosst et al,
1995). The activity of the mutated enzyme decreases to 35% of normal (Harisha et al,
2010).

Another common genetic polymorphism in MTHFR is an A — C transition at nucleotide
1298, that results in the substitution of alanine by glutamate. This mutation does not
seem to elevate plasmatic homocysteine levels, neither in homozygous nor in
heterozygous form. The combination of both heterozygous mutations (C677T and
A1298C), however, may result in an important elevation in plasmatic homocysteine
level (van der Put et al, 1998).

Several meta-analyzes confirmed the association between C677T-MTHFR mutation and

clinical diseases as congenital heart defects (Yin et al., 2012), acute myocardial
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infarction in Caucasians (Xuan et al., 2011), ischemic stroke in Caucasians (Yu, Zhang,
Shi, 2011), cerebral venous thrombosis (Marjot et al., 2011) and stroke in infants and
children (Kenet et al., 2010), Alzheimer's disease in Asians (Hua et al., 2011); venous
thromboembolism (Gohil, Peck, Sharma, 2009) and peripheric arterial disease
(Khandanpour et al., 2009), diabetic nephropathy (Zintzaras et al, 2007) and migraine
with aura (Rubino et al, 2009).

All these diseases have a strong vascular component, and several of them acompained
by elevated plasmatic homocysteine. The exact mechanism by which the mutation
and/or hyperhomocysteinemia act in the vasculature, leading to such impact, is
unknown. We question whether these unclear mechanisms could act during embryo
development and lead to CNS malformations, as NTD or other ones with vascular
origin, like hydrocephalus and hydranencephaly.

NTD, recurrent abortion and fetal death have been associated with
hyperhomocysteinemia (Wouters et al.,, 1993; Nelen et al.,, 1998). Van der Put et al.
suggested, for the first time, that the mutation C677T-MTHEFR could be a risk factor for
NTD (1995). Some studies showed a high prevalence of this mutation in NTD children
and in their mothers (Shields et al., 1999; Rampersaud et al., 2003), but others did not
(Gonzalez-Herrera et al., 2002).

It is still unclear whether periconceptional folate supplementation can overcome the
imbalance between homocysteine and the presence of the mutation in the mother or in
the developing embryo. Van der Put et al. showed that the mutated genotype in the
mother and in the embryo contributed to NTD development. In their study in German
population, the mutation in the mother conferred greater risk than the mutation in the

fetus (van der Put et al, 1996). However, a meta-analysis compared the prevalence of
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C677T-MTHFR among international groups of patients, their mothers and controls, and
detected a slightly higher risk for NTD when the mutation was present in the children
than in their mothers (van der Put, Eskes, Blom, 1997).

The authors of a study with the Irish population (Shields et al., 1999) concluded that the
TT genotype in the embryo was consistent with higher risk of NTD than the maternal
altered genotype. Harisha et al. (2010) showed similar results: the frequency of
homozygous C677T-MTHFR was significantly higher in children with NTD than in
controls, whereas the difference between their mothers and controls was not significant.
The suggestion that a homozygous mutation in the embryo and in the mother could act
synergistically has not been proved: some researchers showed higher risk when the
combination was present (van der Put et al., 1996), but others did not (Shields et al.,
1999).

Our results showed a significantly higher prevalence of C677T-MTHEFR in fetuses with
CNS malformations when compared with normal fetuses. Future studies could evaluate
other mutations in the MTHFR gene, mutations in other components of folate and
homocysteine metabolism, and NTD not preventable with folate. They represent
approximately 30% of NTD and have been associated with disturbances of vitamin B12,
methionine and inositol metabolism.

The evaluation of the presence of the C677T-MTHFR mutation for couples whose
children have CNS malformations can help to estimate the risk of fetal thrombophilia,
according to genetic inheritance, facilitating genetic counseling. In the same way,
carriers of this mutation who wish to have children can be more consistently advised

with the results of this study and future ones.
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Table 1. Median values, range and p-value resulting from the comparison between

groups for sample characterization

Variable Cases Controls p-value
Age 29 (18-43) 29 (16-43) 0.8683
Number of pregnancies 2 (1-10) 2 (2-4) 0.5072
Number of deliveries 1(1-8) 2 (1-5) 0.2408
Number of abortions 0 (0-1) 0 (0-1) 0.0677
Number of living children 1 (0-8) 2 (1-4) 0.0003*
(n) 78 100

* Wilcoxon test for independent samples
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Table 2. Distribution of C677T-MTHFR by type of CNS malformation

MTHFR C677T* 1% i  Fswk gk Sk gk 7o

cC 32 11 4 1 1 2 1
CT 12 5 2 - ; 1 ]
TT 3 1 ; - ] 1 1
(n) 47 17 6 1 1 4 2

*CC=wild CT =heterozygous TT =homozygous

** 1 —hydrocephalus 2 —anencephaly 3 —encephalocele 4 — porencephaly

5 — hydranencephaly 6 — spina bifida 7 - microcephaly
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Table 3. Results of analyzes of fetal polymorphisms in Cases and Controls

MTHEFR C677T* Cases n (%) Controls n = % p-value
CcC 52 (66.7) 93 < 0.0001
CT 20 (25.6) 6
TT 6 (7.7) 1
(n) 78 (100) 100

*CC=wild CT =heterozygous TT =homozygous
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Table 4. Risk of CNS malformations according to the result of the

C677T-MTHFR mutation in fetal blood

MTHFR-C677T* OR 95% CI p-value
CCxCT 10.309 3.344-32.258 <0.0001
CCxTT 12.346 1.388-111.11 <0.0001

*CC=wild CT =heterozygous TT =homozygous
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MTHFR polymorphisms in Brazilian fetuses with gastroschisis

Abstract

Objective: To evaluate the association between fetal gastroschisis and the C677T
mutation in the methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene in fetal blood.
Methods: A case-control study was performed to compare the mutation C677T-MTHFR
between 14 fetuses with gastroschisis and 100 normal fetuses. Genomic DNA was
extracted and purified from fetal blood by means of the Wizard ® Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA), according to manufacturer's
protocol. The polymerase chain reaction (PCR) was used to assay the thermolabile
C677T-MTHFR. Descriptive analysis was realized using Chi-square, Fisher’s Exact Test
and Wilcoxon test.

Results: Cases and Controls were similar when concerning to maternal characteristics as
age, race and number living children and previous abortions. Three (21.4%) cases and 6
controls had the heterozygous C677T-MTHFR and no case and one control presented
the homozygous form. These differences were not significant. Allele distribution also
showed no significant differences between groups.

Conclusion: There was no association between the presence of the mutation C677T-

MTHEFR in fetal blood and gastroschisis in this study.
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Introduction

Gastroschisis is a congenital disease, which involves the extrusion of fetal bowels by a
lateral defect, usually at the right side of the abdominal wall [1,2,3]. It occurs in 1 to 3
per 10,000 live births [1] and is responsible for aproximately 12% of neonatal mortality
in affected fetuses [4]. The incidence of gastroschisis is increasing in developed
countries [5]; it is common in white young women and rare in black [6]. Children from
European young mothers have a seven times higher prevalence of gastroschisis than
those from mothers between 25 and 29 years old [7], but this difference can not be seen
in black mothers [6,8,9].

Beyond the strong effect of maternal age on the incidence of gastroschisis, a negative
correlation with maternal weight was described [10]. Women with high body mass index
(BMI) had lower incidence of gastroschisis in their children than those with normal or
low BML.

The cause of this malformation is multifactorial, and several hypotheses were suggested,
as the occlusion and rupture of omphalomesenteric artery leading to the rupture of the
umbilical ring and herniation of abdominal contents. An asymmetric blood supply at the
umbilical ring could origin a vulnerable area to vascular rupture [11]. This same
mechanism was suggested for other malformations as optic hypoplasia, hydranencephaly
and schizencephaly [12,13,14,15,16,17,18].

Gastroschisis appears with high frequency in children from cocaine abusers mothers.
Cocaine is a potent vasoconstrictor [19], as does pseudoephedrine, and their effects
could compromise the blood flow during fetal development and lead to malformations

[20]. The observed pattern of risk of gastroschisis for young and old mothers who use
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vasoactive drugs is intriguing. Despite the increased risk for gastroschisis and the high
prevalence of smoking in young women, no effect of tobacco was noticed over the risk
of fetal malformations for women less than 20 years old. For elder women, however,
tobacco raised the risk from 1.3 for those between 20 and 24 years old to 4.3 for women
more then 30 years old [3]. A similar effect was described in another study [21]. This
effect is consistent with the hypothesis of vascular rupture. A continuous exposition to
tobacco can contribute to vascular lesion at the uterus and lead to development of
gastroschisis [3]. The association between this malformation and smoking, use of
aspirin, cocaine and amphetamines supports the vascular theory [22,23].

Scientists discovered amniotic vacuoles of triglyceride rich in palmitic acid in fetuses
with gastroschisis. It led to the hypothesis that thrombosis products could affect cellular
signaling during early embryonic development, before the fusion of the abdominal wall
[2].

Malnourishment, specially involving alpha-carotene and glutathione, has been
demonstrated in mothers of fetuses with gastroschisis [24]. A poor diet [1] could be
responsible for the high incidence of this malformation in fetuses from adolescent
mothers [25]. Gastroschisis probably needs the interaction of genetic and intra-uterine
factors to occur. Fetuses with genetic predisposition to thromboembolism can be
affected intra-uterus by a deficient intake of folate and vitamin B6, and their
supplementation supposedly reduces plasmatic homocysteine [1]. Elevations in
plasmatic homocysteine are associated with coronary disease [26], and the mutation
C677T in the methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene is a major cause of
inherited hyperhomocysteinemia [27]. This mutation is common in patients with

myocardial infarction, vascular peripheral disease and stroke [26]. Could fetuses carriers
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of the mutation C677T-MTHFR accumulate homocysteine in an unfavorable
environment and develop gastroschisis, fitting the vascular theory [1]?
Based on this question, we compared the presence of the mutation C677T-MTHFR

between fetuses with gastrochisis and normal ones.

Methods

A case-control study included 14 fetuses with gastroschisis (cases), and 100 normal
fetuses (controls). All the cases were recruited from Fetal Medicine Outpatient Clinics of
Campinas University between 2005 and 2010, and underwent a routine cordocentesis.
All of them had normal karyotype results. 50 uL. of cord blood were used to perform
DNA extraction and test for the mutation C677T-MTHFR.

The controls blood was obtained from the Cord Blood Bank of Campinas University,
comprising 100 normal fetuses. Exclusion criteria for controls were history of three or
more subsequent miscarriages, fetal death, thromboembolism, gestational hypertension
and fetal malformations. Data were obtained from mother’s medical records and
supplemented by telephone interviews, if necessary. Cord blood donors had previously
signed an Informed Consent for the blood to be used in ethical research.

For cases group, data regarding women’s age, parity and history of fetal malformation
were collected by direct interview during cordocentesis procedure. All women were
informed about the objectives and methodology of the study, read and signed the
Informed Consent.

The Committee of Ethics in Research from CAISM-Campinas University approved this

study on December 18™ 2007 under the protocol 1.003/2007.

Publicacoes ﬂ



DNA extraction and analysis of C677T-MTHFR

Genomic DNA was extracted and purified from fetal blood by means of the Wizard ®
Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA), according to
manufacturer's protocol for whole blood.

The polymerase chain reaction (PCR) was used to assay the thermolabile MTHFR
C677T mutation. Amplifications Were Performed in separate 50 ml reactions containing
10 mM Tris HCI (pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM of each nucleoside
triphosphate, 0.4 mM each of forward and reverse primer and 2.5U of Taq polymerase.
The PCR parameters Were 38 cycles of 94°C (30 seconds), 54°C (30 seconds) and 72°C
(30 seconds). The initial cycle was Preceded by 9 minutes at 94°C, so as to activate
AmpliTaq Gold polymerase in addition to denaturing the template, and the last cycle
was Followed by 5 minutes at 72°C. The PCR products were digested with the
appropriate restriction enzyme. After digestion, PCR products were submitted to
electrophoresis on 2% agar minigels containing ethidium bromide at 120 V for 1 hour.
For MTHFR, Hynfl did not cleave the 198-bp PCR product of the normal allele,
whereas the mutant allele yielded fragments of 175 bp and 23 bp after Hinfl digestion.
For each locus, heterozygous individuals exhibited both normal and mutant digestion
products. The PCR assay controls included DNA from a subject with subject, normal
subject and a blank water run for each analysis.

After extracting genomic DNA, the region where the MTHFR gene mutation can occur
is amplified through CPR. The fragment of the MTHFR gene is amplified in a mixture
of 54mm Tris-HCI, pH 8.8, 5.4 mM MgCl2, 5.4 mM EDTA, 13.3 mM (NH4) 2S04, 8%
DMSO, 8 mM p-mercaptoethanol, 0.4 mg BSA / ml 0.8 mM each nucleoside

triphosphate, 400 ng of each primer: sense (5'-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-
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3") and antisense (AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 5'-3'), 500 ng of genomic DNA and
2U Taq polymerase enzyme. The reaction involves 30 cycles of incubation at 94 ° C (1
minute), 55°C (1 minute) and 72°C (2 minutes). A fragment of 198 base pairs is
obtained and 10-15pl of this amplified material is digested with 0.5U of enzyme Hinf I.
After digestion, the mutant allele (allele 677T) provides two fragments of 175 and 23
base pairs observed in agarose gel. When the normal allele (677C) is present, there is not
the restriction site for the enzyme, and only the fragment of 198 bp is observed.

Statistical Analysis

The descriptive analysis of the variables was performed using Chi-square or Fisher's
Exact Test. Univariate analysis compared each variable by group and identified
discriminatory ones for fetal malformations, using Wilcoxon test for independent
samples, at a 5% significance level. The software SAS version 9.1.3 was used for the

analysis and the power of the test was at least 80% for comparison between groups.

Results

Both groups were similar in mother’s race, age, history of miscarriage and number of
living children (Table 1). Three women from cases group (21%) and eleven (11%) from
control group were less than 21 years old (p=0.5929).

Table 2 shows the distribution of C677T-MTHFR by group. There were no significant
differences between them (p=0,0631). The allele T was seen in 10.7% of fetuses with
gastroschisis and in 4% of the controls, and the difference was not statistically

significant (p=0,2792) (Table3).
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Discussion

Our results showed no differences between fetuses with gastroschisis and fetuses
without malformations, when concerning to the presence of the mutation C677T-
MTHER in fetal blood. The frequency of the T allele in cases and controls was similar.
This study was based on the vascular hypothesis, which suggests that gastroschisis
occurs in the beginning of embryo development, when there is a displacement of
vascularization in the affected area [28] or interruption of blood flow in the vascular
plexus, which forms right vitelline arteries [11]. Several environmental factors can
adversely affect this process, such as anoxia, thrombosis, inflammation and a not
correctable wound formation [29]

The first study to evaluate genetic polymorphisms in gastroschis evolved 32 children,
and the authors concluded that a multifactorial etiology for this malformation could
combine genetic and environmental factors, such as smoking [29].

Gastroschisis has an uncommon epidemiology: its frequency is rising and it affects
children from white mothers preferentially [30]. A negative correlation with maternal
obesity was also described [10]. A three-part hypothesis was suggested to explain these
results: (1) thrombus induction by estrogen in early pregnancy, with more elevated
levels in young mothers with low body mass index (BMI); (2) different thrombotic
responses between white and black women; (3) products of palmitic acid affecting cell
signaling during early embryo development, before the fusion of the abdominal wall [2].
These products also explain the vacuoles rich in palmitic acid found in gastroschisis
[31]. The hypothesis about micronutrient depletion proposes that consecutive

pregnancies with small time interval between them may not allow enough maternal
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nutrient reposition. Short inter-pregnancy intervals were associated with increasing risk
for gastroschisis [32].

The small number of cases and lack of information about mother’s nutritional condition
and habits, which could influence vascular development during embryonic period, such
as smoking and drug abuse, limited our study. We found no differences in race and age
between mothers of fetuses with gastroschisis and normal ones.

Gastroschisis’ origin seems to be heterogeneous. The differences related by several
epidemiological studies about mother’s age and a familial isolated form [33] suggest a
specific vulnerability. Studies with larger number of cases, allowing mothers’
stratification by age, risk factors and race before the evaluation of inherited fetal

thrombophilia may help to clarify this question.
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Table 1 - Demographic and obstetric history of the studied mothers

Variable Cases n (%) Controls  p-value
Mean age (years) 26 (18-39) 29 (16-43) 0.3686
White 6 (42.8) 58 0.2849
First pregnancy 5@35.7) 39 0.8130
One spontaneous abortion 0 7 0.5944
(n) 14 100
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Table 2. Results of fetal polymorphisms for cases and controls

C677T-MTHFR* Cases n (%) Controls n=% p-value

CcC 11 (78.6) 93 0.0631
CT 3(21.4) 6

TT 0 1

(n) 14 (100) 100

*CC=wild CT =heterozygous TT =homozygous
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Table 3. Allele distribution between cases and controls

Allele Cases n (%) Controls n (%) p-value

T 3(10.7) 8 (4) 0.279
C 25 (89.3) 192 (96)
(n) 28 200
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5. DISCUSSAO

Este estudo foi realizado para avaliar o papel de fatores herdados de trombofilia
(Fator V de Leiden, mutacdes G20210A-FII e C677T-MTHFR) em malformacdes fetais

de origem vascular.

Apenas nas malformacdes de SNC foi encontrada associacdo com um dos fatores
de trombofilia estudados, a mutacdo C677T-MTHFR, tanto em sua forma homozigota
TT (OR 12.346) quanto heterozigota CT (OR 10.309). O Fator V de Leiden e a mutacdo

G20210A-FII ndo foram detectados nos casos e controles estudados.

Vérias malformagdes fetais foram descritas na literatura como de possivel origem
vascular, como aquelas de SNC (34, 57, 59), de parede abdominal (45), reducdo de

membros (50, 54) e limb body wall (16).

A etilogia das malformacdes do SNC ¢é multifatorial e envolve componentes
genéticos e ambientais, e suas interacdes complexas (59). Vdrios estudos demonstraram
que a variante termoldbil da MTHFR tem baixa atividade e induz o aumento da
homocisteina plasmatica, o que pode ser corrigido com a suplementacdo de folato (79,

80), o qual estabiliza a enzima termolébil (81, 82).

Com base em dados publicados anteriormente, pode-se afirmar que
aproximadamente 59% da populacdo europeia € 53% da populagdo da América do Norte
apresentam os genotipos CT ou TT (128). No Brasil, a presenca do alelo T foi

demostrada em 37% da populagdo branca de Sao Paulo (60), em 23% da populacio
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miscigenada de Sdo Paulo (28), em 28% da populacdo do Pard (61) e em 39,7% das
mulheres férteis de Campinas, SP (129). Esta alta prevaléncia também foi descrita em

vérios paises da Europa e América no Norte (Quadro 1).

A maioria dos estudos sobre a mutacdo C677T-MTHFR e malformagdes de SNC
e outras avaliou o risco associado a homozigoze. Ela € a causa herdada mais comum de
hiperhomocisteinemia moderada, e foi associada a maior risco de doenca cardiovascular

e acidente vascular cerebral em jovens (130).

A possibilidade de que a heterozigoze para a mutacio da MTHFR também
pudesse aumentar tais riscos ndo foi reconhecida por muito tempo, exceto por um
pequeno estudo, no qual a associa¢do entre a mutacdo CT e algumas doencgas foi

atribuida a alta propor¢ao de homozigotos selvagens (CC) nos controles (131).

A contribui¢ao da C677T-MTHFR na didtese protrombdtica foi contestada por
Bertina (132), que questionou se os ensaios de DNA para esta enzima deveriam fazer
parte da investigacdo para trombofilia. Kirke et al. (133) afirmaram que a heterozigoze,

presente em 38% da populacdo, aumentou o risco para defeitos de tubo neural.

Os genoétipos CT (heterozigoto) e TT (homozigoto) respondem por 26% dos
defeitos de tubo neural na Irlanda. Aproximadamente metade desses defeitos
relacionados ao metabolismo de folato pode ser explicada por estas variantes genéticas
(133). Um outro polimorfismo comum na MTHFR é uma transicio A > C no
nucleotideo 1298, que resulta na substituicdo de alanina por glutamato. Esta mutacdo
ndo parece elevar os niveis plasmaticos de homocisteina, mas a combinacdo das duas

formas heterozigotas (C677T e A1298C) pode induzir hiperhomocisteinemia (83).
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Tais achados tém duas implicacdes importantes. Primeiro, a C677T-MTHFR
heterozigota precisa ser também considerada fator de risco para situacdes em que a
homozigoze foi associada a risco aumentado, como a doenga coronariana isquémica
(134). Segundo, a populagdo sob risco e a populagdo que se beneficiard da fortificacao

alimentar com 4cido félico € muito maior do que se acreditava previamente.

Ainda ndo estd claro o quando a suplementacdo de folato periconcepcional pode
superar o desequilibrio decorrente da hiperhomocisteinemia na presenca da mutacdo
C677T-MTHFR na mae ou no embrido em desenvolvimento. Van der Put et al.
avaliaram a presenca da mutacdo na mae e no embrido, e viram que ambas contribuiram
para o surgimento de DTN, mas a mutacdo na mae conferiu maior risco do que no
embrido (98). Entretanto, em uma metandlise em que a prevaléncia da mutagdo C677T-
MTHFR foi comparada entre varios grupos de pacientes, suas maes e controles, foi
detectado um risco discretamente maior para DTN quando a mutacdo estava presente

nas criangas, quando comparadas com suas maes (99).

Os autores de um estudo com a populagdo irlandesa (95) concluiram que o
gendtipo TT no embrido conferiu maior risco de DTN do que o gendtipo materno
alterado. Harisha et al. (59) mostraram resultados similares: a grequencia da mutagdo
C677T-MTHFR homozigota foi significativamente mais alta em criangas com DTN do
que em controles, enquanto as diferencas entre suas maes e controles ndo foram
significativas. A sugestdo de que a mutacdo homozigota no embrido e na mae poderiam
agir de forma sinérgica ndo foi comprovada: alguns pesquisadores mostraram maior

risco na presenga desta combinacao (98), enquanto outros nao (95).
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Nossos resultados mostraram uma prevaléncia significativamente mais alta da
mutacdo C677T-MTHFR em fetos com malformac¢des de SNC, quando comparados com

fetos sem malformacao.

Em nosso estudo, assim como em outros citados previamente, a associacdo entre
a presen¢a do alelo mutante T no gene da enzima MTHFR e as malformagdes de SNC
fetal foi demonstrada de forma bastante clara. Altas prevaléncias nas populacdes
avaliadas significam possibilidade de transmissdo genética dos pais para os fetos, e

mairo chance de malformacao fetal.

Tanto o folato baixo quanto a homocisteina aumentada associados aos gendtipos
CT e TT podem ser corrigidos com o uso de 4cido f6lico, mesmo em pequenas doses.
Nosso estudo fornece novos dados para realgar a importancia de programas de satude
publica de suplementagao de dcido félico para todas as mulheres em idade fértil. Estudos
futuros poderiam avaliar outras muta¢des no gene da MTHFR, além de mutacdes em
outros componentes do metabolismo do folato e da homocisteina, de DTN nao

preveniveis com folato, que representam aproximadamente 30% do total de DTN.

A avaliacdo da presenca da mutacdo C677T-MTHFR em casais que tiveram filhos com
malformacdes de possivel origem vascular poderia ajudar a estimar o risco de
trombofilia fetal de acordo com a transmissdo genética, facilitando o aconselhamento
para uma futura gestacdo. Da mesma forma, portadores da mutagcdo que desejam ter
filhos poderao ser aconselhados de forma mais consistente de acordo com os resultados

deste estudo e de estudos futuros.
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6. CONCLUSOES

e A presenca da mutagdo C677T-MTHFR no sangue fetal mostrou associacdo com
as malformacdes de SNC estudadas (hidrocefalia, anencefalia, hidranencefalia,
porencefalia, encefalocele, microcefalia e espinha bifida), tanto na forma

homozigota quanto heterozigota

e Nao foi encontrada associagdo entre as mutacdes Fator V de Leiden, G20210A-
FII e C677T-MTHFR e as outras malformagdes estudadas (gastrosquise, limb

body wall e redugao de membros fetais)
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8. ANEXOS

Anexo 1 - Ficha para coleta de dados

Polimorfismos genéticos fetais em malformacoes de origem vascular

Nimero do caso Grupo

1) Qual € a sua idade hoje?
2) A senhora definiria a sua cor de pele em:

1-preta 2- parda 3-branca 4-amarela 5-indigena
3) Quantas vezes a senhora ficou gravida?

4) Quantos partos ou cesdreas a senhora teve?__

5) A senhora ja teve aborto? Quantos?___

6) Quantos filhos vivos a senhora tem? _
7) A senhora teve filhos que nasceram mortos?____ Quantos?
8) A senhora ja teve algum filho malformado?

9) A senhora sabe qual malformacdo ele apresentava, ou
apresenta?

Resultados de exames:

1) Fator V de Leiden homozigoto heterozigoto ausente
2) Mutagao C677T-MTHFR homozigoto heterozigoto ausente
3) Mutag¢dao G20210A homozigoto heterozigoto ausente
Nome:

HC:

Numero no estudo:

Telefone:

Anexos 109



Anexo 2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, ,morador
a da Rua: , numero

bairro CEP

cidade , anos, telefone aceito

colaborar nesse estudo realizado pela Dra. Renata Zaccaria Simoni sobre mal formacado
fetal e trombofilia hereditdria de possivel origem vascular, apds explicacdo desse
projeto realizado por ela mesma, com compromisso de manter meu nome em sigilo e
que os resultados ndo permitirdo minha identificacdo. Caso ndo queira participar, isso
ndo prejudicard meu atendimento atual e futuro nesse hospital. A médica pesquisadora
Dra Renata Zaccaria Simoni te€m o compromisso de me informar o resultado do exame
realizado através de pun¢do corddo umbilical intra-titero ou apds nascimento antes do
desprendimento da placenta por carta ou telefone. E também recebo um cartdao com o
nome da pesquisadora Dra. Renata Zaccaria Simoni, seu telefone e seu e-mail para
contato que seja oportuno.

Minha participacdo nesse estudo ndo ird trazer nenhum beneficio imediato, mas fui
informada que posso nao responder a qualquer pergunta e posso desistir durante
entrevista.

Assinatura

Dra Renata Zaccaria Simoni

Campinas, de de 2007.

Dra Renata Zaccaria Simoni

Em caso de duvidas favor ligar as sextas-feiras no periodo da tarde
19 35219336/ 35219304

ou por e-mail renataz@unicamp.br
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Anexo 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Banco de Sangue do
Cordao do Hemocentro da Unicamp

Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentdrio — BSCUP Hemocentro —
Unicamp

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

) E P PPRPPT
................................................................................ Registro
HOSPItAlAr:....coeiiiiieeieee e Data de
nascimento:............... Loveieeaninnn, Loveiiiiieaiiinns , Portadora dos documentos de
Identidade (RG): c.ooooviiiiiiiieeeeeee e

CPF ... ; Residente
DRSPS
BalITo:. oo Cidade.........coovvvueeeeeennns

Concordo em colaborar com o Banco Publico de Sangue de Cordao Umbilical e
Placentario do Hemocentro da UNICAMP. Para isso, autorizo a coleta apos o
nascimento de meu (minha) filho (a), do sangue do corddo umbilical e ou da
placenta. Fui orientada que a coleta do sangue ocorre apds o nascimento do bebé
e poderd ser feita de duas formas: Durante o periodo de dequitacdo placentaria,
quando o bebé ja foi para o bercario e o médico estd aguardando a saida da
placenta do organismo materno, a veia do corddo umbilical, que é uma
continuacdo da placenta e se encontra do lado de fora do corpo da mae, sera
puncionada, ou apds a dequitacdo, quando a placenta estiver fora do organismo
da mae. Portanto, como vocé€ pode perceber, a coleta ndo ird interferir com o
trabalho de parto de seu bebé e nem com a satide dele. Este material seria jogado
fora, como ocorre normalmente, mas serd guardado em nitrogénio liquido, sendo
usado para criar um Banco Publico de Sangue de Cordao Umbilical que pode
ajudar pessoas com alguns tipos de doengas do sangue.

Estou ciente que mesmo tendo concordado com a doagdo, o sangue de cordao s6
serd coletado se no parto eu ndo apresentar alteracdo clinica ou obstétrica que
impeca a coleta, se o trabalho de parto se desenvolver normalmente sem risco
para mim e ou para meu (minha) filho (a) e ocorrer em horério de coleta.

Sei também que tanto o sangue do corddo como a placenta serdo examinados
para ver se ndo apresentam infec¢ao ou outra doenca, sendo depois congelados.
O sangue de corddo somente serd utilizado se aparecer uma pessoa que apresente
uma doenca que possa se beneficiar desse sangue armazenado e que seja

7z

compativel. Atualmente, este material € utilizado para reconstituir tecido
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hematopoiético (transplante de células progenitoras), podendo ser no futuro,
utilizado em terapia génica nas doengas hematoldgicas como talassemia, anemia
falciforme dentre outras.

Fui informada que se coleta for maior ou igual a 50 ml, isto é, se o sangue do
corddao for congelado, a equipe de enfermagem do BSCUP fard contato
telefonico a partir de 60 dias apds o parto para saber se foi realizado o teste do
pezinho (PKU) e se estd tudo bem comigo e com o bebé.

Estou ciente que se a quantidade de sangue de corddo coletado for menor que
50ml, este ndo serd armazenado para o banco de sangue de corddo e poderd ser
utilizado em pesquisas relacionadas a células tronco em andamento na
instituicdo, que tenham sido aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa —
FCM/Unicamp. As pesquisas que atualmente utilizam sangue de corddo sdo:
“Células beta pancredticas diferenciadas de células mesenquimais de tecido
adiposo e sangue de corddo umbilical, na presenca de conofilina e betacelulina:
Maior producdo de insulina? Alternativa terapéutica para o Diabetes
Mellitus?”; “Avaliagdo da capacidade das células neuronais origindrias de
células mesenquimais provenientes de tecido adiposo e de sangue de corddo
umbilical humanos na regeneragdo do nervo optico de coelhos”; ”Avaliagdo da
capacidade dediferenciacdo de células tronco mesenquimais, obtidas de tecido
adiposo e de sangue de corddo umbilical humanos, na diferenciacdo para
células de ducto biliar”, “Avaliagdo da capacidade de células mesenquimais
obtidas de sangue de corddo umbilical e de tecido adiposo humanos na
diferenciag¢do para hepatocitos”, “Investiga¢do funcional e caracterizagdo do
envolvimento de novos genes alvo na hematopoese normal utilizando células
CD34+ de corddo umbilical”. As amostras armazenadas para pesquisa serao
desprezadas ap6s o término destas.

Tenho ciéncia que serdo coletados aproximadamente 40ml do meu sangue apds o
parto, para realizacdo de sorologia para as seguintes doencas: sifilis, SIDA,
hepatite B e C, HTLV 1 e 2, doenca de Chagas, citomegalovirus, toxoplasmose e
tipagem HLA. Estes exames sdo necessdrios para melhor identificar o meu
sangue. Caso alguma doenca seja encontrada, serei comunicada pela equipe do
BSCUP e receberei encaminhamento para tratamento médico dentro do
complexo hospitalar HC, CAISM, Hospital Estadual de Sumaré e Hemocentro da
UNICAMP.

Serd respeitado o sigilo e confidencialidade dos resultados dos exames que irei
fazer, ndo sendo revelada minha identidade a nio ser para a equipe médica
responsavel pelo atendimento. Esse respeito ao sigilo, serd mantido no caso da
utilizacdo do sangue do corddo para transplante, em caso de publicacdo dos
resultados sobre o banco de sangue de corddo ou se for utilizado para pesquisa.

Autorizo a consulta do meu prontudrio médico e do meu (minha) filho (a) pela
equipe médica do BSCUP e do Servico de Transplante solicitante, se houver
necessidade da obteng¢do do histérico e ou dados clinicos no momento do
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transplante onde a bolsa coletada for utilizada. O BSCUP fica autorizado a
transferir a unidade coletada, assim como todos os dados a ela relacionados para
os Centros de Registro e/ou Servicos de Transplante solicitantes.

Autorizo também, o descarte da bolsa se o periodo de validade vencer ou se
algum exame detectar algo que impeca sua utilizacao.

Estou ciente que minha doagdo € livre e voluntdria, podendo desistir da doagdo a
qualquer momento, inclusive na hora do parto, ndo havendo qualquer prejuizo
para o meu atendimento nos hospitais da UNICAMP, se eu ndo quiser participar.
Nao receberei nenhuma remuneragcdo, compensacdo material ou financeira ou
privilégio pela doacdo da unidade de SCUP.

Uma vez realizada a doagdo, estou ciente que se porventura alguém de minha
familia necessitar deste material, ele ja poderd ter sido utilizado para outra
pessoa.

Quaisquer duvidas poderao ser esclarecidas pelos telefones ou enderecos abaixo.

Assinatura da doadora:

....................................... Aplicador do Termo de
Consentimento:........c..eveeeeiiiieeeeeriiiieeeniiieeeeee Responsavel pelo servigo:
.................................................... Testemunhas:

L e e e
ettt ettt ettt et e ettt e a b bt e bt e e etbeeaee e eeeee s
Campinas,.......ccccc.ee... Lo, [oviiiiiiiieans

Banco de Sangue de Cordao Umbilical e Placentario — Hemocentro - Unicamp

Rua Vital Brasil, 251 — Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” — Campinas — SP Fone: (19) 3521-7003

Comité de Etica em Pesquisa — FCM - Unicamp

Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126 - Cidade Universitdria "Zeferino Vaz" - Campinas - SP Fone: (19) 3521-8936
Comissiio de Etica do CAISM: 3521-7910

MATERNIDADE DE CAMPINAS: 3306-6036/3306-6161

HOSPITAL ESTADUAL DE SUMARE: 3883-8900 ramal 1145

Ambulatorio de Pré-natal do CAISM: 3521-8535
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Anexo 4. Carta de Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da FCM —

UNICAMP
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
& www [om pnicamp br/pesguisadeticaindex. himl
CEP, 29/01/08.

{Grupe LU}

PARECER CEP: N° 1,003/2007 (Este n® dewe sor citado nns correspondéneizs refereate 0 este proqeto)
CAAE: 0740.0.146.000-07

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ASSOCIACAO ENTRE TROMBOFILIA 2 HEREDITARIA #E
MALFORMACOES FETAIS DE ORIGEM VASCULAR™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Renata Zaccaria

INSTITUTICAQ: Ambulatdrio de Pré-Natal Especializado - Medicina Feral/CAISM/UNICAMP
APRESENTACAQ AQ CEP: 11/12/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 18/12/08 (0 formulério cocontra-se no sife acima)

II - OBRJETIVOS

Awvaliar 4 associagdo entre trombofilia hereditaria fetal ¢ malformacdies fetais de origem
vascular.

III - SUMARIO

Em um estudo caso-controle, as mutagdes fator V de Leiden. G20210A no gene dz
protrombina € a mutagio C677T no gene da enzima metileno tetrahidrofolalo redutase scrio
avaliadas em dois grupos de pacientes. O primeiro grupe sera composto por 100 fetos de
mulheres atendidas no Ambulatdério de Pré-Natal Especializado — Medicina Fetal do CAISM-
UNICAMP, que apresentam malformagdes de origem wvascular, ou seja, defeitos da parede
abdominal, defeitos do tubo neural, porencefalia, hidranencefalia, microcefalia e redugio de
membros, submetidos a cordocentess para realizac3o de caridtipo, coma rotina de atendimento,
cnire dezembro de 2007 e novembro de 2008 ¢ fou coleta de sangue de corddo umbilical feral
antes da dequitagio. O DNA do sangue Fetal destas pungdes scré utiiizado para a pesguisa das
trombofilias hereditirias. O segundo grupo serd composto por 100 recém-nascidos cujo parto
tenha ccomde no CATSM-UNICAMP entre outubro de 2007 ¢ marco de 2008, que nio
apresentem malformagdes. Serd colhido sangue de corddc umbilical imediatamente apos
nascimento antes da dequitagfio, que sera wtilizado para a pesquisa das trombofilias. As pacientes
dos dois grapos serfio pareadas por idade ¢ raga. A anilise estatistica sera feita através do célculo
de (dds ratio c por Regressio Logistica.

1V - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto encontra-se adeguado 3 Resolucio CNSMS 196/%96 ¢ complementares, bem
como © Termo de Conscentimento Livre & Esclarecido.

Cnmidis ol Krics o Pecquica - 1% ICAMF

Moz Teepedlios Vivies de O amarsn, 126 FOME (019} 3321 3936

Calea Pastad £111 FAX  (U19) 35237187

EHE-9T] Canrpiiees - 5P cepra@fom. unicamp. hr
- =
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www fem unicamp br/pesauisa’eticafindes html

¥ = PARECER DO CEP

0 Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar s parcoeres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo 10dos os dispositivos das Resolugbes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocole de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada. O conteido e as
conclusfes aqui apresentados sin de responsabilidade exclusiva do CERFFCM/UNICAMEP e nio
representam a opinidio da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem

V1- INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 - Item TV 1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem TV 2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 1111 7), exceto quando perceber tisco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido 2 um dos grupes de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes gue alterem o
“urso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA -
Junto com seu posicionamento, :

Eventuais modificacties ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara ¢ sucinta, identificando a pante do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1 ou Il apresentados anteriormente 2 ANVISA. o pesquisador ou
patrocinador deve envié-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item IT1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VI- DATA DA REUNIAQ

Homologado na X11 Reunifo Ordinéria do CEP/FCM, em 1% de dezembro de 2007,

Profa m(fc%% Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COD DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Cosit? de Ftten em Pesquisn  UNICAMP
Rkt 1'essifia Vielra de Camareo, 126 FOXE (011%) 35215956
Caiva Postal 6111 FAN {049)3521-T0%T
L3IHE-ITE Campriss — SP cepfom unicamp. be
wk

Anexos 115



Anexo 5. Resultados da avaliacao das outras malformacoes

Foram incluidos no estudo 100 fetos com malformacdes (hidrocefalia, porencefalia,
hidranencefalia, anencefalia, espinha bifida, encefalocele, microcefalia, gastrosquise,
limb body wall e reducdao de membros) e 100 fetos sem malformagdes. Em trés dos
fetos com malformagdes ndo foi possivel obter os resultados das mutacdes estudadas
(Fator V de Leiden, mutacdo G20210A-FII e C677T-MTHFR), e eles foram excluidos
do estudo. Restaram, portanto, 97 fetos no grupo com malformagdes de 100 fetos no
grupo controle. Em nenhum dos fetos estudados, tanto para o grupo de malformacdes
quanto para o grupo controle, foram encontradas as mutacdes fator V de Leiden e

G20210A-FII.

A distribuicao das malformagdes estudadas pode ser vista na Tabela 1, assim como o
resultado da mutacdo C677T-MTHFR para aquelas malformacdes que ndo foram
descritas nos artigos enviados para publicacdo e apresentados previamente neste

trabalho.

Tabela 1. Resultado da mutagao C677T-MTHFR nas outras malformacdes estudadas

Tipo de malformacao Numero no estudo C677T-MTHFR
Limb body wall 9 Nao mutante (CC)
Redug¢do de membros 12 Nao mutante (CC)
Limb body wall 41 Nao mutante (CC)
Redug¢do de membros 61 Homozigota (TT)
Redug¢do de membros 99 Ndo mutante
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