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RESUMO

Os defeitos de fechamento de tubo neural constituem uma das malformagdes mais
freqiientes na espécie humana, apresentando alta morbi-mortalidade. Sua etiologia ¢
considerada multifatorial, estando envolvidos fatores genéticos e ambientais. Estes fatores

estdo relacionados principalmente com o metabolismo da homocisteina.

Realizamos um estudo de caso-controle com o objetivo de estudar os fatores
bioquimicos e genéticos relacionados ao DTN na nossa populagdo. Em pares de afetados com
DTN e suas maes e pares de pacientes normais e suas maes foram avaliados dosagem de
folato, vitamina B12, homocisteina e polimorfismos da enzima metileno tetraidrofolato

redutase (MTHFR), C677T e A1298C.

A dosagem de folato nos casos foi 11,37 ng/mL(£6,72) e nos controles 5,64
ng/mL(+4,16) (p<0,001). O folato sérico das maes foi 7,27 ng/mL (+4,48) ¢ 3,90 ng/mL
(£1,77) nas maes controles (p<0,001). A média de dosagem de vitamina B12 foi de 641,88
pg/mL ((£262,21) nos casos e 743,27 pg/mL (£433,52) nos controles (p= 0,205). A média de
dosagem de vitamina B12 nas maes dos casos foi 354,75 pg/mL (£142,06) e 465,25 pg/mL
(£194,91) nas maes controles (p=0,004). O nivel de homocisteina plasmatico médio foi 6,89
umol/L(£4,48) para os casos e 5,41 pumol/L (£2,55) para os controles (p=0,099). Nas maes
dos casos a dosagem média de homocisteina foi 7,23 umol/L (£2,64) e 7,00 umol/L (£2,24)

nas maes controles (p=0,666). Nao houve diferenca entre a freqiiéncia dos gendtipos C677T e



A1298C da MTHFR nos casos e controles e suas maes. Para o polimorfismo C677T as
freqliéncias dos alelo C e T foram respectivamente 0,6585 e 0,3414 nos pacientes com DTN;
0,6590 e 0,3410 nos controles; 0,6460 e 0,3540 nas maes dos casos € 0,6136 e 0,3860 nas
maes controles. Para o polimorfismo A1298C as freqiiéncias dos alelos A e C foram
respectivamente 0,7436 e 0,2564 nos pacientes com DTN; 0,7610 e 0,2390 nos controles;
0,8055 e 0,1945 nas maes dos casos ¢ 0,8065 e 0,1935 nas maes controles. Identificamos que
individuos homozigotos 677TT apresentam um maior nivel de homocisteina e este ¢

inversamente relacionado com os niveis de vitamina B12.

Estes achados sugerem que uma alteragdo metabdlica relacionada ao metabolismo da
homocisteina e principalmente devido a diminui¢do da vitamina B12 seja um fator de risco

para DTN na nossa populagao.

PALAVRAS-CHAVE: defeitos de fechamento de tubo neural, homocisteina, folato,

vitamina B12, metileno tetraidro folato redutase



SUMMARY

Neural tube defects (NTD) are among the most common birth defect leading to great
disabilities. The etiology is multifactorial, involving the combined action of both genetic and

environmental factors. Those factors have been related to homocysteine metabolism.

We performed a case control study in order to evaluate the biochemical and genetic
factors related to NTD in the South of Brazil. A mother- NTD children pair and mother
normal children were evaluated for folate, vitamin B12, homocysteine and two polymorphism

of the methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR), C677T and A1298C.

The folate level was 11,37 ng/mL (£6,72) in the NTD patients and 5,64 ng/mL(£4,16)
in the controls (p<0,001). The folate was 7,27 ng/mL (£4,48) in the NTD mothers and 3,90
ng/mL (£1,77) in the control mothers (p<0,001). The level of vitamin B12 was 641,88 pg/mL
((£262,21) in the NTD case and 743,27 pg/mL (£433,52) in the controls (p= 0,205). The
levels of vitamin B12 in the NTD mothers was 354,75 pg/mL (+£142,06) and 465,25 pg/mL
(£194,91) in the control mothers (p=0,004). The pasmatic homocysteine level was 6,89
umol/L(£4,48) for the NTD cases and 5,41 pmol/L (+2,55) for the controls (p=0,099). The
NTD mothers showed homocysteine level of 7,23 pumol/L (£2,64) and the controls mothers
demonstrated 7,00 umol/L (£2,24) (p=0,666). We could not observed a difference between
the frequency of the genotypes C677T and A1298C in case and controls. The frequency of the
alele C and T for the polymorphism C677T were respectively 0,6585 and 0,3414 for the NTD

patients; 0,6590 and 0,3410 for the controls; 0,6460 and 0,3540 for NTD mothers; 0,6136 and

0,3860 for the control mothers. The frequencies of the allele A and C for the polymorphism



A1298C were respectively 0,7436 and 0,2564 for NTD patients, 0,7610 and 0,2390 for
controls; 0,8055 and 0,1945 for NTD mothers; 0,8065 and 0,1935 for controls mothers. We
could demonstrated that the homozygous 677TT had a higher level of homocysteine and this

was related to low level of vitamin B12.

Those findings suggest that biochemical and genetic factors related to homocysteine

metabolism and vitamin B12 deficiency are a risk factor to NTD in our population.

KEY WORDS: neural tube defects, homocysteine, folic acid, vitamin B12, methylene

tetrahydrofolate reductase



1. INTRODUCAO

Os defeitos de tubo neural correspondem a uma série de
anomalias congénitas com alta morbidade e mortalidade.
Constituem uma das malformagdes mais frequentes na espécie
humana, acometendo anualmente pelo menos 300.000 recém-
nascidos no mundo. Os defeitos mais comuns sao anencefalia e a
espinha bifida. Ambos apresentam uma elevada mortalidade intra-
utero, causando frequentemente interrupg¢ao da gestagao. Todas as
criangas que nascem com anencefalia, morrem nas primeiras horas
ou dias de vida, enquanto que muitas criangas com espinha bifida
sobrevivem gragas a extenso cuidado médico e cirurgico. Nos
Estados Unidos, 52 a 68% desses pacientes sobrevivem até a

terceira década de vida (Hunt, 1997).

As criancas com espinha bifida que sobrevivem apresentam,
em geral, deficiéncias graves e cronicas, estando em risco de
desajuste psicossocial. Os problemas médicos podem ser
decorrentes de alteragdes neuroloégicas ocasionadas pelo préprio
defeito ou secundarias a correc¢ao cirurgica (por exemplo: paralisia,
hidrocefalia, malformagao de Arnold-Chiari, etc.) ou podem ser

sequelas do dano neurolégico (por exemplo: deformidades dos



membros e da coluna, bexiga neurogénica, disfungao sexual ou

deficiéncia mental).

Além dos custos psicossociais, o custo monetario do
tratamento é alto. Nos Estados Unidos o custo total ao longo da
vida de um paciente com espinha bifida (custos médicos diretos e
educacionais e custos indiretos com morbidade e mortalidade) foi
calculado como US $ 294.000 dolares para cada crianga (Botto et

al., 1999).

Portanto, estratégia de prevengao destas anomalias tem sido
buscada nas ultimas décadas. Novos conhecimentos sobre
biologia do desenvolvimento, bioquimica e genética molecular tém
contribuido para delinear estas estratégias de prevencgao. Estes

aspectos serao abordados a sequir.

2. REVISAO DA LITERATURA

2. 1. A formacéao do tubo neural (neurulagéo)

Aproximadamente duas semanas apos a fertilizagdo, o embrido ¢ um disco plano

composto de duas camadas, o epiblasto e o hipoblasto. Ao final da terceira semana ocorre o



processo de gastrulacdo, transformando-se o epiblasto e o hipoblasto em trés camadas
chamadas primitivas (ectoderma, mesoderma e endoderma) que originardo todos os 6rgaos e
tecidos. Pelo processo de invaginagdo, caracterizado pela formacao de um sulco no epiblasto,
ocorre a formagao da linha primitiva, na metade caudal do embrido. As células migram
através da linha primitiva formando o mesoderma, enquanto que as células que permanecem
na superficie formam o ectoderma. Ao final rostral da linha primitiva, uma condensacao de
tecido forma o ndédulo primitivo. Durante a terceira semana, a invaginacao do epiblasto sobre
a fosseta primitiva leva a formacao de uma estrutura tubular transitoria, o processo notocordal
(Figura 1). O processo notocordal torna-se intercalado com o endoderma suprajacente como
uma nova estrutura, a placa notocordal. Por informagao posicional, a notocorda induz as
células ectodérmicas cuboides a alterar sua aparéncia para células colunares (o
neuroectoderma). O neuroectoderma colunar é o neuroepitélio que forma-se em placa neural

levando ao desenvolvimento do cérebro e medula espinhal (DeSesso et al., 1999).
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Figura 1. a) formagao da terceira camada germinativa (mesoderma). A formacao da
linha primitiva ocorre aproximadamente no dia 15 na metade caudal do embrido. b) as barras
solidas demarcam a migracao do epiblasto e as linhas tracejadas o0 movimento de invaginag¢ao

das células mesodérmicas (DeSesso et al., 1999)



A indugdo da placa neural pela notocorda € o primeiro sinal de neurulacao.
Inicialmente a placa neural tem o formato de uma gota, afilando-se na porcao caudal do
embrifio. A medida que o embrifo cresce, o nédulo primitivo move-se caudalmente, levando
ao alongamento da notocorda e da placa neural que torna-se ampla na regido rostral e estreita
na regido caudal. As bordas da placa neural comec¢am a elevar-se, formado o sulco neural.
Essa alteracao ocorre devido a divisdes mitdticas, inducdo continua e alteragao do formato e
rearranjo das células no neuroepitélio (Figura 2). Um dos primeiros passos na elevacao das
bordas da placa neural ¢ o desenvolvimento de pontos de dobra. Na regido cranial trés pontos
de dobra desenvolvem-se: um na linha média e dois dorso-laterais. Na regido da futura
medula espinhal, observa-se somente a dobra medial. O desenvolvimento do sulco neural
ocorre devido a diminui¢do da altura das células no ponto da dobra e aumento das células
laterais. Durante a terceira e inicio da quarta semanas, o sulco neural aprofunda-se com a
elevacdo das pregas neurais. As pregas neurais comecam a fusionar na linha média dorsal
entre a terceira e quarta semanas (dias 22 a 24) depois da fertilizacdo, formando, entdo, o tubo

neural (DeSesso et al.,1999).
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Figura 2. Interacdo entre a placa notocordal e o tecido neuroepitelial durante a
neurulacdo. (A) influéncia do processo notocordal na diferencia¢do do neuroepitélio. (B) O
processo notocordal ¢ intercalado pelo endoderma formando a placa notocordal. (C)
Separagao do endoderma e formacao da massa tecidual. (D) Formagao da notocorda e

assoalho do sulco neural (DeSesso et al., 1999).



2. 2. FECHAMENTO DO TUBO NEURAL

O fechamento do tubo neural em humanos era postulado como um processo continuo
fechando bidirecionalmente até os finais caudais e rostrais da placa neural (modelo em ziper)
(Campbell et al., 1986). Segundo este modelo, os defeitos de fechamento do tubo neural
(DTN), resultariam da falha de fechamento das regides caudais e rostrais, 0os neurdsporos
posterior e anterior, respectivamente. Este modelo de fechamento em sitio inico apresenta
limitagdes e ndo explicava os diferentes tipos de DTN e seus diversos riscos de recorréncia

(Van Allen et al., 1993).

Experimentos em camundongos demonstraram que a neurulagcdo ocorre em multiplos
sitios em vez de um sitio tnico (Juliroff et al., 1991; Golden e Chernoff, 1993). Quatro sitios
separados de fusdao do tubo neural foram identificados em camundongos (Golden e Chernoff,
1993). Em 1993 Van Allen et al., elegantemente, propuseram que o fechamento do tubo
neural em humanos também acontecia em multiplos sitios, semelhante ao observado em
outras espécies. A zona de fechamento 1 inicia-se na regido cervical e progride em dire¢ao
rostral e caudal, coincidindo a extremidade caudal com o neurdporo posterior. Rostralmente,
estende-se até a vesicula dptica na borda inferior do rombencéfalo. A zona de fechamento 2
inicia-se na juncdo do prosencéfalo com o mesencéfalo. Progride bidirecionalmente,
formando dois neuroporos craniais, um na regiao do prosencéfalo e outro na regido do
mesencéfalo. A zona de fechamento 3 ocorre em dire¢do caudal, iniciando-se na extremidade
cranial do tubo neural, adjacente ao estomoddeo. Essas duas zonas unem-se no neurdporo

anterior, na regido interorbitaria. A zona de fechamento 4 estende-se do rombencéfalo caudal



progredindo unidirecionalmente até o final caudal da zona 2. Uma quinta zona de fechamento

estende-se anteriormente da segunda vértebra sacral até a segunda vértebra lombar (Figura 3).

Figura 3. Zonas de fechamento do tubo neural (Van Allen et al., 1993).

Em humanos, o neurdporo anterior fecha nos dias 24-26 apos a fertilizacdo e o
posterior nos dias 25-28. O fechamento do neurdporo anterior ¢ um evento mais rapido,
levando aproximadamente 5,5 horas para fechar uma abertura de 0,3 mm, comparado com 27

horas para fechar uma abertura de igual tamanho no neurdporo posterior.



2. 3. Defeitos de Fechamento do Tubo Neural

Defeitos de fechamento de tubo neural (DTN) estdo entre as malformacdes congénitas
mais comuns na espécie humana. A prevaléncia de DTN diminui de 2,5% em embrides no
estagio 12 (em torno de 26 dias pds-ovulacdo) até 0,6% ou menos ao nascimento (Shiota,

1991). A maioria das gestagdes com DTN sdo, portanto, interrompidas espontaneamente.

Esses defeitos formam-se em decorréncia da falha de fechamento do tubo neural. A
anencefalia ¢ uma malformacao letal devido a falha de fechamento superior ou rostral do tubo
neural. Compreende a auséncia da calota craniana e de ambos os hemisférios cerebrais. O tipo
mais comum ¢ o meroacranio (fechamento 2), sendo o defeito do osso frontal até o osso
occiptal. Holoacrdnio também ¢ comum e caracteriza-se por falha de fechamento 2 ¢ 4
(craniosquize) estendendo-se do osso frontal ao osso occipital. Fetos com meroacranio e
holoacranio apresentam uma menor incidéncia de malformagdes associadas quando
comparados com fetos com craniosquize. O tipo mais raro de anencefalia € o craniosquize

occiptal que ocorre devido a falha de fechamento 4 (Van Allen et al., 1993).

Faciocraniosquize corresponde a falha de fechamento 3, 2 e 4 e faciocranio-
raquisquize refere-se a falha de fechamento 3, 2, 4 e 1. Sdo defeitos muito raros na espécie
humana (Van Allen e Myhre, 1985). Cranio-raquisquize corresponde a falha de fechamento
2,4 ¢ 1, sendo o defeito do osso frontal até a espinha lombar. Iniencefalia esta freqlientemente

associada a crdnio-raquisquize ¢ outro DTN envolvendo a regido cervical, incluindo



craniosquize occiptal, encefalocele occiptal e espinha bifida cistica cervicotoracica. O termo
iniencefalia corresponde a retroflex@o da coluna cervical e pobre desenvolvimento do pescogo

(Van Allen et al., 1993).

As cefaloceles correspondem a falha da jun¢do de fechamento 3-2 e 2-4 que formam
os neurdsporos prosencefalico e mesencefalico. Distingdo clinica deve ser feita entre
cefaloceles que nao apresentam ou s3o cobertos por membrana e aqueles que sdo cobertos por
pele. Auséncia de uma cobertura membranosa ¢ compativel com falha primaria de fechamento
do tubo neural. Cefaloceles cobertas por membranas representam falha parcial de fechamento.
Quando a cefalocele esta coberta por pele ¢ dificil determinar se foi devido a um fechamento
incompleto durante a neurulacdo ou a reabertura secundaria depois da neurulacdo. As
meningoencefaloceles frontais correspondem a falha de fechamento do neur6poro
prosencefalico entre a juncdo 3 e 2. Encefaloceles occipitais estdo localizadas na regido do
fechamento 4, resultante da fusdo das pregas neurais ao nivel do rombencéfalo (Van Allen et

al, 1993).

Os DTNs envolvendo a espinha sdo segmentares, ¢ s3o chamados de espinha bifida.
Meningomielocele cervicotoracica ¢ devido a falha rostral do fechamento 1. A
meningomielocele toracolombar corresponde a falha caudal do fechamento 1. O DTN distal ¢
conseqiiente a falha de fechamento 5, estendendo-se entre a regido lombar L2 e S2 (Van Allen

etal., 1993).

2. 4. Epidemiologia



Os DTNs sdo considerados uma das malformagdes congénitas com maior prevaléncia
em recém nascidos. Pesquisas em paises como Irlanda, Reino Unido, norte da China, Hungria
e México demonstram taxas mais elevadas (International Clearinghouse for Birth Defects
Monitoring Systems, 1991). A rede de registros de anomalias congénitas EUROCAT que
engloba populagdes da Europa registrou uma prevaléncia de DTN 2 a 3 vezes maior no Reino
Unido e Irlanda do que na Europa Continental ¢ Malta durante o periodo de 1980-1986. A
taxa de defeitos altos como anencefalia e espinha bifida superior foi maior seguida de espinha
bifida inferior (Dolk et al, 1991). No norte da China, defeitos considerados pouco comuns
como cranio-raquisquize e iniencefalia sdo mais prevalentes (Moore et al., 1997). Martinez-
Frias et al. (1996) realizaram um estudo epidemioldgico dos DTN na Espanha,
correlacionando com a teoria de fechamento do tubo neural em multiplos sitios proposta por
Van Allen et al. (1993). Os autores observaram uma maior prevaléncia de defeitos
envolvendo os sitios 2, 4 ¢ 1. Em 50% dos casos o defeito envolvia dois sitios contiguos,
sugerindo que a juncdo entre os sitios constitui uma area fraca, levando a uma maior
freqliéncia de defeitos. Nos Estados Unidos a prevaléncia descrita varia de 4 a 10 por 10.000
nascimentos. No estado da Califérnia, Estados Unidos, durante o periodo de 1983 a 1987
foram registrados 193 casos de anencefalia e 272 de espinha bifida representando 0,271 e

0,382 casos por 1000 nascidos vivos e mortes fetais (Shaw et al, 1994).

O Estudo Colaborativo Latino Americano de Malformag¢des Congénitas (ECLAMC),
programa que abrange aproximadamente 70 hospitais na América Latina, durante o periodo
de 1982 a 2000 registrou uma prevaléncia de anencefalia de 6,89 por 10.000 nascimentos, de
espinha bifida de 7,96 por 10.000 nascimentos e cefaloceles de 2,06 por 10.000 nascimentos.
O Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que colabora com o registro do ECLAMC, durante

este mesmo periodo registrou uma taxa de 8,51 casos de anencefalia por 10.000 nascimentos,



de 8,35 casos de espinha bifida por 10.000 nascimentos e de 2,34 casos de cefalocele por

10.000 nascimentos (Tabela 1).

Tabela 1. Estudos populacionais, nimero de nascimentos e taxa de prevaléncia dos

DTNs (adaptado de Dolk et al, 1991).

Centro Periodo Total Nuamero de Taxa nascimentos

nascimentos ~ €2508 DTN por 10.000

Europa Continental e Malta

Hainaut (Bélgica) 80-87 65871 78 11,8
Odense (Dinamarca) 80-87 37490 50 13,3
Paris (Franga) 85-86 72907 77 10,6
Groningen (Holanda) 81-86 50379 72 14,3
Strasbourg (Franga) 82-86 65383 79 12,1
Malta 84-86 16434 20 12,2

Reino Unido (UK) e Irlanda

Dublin (Irlanda) 80-85 142568 513 36

Galway (Irlanda) 81-86 19293 46 23,8
Glasgow (UK) 80-86 91359 341 37,3
Liverpool (UK) 82-86 102220 219 21,4

Belfast (UK) 80-86 195012 671 34,4



Sth Glamorgan (UK) 83-87 27537 74 26,9

Cape Town (Africa do Sul) 73-92 516252 606 11,7
California (EUA) 83-87 712863 465 06,5
ECLAMC 82-00 3367735 5694 16,91
HCPA 82-00 59908 115 19,2

A prevaléncia de DTN observado ao nascimento tem caido nos ultimos anos, em
alguns paises, principalmente devido a difusdo de técnicas de diagnostico pré-natal e
conseqiiente interrup¢ao da gestagao nos casos positivos. Nos Estados Unidos, em Atlanta, a
prevaléncia de DTN observada durante o ano de 1968 era de 2,15 por 1000 nascimentos
declinou para 0,77 por 1000 nascimentos durante 1990 a 1991 (Roberts et al., 1995). A
interrupgao eletiva da gravidez tem contribuido para uma subestimativa da freqiiéncia dos
DTNs em torno de 30%, na Califérnia. As mulheres que optaram por interrupc¢ao da gestagao
em geral sdo brancas, com bom nivel educacional, renda familiar maior e usam vitaminas
contendo 4cido folico em uma maior freqiiéncia (Velie e Shaw, 1996). Alguns autores referem
que a prevaléncia dos DTNs tem naturalmente declinado apesar do diagndstico pré-natal
(Velie e Shaw, 1996). Esse declinio, porém, nao ¢ observado em todos os paises. Na
Australia, em um estudo realizado nos estados de Tasmania, Victoria e Australia Leste
observou-se que a prevaléncia dos DTNs tém se mantido constante nas ultimas décadas
(Bower et al, 1993; Chan et al, 1993). Este achado também foi observado na Africa do Sul
onde a taxa de DTN tem flutuado nas ultimas décadas, porém sem alteragao significativa. A
prevaléncia de DTN ¢ maior em populacdo caucasdide que na populagdo negroide

(Buccimazza et al., 1994).



2. 5. Fatores etiologicos dos DTN

Os DTNs apresentam etiologia multifatorial, isto €, s3o causados pela combinagao de

fatores genéticos e ambientais.

2.5.1. Sexo

H4 uma prevaléncia do sexo feminino na maioria dos DTN (Mariman e Hamel, 1992).
Um estudo, com a participagdo de oito programas de registro de malformagdes congénitas em
diferentes paises, confirmou a maior prevaléncia do sexo feminino nos DTN, porém observou
um excesso de DTN em fetos do sexo masculino abortados espontaneamente antes da 20°
semana de idade gestacional, indicando uma maior mortalidade no sexo masculino (Kéllén et
al., 1994). No sexo feminino ha uma maior prevaléncia de defeitos altos, isto ¢, aqueles que
atingem até a 12° vértebra toracica, como crinio-raquisquize, espinha bifida toracica,
anencefalia forma holoacrania, espinha bifida cervical e encefaloceles. No sexo masculino,
espinha bifida afetando a porcao distal ¢ mais comum. Anencefalia forma meroacrania ocorre

igualmente em ambos os sexos (Seller, 1995).



2. 5. 2. Influéncia materna

Holmes (1994) avaliou 147 gravidezes com DTN e revisou dados pertinentes a
influéncias maternas na ocorréncia de DTN. Dois fatores maternos foram definitivamente
associados com o aumento do risco para ocorréncia de DTN: diabetes mellitus materna e

terapia materna com acido valproico e outros anticonvulsivantes.

Lindhout e Schmidt (1986) demonstraram que a exposic¢ao in utero ao acido valproico
resulta em um risco aumentado para DTN em torno de 1 a 5%. Espinha bifida e lesdes cisticas
baixas sdo mais comuns que anencefalia. Além dos DTN essas criangas podem apresentar
malformagdes de membros e faciais (Clayton-Smith e Donnai, 1995). Carbamazepina esta

também relacionada a um aumento do risco para DTN em torno de 1% (Matalon et al., 2002).

Filhos de maes com diabete mellitus insulino-dependentes apresentam um aumento do
risco para malformagdes. O risco para DTN ¢ de aproximadamente 1%. Este risco ¢ maior
para anencefalia que espinha bifida, porém existe uma associa¢ao especifica entre diabetes

materna e disgenesia sacral (Holmes, 1994).

2. 5. 3. Uso de drogas indutoras de ovulagao



Holmes (1994) sumarizou a controvérsia existente entre DTN e drogas indutoras de
ovulacdo como clomifene. Werler et al. (1994) descreveram um estudo caso-controle nao
encontrando diferenca entre freqiiéncia de malformac¢des no grupo em que a gravidez foi

induzida (3%) e gravidezes espontaneas (2,8%).

2. 5. 4. Abortamento espontaneo prévio como fator de risco

Taxa aumentada de abortamento espontdneo na gravidez anterior ao nascimento de
criancas com DTN estimulou a teoria de descanso do trofoblasto em que células derivadas do
trofoblasto da gravidez anteriormente interrompida podem interferir com a embriogénese
aumentando o risco para DTN (Carmi et al., 1994). Recentemente, Smits e Essed (2001)
formularam a hipotese que o aumento de insucessos depois de um curto intervalo entre
gravidezes teria uma explicagao bioldgica plausivel, estando relacionada com a diminui¢ao do
folato materno, devido a demora em voltar aos niveis normais apos uma gravidez, resultando,
portanto, em um maior risco para defeitos do tubo neural, retardo de crescimento intrauterino

e partos prematuros.

2.5.5. Associagao com gemelaridade



Kéllén et al. (1994) observaram uma associagdo entre gemelaridade e DTN. A taxa de
gemelaridade difere de acordo com o tipo de DTN, sendo maior na anencefalia, seguida em

ordem decrescente da encefalocele, espinha bifida lombo-sacral e espinha bifida toracica.

Garabedian e Fraser (1994) estudaram a taxa de gemelaridade em parentes proximos
com diferentes tipos de DTN. A taxa de gemelaridade entre parentes préximos com lesdes ao
nivel de T11 e acima era duas vezes o observado em parentes com lesdes abaixo de T11 e o
grupo controle. A ocorréncia em irmaos (9,1%) era significativamente maior quando o
probando apresentava lesdo acima de T11 e com histéria familiar de gemelaridade comparada

com a ocorréncia em irmaos (3,1%) em familias sem gémeos.

2. 5. 6. Hipertermia materna

Malformagdes envolvendo o Sistema Nervoso Central e outros defeitos congénitos
estdo relacionadas com a hipertermia materna em diferentes espécies. Em camundongos a
susceptibilidade a DTN induzido por hipertermia parece ser influenciada por fatores genéticos
(Finnel et al., 1986). Na espécie humana a hipertermia derivada de febre alta, banhos quentes

de imersao e sauna duplica o risco populacional para DTN (Milunsky et al, 1992).



2.5.7. Acido folico e DTN

O folato é essencial na sintese de DNA, tRNA e aminoacidos. A deficiéncia de folato
¢ uma condigdo comum geralmente associada a baixa ingesta em relagdo a demanda
metabolica. Isto pode ser particularmente importante durante a gestacdo, quando as
necessidades metabolicas estdo aumentadas ou o folato disponivel estd diminuido pela
diminuicao da absorc¢ao intestinal ou metabolismo renal. Sob essa circunstancia uma alteragao
genética envolvendo o metabolismo do folato, latente ou previamente assintomatica, pode se

manifestar (Rosemblatt e Fenton, 2001).

O folato, aparentemente, apresenta um papel importante na etiologia dos DTN.
Smithells et al. (1976) pela primeira vez relataram deficiéncia de folato em mulheres que
apresentaram filhos com DTN e sugeriram que o uso de acido folico periconcepcional poderia
prevenir o risco de recorréncia dessas malformacdes (Smithells et al., 1980). O primeiro
estudo randomizado com suplementagao de acido folico na dose de 4 mg/dia demonstrou uma

redugdo significativa do risco de recorréncia (Laurence et al., 1981).

A partir de 1983, um extenso estudo padronizado duplo-cego abrangendo 33 centros
de 7 paises foi conduzido pelo Medical Research Council Vitamin Study Research Group para
determinar o papel do acido f6lico na prevengdo da recorréncia de DTN. Em torno de 1800
mulheres que apresentavam um filho com DTN foram randomizadas para um dos seguintes
tratamentos antes da proxima gravidez com (1) acido félico, na dose de 4 mg/dia, (2) outras
vitaminas, (3) 4cido folico e outras vitaminas e (4) sem acido f6lico e outras vitaminas. Os

tratamentos foram administrados ao menos um més antes da concepgao até 12 semanas de



idade gestacional. A divulga¢ao dos resultados da pesquisa foi antecipada, pois, verificou-se
um efeito protetor do acido folico de 72% (Risco relativo 0,28; IC95% 0,12-0,71) (Medical

Research Council Vitamin Study Research Group, 1991).

Czeizel e Dudas (1992) relataram que o acido folico poderia também prevenir a
primeira ocorréncia de DTN. Neste estudo um comprimido diario contendo 0,8 mg de acido
folico associado a outras vitaminas, quatro minerais e trés elementos tragos, ou um
comprimido com elementos tragos (cobre, magnésio, zinco e baixas doses de vitamina C) foi
administrado desde 1 més antes da concepgao até a data provavel do segundo periodo
menstrual ou mais. Estes autores verificaram que as malformagdes congénitas foram
significativamente mais prevalentes no grupo que recebeu somente elementos tracos
(22,9/1000) do que no grupo que recebeu acido folico com suplemento vitaminico e minerais
(13,3/1000; p= 0,02). Seis casos de DTN foram observados no grupo que recebeu elementos
tragos, enquanto que nenhum caso de DTN foi observado no grupo que recebeu acido félico e
outras vitaminas (p=0,029), concluindo que a suplementagdo vitaminica periconcepcional

diminui a ocorréncia de DTN.

2. 6. Acido félico



Acido folico, folato ou vitamina B11, é uma vitamina hidrossoltvel do complexo B,
considerada um nutriente essencial. Folato é a forma natural, e acido f6lico é a forma
sintética. Foi reconhecido em 1930 como um fator presente em alimentos com fungos que
eram capazes de curar anemia megalobléstica. O organismo humano ¢ incapaz de sintetizar

folato, sendo a dieta a Uinica fonte desta vitamina.

Fontes dietéticas de acido folico sdo vegetais de folhas verdes frescos, aspargos, frutas
citricas, pao de trigo integral e legumes (trigo e feijao). Carnes de figado e rim, também
podem ser fonte de acido folico ao organismo humano. O cozimento dos alimentos reduz em

20 a 30% a quantidade de 4cido folico.

A forma natural de folato tem um anel pteridinico, PABA (acido para amino benzdico)
e uma cauda de uma ou seis moléculas de 4cido glutdmico. Quanto mais moléculas de acido

glutamico presentes no folato, menor a sua biodisponibilidade.

O processo de absor¢ao do folato da dieta inclui a conversdo de poliglutamatos a
monoglutamatos no intestino. O 4cido folico sintético possui a forma de monoglutamato,
sendo sua absor¢ao melhor. O folato absorvido deve ser reduzido a tetraidrofolato (THF), o
composto ativo de todos os folatos biologicamente ativos. O folato predominante no soro e
nos tecidos é o 5-metil-THF. O folato atua em dois ciclos, um envolvendo biossintese de
DNA (guanina, adenina, e timina), essencial a divisao celular, e outro, de metilagdo (ou
metabolismo de um carbono), essencial para o fornecimento de grupos metil para

metiltransferases celulares (Figura 4) (Eskes, 1997; Tolmie, 1997).



Metiltransferases Substrato

Produto metilado F——1___ //

(ex.: lipidios metilados, proteinas, DNA) (ex.: lipidios, proteinas, DNA)

S-adenosilhomocistina CICLO DA METILACAO S-adenosilmetionina
SAH SAM

Cistationina hidrolase betaine dimetilglicina

betaine homocistina
metiltransferase
cistationina sintetase / \

Homocisteina Metionina
A
metionina sintetase \/
(metilcobalamina)
5-metiltetrahidrofolato Tetrahidrofolato
- l Poliglutamato
BIOSSINTESE sintetase
MTHFR RNA E DNA Serina Tetrahidrofolato n
% Purinas\
5,10-metilen0 +——» 5,10-metenil < » 10-formil dihidrofolato
tetrahidrofolato tetrahidrofolato tetrahidrofolato
5-metil m sinteth Pirimidinas
tetrahidrofolato 1 /
(monoglutamato) dUMP dTMP
Plasma
Acido Félico N\ H Acido folico
(monoglutamato) ‘ ,
Célula

Figura 4. Ciclo da metilagado. O folato é reduzido a THF. THF aceita
uma simples unidade de carbono da serina, convertendo a 5,10-
MTHF. A conversao a 5-metil-THF é possivel devido a enzima
metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR). Homocisteina pode ser
remetilada através da enzima metionina sintetase para metionina,

usando como cofator a vitamina B12, completando o ciclo de



metilagdo. Metionina produzira junto com ATP S-adenosil metionina
sintetase (SAM). SAM é usada para metilar substratos incluindo

proteinas basicas da mielina, lipidios, DNA e RNA (Eskes, 1997).

2. 7. Folato e metabolismo da homocisteina

A homocisteina ¢ um aminoacido sulfurado formado a partir da demetilacdo do
aminodcido essencial metionina. A homocisteina intracelular ¢ ligada a serina para formar
cistationina. Essa reacdo ¢ catalizada pela enzima cistationina-f-sintetase (CBS). A
cistationina ¢ entdo clivada a cisteina através do mecanismo de trans-sulfuracdo. A

homocisteina pode também ser remetilada (Figura 5).

Trés vitaminas B estdo envolvidas no metabolismo da metionina-homocisteina: B6
(piridoxina 5’ fosfato), B11 (folato) e B12. A enzima CBS requer vitamina B6 como cofator.
A metionina sintetase (MS) requer vitamina B12 como um cofator e 5-metil-THF como
substrato. Metil-THF ¢ formado a partir da redu¢do de 5-10-metileno-THF (MTHF)

catalizado pela enzima 5,10-metileno tetraidrofolato redutase (MTHFR).

Portanto, a vitamina B6 ¢ importante na trans-sulfuracdo da homocisteina enquanto o

folato e a vitamina B12 tém um papel na remetilacdo da homocisteina. Defeitos de trans-



sulfuracdo assim como remetilacao resultam no aumento de homocisteina no plasma

(hiperomocisteinemia) e urina.
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SUCCINIL-COA 6. Sulfito oxidase
l 7. Betaine-homocisteina metiltranferase
CO, 8. N-Metiltetraidrofolato-homocisteina metiltranferase

9. 5-10 metilenotetraidrofolato redutase

Figura 5. Metabolismo da homocisteina- metionina no homem (Eskes, 1997).

2. 8. METABOLISMO DO FOLATO, HOMOCISTEINA E DTN

O folato ¢ um importante substrato para o metabolismo da homocisteina e um
distarbio deste metabolismo na gestante pode desempenhar um papel nos DTNs. Kirke et al.
(1993) estudaram os niveis de folato sérico, eritrocitario, ¢ vitamina B12 em mulheres
gravidas durante a primeira consulta de pré-natal. As mulheres que apresentaram filhos com
DTN, os niveis de folato sérico, eritrocitario e vitamina B12 foram significativamente
menores que nas mulheres controles, contribuindo para a hipotese do envolvimento de um
defeito metabdlico na génese destas anomalias congénitas. Steegers-Theunissen et al. (1994)
estudaram 41 mulheres ndo gravidas que tiveram um filho com DTN, assim como 50
mulheres controles que apresentavam filhos normais. A concentragdo de homocisteina basal e
apds teste de sobrecarga com administragdo oral de metionina (0,1 g/Kg peso) foi
significativamente maior no grupo com DTN que nos controles. As concentra¢des de acido
folico, vitamina B12 e piridoxina-5’-fosfato ndo foram significativamente diferentes nos dois
grupos. As mulheres que apresentam niveis de homocisteina duas vezes acima do desvio

padrdo, quando comparadas com controles, apresentavam atividade da enzima cistationina-f3-



sintetase normal em fibroblastos. Os autores sugeriram que a rota da remetilacdo ¢ ndo da

trans-sulfuragdo poderia estar afetada nestas mulheres.

Wenstrom et al. (2000 a e b) estudaram os niveis de homocisteina no liquido
amniotico em gestagdes com DTN e controles normais. Os niveis de homocisteina foram

significativamente maiores que o percentil 90 nas gestacdes com DTN que controles.

2.9.5,10- METILENO TETRAIDROFOLATO REDUTASE (MTHFR)

O gene que codifica a enzima 5,10-metileno tetraidrofolato redutase (MTHFR) esté
localizado no cromossomo 1, na regido 1q36.3. A sequéncia de DNA complementar apresenta
2,2 kilobases e consiste de 11 exons (Goyette et al., 1994). Em humanos, o maior produto do
gene MTHFR ¢ uma proteina cataliticamente ativa de 77 kilodaltons, embora uma isoforma
da enzima de 70 kilodaltons tenha sido descrita em alguns tecidos (Rozen, 1997). Estudos do
gene MTHFR ja identificaram 18 variantes alélicas, geralmente raras, de heranca autossdmica
recessiva levando a deficiéncia grave da enzima MTHFR, causando retardo de
desenvolvimento neuropsicomotor, convulsdes, alteragdes psiquidtricas e aumento do risco
para complicagdes vasculares. Até o momento, quatro polimorfismos ja foram descritos e

relacionados com termolabilidade da enzima.



2.9.1. Alelo C677T

Frosst et al. (1995) identificaram o primeiro polimorfismo, no exon 4 na posi¢ao do
nucleotideo 677 envolvendo uma troca de base citosina (C) para timina (T) resultando na
substituicdo de alanina (GCC) pelo aminoacido valina (GTC). Individuos com o polimorfismo
C677T apresentam aumento da concentragdao plasmatica de homocisteina e tem um aumento
do risco para doenga cardiovascular (Frosst et al., 1995). O alelo C677T leva a uma forma
variante da enzima MTHFR, chamada de termolébil (Kang et al., 1988). Homozigotos para a
variante termolabil apresentam atividade enzimatica 50 a 60% menor na temperatura de 37°C,
e uma atividade residual de menos de 30% apos inativagdo ao calor (46°C). Heterozigotos
podem apresentar uma atividade intermedidria (Rozen, 1997). Individuos com a variante

termolabil apresentam hiperhomocisteinemia (Engbersen et al., 1995).

A freqiiéncia de homozigotos para este polimorfismo varia de acordo com a regido e
etnia. E alta em judeus Ashkenazi com uma freqiiéncia de homozigotos 677TT de 26,5%
(Rady et al., 1999). E também elevada na populagio mexicana com uma freqiiéncia de
homozigotos de 34,8% (Mutchinick et al., 1999). Em caucasoides europeus a freqiiéncia de
homozigotos 677TT varia de 8% em alemaes a 18% em italianos (Frosst et al, 1995). No
Canada, Estados Unidos, Brasil e Australia a freqiiéncia em caucasoéides ¢ de
aproximadamente 10% (Kluijtmans et al., 1996; Arruda et al., 1998; Schneider et al., 1998).
Em populagdo negra africana a freqii€ncia de homozigotos ¢ 7% (Pepe et al., 1998). No Brasil
e Estados Unidos a freqiiéncia em negroides ¢ 1 a 2% (Arruda et al., 1998; Stevenson et al.,
1997). Em asiaticos, estudos realizados em populagio japonesa observaram uma freqiiéncia

de homozigotos 677TT de 7% (Morita et al., 1997). Em amerindios brasileiros o alelo C677T



foi estudado em uma populagdo de indios Tupi da Amazonia com uma freqiiéncia de

homozigotos de 1,2% (Arruda et al., 1998).

2.9.2. Alelo A1298C

O segundo polimorfismo do gene MTHFR foi identificado em 1997 durante um estudo
sobre cancer de ovario (Viel et al., 1997). A substitui¢ao de uma adenina (A) por uma citosina
(C) no exon 7 na posi¢ao correspondente ao nucleotideo 1298 (A1298C) resulta em um codon
de glutamato na posi¢ao de alanina. Esta mutagdo resulta em uma diminui¢ao da atividade da
MTHFR, embora nao tdo marcante que a observada no alelo C677T. Individuos homozigotos
para A1298C nao parecem apresentar niveis elevados de homocisteina (Weisberg et al., 1998;

Van der Put et al, 1998).

A freqiiéncia populacional do alelo A1298C ¢ menos documentada que o alelo C677T.
Um estudo canadense e um holandés observaram freqiiéncia de aproximadamente 9% para
homozigotos 1298CC (Weinsberg et al., 1998; Van der Put et al., 1998). Em uma populagao
de judeus Ashkenazi nos Estados Unidos a freqiiéncia de homozigotos 1298CC encontrada foi

de 27,2% (Rady et al., 1999).



2.9.3. Alelo T1059C

O alelo T1059C foi recentemente identificado por Trembath et al. em 1999. Esta
mutacao parece ser silenciosa e co-transmitida com a mutacdo A1298C. A freqiiéncia do alelo

descrita por estes autores foi de 85%.

2.9.4. Alelo G1793A

Recentemente, um novo polimorfismo do gene MTHFR foi identificado por Rady et
al. (2002). Uma mutagdo no exon 11 determina a substitui¢do de uma guanina (G) por uma
adenina (A) no nucelotideo 1793, resultando em uma substituicao do aminoacido arginina por
glutamina. A freqiiéncia deste alelo ¢ baixa em judeus Ashkenazi (1,3%) quando comparados
com caucasoides (6,9%), hispanicos (5,8%) e afro-americanos (3,1%). Heterozigotos
compostos para dois sitios polimérficos C677T/G1793A e A1298C/G1763A foram

identificados principalmente em hispanicos, populacdo com alta incidéncia de DTN.

2.9.5. Alelos combinados C677T € A1298C



Isotalo et al. (2000) analisaram mutagdes C677T ¢ A1298C da MTHFR em fetos e
neonatos, observando todas as combinagdes de gendtipos possiveis em fetos, porém os
gendtipos combinados 677CT/1298CC e 677TT/1298CC nado foram observados no periodo
neonatal. Esses autores também ndo observaram esses gendtipos combinados em uma
populacdo adulta sadia, sugerindo que portadores de gendtipos 677CT/1298CC e
677TT/1298CC sao menos viaveis, levando possivelmente a morte intra-tero, principalmente
quando as mutagdes estdo dispostas em configuragdo cis. Os gendtipos mutantes combinados
foram somente descritos em individuos com DTN (Weisberg et al., 1998; Friedman et al.,
1999; Volcik et al, 2001). Como os DTN sao muitas vezes letais levando a morte intra-itero
ou morte neonatal refor¢a a teoria da diminui¢do da viabilidade destes genotipos mutantes

combinados (Donnelly e Isotalo 2001).

2. 10. ASSOCIAGCAO DO ALELO C677T E DTN

O primeiro relato de associacdo do alelo C677T e DTN foi realizado por Van der Put
et al. (1995) num estudo onde foi observado um aumento da freqiiéncia de homozigotos
C677T em criangas com espinha bifida, suas maes e seus pais. O “odds ratio” (OR) para a
muta¢do C677T em homozigoze era 3,7 (IC 95%= 1,5-9,1) para as maes, 2,2 (IC 95%= 0,8-
6,3) para os pais ¢ 2,9 (IC 95% = 1,0-7,9) para os pacientes em relagdo aos controles. Esta
mutacdo estava associada a uma diminui¢do da atividade da MTHFR, diminui¢do do folato
plasmatico e altos niveis de homocisteinemia. Um segundo estudo destes autores demonstrou
uma associa¢ao mais fraca (Van der Put et al., 1998). Estes resultados foram confirmados por

Whitehead et al. (1995). Ou et al. (1996) estudaram 41 fetos com DTN a partir de cultura de



fibroblastos, associando a homozigozidade para C677T a um risco 7,2 vezes maior para DTN.
Trembath et al. (1997) analisaram trés genes presentes na rota metabdlica do folato. Analise
da metionina sintetase e portador de folato reduzido ndo demonstraram diferenca alélica
significativa entre DTN e controles, porém, andlise da MTHFR demonstrou associagdo de

DTN com polimorfismo C677T.

Outros estudos, conduzidos principalmente na Europa e Estados Unidos nao
encontraram associacdo significativa entre homozigozidade para o alelo C677T e risco para
DTN (De Francis et al., 1998; Bjorke-Monsen et al., 1997; Koch et al., 1998; Molloy et al.,

1998; Mornet et al., 1997, Papapetrou et al., 1996).

Botto e Yang (2000) recalcularam os “odds-ratios” de varios estudos cuja amostra era
suficientemente grande, concluindo que o “odds ratio” para as criangas homozigotas C677T
era 1,8 (IC 95% 1,4-2,2) (Figura 6). Para os heterozigotos o “odds-ratio” calculado foi de 1,2
(IC 95% 0,99-1,3). O % foi significativo (3* = 13,6, p=0,0002), sugerindo uma relagdo entre o
numero de alelos C677T e o risco para DTN. O “odds ratio” para as maes de uma crianga
afetada, homozigotas e heterozigotas para o alelo C677T era, respectivamente, 2,0 (IC 95%
1,5-2,8) e 1,2 (IC 95% 0,96-1,5). O gendtipo do pai ndo estava relacionado com o risco para

DTN.
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Figura 6. Estudos de caso-controle demonstrando a relacdo entre a homozigozidade

C677T e o risco para DTN (Botto e Yang, 2000).

Stevenson et al. (1997) relacionaram a freqiiéncia de C677T nas duas maiores
subpopulagdes no estado da Carolina do Sul: caucasoides (69% da populacdo e 60% dos
nascimentos) e negroides (30% da populagdo e 39% dos nascimentos). Vinte de 151 criangas
caucasoides nascidas eram homozigotas para mutacao C677T e 65 eram heterozigotas. Entre
os recém-nascidos negroides, zero de 146 eram homozigotos e 31 eram heterozigotos. A
estimativa do alelo T na populacao foi de 0,35 entre recém-nascidos caucasodides e 0,11 entre
negroides. A prevaléncia de DTN na Carolina do Sul ¢ 16/10000 em populagdo caucasoide e

10/10000 em populacao negrdide, indicando que esta mutacdo pode contribuir para a

ocorréncia de DTN nesta populagao.



Posey et al. (1996) calcularam, baseados em dados da literatura, que 13% dos casos de
DTN podem ser atribuidos a mutagdo homozigética C677T. Se heterozigozidade também ¢

um fator causal para DTN, 11% adicionais poderiam ser atribuidos a essa mutagao.

2.11. ASSOCIACAO DO ALELO A1298C E DTN

Trembath et al. (1999) pela primeira vez relataram associagdo entre DTN e o alelo

A1298C isoladamente (OR= 2,4; IC 95%: 1,4- 4,1).

Heterozigotos compostos para ambos os alelos C677T e A1298C também
demonstraram um aumento do risco para DTN quando comparados com alelos selvagens

(OR=2.8; IC 95%: 1,1- 7,6) (Van der Put et al., 1998).

Portanto, os polimorfismos que ocasionam a atividade termolabil anormal da enzima
MTHFR podem explicar a associacdo entre hiperhomocisteinemia materna e aumento do risco
para DTN, devido a importancia da MTHFR na remetilagdo da homocisteina a metionina. Isso
poderia explicar, em parte, a eficacia do acido félico na prevengdo do DTN (Botto ¢ Yang,

2000).

2.12. OUTROS GENES RELACIONADOS A DTN



Além dos modelos para DTN propostos relacionados ao metabolismo do acido félico e
homocisteina, modelos animais sdo uteis para estudar genes candidatos em seres humanos.
Até o momento, em camundongos, aproximadamente 40 modelos para DTN foram

identificados (Harris, 2001).

Os genes PAX codificam fatores de transcrigdo que ligam-se ao DNA apresentando
um papel no desenvolvimento embriondrio. Até o0 momento nove genes PAX foram isolados,
e seis deles sdo expressos durante a formagdo e organizagdo do tubo neural. A mutagdo no
gene pax3 em camundongos causa despigmentagdo ¢ em 16% dos casos espinha bifida ou
exencefalia (Epstein et al., 1991). O gene homologo humano PAX3 causa sindrome de
Waardenburg, condigdo relacionada a despigmentagdo e surdez, porém raramente associada a
DTN (Chatkupt et al., 1995). Recentemente, Volcik et al. (2002) utilizando o teste de
desequilibrio de transmissao estudaram a associagdo de sete genes da familia PAX (PAX 1, 2,
3,5,6,7¢8)e DTN. Porém, os autores ndo conseguiram demonstrar associacao destes genes

e espinha bifida.

Outro gene candidato em humanos ¢ o gene Brachyury, também conhecido como gene
T. Foi reconhecido inicialmente em camundongos homozigotos mutantes que morrem durante
o periodo gestacional e apresentam anormalidades na notocorda e defeitos em outras
estruturas derivadas do mesoderma. Os camundongos heterozigotos também apresentam
anomalias como cauda curta, anormalidades de notocorda e fusdo do tubo neural com o
intestino na regido caudal. Brachyury codifica uma proteina que funciona como um fator de
ativacao da transcrigao, expresso no mesoderma em desenvolvimento e na diferenciagdo da
notocorda. O gene humano foi clonado em 1996 por Edwards et al. e pela primeira vez
associado a DTN em 1998 (Morrison et al., 1998). Um polimorfismo, o alelo intronico

TIVS7-2 foi associado a DTN por alguns estudos (Morrison et al., 1998; Trembath et al.,



1999), porém nao por outros (Shields et al., 2000; Richter et al., 2002). Speer et al. (2002)
estudando familias com DTN também ndo encontraram alteragdes neste gene, estudando os 8

diferentes exons € o intron 7.

2. 13. PREVENCAO DOS DTN

Desde que Smithells et al. (1976) relacionaram a deficiéncia de acido folico com
DTN, vérios estudos observacionais e randomizados indicaram um fator protetor do uso do
acido folico no risco de recorréncia de DTN (Laurence et al., 1981; Medical Research Council
Vitamin Study Research Group, 1991). Outros estudos também indicaram que o uso do 4cido
folico na dose de 800 pg periconcepcional pode prevenir a ocorréncia de DTN (Czeizel e
Dudas, 1992). Recentemente, um grande estudo avaliou o uso do acido folico na dose de 400
pg ao dia em duas areas com freqiiéncias diferentes para DTN na China. O uso do &4cido
folico reduziu os DTN em 79% na area de maior risco versus 16% na area de menor risco

(Berry et al., 1999).

Com isso, o Servico de Satide Publica dos Estados Unidos recomenda que toda mulher
em idade fértil deve ingerir 400 pg de acido folico no periodo periconcepcional, para prevenir
a ocorréncia de DTN (Centers for Disease Control, 1992). Porém, a dose ideal de acido félico
recomendada ¢ controversa, variando de acordo com o estudo realizado. Wald et al. (2001)
revisaram varios estudos da literatura que usaram suplementagdo de acido folico e realizaram
dosagem de folato sérico, tentando avaliar o efeito protetor com ingesta diferenciada de acido
folico. Estes autores observaram que o efeito protetor ¢ maior nas mulheres com niveis baixos

de folato que aquelas com altas concentragdes, concluindo que uma dose de 0,4 mg/dia reduz



o risco em 36%, uma dose de 1 mg/dia reduz o risco em 57% e uma dose de 5 mg/dia reduz o

risco em 85%. Com isso, os autores recomendam que a dose ideal deve ser 5 mg/dia.

Trés estratégias sdo conhecidas para aumentar o nivel de acido félico na prevengdo de
DTN: dieta, suplementacdo e fortificagdo. A dieta e a suplementagdo dependem do individuo
e no planejamento de uma gestagao e sua eficacia esta baseada no nivel de conhecimento das
mulheres sobre o beneficio do acido félico. Um estudo na América Latina observou que
apesar de varias mulheres saberem do beneficio do uso do acido félico, somente 0,5% fazem
uso desta vitamina no periodo periconcepcional (Castilla et al., 2000). Nos Estados Unidos
somente 7% das mulheres sabem do beneficio da suplementacdo de acido folico no periodo

periconcepcional (Petrini et al., 1999).

Como 50% das gestagdes ndo sdo planejadas, estratégias de saude publica foram
formuladas para atingir um numero maior de mulheres em idade reprodutiva, através da
fortificacdo de acido fblico na farinha e cereais. Desde janeiro de 1998 o FDA (Food and
Drug Administration) dos Estados Unidos implementou um programa de fortificagdo da
farinha e cereais com nivel de acido folico de 140ug/100g de produto. Isto tem aumentado o
nivel sérico de folato na populagdo, porém estudos mostram que o efeito protetor da dose
ingerida (0,1 a 0,2 mg/dia) ¢ baixa, contribuindo para redugdo do risco de somente 20%
(Neuhouser e Beresford, 2001). Wald et al (2001) concluem que além da fortificagao

dietética, a suplementacdo deve ser utilizada em mulheres em idade reprodutiva.

Hook e Czeizel (1997) observaram que no estudo randomizado conduzido pelo
Medical Research Council Vitamin Study Research Group (1991) houve um aumento da
prevaléncia de abortamentos espontaneos e sugeriram que o efeito protetor do acido félico na

prevencao de malformagdes congénitas estivesse relacionado a teratanasia. Teratanasia ¢ um



conceito apresentado por Warkany (1981) para descrever agentes que diminuem a taxa de
defeitos congénitos pela inducao seletiva de abortamento de fetos afetados. Com isso, Hook
(2000) propds que o acido folico apresenta um efeito verdadeiramente abortificante e nao
preventivo. Porém, analise mais cuidadosa e outros estudos concluiram que ndo ha um
aumento na taxa de abortamentos espontaneos com uso do acido folico periconcepcional

(Wald et al., 1997; Gindler et al., 2001, Wald e Hackshaw, 2002).

3. JUSTIFICATIVA

Os DTN constituem um dos defeitos congénitos mais comuns na espécie humana, com
alto indice de mortalidade e morbidade. Estes aspectos justificam uma estratégia de politica
de satde de prevencao destas anomalias congénitas. O entendimento dos mecanismos que
levam a formagao destas malformagdes, nos seus aspectos bioquimicos e genéticos, poderia
contribuir para o planejamento de uma estratégia de prevencao destas anomalias no nosso

meio.



4. OBJETIVOS

4. 1. OBJETIVO GERAL

Estudar os fatores de risco para Defeito de Tubo Neural relacionados ao metabolismo

da homocisteina no nosso meio.

4. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4. 2. 1. Avaliar os niveis séricos de folato e vitamina B12 em criancas com DTN e

suas maes em relacao a controles normais.

4. 2. 2. Avaliar os niveis plasmaticos de homocisteina em criangas com DTN e suas

maes em relacdo a controles normais.

4. 2. 3. Pesquisar os polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR em criangas

com DTN, suas mdes e controles.



4. 2. 4. Correlacionar os niveis de folato e vitamina B12 com os niveis de

homocisteina em criancas com DTN, suas maes e controles normais.

4. 2. 5. Correlacionar os niveis de homocisteina com a presenga dos polimorfismos

C677T e A1298C do gene MTHFR em criangas com DTN, suas maes e controles.

5. MATERIAL E METODOS

5. 1. DELINEAMENTO

O estudo foi delineado como caso-controle.

5. 2. AMOSTRA

A amostra foi constituida de casos apresentando defeitos de tubo neural e suas maes.
Estes foram recrutados por revisdo de prontuario do ambulatorio de Genética do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e do Grupo de Apoio a Mielomeningocele do Hospital da Crianca
Santo Antonio. Todos aqueles que concordaram em participar do estudo foram avaliados no

Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.



Os controles foram criangas sem malformagdes e suas maes. Estes foram convidados a
participar do estudo durante coleta de sangue de rotina na zona 14 do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre.

Critérios de inclusdo: foram incluidos no trabalho aqueles individuos com defeito de

tubo neural isolados e suas maes que desejaram participar do trabalho.

Critério de exclusdo: foram excluidos aqueles que apresentavam outros defeitos
congénitos além do DTN. Também foram excluidos aqueles que ndo desejaram participar do

trabalho.

Todas as maes assinaram termo de consentimento, assim como os individuos quando
alfabetizados (Anexo 1). Este trabalho foi aprovado pela Comissao Cientifica ¢ Comissao de
Pesquisa e Etica em Satde do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagio do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (Projetos n™: 98116 e 00297). Também foi aprovado pela Comissdo Nacional de

Etica em Pesquisa (CONEP).

5. 3. METODOS

5. 3. 1. Dados clinicos

Os casos e suas maes, € os controles e suas maes responderam a um protocolo de

investigacdo clinica (Anexo 2), contendo as informagdes sobre a idade, sexo, idade da mae,



idade do pai, consangiiinidade entre os pais, nimero da irmandade, dados pré-natais (gestagao
induzida, acompanhamento pré-natal, nimero de consultas pré-natal, intercorréncias na
gestacdo, uso de medicacdo, uso de fumo pela mae, uso de alcool pela mae, uso de drogas,
realizacdo de ultra-sonografia no periodo pré-natal, diagnostico do DTN ultra-sonografico),
dados peri-natais (tipo de parto, idade gestacional, peso ao nascimento, comprimento ao
nascimento, perimetro cefalico ao nascimento, Indice de Apgar no quinto minuto), tempo da
intervengdo cirurgica, presenca de hidrocefalia, cirurgia para derivagao ventriculo-peritonial,
bexiga neurogénica, pé torto congénito, seqiielas motoras (restrito ao leito ou em cadeira de
rodas, capaz de andar na casa com ou sem ajuda, capaz de andar curtas distancias com ou sem
ajuda, capaz de andar independentemente), tipo de DTN (espinha bifida, anencefalia,
encefalocele), nivel da lesdo da espinha bifida (nivel superior do defeito observado por raio-x

de coluna).

5. 3. 2. Dados laboratoriais

Foram coletados dos casos e controles, apds jejum de 8 horas, 10 mL de sangue em

dois tubos separados:

- 5 mL de sangue sem anticoagulante. Desta amostra, foi separado o soro
utlilizando centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos e congelado a —20°C. Esta amostra foi

utilizada para dosagem de folato e vitamina B12.



- 5 mL de sangue em EDTA. Esta amostra foi colocada imediatamente em
frasco com gelo, para prevenir a liberagdo de homocisteina dos eritrocitos. Dentro de até 30
minutos foi centrifugada em centrifuga refrigerada a 0-4°C por 3000 rpm. O sobrenadante foi
aliquotado e armazenado a —20°C, para posterior dosagem de homocisteina (American
Society of Human Genetics/American College of Medical Genetics Test and Tecnonology
Transfer Comittee Working Group, 1998). O restante foi também congelado e utilizado para

extragao de DNA.

Para os individuos com anencefalia, foi coletada uma amostra de tecido de maneira
estéril, durante a realiza¢do da necrdpsia. Este tecido foi preferencialmente uma amostra de

pulmio. O tecido foi armazenado a —20°C até a extragdo de DNA.

5. 3. 2. 1. Dosagem de folato

A dosagem de folato foi realizada no laboratoério de radioimunoensaio do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre utilizando método automatizado (Immulite,
Diagnostic Products Corporation, USA). Este método utiliza a competigdo de
folato da amostra a analogo de folato ligada a proteina. Esta ¢ capturada por um
anticorpo monoclonal que posteriormente ¢ removida pela adicdo de fosfatase
alcalina marcada anti-ligante. Pela adicdo de um substrato quimioluminescente
ha a formacdo de um composto intermediario. Este composto ¢ medido pelo
lumindmetro e a concentragdo de folato ¢ inversamente proporcional a

concentracao de folato da amostra.



5.3.2.2.Dosagem de vitamina B12

A dosagem de vitamina B12 foi realizada no laboratério de
radioimunoensaio do Hospital de Clinicas de Porto Alegre utilizando método
automatizado (Immulite, Diagnostic Products Corporation, USA). Este método ¢
uma versdo quimioluminescente do cldssico método de radioimunoensaio
envolvendo primeiramente um passo de denaturagdo com calor. A vitamina B12
da amostra ¢ liberada de proteinas carreadoras pela incubagdo a 100°C na
presenca de ditiltreitol e cianeto de potdssio. A amostra tratada ¢ introduzida na
unidade teste com fator intrinseco purificado e contas recobertas por analogo de
vitamina B12. A vitamina B12 compete com o anédlogo de vitamina B12 ao fator
intrinseco. Fosfatase alcalina anti-fator intrinseco marcada ¢ adicionada. Um
substrato quimioluminescente ¢ adicionado levando a formagao de um composto
intermediario. Este complexo marcado ¢ medido no lumindometro e sendo

inversamente proporcional a concentragdo de vitamina B12.

5. 3. 2. 3. Dosagem de homocisteina

A dosagem de homocisteina foi realizada utilizando analisador
IMX (Abbott Diagnostic, Sao Paulo, SP). Este teste é baseado na
tecnologia de imunoensaio por fluorescéncia polarizada. Todas as
formas moleculares dissulfidricas e ligadas a proteinas da
homocisteina na amostra sao reduzidas a homocisteina livre pelo

uso de ditiotreitol, convertendo todas as formas a homocisteina



total. A homocisteina na amostra é convertida a S-adenosil-L
homocisteina (SAH) pelo método de conversao enzimatica
utilizando SAH- hidrolase e adenosina em excesso. Apods adiciona-
se um anticorpo monoclonal anti-SAH e um marcador
fluoresceinado (S-adenosil-cisteina), e a quantidade de

homocisteina é dosada por fluorescéncia polarizada.

5. 3. 2. 4. Extracido de DNA

a) Método de extracdo de DNA a partir de amostra de sangue (adaptado de Miller et

al., 1988):

- Descongelar a amostra, transferindo o sangue para frascos plasticos estéreis de S0mL.

- Adicionar 4gua esterilizada gelada até completar volume de 50 mL, agitando por inversao.

- Centrifugar por 20 minutos a 2500 rpm.

- Descartar o sobrenadante.

- Adicionar 25 mL de Triton X-100 0,1%. Agitar no vortex por alguns segundos até a

homogeneizagao.

- Centrifugar por 20 minutos a 2500 rpm.



- Descartar o sobrenadante.

- Adicionar 3 mL de tampao de lise nuclear (Tris-HCL 10mM, NaCl 400 mM e Na,-EDTA

2mM). Agitar no vortex por alguns segundos até a homogeneizacao.

- Adicionar 120 pL de proteinase K (2mg/mL tampao) e 200 uL. de SDS (sédio dodecil

sulfato). Agitar no vortex por alguns segundos.

- Incubar a 37°C por 12 a 16 horas.

- Adicionar 1mL de acetato de aménio 9,6M. Agitar no vortex por 15 segundos.

- Centrifugar por 20 minutos a 2500 rpm.

- Transferir o sobrenadante para um frasco estéril.

- Acrescentar 10 mL de etanol PA gelado. Agitar por inversao.

- Recolher o DNA através de tubo de capilar, ressuspendendo em

200 a 300 yL de Tris-EDTA.

- Armazenar o DNA a —20°C.

b) Método de extracao de DNA a partir de amostra de tecido (adaptado de Miller et al.,

1988):

- Descongelar a amostra, transferindo parte do tecido para tubos de plastico estéreis de 1mL.



- Adicionar 300 pL de tampao de lise nuclear (Tris-HCL 10mM, NaCl 400 mM e Na,-EDTA

2mM). Amassar o tecido utilizando o émbolo de uma seringa até a completa homogeneizagao.

- Adicionar 50 pL de proteinase K (2mg/mL tampao) e 20 uL de SDS

(so6dio dodecil sulfato). Agitar no vortex por alguns segundos.

- Incubar a 37°C por 12 a 16 horas.

- Adicionar 100 pL de acetato de amdnio 9,6 M. Agitar no vortex por 15 segundos.

- Centrifugar por 20 minutos a 2500 rpm.

- Transferir o sobrenadante para um tubo estéril.

- Acrescentar 1 mL de etanol PA gelado. Agitar por inversao.

- Recolher o DNA através de tubo de capilar, ressuspendendo em

100 a 200 pyL de Tris-EDTA.

- Armazenar o DNA a —20°C.

5. 3. 2. 5. Analise do polimorfismo C677T



Para analise do polimorfismo C677T o método da Reagao em
Cadeia da Polimerase (PCR) com os seguintes primers foi utilizado

(Frosst et al., 1995):
5" TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA3J’
5’AGGACGGTGCGGTGAGAGTG?3’

A PCR foi realizada num volume total de 50 L, contendo 5 pL

de Tampao (10x), 5 pL de dNTP (2mM), 3 pL de MgCl,, 3 L DMSO, 1
ML de cada primer (20pmol/ pL), 0,2 pL de Taq polimerase (5U/ pL),
1 uL DNA genémico (100 a 300 ng) e 30,8 pL de agua bidestilada e
deionizada. Os parametros para PCR foram: desnaturacao inicial a
94°C por 5 minutos; seguida de 35 ciclos de desnaturagiao a 94°C
por 40 segundos; anelamento a 60,5°C por 40 segundos; extensdo

a 72°C por 60 segundos e extensio final a 72°C por 10 minutos.

A presenca do fragmento amplificado pela PCR de 198 pb foi

verificada em gel de agarose a 2%.

O produto da PCR foi digerido com a enzima Hinfl (New
England) a 37°C, pois a mutagdo C677T cria um sitio de restrigao

para esta enzima, originando dois fragmentos de 175 pb e 23 pb



que podem ser visualizados em gel de agarose a 3% apoés

eletroforese a 100V por 1 hora e 40 minutos.

5. 3. 2. 6. Analise do polimorfismo A1298C

Para analise do polimorfismo A1298C o método da PCR com

os seguintes primers foi utilizado (Van der Put et al., 1998):

5 CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC?3’

5 CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3’

A PCR foi realizada num volume total de 50 L, contendo 5 uL
de Tampao (10x), 5 uL de dNTP (2mM), 3 pL de MgCl,, 1 L de cada
primer (20pmol/uL), 0,2 uL de Taq polimerase (5U/ pL), 1 uL DNA
gendémico (100 a 300 ng) e 33,8 pL de agua bidestilada e deionizada.
Os parametros para PCR foram: desnaturacéo inicial a 94°C por 5

minutos; seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 40



segundos; anelamento a 51°C por 40 segundos; extensdo a 72°C

por 40 segundos e extensao final a 72°C por 10 minutos.

O fragmento amplificado pela PCR de 163 pb foi verificado em

gel de agarose a 2%.

O produto da PCR foi digerido com a enzima Mboll (New
England) a 37°C, pois a mutacao A1298C abole um sitio de restrigdo
para esta enzima, sendo os fragmentos visualizados em gel de
poliacrilamida a 20% apés eletroforese a 100V por 2 horas e 30
minutos. A digestao do fragmento de 163 pb de um genétipo
1298AA leva a visualizagao de 5 fragmentos de 56, 31, 30, 28 e 18
pb, enquanto o genétipo 1298CC resulta em 4 fragmentos de 84, 31,

30 e 18 pb.

5. 3.2.7. Analise dos dados



Os dados foram analisados utilizando o programa SPSS 8.0 para Windows. Para
avaliar os parametros bioquimicos teste t para amostras independentes foram utilizados.
Quando os parametros ndo se distribuiam de acordo com a curva normal, testes nao
paramétricos foram utilizados. Anélise do * foi utilizado para testar o Equilibrio de Hardy-
Weinberg e comparar as freqiiéncias alélicas entre os grupos. O nivel de significancia foi

estabelecido como p<0,05.



6. RESULTADOS

6. 1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida por pacientes com DTN e suas maes, que foram
considerados casos, € por pacientes sem malformacdes e suas maes, que representaram os

controles (Anexo 3).

6. 1. 1. Casos

Os casos foram constituidos por 41 individuos com DTN, sendo 6 com anencefalia, 3
com encefalocele e 32 com espinha bifida. Os individuos com anencefalia foram avaliados
apds o nascimento ou interrupg¢ao voluntaria da gestagdo, apresentando de 21 a 38 semanas de
idade gestacional. Os individuos com encefalocele e espinha bifida apresentavam de 3 meses
a 20 anos de idade, com idade média de 4 anos e 10 meses ¢ mediana de 2 anos. Dezenove
individuos eram do sexo masculino e 22 do sexo feminino. Cinco, dos seis individuos que

apresentavam anencefalia, eram do sexo feminino.



A 1dade materna variou dos 14 aos 39 anos, com média de 25 anos de idade. A idade
paterna variou dos 17 aos 53 anos, com média de 29 anos de idade. Das 41 familias, somente
uma apresentava consangiiinidade entre os pais, € em apenas duas outros casos de DTN foram
relatados. Vinte e quatro individuos eram primogénitos, 7 eram os segundos filhos, 4 terceiros
filhos, 2 quartos filhos, e 4 quintos ou mais filhos. Um paciente era gemelar, sendo seu irmao

gémeo normal.

Em relagdo aos dados pré-natais, apenas uma gesta¢ao ocorreu apos o uso de drogas
indutoras da ovulagdo. Todas as gesta¢des foram acompanhadas no periodo pré-natal, sendo
em 7 com menos de 5 consultas, 26 com 5 a 9 consultas e 8 com mais de 9 consultas. Em 29
gestacdes nao houve relato de intercorréncias no periodo gestacional e em 12 houve histéria
de sangramento e trabalho de parto prematuro. Em 31 casos ndo houve relato de uso de
medicagdo no periodo gestacional, em contraste com 10 casos que fizeram uso de medicacao
prescrita por seus médicos. Somente 4 mulheres fizeram uso de tabaco durante o periodo
gestacional e nenhuma relatou o uso de alcool ou drogas ilicitas. Ultra-sonografias obstétricas
foram realizadas em 30 gestagdes, mas houve suspeita diagnoéstica de DTN em somente 13

casos. Portanto, dos 41 casos, em 28 o diagnéstico de DTN foi pds-natal.

Dezessete criangas nasceram por parto normal, 22 por parto cesario ¢ duas gestagdes
foram interrompidas voluntariamente. Em 34 criangas, a apresentagdo cefalica foi observada
ao nascimento ¢ em 7 a apresentacdo era pélvica. Excluindo os individuos com anencefalia,
nos demais 35, a média do peso ao nascimento foi 3093,18 g (DP= 672,28 g). O comprimento

médio ao nascimento foi de 47,10 cm (DP= 5,56 cm). O perimetro cefalico variou de 28 a 52



cm, com média ao nascimento de 34,57 cm (DP= 4,46 cm). O Indice de Apgar no quinto

minuto variou de 5 a 10, com indice médio de 8,76 (DP= 1,2) ¢ mediana de 9.

O nivel da les@o nos individuos com espinha bifida se distribuiu da seguinte maneira:
sétima vértebra cervical (C7) (um paciente); sexta vértebra toracica (T6) (um paciente); oitava
vértebra toracica (T8) (um paciente); décima vértebra toracica (T10) (3 pacientes); segunda
vértebra lombar (L2) (dois pacientes); terceira vértebra lombar (L3) (trés pacientes); quarta
vértebra lombar (L4) (4 pacientes); quinta vértebra lombar (L5) (16 pacientes); primeira
vértebra sacral (S1) (um paciente). Em relagdo ao nivel da lesdo, considerando o total da
amostra, isto €, os pacientes com anencefalia, encefalocele e espinha bifida, vinte e seis
apresentavam lesdo baixa definida como lesdo abaixo da décima segunda vértebra toracica, e

quinze, lesdo alta, definida com lesdo acima da décima segunda vértebra toracica.

Dos 32 individuos com espinha bifida, em 9 a corre¢do cirurgica foi realizada em
menos de 24 horas de vida, em 11, de 24 a 48 horas de vida e em 11 ap6s 48 horas de vida.
Trinta ¢ um destes pacientes desenvolveram hidrocefalia, sendo necessario derivacao
ventriculo peritonial em 24. Retardo de desenvolvimento neuropsicomotor e deficiéncia
mental foram observados em 11 pacientes com espinha bifida. Vinte e nove pacientes
apresentavam bexiga neurogénica. Em 15 pacientes pé torto congénito foi observado ao
nascimento. Em relagdo a mobilidade, 15 individuos eram restritos ao leito ou cadeira de
rodas; um era capaz de andar com auxilio, mas nao funcionalmente movel; 3 eram capazes de
andar em casa com ou sem auxilio; 7 eram capazes de andar curtas distancias com ajuda; e

seis eram capazes de andar independentemente.



6. 1. 2. Controles

Os 44 individuos controles eram 23 do sexo masculino e 21 do sexo feminino. A idade
variou dos 6 meses aos 12 anos, com média de 5 anos € 6 meses € mediana de 4 anos. A idade
materna foi 25 anos e seis meses ¢ a idade paterna de 30 anos e seis meses. Dezoito
individuos eram primogénitos, 14 segundos filhos, 8 terceiros filhos, 2 quartos filhos e 3
quintos filhos. Trinta e oito pacientes nasceram por parto normal e seis por parto cesario. A

média do peso ao nascimento foi 3023,10 g (DP= 687,9 g).

6. 1. 3. Comparagao entre casos e controles

Comparando a caracterizagao da amostra dos casos e controles observamos que nao ha

diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 2).



Tabela 2. Comparacao da caracterizagdo da amostra dos casos e controles

Caracteristica Caso Controle Significancia
Sexo
Masculino 19 23 NS
Feminino 22 21 NS
Idade 66,76 meses 61,54 meses NS
Irmandade
1 24 18 NS
2 7 14 NS
3 4 8 NS
4 2 2 NS
25 3 3 NS
Idade materna 25,8 anos 25,65 anos NS
Idade paterna 28,82 anos 30,65 anos NS
Peso nascimento 3093,18 g 3023,10 g NS

NS : ndo significativo



6. 2. DOSAGEM DE FOLATO

A dosagem de folato dos casos variou de 4,80 a 24 ng/mL com média de 11,37 ng/mL
(DP= 6,72). A dosagem de folato dos controles variou de 1,04 a 20,0 ng/mL com média de
5,64 ng/mL (DP= 4,16). Comparando as dosagens de folato de casos e controles observamos
diferenca estatisticamente significativa (p=<0,001) (Figura 7). A média da dosagem de folato
nao foi estatisticamente significativa quando comparado o nivel da lesdo. A média de folato
para aqueles com lesdo alta foi de 10,31 ng/mL e com lesdao baixa foi de 11,36 ng/mL (p=

0,726).
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Figura 7. Distribui¢ao do folato sérico nos casos e controles (p<0,001).

A dosagem de folato nas maes dos pacientes com DTN variou de 1,47 a 24 ng/mL
com média de 7,27 ng/mL (DP= 4,48). Nas maes de individuos controles a dosagem de folato
variou de 1,36 a 8,5 ng/mL com média de 3,90 ng/mL (DP= 1,77). Comparando as dosagens
de folato das maes dos individuos casos e controles observamos diferenga estatisticamente
significativa (p= <0,001) (Figura 8). Nos individuos casos observamos que a média de
dosagem de folato materno foi de 8,89 ng/mL para aqueles que apresentavam lesdo alta ¢ 6,16
ng/mL para aqueles com lesdo baixa. Essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (p=

0,055).
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Figura 8. Distribui¢ao do folato sérico materno nos casos e controles (p<0,001).

6. 3. DOSAGEM DE VITAMINA B12

A dosagem de vitamina B12 dos casos variou de 194,0 a 1200,0 pg/mL com média de
641,88 pg/mL (DP= 262,21). Nos controles a dosagem de vitamina B12 variou de 191,10 a
2000,0 pg/mL com média de 743,27 pg/mL (DP= 433,52). Comparando a média da dosagem
de vitamina B12 dos casos com os controles ndo observamos diferenca estatisticamente
significativa (p= 0,205) (Figura 9). Quando comparado o nivel da lesdo com a dosagem de
vitamina B12 observamos que o grupo com lesao alta apresentava média de 525,18 pg/mL e o
grupo com lesdo baixa de 673,50 pg/mL. Essa diferenca foi estatisticamente significativa (p=

0,037).
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Figura 9. Distribui¢do da dosagem de vitamina B12 nos casos e controles (p= 0,205).



A dosagem de vitamina B12 nas maes dos pacientes considerados casos variou de
159,0 a 766 pg/mL, com média de 354,75 pg/mL (DP= 142,06). Nas maes de individuos
controles a dosagem de vitamina B12 variou de 204,8 a 976,9 pg/mL com média de 465,25
pg/mL (DP= 194,91). Comparando a média da dosagem de vitamina B12 das maes dos
individuos casos e controles houve diferenga estatistica significativa (p= 0,004) (Figura 10)
Em relacdo ao nivel da lesdo observamos que a média de dosagem de vitamina B12 materna
para o grupo com lesdo alta foi de 363, 87 pg/mL e aqueles apresentando lesdo baixa foi de

351, 48 pg/mL. Essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (p= 0,8006).
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Figura 10. Distribui¢do da dosagem de vitamina B12 nas maes dos casos e controles

(p=0,004).



6. 4. DOSAGEM DE HOMOCISTEINA

A dosagem de homocisteina nos pacientes com DTN variou de 2 a 23,25 umol/L, com
média de 6,89 pmol/L (DP= 4,58). Nos individuos controles a dosagem de homocisteina
variou 1,97 a 15,63 pmol/L, com média de 5,41 umol/L (DP= 2,55). Comparando as médias
das dosagens de homocisteina dos individuos casos e controles ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa (p= 0,099) (Figura 11). A média de dosagem de homocisteina
para aqueles apresentando lesao alta foi de 5,25 pmol/L e para aqueles com lesao baixa foi de

7,52 umol/L. Essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (p=0,289).
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Figura 11. Dosagem de homocisteina nos casos ¢ controles (p= 0,099).



A dosagem de homocisteina nas maes dos pacientes com DTN foi de 3,13 a 14,43
umol/L, com média de 7,23 pmol/L (DP= 2,64). Nas maes dos controles variou de 3,77 a
15,89 umol/L, com média de 7,00 pmol/L (DP= 2,24). Comparando as médias da dosagem de
homocisteina das maes dos pacientes e controles ndo observamos diferenga estatisticamente
significativa (p= 0,666) (Figura 12). Quando comparamos o nivel da lesdo observamos a
média de dosagem de homocisteina materna de 7,04 pmol/L para o grupo com lesdo alta e

7,19 umol/L para o grupo com lesdo baixa (p=0,864).

O nivel de homocisteina equivalente ao percentil 90 foi 9,628 umol/L nas criancas e

10,206 pumol/L nas maes.
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Figura 12. Dosagem de homocisteina nas maes dos casos e controles (p= 0,666).

A tabela 3 resume os dados bioquimicos encontrados nos casos, controles e suas maes.



Tabela 3. Caracteristicas bioquimicas dos casos e controles (média e desvio padrao).

Casos

Controles

Pacientes
Folato (ng/mL)
B12 (pg/mL)
Homocisteina (pmol/L)
Maes
Folato (ng/mL)
B12 (pg/mL)

Homocisteina (pmol/L)

11,37 (£6,72)

641,88 (+262,21)

6,89 (£4,58)

7,27 (+ 4,48)

354,75 (+ 142,06)

7,23 (+2,64)

5,64 (+4,16)*

74327 (+ 433,52)

5,41 (£2,55)

3,90 (+ 1,77)*

465,25 (£194,91)*

7,00 (2,24)

* p<0,05

6. 5. ANALISE DO POLIMORFISMO C677T DA MTHFR

Na figura 13 observamos a analise do polimorfismo C677T. A tabela 4 mostra a
distribui¢do dos gendtipos e a freqiiéncia relativa dos alelos para o polimorfismo C677T da
MTHFR em pacientes com DTN, suas maes, controles normais e as maes dos controles.A
distribui¢@o dos gendtipos C677T ndo diferiu da esperada, estando em equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) (calculos do y* descritos na tabela 4). Quando comparada a distribuicdo dos
genotipos C677T da MTHFR em pacientes com DTN e controles, nao houve diferenga

estatisticamente significativa (3’ = 0,7113; p= 0,9650). A comparacio dos genotipos das mées



dos pacientes com DTN com as dos controles também nao demonstra diferenga

estatisticamente significativa (x> = 1,5544; p= 0,4596).

Tabela 4. Distribui¢ao dos genotipos do polimorfismo C677T da MTHEFR e freqiiéncia
alélica relativa em pacientes com DTN, controles normais, maes de pacientes com DTN e

maes controles.

% Gendtipo (n) Freqiiéncia alelo
ccC CT TT C T
Pacientes DTN 46,34 (19) 39,02 (16) 14,63 (6) 0,6585 0,3414
Controles 47,72 (21) 36,36 (16) 15,90 (7) 0,6590 0,3410
Maes DTN 46,34 (19) 36,58 (15) 17,07 (7) 0,6460 0,3540
Maes controles 36,36 (16) 50,0 (22) 13,63 (6) 0,6136 0,3860

HWE: pacientes DTN = 1,7384 (p>0,05); controles x*=3,6403 (p>0,05); DTN mies

v*=3,9849 (p=>0,05); mies controles y*=0,2978 (p>0,05).

O “odds ratio” para a associagdo de DTN com os diferentes gendtipos estd indicado na
tabela 5. O “odds ratio” para a crianga ter DTN associado ao genotipo TT quando comparado
com os outros gendtipos (CC e CT) foi 0,91 (IC 95% 0,24-3,4). Para o genotipo CT foi de
1,12 (IC 95% 0,42-2,96) e para o gen6tipo CC foi de 0,95 (IC 95% 0,37-2,42). Para as maes
dos pacientes com DTN com o genotipo TT comparado com os outros genotipos (CC e CT)
foi de 1,3 (IC 95% 0,35-4,95). Para o gendtipo CT foi de 0,58 (IC 95% 0,22-1,50) e para o

genotipo CC foi de 1,51 (IC 95% 0,58-3,95).



Tabela 5. Analise do risco para DTN de acordo com o genétipo do polimorfismo

C677T da MTHFR.
N° de Casos N° de Controles Odds ratio (IC 95%)
Pacientes
TT 6 7 0,91 (0,24-3,40)
CT 16 16 1,12 (0,42-2,96)
CC 19 21 0,95 (0,37-2,42)
Maes
TT 7 6 1,30 (0,35-4,95)
CT 15 22 0,58 (0,22-1,50)
cC 19 16 1,51 (0,58-3,95)

Em relacdo ao nivel da lesdo, ndo observamos diferenca da distribuicdo do gendtipo
677 da MTHFR entre aqueles com lesdo alta quando comparados com aqueles com lesdo
baixa (p=0,254). Quando comparado o nivel da lesdo com os gendtipos maternos, também

ndo foi observado diferenga estatisticamente significativa (p= 0,384).
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Figura 13. Andlise do polimorfismo C677T da MTHFR em gel de agarose 3%. M:
marcador 1kb, 1: controle negativo, 2: produto da PCR (198 pb), 3: heterozigoto CT
(fragmentos de 198 e 175 pb), 4: homozigoto CC (fragmentos de 198 pb), 5: homozigoto TT

(fragmentos de 175 pb). O fragmento de 23 pb ndo ¢ visualizado no gel.
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Figura 14. Andlise do polimorfismo A1298C em gel de poliacrilamida 20%. M:
marcador (1kb); 1; controle negativo; 2: produto da PCR (163 pb); 3: homozigoto AA
(fragmentos de 56, 31/30 e 28 pb); 4: heterozigoto AC (fragmentos de 84, 56, 31/ 30 ¢ 28 pb);
5: homozigoto CC (fragmentos de 84, 31/ 30 pb). O fragmento de 18 pb ndo ¢ visualizado no

gel.



6. 6. ANALISE DO POLIMORFISMO A1298C DA MTHFR

Na figura 14 ilustramos a anélise do polimorfismo A1298C. A tabela 6 demonstra a
distribuicdo dos gendtipos e a freqiiéncia relativa dos alelos para o polimorfismo A1298C da
MTHFR em pacientes com DTN, suas maes, controles normais e as maes dos controles. A
distribuicdo dos gendtipos A1298C nao diferiu da esperada, estando em equilibrio de Hardy-
Weinberg (calculos do y* descritos na tabela 6). A anélise da distribuicio dos genotipos
A1298C da MTHFR dos pacientes com DTN e controles ndo mostra uma diferenca
estatisticamente significativa (x> = 0,68724; p= 0,7092). Quando comparados os genotipos das
maes dos pacientes com DTN e maes controles também nao observamos diferenca

estatisticamente significativa (x2 =0,00555; p=0,9972).

O “odds ratio” para a associagcdo de DTN com os diferentes gendtipos estd indicado na
tabela 7. O “odds ratio” para a crianga ter DTN associado ao genotipo CC quando comparado
com os outros genotipos (AA e AC) foi 0,52 (IC 95% 0,02-7,83). Para o genotipo AC foi de
1,37 (IC 95% 0,53-3,56) e para o gen6tipo AA foi de 0,80 (IC 95% 0,31-2,05). Para as maes
do pacientes com DTN para o gen6tipo CC comparado com os outros genotipos (AA e AC)
foi de 1,08 (IC 95% 0,10-11,40). Para o gendtipo AC foi de 0,99 (IC 95% 0,35-2,78) e para o

genotipo AA foi de 1,00 (IC 95%0,37-2,78).



Tabela 6. Distribui¢ao dos genotipos do polimorfismo A1298C da MTHFR e

freqliéncia alélica relativa em pacientes com DTN, controles normais, maes de pacientes com

DTN e maes controles.

% Gendtipo (n)

Freqiiéncia alelo

AA AC cC A C
Pacientes DTN 5121(21)  4630(19)  240(1) | 0,7436 0,2564
Controles 56,80 (25)  38,60(17)  4,50(2) | 0,7610 0,2390
Maes DTN 6590 (27)  2930(12)  490(2) | 0,8055 0,1945
Maes controles 6590 (29)  295(13)  450(2) | 0,8065 0,1935

HWE: pacientes DTN x*= 4,6982 (p>0,05); controles x*= 0,4143 (p>0,05); DTN

mies y° = 0,4793 (p=>0,05); mies controles y* = 0,2593 (p>0,05).

Na comparag¢do do nivel da lesdo com o genotipo dos pacientes com DTN, em relacao

ao polimorfismo A1298C da MTHFR, ndo observamos diferenca estatisticamente

significativa entre aqueles com lesao alta e lesao baixa (p= 0,566). Quando comparados os

genotipos maternos com o nivel da lesao também nao foi encontrado diferenca

estatisticamente significativa (p= 0,814).



Tabela 7. Analise do risco para DTN de acordo com o genétipo do polimorfismo

A1298C da MTHFR.
N° de Casos N° de Controles Odds ratio (IC 95%)
Pacientes
cC 1 2 0,52 (0,02-7,83)
AC 19 17 1,37 (0,53-3,56)
AA 21 25 0,80 (0,31-2,05)
Maes
CC 2 2 1,08 (0,10-11,40)
AC 12 13 0,99 (0,35-2,78)

AA 27 29 1,00 (0,37-2,78)




6. 7. GENOTIPOS COMBINADOS C677T E A1298C

Em relacao aos gendtipos combinados C677T e A1298C da MTHFR, podemos
observar que os genotipos 677TT/1298CC, 677TT/1298AC e 677CT/1298CC nao foram

encontrados nos pacientes e suas maes, nos casos € controles, como demonstrado na tabela 8.

Tabela 8. Numero de casos observados de acordo com os genotipos combinados

C677T e A1298C da MTHEFR nos grupos dos casos e controles.

N°de Casos N°de Controles
1298CC 1298AC 1298AA 1298CC 1298AC 1298AA

Pacientes

677TT 0 0 6 0 0 7

677CT 0 9 7 0 5 11

677CC 1 10 8 2 12 7
Maes

677TT 0 0 7 0 0 6

677CT 0 4 11 0 7 15

677CC 2 8 9 2 6 8




6. 8. ACHADOS BIOQUIMICOS

Em relacao aos dados bioquimicos ndo observamos correlacao entre as dosagens de
folato quando comparadas com a dosagem de vitamina B12 (r=0,2035 p=0,185) e
homocisteina (r =-0,1892 p= 0,219). Entretanto, observamos uma correlacdo entre vitamina
B12 e homocisteina (r=-0,4517 p=0,002), conforme ilustrado na figura 15. Quando
comparados os valores da dosagem de homocisteina acima do percentil 90 observamos uma
diferenca estatisticamente significativa em relagao a dosagem de vitamina B12 (p=0,0115),

mas nao em relacdo a dosagem de folato (p= 0,9095).
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Figura 15. Correlagao entre as dosagens de vitamina B12 e homocisteina (p=0,002).



Quando comparados os dados maternos, ndo observamos correlagdo entre as dosagens
de folato e vitamina B12 (r=-0,1674 p=0,278), vitamina B12 ¢ homocisteina (r=-0,1640 p=
0,287), porém observamos correlagdo entre folato e homocisteina materna (r=-0,3424 p=
0,023) conforme ilustrado na figura 16. Quando comparados os valores de homocisteina
materna acima do percentil 90 ndo observamos diferenca estatisticamente significativa para as

dosagens de folato (p=0,1549) e vitamina B12 (p= 0,0559).
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Figura 16. Correlagao entre os niveis de folato e homocisteina

nas maes (p= 0,023).



6. 9. INTERACAO BIOQUIMICA COM OS GENOTIPOS C677TE

A1298C DA MTHFR

Em relagdo ao polimorfismo C677T da MTHFR nado demonstramos diferenca nos
niveis de folato (p=0,9432), vitamina B12 (p= 0,4655) e homocisteina (p= 0,8093) para os
gendtipos CC, CT ou TT, separadamente. Devido ao pequeno tamanho da amostra foram
comparadas as dosagens bioquimicas dos individuos CC versus as dos individuos que
apresentavam pelo menos um alelo T (CT e TT). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa para os niveis de folato (p=0,702), vitamina B12 (p=0,913) e homocisteina
(p=0,503). Em relagdo ao polimorfismo A1298C da MTHFR nao observamos diferenca nos
niveis de folato (p= 0,374), vitamina B12 (p= 0,926) e homocisteina (p= 0,338) para os
genotipos AA, AC ou CC. Esse resultado foi similar quando comparados ambos os genotipos
com o nivel de homocisteina em relagao ao percentil 90. Devido ao pequeno tamanho da
amostra, foi comparado a presenga do alelo C (AC e CC) com os individuos homozigotos AA.
Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa para as dosagens de folato (p=
0,481), vitamina B12 (p= 0,680) e homocisteina (p= 0,577). Para o polimorfismo C677T nao
houve diferenca entre os gendtipos para os casos (p= 0,622) e para os controles (p=0,159) e
para o polimorfismo A1298C também nao houve diferenca estatisticamente significativa para

os casos (p=0,213) e controles (p=0,451).

Nas maes, nao observamos diferenca para os niveis de folato (p=0,155) e vitamina
B12 (p=0,448) quanto aos diferentes genotipos CC, CT ou TT do gene MTHFR. Uma
diferenca estatisticamente significativa foi demonstrada para a dosagem de homocisteina

materna (p= 0,034), sendo a dosagem maior para aqueles com o gen6tipo TT (média= 8,95



umol/L DP= 3,71) em relagdo ao gendtipo CT (média=7,20 umol/L DP= 2,14) ou CC
(média= 6,34 umol/L DP= 1,31). Quando comparados os niveis de homocisteina materna em
relacdo ao percentil 90 observamos que essa diferenca foi observada nos casos (p=0,017) e
nao nos controles (p= 0,203). Estudando a presenca do alelo T observamos que nao houve
diferenca entre os individuos CT e TT quando comparados com homozigotos CC para as
dosagens de folato (p=0,160) e vitamina B12 (p= 0,360). Para a dosagem de homocisteina
houve diferenca estatisticamente significativa para aqueles que apresentam pelo menos um
alelo T (TT ou CT) quando comparados com homozigotos normais (CC) (p= 0,008). Esse
resultado foi reproduzido quando comparado o nivel de homocisteina acima do percentil 90,
pois todos aqueles que apresentavam este valor possuiam pelo menos um alelo T (CT ou TT)
quando comparados com homozigotos CC (p= 0,013). Estudando o polimorfismo A1298C da
MTHFR nao observamos diferenga entre os gendtipos AA, AC ou CC para as dosagens de
folato (p=0,786), vitamina B12 (p=0,450) ou homocisteina materna (p= 0,650). Comparados
os que apresentavam pelo menos um alelo C (AC ou CC) com os homozigotos AA, também
nao observamos diferenga estatisticamente significativa para as dosagens de folato (p=0,563),
vitamina B12 (p=0,460) e homocisteina (p= 0,273). Quando comparada a dosagem de
homocisteina materna em relagdo ao percentil 90 com os gendtipos A1298C nao observamos
diferenga para os casos (p=0,1616) no entanto, foi observada diferenca em relagdo aos

controles (p= 0,0060).

A combinagdo dos gendtipos dos polimorfismos C677T e A1298C da MTHFR para os
individuos com DTN e controles ndo indicou diferenca nas dosagens de folato (p=0,7854),
vitamina B12 (p= 0,9953) e homocisteina (p= 0,6447). A combinagdo dos genotipos C677T e
A1298C para as maes também nao indicou diferenga estatisticamente significativa para as
dosagens de folato (p=0,6198) e vitamina B12 (p=0,9392). Em relacdo aos niveis de

homocisteina plasmatica materna houve diferenca significativa para a combinacao dos



diferentes gendtipos (p= 0,0219). A média da dosagem de homocisteina foi de 8,95umol/L
para os genotipos combinados 677TT/1298AA; 7,08umol/L para os gendtipos

677CT/1298AC, 7,25 pmol/L para os genotipos combinados 677CT/1298AA, 7,79 umol/L
para os gen6tipos combinados 677CC/1298CC, 6,11 umol/L para os genotipos combinados

677CC/1298AC ¢ 6,19 umol/L para os gendtipos combinados 677CC/1298AA.



7. DISCUSSAO

Alteragdes no metabolismo da homocisteina t€m sido relacionadas como fator de risco
para defeitos de fechamento do tubo neural. Este trabalho estudou marcadores bioquimicos
(folato, vitamina B12 e homocisteina) e marcadores moleculares (os polimorfismos C677T e
A1298C do gene metileno tetraidrofolato redutase), relacionados com metabolismo da
homocisteina. Individuos com DTN e suas maes foram avaliados e comparados com controles
normais e suas maes. Nao houve diferenga estatistica significativa entre a amostra de casos e
controles, em relagdo a distribui¢do por sexo, idade, nimero de irmandade, idade materna e
paterna e peso ao nascimento, sugerindo que ambos 0s grupos constituem amostras

comparaveis.

Smithells et al. (1976) associaram, pela primeira vez, deficiéncia de folato e DTN.
Estudos posteriores demonstraram que a administragdo de acido folico periconcepcional reduz
em até 70% o risco de recorréncia para DTN (Medical Research Council Vitamin Study

Research Group, 1991).

Os niveis de folato plasmatico e eritrocitario sdo bons marcadores para a deficiéncia
de folato. O folato plasmatico correlaciona-se com a ingesta recente de folato. Seu valor
decresce do nivel normal ao nivel de deficiéncia em duas a trés semanas de ingesta pobre em
folato, enquanto a dosagem eritrocitaria decresce em 120 dias, assim que uma nova populagao
de eritrocitos entra na circulagdo sangiiinea (Cooper, 1984). H4 uma contribuicio familiar nos
niveis da dosagem eritrocitéria de folato, sendo os fatores genéticos responsaveis por
aproximadamente 69% dos niveis de folato eritrocitrio, fatores ambientais, como estilo de

vida, por aproximadamente 28%; e a idade responsavel por 3% (Mitchell et al., 1997).



Na nossa amostra foi realizada somente a dosagem de folato sérico. Os individuos com
DTN apresentaram niveis de folato significativamente maiores que os dos individuos
controles, sendo a média nos casos de 11,37 ng/mL (DP= 6,72) e nos controles de 5,64 ng/mL
(DP=4,16). As maes dos individuos com DTN também apresentaram niveis mais elevados de
folato sérico que as maes dos individuos controles (7,27 ng/mL versus 3,90 ng/mL). Este
achado poderia ser explicado por uma ingesta maior de folato nas familias dos individuos
casos em relagdo aos controles. Nao foi realizado um inquérito alimentar na amostra, e
portanto esta hipdtese nao pode ser testada, mas o fato dos grupos de casos e controles serem

comparaveis em relacdo as diversas variaveis torna esta possibilidade pouco provavel.

Os estudos sobre folato e DTN descritos na literatura sdo controversos com resultados
distintos de acordo com o momento da coleta dos dados e método utilizado. Deficiéncia de
folato plasmatico e eritrocitario foi demonstrada durante a primeira consulta de pré-natal em
mulheres gravidas gestando filhos com DTN quando comparadas com mulheres controles
gravidas com gestagdes normais (Kirke et al., 1993). Este achado ndo foi confirmado por
Adams et al. (1995). Steen et al. (1998) observaram niveis de folato no liquido amnidtico de
gestacdes com DTN iguais aos dos controles normais. Estudos realizados com mulheres apds
o nascimento de um filho com DTN também tiveram resultados controversos. Ambas
dosagens de folato plasmatico e eritrocitario foram normais em maes de filhos com DTN
(Van der Put et al., 1997a; Wild et al., 1994). Achados de dosagem de folato eritrocitario
diminuida associada a niveis normais de folato plasmatico foram também descritas em
mulheres que apresentaram um filho com DTN (Yates et al., 1987; Christensen et al., 1999;
Villarreal et al., 2001). Discrepancia dos niveis de folato em individuos com DTN também
foram controversos em varios estudos. O folato sérico foi encontrado diminuido com niveis

normais de folato eritrocitario em individuos com DTN (Van der Put et al., 1997a).



Portanto, os achados da presente amostra estdo de acordo com alguns estudos da
literatura e indicam que a deficiéncia de folato ndo € um fator de risco para DTN na nossa

populagdo.

Deficiéncia de vitamina B12 ¢ sugerida como um fator de risco independente do folato
para DTN (Gardiki-Kouidou e Seller, 1988; Kirke et al., 1993). Schorah et al. (1980)
encontraram diminuicao da concentracao plasmatica de B12 em trés de 4 gravidezes com
fetos anencefalicos, sugerindo que a deficiéncia de vitamina B12 seria secundaria a
deficiéncia de folato. Diminui¢do da concentragdo de vitamina B12 em liquido amniotico foi
encontrada em individuos afetados com DTN e também em seus irmdos nido afetados,
sugerindo que esta alteracdo metabolica ¢ herdada (Gardiki-Kouidou e Seller, 1988). Mills et
al. (1995) detectaram niveis plasmaticos mais baixos de vitamina B12 em gestantes
apresentando fetos com DTN que gestantes com fetos normais. Alteracdes nos perfis de
acidos organicos e aminoacidos também podem ser uteis em distinguir anormalidades do
metabolismo do folato e vitamina B12 principalmente nos casos em que as dosagens destas
vitaminas sao normais (Lindenbaum et al., 1990). Este achado foi descrito por Adams et al.
(1995) na observagao de mulheres com gestacdes afetadas com DTN apresentando elevacao
plasmatica do acido metilmalonico, com niveis normais de folato, vitamina B12, e outros
aminoacidos, sugerindo que este marcador, assim como a dosagem de homocisteina seja um

indicador da deficiéncia de vitamina B12 (Allen et al., 1990; Lindenbaum et al., 1990).

Steen et al. (1998) observaram diminui¢do da concentragdo de vitamina B12 em
liquido amnidtico de gestagdes afetadas com DTN. A remetilagdo da homocisteina em
metionina deveria, se parcialmente prejudicada pela deficiéncia de vitamina B12, aumentar a
concentragdo de folato e homocisteina, enquanto diminuiria a concentragao de metionina. Pela
analise da razdo de metabolitos, recurso que ¢ utilizado para testar o acimulo de precursores

ou deficiéncia de produtos em reagdes metabdlicas parcialmente bloqueadas, os autores



observaram que a razdo da metionina por folato e metionina pelo multiplo de homocisteina e
folato foi significativamente reduzido em gestacdes com DTN. Isso poderia ser explicado pela

diminui¢ao relativa da metionina e aumento relativo da homocisteina e folato.

No presente estudo, ndo observamos diferenca na dosagem de vitamina B12
comparando individuos com DTN e controles (641,88 pg/mL versus 743,27 pg/mL). Porém,
os individuos com DTN com lesdo alta apresentam niveis significativamente diminuidos de
vitamina B12 que aqueles com lesdo baixa. Apesar dos niveis de vitamina B12 serem
normais, quando comparados com controles, os niveis de folato foram diferentes, sugerindo
que possa existir um alteragdo metabdlica porém ndo foi possivel comprovar devido ao

pequeno tamanho da amostra.

Quando comparadas maes dos individuos com DTN com controles observamos uma
diminui¢do dos niveis de vitamina B12 nas maes de individuos com DTN (354,75 pg/mL
versus 465,25 pg/mL p=0,004). Este achado é semelhante ao observado por outros estudos
(Schorah et al., 1980; Gardiki-Kouidou e Seller, 1988; Magnus et al, 1991; Kirke et al., 1993,
Mills et al., 1995). As maes apresentam niveis de folato maior que maes controles, refor¢cando

a hipdtese de um defeito metabolico.

A vitamina B12 ¢ um cofator ativo da enzima metionina sintase que cataliza a
remetilagdo de homocisteina em metionina. A metionina sintase utiliza a 5-
metiltetraidrofolato, o produto da reacdo da MTHFR, como doador de carbono na sintese da
metionina. O gene que codifica a metionina sintase foi clonado por Leclerc et al., 1996. Uma
mutag¢ao, a substituicdo de adenina (A) por uma guanina (G) na posi¢do 2756, que determina a
mudanga de acido aspartico por glicina foi identificada (Leclerc at al., 1996; Chen et al.,
1997). Varios estudos falharam em demonstrar a associa¢do deste polimorfismo com aumento

do risco para DTN (Van der Put et al., 1997b; Morrison et al., 1997; Christensen et al., 1999;



Vergani et al. 2002), apesar do polimorfismo ocorrer perto do sitio de ligacao a vitamina B12,
0 que poderia influenciar a estrutura secundaria da enzima e conseqiientemente causar
alteragdes funcionais. Posteriormente, foi identificado um polimorfismo na enzima auxiliar da
metionina sintase. Esta enzima, metionina sintase redutase, mantem a metionina sintase no
seu estado ativo, ¢ estd mapeada no cromossomo 5p15.2-15.3 (Leclerc et al., 1998). Analise
de mutagdo em pacientes com homocistiniria e deficiéncia da enzima metionina sintase
redutase levaram a identificagdo de um polimorfismo. Este polimorfismo, a substituicdo de
uma adenina (A) por uma guanina (G) na posicdo 66 converte isoleucina em metionina.
Wilson et al. (1999) correlacionaram a presenga deste polimorfismo com o aumento do risco
para DTN. Individuos com DTN e suas maes apresentavam duas vezes mais o polimorfismo
em homozigoze que individuos controles. Quando combinados a presen¢a do polimorfismo
com niveis baixos de vitamina B12, o risco para mulheres aumentava 5 vezes (OR 4,8; IC
95% 1,5-15,8). Lucock et al. (2001) demonstraram que individuos homozigotos para o
polimorfismo AA da metionina sintase redutase com DTN apresentam niveis mais elevados

de homocisteina que individuos controles homozigotos AA.

O folato e a vitamina B12, assim como vitamina B6 e riboflavina funcionam como co-
fatores ou co-substratos do metabolismo da homocisteina. Alteragdes destas vitaminas,
determinados por fatores genéticos e fisiologicos ou ingesta inadequada t€m sido relacionados
com niveis elevados de homocisteina. A hiperomocisteinemia foi identificada inicialmente
como fator de risco para doenca cardiovascular e trombose venosa e posteriormente para
defeitos congénitos como DTN, complicag¢des na gravidez, patologia renal e doenga intestinal
inflamatoria cronica (Ueland et al., 2001). Steegers-Teunissen et al. (1994) demonstraram
pela primeira vez que mulheres que apresentaram filho com DTN possuiam niveis de
homocisteina plasmatica elevada, em jejum e também apds teste de sobrecarga com

metionina. Heterozigotos para a enzima cistationina sintase ¢ o achado mais freqiiente para o



teste de tolerancia a metionina alterado. Neste estudo os autores encontraram niveis de
cistationina sintase normais indicando que a deficiéncia da remetilacdo da homocisteina deve
ser responsavel por esse achado. Wenstrom et al. (2000a e b) observaram elevagdo nos niveis
de homocisteina em liquido amnio6tico em gravidezes com DTN. Recentemente, Epeldegui et
al. (2002) utilizando embrides de galinha, cujo padrao de neurulagdo ¢ semelhante a espécie
humana, demonstraram que a presenga de homocisteina altera as moléculas de adesdo célula a
célula e matriz extra-celular levando ao aparecimento de defeito de tubo neural. As
malformagdes observadas foram: espinha bifida em 39% dos embrides tratados, formacao de
mais de um tubo neural em 26%, medula espinhal desorganizada em 26% e raiz do géanglio
dorsal pequeno em 32%. Assim a teratogenicidade da homocisteina em embrides de galinha
determina defeitos de fechamento do tubo neural, neurulagdo secundaria e ganglio dorsal

posterior.

No presente estudo observamos dosagem de homocisteina maior no grupo com defeito
de tubo neural que no grupo controle, embora esta diferenca nio tenha sido estatisticamente
significativa (6,89 umol/L versus 5,41 umol/L p= 0,099). A dosagem de homocisteina nas
maes dos individuos com DTN também nio diferiu das maes controles (7,23 umol/L versus
7,00 pmol/L p= 0,666). Varios estudos também falharam em demonstrar hiperomocisteinemia
em maes e individuos com DTN (Christensen et al., 1999; Ubbink et al., 1999), porém outros
demonstram aumento da homocisteina plasmatica (Steegers-Teunissen et al., 1994; Mills et
al., 1995; Van der Put et al., 1997b). A homocisteina estd elevada principalmente quando ha
deficiéncia de folato ou vitamina B12. Na nossa amostra observamos uma correlagdo inversa
entre o nivel de vitamina B12 e a dosagem de homocisteina nas maes e nas criangas. A
comparagdo de niveis de homocisteina acima do percentil 90 e vitamina B12 foi
estatisticamente significativa nas criangas (p= 0,0115) e proximo a significancia nas maes (p=

0,0559).



Frosst et al. (1995) estudando risco para doenca cardiovascular e homocisteina
identificaram uma mutagdo no gene da MTHFR, uma substitui¢do de uma citosina (C ) por
uma timina (T) na posi¢do 677 levando a substituicdo do aminodcido alanina por valina. Essa
mutacdo foi relacionada com diminui¢do da atividade termolabil da enzima MTHFR e
elevagdo dos niveis de homocisteina. O primeiro estudo de associacdo do polimorfismo
C677T com DTN foi conduzido na Holanda (Van der Put et al., 1995). Esses autores
observaram uma freqiiéncia aumentada de homozigotos TT em crianga com espinha bifida,
suas maes ¢ seus pais. Essa mutagcdo estava relacionada com diminui¢do da atividade da
MTHFR, diminuic¢ao dos niveis de folato e aumento de homocisteina. Whitehead et al. (1995)
correlacionaram a presenga do polimorfismo C677T da MTHFR com DTN na populagdo
irlandesa. Estes autores encontraram uma alta freqiiéncia do alelo homozigoto TT em
individuos com DTN quando comparados com controles normais (OR= 3,47 IC 95%= 1,28-
9,41). Esses achados foram reproduzidos por varios estudos na Europa e Estados Unidos
indicando um aumento do risco de 2 a 7 vezes para homozigotos TT da MTHFR (Kirke et al.,

1996; Ou et al., 1996; Ramsbottom et al., 1997; Shields et al., 1999).

Outros estudos conduzidos principalmente na Europa Oriental e Estados Unidos nao
encontraram uma associacao significativa entre homozigotos 677TT e aumento do risco para
DTN (de Francis et al., 1998; Bjorke-Monsen et al., 1997; Koch et al., 1998; Molloy et al.
1998, Mornet et al., 1997, Papapetrou et al., 1996). Um estudo conduzido na populagdo
hispanica dos Estados Unidos, onde ¢ observado uma alta prevaléncia de DTN também nao

demonstrou associagdo entre o polimorfismo C677T ¢ DTN (Barber et al., 2000)

Devido a essa divergéncia, Botto e Yang (2000) agruparam os dados da literatura,
concluindo que hd uma relacdo entre o nimero de alelos C677T e o risco para DTN para

individuos afetados, suas maes, porém ndo para seus pais.



No presente estudo ndo observamos associacdo do alelo C677T com os individuos
com DTN e suas maes. A freqiiéncia do alelo TT foi similar nos casos e nos controles. Este
achado de nao associagdo pode ser devido ao pequeno tamanho da amostra ou, a freqiiéncia
do alelo T na populag@o do sul do Brasil. Bandinelli et al. (1997) relataram a freqiiéncia do
alelo T na populacdo do Rio Grande do Sul como sendo 0,35 nos caucasoides e 0,19 nos
negroides. Essa freqiiéncia ¢ similar a observada na populagdo em estudo, onde hd uma
predominancia absoluta de caucaso6ides. Um estudo realizado recentemente em Sao Paulo, SP,
sobre os efeitos metabdlicos da MTHFR também encontrou freqiiéncia alélica similar nos
pacientes com DTN, suas maes e controles (Cunha et al., 2002). Outro estudo, abrangendo um
numero maior de individuos, também realizado em Sao Paulo, ndo demonstrou associa¢do
entre o polimorfismo C677T e DTN (Perez et al., 2001). A Tabela 9 compara estes diferentes

estudos brasileiros com a amostra aqui apresentada.

Van der Put et al. (1998) identificaram um segundo polimorfismo relacionado com
DTN. A substitui¢ao de uma adenina (A) por uma citosina (C) na posi¢ao 1298 resultaria na
diminui¢do da atividade da MTHFR principalmente em homozigotos. A associacdo mais forte
do polimorfismo A1298C do gene MTHFR com DTN foi observada por Trembath et al.
(1999). Entretanto, dados sugerem que, isoladamente, o alelo A1298C ndo ¢ um fator de risco

maior para DTN (Botto e Yang, 2000).

Na amostra deste estudo ndo demonstramos diferenga da freqiiéncia do polimorfismo
A1298C do gene MTHFR nos individuos com DTN, suas maes e controles. Cunha et al.
(2002), em um estudo realizado em Sdo Paulo, também ndo demonstraram diferenca na
freqliéncia alélica A1298C em criangas, maes e controles. Perez et al. (2001) também nao
demonstraram associacdo do polimorfismo A1298C e DTN (Tabela 9). No presente estudo

também nao demonstramos que o polimorfismo A1298C ¢é um fator de risco para DTN,



sugerindo que este polimorfismo, isoladamente, ndo representa um fator de risco para a

populagao brasileira.

Tabela 9. Comparagdo das freqiiéncias alélicas dos polimorfismos C677T e A1298C

da MTHFR descritas nos trabalhos brasileiros.

C677T A1298C
Freqiiéncia alelo Freqiiéncia alelo
C T A C
Perez et al, 2001
Pacientes DTN 0,687 0,3129 0,7748 0,2251
Controles 0,7182 0,2817 0,7817 0,2182
Maes DTN 0,721 0,278 0,7557 0,2442
Mies controles 0,769 0,230 0,7857 0,2142
Cunha et al., 2002*
Pacientes DTN 0,740 0,260 0,760 0,240
Controles 0,633 0,367 0,747 0,253
Maes DTN 0,643 0,357 0,857 0,143
Presente Amostra
Pacientes DTN 0,6585 0,3414 0,7436 0,2564
Controles 0,6590 0,3410 0,7610 0,2390

Maes DTN 0,6460 0,3540 0,8055 0,1945



Maes controles 0,6136 0,3860 0,8065 0,1935

* O grupo controle foi constituido de individuos normais de 30 a 49 anos.

Nos individuos apresentando DTN e controles ndo observamos diferenga nas dosagens
bioquimicas de folato, vitamina B12 e homocisteina em relagdo aos diferentes genotipos do
polimorfismo C677T da MTHFR. Devido ao pequeno tamanho da amostra foi comparada a
presenca do alelo T (individuos homozigotos TT e heterozigotos CT) em relacdo ao alelo

selvagem (CC), porém também ndo observamos diferencas nas dosagens bioquimicas.

Nas maes ndo foram observadas diferencas nas dosagens de folato e vitamina B12
entre os diferentes gendtipos dos polimorfismos C677T. Porém demonstramos diferenga em
relagdo a dosagem de homocisteina materna. Maes com genotipo TT apresentaram niveis de
homocisteina plasmatica maior que aquelas com genotipo CT ou CC. Maes com gen6tipo TT
apresentaram média de dosagem de homocisteina de 8,95umol/L, enquanto maes com
genotipo CT apresentaram média de 7,20umol/L e aquelas com gendtipo CC média de
6,34umol/L. Essa diferenga foi observada principalmente nas maes dos casos que dos
controles, fato demonstrado pelos niveis de homocisteina acima do percentil 90
estatisticamente significativo (p= 0,017). A presen¢a de somente um alelo T (maes TT e CT)
levou também a uma média de dosagem de homocisteina maior em relagdo a homozigotas CC
(p= 0,008). Todos os individuos com pelo menos um alelo T (CT e TT) apresentaram niveis

de homocisteina acima do percentil 90.

Frosst et al. (1995) correlacionaram o genotipo TT do polimorfismo C677T com
niveis elevados de homocisteina. Harmon et al. (1996) relataram que os niveis de
homocisteina em relagdo aos genodtipos do polimorfismo C677T da enzima MTHFR estavam

diretamente relacionados com os niveis de folato e vitamina B12. Somente quando os niveis



de folato eram abaixo da média, os niveis de homocisteina variavam de acordo com o
gendtipo, sendo 50% maiores nos individuos homozigotos TT e 6% nos individuos
heterozigotos. Os niveis de homocisteina ndo diferiam nos individuos com niveis de folato
acima da média, independente do genotipo. Os niveis de homocisteina também foram
aumentados nos individuos homozigotos TT que apresentavam valores de vitamina B12
baixos. Molloy et al. (1998) observaram que a baixa taxa de folato associada a niveis elevados

de homocisteina sdo apenas parcialmente explicados pelo polimorfismo C677T da MTHFR.

Portanto, a hiperomocisteinemia estd diretamente influenciada pelo genotipo C677T
da MTHEFR e pelos niveis de folato e vitamina B12. A diminui¢do da atividade da enzima
termolabil deve contribuir para essas alteragdes bioquimicas. Na nossa amostra, as maes dos
individuos com DTN apresentaram niveis de vitamina B12 menores que as maes controles e

também niveis mais elevados de homocisteina quando apresentavam o gendtipo TT.

Os niveis de folato, vitamina B12 e homocisteina nos individuos com DTN e controles
ndo foi diferente de acordo com o gendtipo A1298C da enzima MTHFR. Este achado
reproduziu os resultados de Van der Put et al. (1998), que ndo observaram nenhuma
associa¢do dos niveis de homocisteina e folato com o polimorfismo A1298C em homozigoze
ou heterozigoze. Cunha et al. (2002) também ndo associaram a presenca do alelo C com

niveis alterados de folato e vitamina B12.

O estudo do polimorfismo A1298C da MTHFR nas maes também ndao demonstrou
diferenga significativa em relacdo as dosagens bioquimicas de folato, vitamina B12 e
homocisteina. Este achado ¢ semelhante ao estudo de Cunha et al. (2002). A presenca de pelo
menos um alelo C (AC e CC) também ndo levou a diferengas significativas nas dosagens

bioquimicas.



Somente a presenga do polimorfismo A1298C, apesar de diminuir a atividade da
enzima MTHFR, ndo resulta em uma enzima termolabil e ndo tem efeito sobre os niveis de
homocisteina e folato (Van der Put et al., 1998). Estes autores demonstraram que, quando
associados o polimorfismo A1298C com o C677T, hd um aumento dos niveis de
homocisteina. Esse aumento foi demonstrado nos individuos heterozigotos 677CT/1298AC,
que apresentavam niveis de homocisteina significativamente superiores aos dos individuos
com o gendtipo 677CT/1298AA. Os individuos heterozigotos para as duas mutacdes
apresentavam atividade da enzima MTHFR menor que os individuos heterozigotos para
quaisquer das mutagdes isoladas, resultando em niveis elevados de homocisteina e diminui¢ao

dos niveis de folato.

Na nossa amostra houve diferenga dos niveis de homocisteina de acordo com os
genotipos combinados C677T e A1298C, porém os niveis de homocisteina foram maiores nos
individuos com genotipo 677TT/1298AA. Isto estd de acordo com o descrito por Van der Put
et al. (1998), significando um papel maior do genétipo C677T que o A1298C na atividade da

enzima MTHFR.

No presente estudo nao identificamos nenhum individuo, caso ou controle que
apresentasse trés ou quatro alelos mutados (677CT/1298CC, 677TT/1298AC e
677TT/1298CC). Outros estudos também nao identificaram estes gendtipos combinados (Van
der Put et al., 1998; Weisberg et al., 1998; Stegmann et al., 1999). Stegmann et al. (1999)
utilizando o método de sistema de mutacdo de amplificagdo refrataria associada a RFLP
identificou que os individuos heterozigotos compostos nunca apresentavam as duas mutagdes
ocorrendo no mesmo alelo. Donnelly e Isotalo (2001) correlacionaram a presenga de varios
alelos mutantes com a viabilidade do embrido, pois os gendtipos 677CT/1298CC e
677TT/1298CC nao foram encontrados em individuos controles em amostras coletadas no

periodo neonatal e todas as possiveis combinagdes genotipicas foram observadas em amostras



de fetos obtidas por abortamento espontineo ou terapéutico. Estes dados sugerem que a
presenga de trés ou quatro alelos mutantes diminui a viabilidade do embrido (Isotalo et al.,

2000).

Ha especulagdo se uma acdo direta da mutagdo do gene da MTHFR ou um defeito
metabolico subseqiiente ¢ responsavel pelo DTN. Estudos de expressdo génica tém sido
utilizados para responder este questionamento. Uma das maneiras de estudar a expressao
génica baseia-se na inje¢ao de um oligodeoxiribonucleotideo antisense do gene alvo no saco
amniotico de embrides de camundongos em desenvolvimento. Este deoxiribonucleotideo
antisense liga-se ao RNA mensageiro e o hibrido DNA-RNA ¢ digerido por RNase H
diminuindo a expressdo do RNA mensageiro alvo. Hansen et al. (2001) realizaram um estudo
experimental utilizando esta tecnologia para estudar a modulagdo da expressdo do gene
MTHFR. Utilizando dois deoxiribonucleotideos antisense de duas porgdes diferentes do exon
1 do gene MTHFR os autores observaram um aumento no numero de embrides com DTN,
sugerindo que este gene esteja envolvido com o fechamento normal do tubo neural. Os
autores suplementaram os camundongos com 5-metiltetraidrofolato prevenindo a formagao de

60% dos DTN, refor¢ando a agdo gene- ambiente na génese destes defeitos congénitos.

Devido a observacao inicial de deficiéncia de folato em maes de individuos com DTN,
estudos utilizando acido félico na prevencdo destes defeitos foram conduzidos. O primeiro
estudo clinico duplo-cego randomizado foi conduzido pelo Medical Research Council
Vitamin Study Research Group (1991) e concluiu que a suplementacdo com 4 mg de acido
folico ao dia era capaz de prevenir em 72% a recorréncia de DTN. Czeizel e Dudés (1992)
utilizando 800 pg de acido félico demonstraram a diminui¢do da ocorréncia do DTN na
Hungria. Um estudo recente realizado na China utilizando a dose de 400 ug de acido folico
demonstrou a reducgdo da ocorréncia de DTN de 79% em um area de maior prevaléncia deste

defeito e de 16% na area de menor prevaléncia (Berry et al., 1999).



Estudos demonstram que a suplementagdo com acido félico diminui os niveis de
homocisteina. Este efeito ¢ maior nos individuos homozigotos para o polimorfismo 677TT.
Fohr et al. (2002) demonstraram que apo6s quatro semanas de uso de acido folico na dose de

400 pg ocorre uma reducdo de 20% nos niveis de homocisteina nos individuos 677TT.

Apesar de ser recomendado desde 1992 que toda mulher em idade fértil utilize
suplementagdo com acido foélico para prevenir DTN, estudos demonstram que poucas
mulheres aderem a esta recomendacdo. Nos EUA somente 28% das mulheres em 1995 e 32%
em 1998 utilizavam acido félico (Petrini et al, 1999). Mesmo em areas com alta prevaléncia
de DTN como na Irlanda do Norte somente 2,7% das mulheres em geral utilizam acido félico
(Sayers et al., 1997). Um estudo conduzido recentemente na Irlanda do Norte com familiares
(tios e tias) de individuos com DTN evidenciou que somente 57,9% das mulheres utilizam
acido folico periconcepcional (Byrne et al., 2001). Na América Latina, apesar de muitas
mulheres saberem do beneficio da suplementagdo somente 0,5% delas utilizaram acido folico

periconcepcional (Castilla et al., 2000).

Como aproximadamente 50% das gestagdes ndo sdo planejadas, muitos paises
adotaram a fortificacdo da farinha e cereais com o objetivo de atingir um maior nimero de
mulheres em idade reprodutiva. Nos EUA a fortificagdo foi autorizada em margo de 1996 e
tornou-se obrigatdria em janeiro de 1998. Estudos de monitoramento de malformagdes
congénitas demonstraram uma reducdo de 19% na prevaléncia de DTN e 23% de declinio na
prevaléncia de espinha bifida (Honein et al., 2001). Na América Latina, em janeiro de 2000, o
Chile iniciou um programa de fortificacdo de acido folico na farinha de trigo, na dose de 220
pg por 100g de produto. Ainda ndo foram publicados dados sobre o impacto dessa medida na
freqiiéncia de defeitos congénitos, porém aumento de folato e diminuicao da homocisteina,
com manuten¢do dos niveis de vitamina B12 em idosos foram relatados (Hirsch et al., 2002).

Uma das maiores criticas a fortificacdo da dieta com acido folico é a dificuldade de



diagnostico de anemia perniciosa, situagdo muito comum em idosos. Na Hungria, apesar de
campanhas de educagdo sobre o uso do acido félico para prevengdo de defeitos congénitos
apenas 45% das gestacdes sdo planejadas e somente 16% das mulheres utilizam acido félico
periconcepcional. Nesse pais, em agosto de 1998 foi iniciado a fortificacdo de farinha com
acido folico, vitamina B12 e vitamina B6: o 4cido folico pelo seu reconhecido papel na
prevencao de DTN; a vitamina B12 como coadjuvante na prevencdo de DTN, pois ¢ um fator
de risco independente para este defeito e também para prevenir efeito adverso da dose de
acido folico em pessoas com anemia perniciosa; ¢ a vitamina B6 foi associada por ser um
fator importante na prevencao de doencas cardio-vasculares relacionadas ao metabolismo da
homocisteina. Bonstrup et al (1998) relataram que a associa¢do de vitamina B12 ao acido

folico reduz os niveis de homocisteina por um efeito sinergistico.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, em junho de 2002 iniciou uma
consulta publica sobre a regulamentacdo técnica a respeito da fortificacdo de ferro e acido
folico nas farinhas de trigo e milho e derivados de milho. A dose sugerida de acido folico foi
de 150 ug por 100g de produto. A dose recomendada nos EUA ¢ 140 ug por 100g de produto.
Estudos demonstram que esta dose ¢ capaz de prevenir 20% dos DTN (Neuhouser e
Beresford, 2001). Wald et al., 2001 mediram o efeito preventivo do 4cido foélico de acordo
com os niveis de ingesta do produto e reforcaram que a fortificacdo reduz em 20% os DTN.
Os autores recomendam que um aumento da dose por suplementagdo de 0,4 mg/dia reduz em

36% os DTN, uma dose de 1mg, 57% e uma dose de Smg/dia 85% dos DTN.



8. CONCLUSAO

Neste estudo nao foi possivel demonstrar uma alteracdo nos niveis de folato em
pacientes com DTN e suas maes. Os individuos com DTN também nao apresentaram niveis
alterados de vitamina B12, porém, observamos que as maes dos individuos com DTN
apresentam diminui¢do dos niveis de vitamina B12. Os niveis de homocisteina isoladamente
ndo foram diferentes nos dois grupos, porém, niveis elevados de homocisteina foram
identificados em individuos homozigotos 677TT. Esta altera¢do foi significativa nas maes
com baixos niveis de vitamina B12, confirmando que hiperomocisteinemia ¢ verificada
principalmente naqueles individuos homozigotos TT que apresentam baixos niveis de folato
ou vitamina B12. Nao foi possivel demonstrar o papel do polimorfismo A1298C da MTHFR
como fator de risco para DTN, sugerindo uma participagdo menor desta mutacdo na etiologia
do DTN na nossa populacao, como ja demonstrado em outros estudos realizados no Brasil e

em outros paises.

A diminui¢do dos niveis de vitamina B12, apesar de ndo estar ligada diretamente a
alteracdo da enzima MTHFR, tém sido associada como fator de risco para DTN independente
do folato. Outros marcadores bioquimicos refor¢am esse achado, como a dosagem de acido
metilmaldnico. O aumento do acido metilmalonico tem sido correlacionado com a deficiéncia

de vitamina B12 em vérios estudos ¢ ¢ um importante marcador a ser testado no futuro.



Outras enzimas que participam da rota metabolica da homocisteina-metionina
apresentam a vitamina B12 como co-fator. Recentemente foi descrito o polimorfismo A66G
da enzima metionina sintase redutase como fator de risco para DTN. A presenga deste
polimorfismo associada a deficiéncia de vitamina B12 parece ter um papel importante nos
DTN em algumas populagdes. Como ja constatamos deficiéncia de vitamina B12 em maes

com DTN, a analise deste polimorfismo ¢ fundamental nesta amostra.

Os DTN sao malformagdes freqiientes na espécie humana e apresentam etiologia
multifatorial. Os achados aqui descritos, apesar de originados de uma amostra pequena,
sugerem que eventos metabolicos estdo envolvidos na génese do DTN, relacionados com

alteragdes do metabolismo do folato, vitamina B12 e homocisteina.

Devido a prevaléncia dos DTN, associada a sua alta morbi-mortalidade, uma estratégia
de prevencao faz-se necessaria. Baseado no achado de deficiéncia de vitamina B12 nas maes
de individuos com DTN sugerimos que fortificagdo da farinha com acido félico e vitamina
B12 sejam consideradas para a nossa populacdo, ao lado de campanhas de esclarecimento dos
médicos e mulheres em idade reprodutiva sobre os beneficios do uso adequado destas

vitaminas.
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10. ANEXO 1
CONSENTIMENTO INFORMADO

L. Justificativa e os objetivos da pesquisa:

Os Defeitos de Fechamento do Tubo Neural sao defeitos comuns na espécie humana. Em
geral sdo casos Unicos nas familias, porém em determinadas familias pode haver repeticao do
problema. O objetivo deste trabalho ¢ entender as causas destas malformagdes, o que podera

auxiliar na prevencao destes defeitos em determinadas familias.
II. Procedimentos que serdo utilizados:
Serao coletados dados clinicos de meu filho(a) € de minha familia.

Serdo coletados 10 ml de sangue, em dois frascos para estudos bioquimicos e moleculares de
meu filho (a). Os pais também terdo coletados 10 ml de sangue cada um. As amostras serdo

analisadas no Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
III. Riscos ou desconfortos potenciais:

No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor em decorréncia da pung¢do da pele.
Complicagdes de coleta de sangue rotineira sdo raras e geralmente sdo de pequeno porte. Se
houver extravasamento de sangue da veia no local da pungdo geralmente ha um pequeno

desconforto que desaparece em poucos dias.
IV. Beneficios esperados:

Este estudo podera beneficiar minha familia, visto que ha um componente genético nestas
anomalias. Esse beneficio ndo sera direto para meu filho(a) afetado, mas podera beneficiar
outros membros de minha familia e outras familias em risco de apresentarem casos
semelhantes. Se alguma informagdo derivada deste estudo podera ajudar minha familia todo

esfor¢o serd realizado para informa-la.
V. Procedimentos alternativos:

Eu entendo que tive o direito de recusar a participar deste projeto ¢ que minha recusa nao
afetara de nenhuma maneira o cuidado de meu filho(a) ou de minha familia no Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

VI. Formas de acompanhamento e assisténcia:



O atendimento clinico e as informacdes sobre o aconselhamento genético de minha familia
serdo realizadas pela médica geneticista Témis Maria Félix. As coletas de sangue serdo

realizadas por pessoal especializado do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Pelo presente Consentimento Informado, declaro que fui
esclarecido, de forma clara e detalhada, livre de qualquer forma de
constrangimento e coerc¢ao, dos objetivos, da justificativa, dos
procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e
beneficios do presente Projeto de Pesquisa, assim como dos
procedimentos alternativos aos quais poderia ser submetido, todos

acima listados.

Fui, igualmente, informado:

- da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer pergunta
ou esclarecimento a qualquer duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros

assuntos relacionados com a pesquisa;

- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar do

estudo, sem que isto traga prejuizo a continuacdo do meu cuidado e tratamento;

- da seguranca de que ndo serei identificado e que se manterd o caricter confidencial das

informagdes relacionadas com minha privacidade;

O pesquisador responséavel por este projeto de pesquisa ¢ Témis Maria Félix (Fone:
33168309 ou 33168423), tendo este documento sido revisado e aprovado pela Comissao
Cientifica e Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

em 05 de junho de 1998.

Data: / /

Nome e assinatura do Paciente ou Responsavel

Nome e assinatura do Responsavel Legal, quando for o caso



11. ANEXO 2

PROTOCOLO DTN Data

Nome: FC:
Data nasc: / / Idade: Sexo: Reg HC:
Mde:

Pai:

Endereco:
Telefone:

Dados pré-natais
Idade mae: Idade Pai:

Gesta Para Ces Ab Numero irmandade:
Gestagdo induzida [lsim  [Indo Gemelaridade [Isim [Indo
Pré-natal Cisim [Indo nimero consultas:______

Intercorréncias Jsim [ndo qual:

Uso de medicagdo [Isim [Indo

Uso de fumo [isim (Indo ____ cigarros/dia

Uso de dlcool [Isim [Indo

Uso de drogas [lsim [Indo
Ecografia [Isim [ndo Diagndstico ecogrdfico: [lsim [Indo _____semanas
Dados peri-natais
Parto: (1 normal [ cesaria [Inter. voluntdria gestagdo IG: semanas
PN: o PC: PT: Apgar:

Intercorréncias:




HMA/HP

Intervencgdes cirurgicas

Sequelas

Deficiéncia Mental Osim Ondo
Hidrocefalia Osim Ondo

DVP Osim Ondo

Bexiga neurogénica Osim Cndo
Pé torto congénito Osim Ondo

Medicagdo:

Exame Fisico

Idade:

Peso: Est:

PC:

Heredograma

Histéria familiar Cpositiva
Consanguinidade [isim [Indo
Origem mde:

pai:

‘negativa




Exames Complementares

Diagnéstico

OPré-natal COPés-natal

Zona fechamento:

Coleta de amostras: Datas

Crianga Mde

Idade

Registro

Soro

Plasma

DNA sangue

DNA tecido

Extracdo DNA

Dosagem Hcy

Dosagem Folato

Dosagem B12

C677T




| A1298C

Resultados:
HcY Folato B12 C677T A1298C
Crianga
Made
Pai
12. ANEXO 3
DESCRICAO DA AMOSTRA
CASO 1

D.M.V.K.,, feminina, branca, 13 anos, natural e procedente de Novo

Hamburgo.

Primeira filha de casal jovem (mae: 22 anos e pai: 21 anos) e nao consangiiineo.

Nasceu em Novo Hamburgo por parto normal com 40 semanas de
idade gestacional. Durante sua gestacao, sua mae realizou

acompanhamento pré-natal realizando 6 consultas. Nao ha relato de



intercorréncias, negando uso de medicagao, tabaco, alcool e
drogas. Nao realizou ecografia durante a gestacao. O peso ao
nascimento foi 2950g e o comprimento 49 cm. Nao ha dados sobre
perimetro cefalico ou indice de Apgar. Ao nascimento
diagnosticado mielomeningocele sendo transferida para a Santa
Casa de Porto Alegre onde realizou cirurgia com 26 horas de vida.
Devido ao desenvolvimento de hidrocefalia, realizou cirurgia para
colocacgao de derivagao ventriculo-peritonial, aos 15 dias de vida.
Nasceu com pé torto congénito realizando 4 cirurgias no pé direito
e 1 cirurgia no pé esquerdo. Apresenta bexiga neurogénica
realizando sondagem vesical.

Exames:

Rx coluna: lesao L5-S1
Cintilografia com DMSA: déficit renal bilateral
Avaliacdo urodindmica: diminui¢cdo da complacéncia vesical com pressao alta.

TC de cranio: DVP, disgenesia de corpo caloso.
Avaliacao:

Folato: 7,0 ng/mL

Vitamina B12: 513 pg/mL
Homocisteina: 19,9 umol/L
C677T: CC

A1298C: AC

Folato mae: 9,0 ng/mL
Vitamina B12 mae: 254 pg/mL
Homocisteina mae: 6,32 pmol/L

C677T mae: CT



- Al1298C mae: AA

Caso 2

G.L.F.S., feminina, branca, 11 meses, natural e procedente de Campo Bom.

E a segunda filha de casal jovem (mie: 25 anos e pai:34 anos) e nio consangiiineo.

Nasceu por parto cesario, com apresentacdo pélvica, pesando 2730g e medindo 47 cm. O
perimetro cefalico foi de 33 e o Indice de Apgar de 9 no quinto minuto. Sua gestagdo foi sem
intercorréncias, ndo havendo relato de uso de alcool, tabaco, medica¢do ou drogas. Realizou
ecografia no terceiro més de gestacdo sem particularidades. Ao nascimento foi diagnosticada
mielomeningocele e foi transferida par ao HCPA onde realizou cirurgia no sexto dia de vida.
Evoluiu com atraso de desenvolvimento neuropsicomotor, hidrocefalia, sem necessidade de
derivagdo ventriculo-peritonial, ndo movimenta os membros inferiores. Apresenta bexiga
neurogénica e faz uso de antibioticoterapia profilatica.

Exames:

- TC de cranio: malformagao de Chiari tipo II.

- Uretrocistografia: refluxo vesico ureteral grau III, bexiga distendida.

- EEG: normal

- Rx coluna: lesdao L5-S1

Avaliacdo:

- Folato: 12,7 ng/mL

- Vitamina B12: 761 pg/mL

- Homocisteina: 5,36 umol/L

- C677T: CT

- Al1298C: AA

- Folato mae: 4,9 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 414 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,96 pmol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Caso 3

R. S. A., masculino, branco, 6 meses, natural de Porto Alegre e procedente de Viamao.

E o primeiro filho de casal jovem (mde: 27 anos e pai: 28 anos) e nio consangiiineo.

Nasceu por parto cesario devido a pré-eclampsia, com 31 semanas de idade gestacional,

pesando 1460 g e medindo 40,5 cm. O perimetro cefalico foi 28 cm e o toracico 23 cm. O



indice de Apgar foi 8 ¢ 10 no primeiro e quintos minutos respectivamente. Sua gestagdo foi
complicada por hipertensao e nauseas. Sua mae fez uso de Aldomet, Propanolol, Buscopan e
Dramim. Nega uso de alcool, fumo ou drogas. Realizou 5 ecografias durante a gestacao
porém o diagndstico de mielomeningocele foi pds-natal.

Realizou cirurgia par correcdo da mielomeningocele com 20 dias de vida. Desenvolveu
hidrocefalia pds-natal iniciando uso de acetazolamida e fazendo cirurgia para derivacao
ventriculo-peritonial com 8 meses de idade.

Exames:

- TC de cranio: moderada dilatagdo ventriculos cerebrais supratentoriais. Alargamento dos
espagos subaracnoideos.

- TC coluna: na transi¢cdo cérvico-toracica observa-se solu¢do de continuidade na slamina
do corpo vertebral, com formagao de cisto em continuidade com defeito 6sseo. Identifica-se o
saco dural no interior do canal vertebral ao nivel de todas as vértebras.

Avaliacdo:

- Folato: 7,6 ng/mL

- Vitamina B12: 670 pg/mL

- Homocisteina: 4,16 umol/L

- C677T: CT

- Al1298C: AA

- Folato mae: 3,4 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 168 pg/mL

- Homocisteina mae: 14,13 pmol/l

- C677T mae: TT

- A1298C mae: AA

Caso 4

FM C.S.M, feminina, branca.

E a primeira filha de casal jovem (mde: 21 anos e pai: 23 anos) e ndo consangiiineo.

Sua gestacao foi sem intercorréncias. Durante ecografia com 15-16 semanas de idade
gestacional foi diagnosticado anencefelia. Os pais resolveram realizar interrup¢do voluntaria
da gestacdo obtendo autorizagdo judicial para tal. Esta foi realizada com 21 semanas de idade

gestacional. Feto feminino anencefalico pesando 175 g e medindo 18,5 cm de comprimento.



Avaliacdo:

- C677T: CC

- Al1298C: AC

- Folato mae: 4,0 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 439 pg/mL
- Homocisteina mae: 6,58 pumol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: AC

Caso 5

D. S. S., masculino, branco, 5 anos e 6 meses, natural e procedente de Campo Bom.

E o primeiro filho de casal jovem (mde: 27 anos e pai: 24 anos) e ndo consangiiineo.

Nasceu de parto cesario com 40 semanas de idade gestacional, pesando 4450 g e medindo 53
cm. O perimetro cefalico foi de 53 cm. Sua gestagao foi sem intercorréncias, negando uso de
alcool, medicagdo, fumo ou drogas. Nao realizou estudo ecografico durante a gestacdo. Ao
nascimento foi diagnosticado mielomeningocele sendo transferido para o Hospital Sao Lucas
da PUC onde realizou cirurgia para corre¢do de mielomeningocele e derivagdo ventriculo-
peritonial. Evoluiu com atraso de desenvolvimento neuropsicomotor importante e bexiga
neurogénica.

Exames:

- TC de coluna lombar: espinha bifida ampla com agenesia das laminas e apo6fise espinhosa
de L2 a sacra.

- TC de cranio: hidrocefalia, Chiari tipo II.

Avaliacdo:

- Folato: 5,4 ng/mL

- Vitamina B12: 410 pg/mL
- Homocisteina: 8,21 umol/L
- C67TT:TT

- AI298C: AA

- Folato mae: 6,1 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 374 pg/mL



- Homocisteina mae: 10,23 pmol/L
- C677T mae: TT
- A1298C mae: AA

Caso 6

F.R., masculino, branco, 5 anos, natural de Porto Alegre e procedente de Sao Leopoldo.

E o primeiro filho de casal jovem (mde: 33 anos e pai: 33 anos) e ndo consangiiineo.

Nasceu de parto cesaria por circular de corddo, pesando 3110 g e medindo 50 cm. O
perimetro cefalico foi 33 cm e o Indice de Apgar 9 no quinto minuto. Sua gestagdo foi sem
intercorréncias, negando uso de medicacdo, alcool ou fumo. Realizou 3 ecografias durante a
gestagdo com resultados normais. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele
realizando cirurgia no primeiro dia de vida. Desenvolveu hidrocefalia, porém sem necessidade
de correcdo cirurgica. Apresenta bexiga neurogénica realizando sondagem vesical. Seu
desenvolvimento neuropsicomotor foi normal e ¢ capaz de andar independentemente.

Exames:

- TC de cranio: Arnold-Chiari com hidrocefalia triventricular.

- Rx de coluna: Espinha bifida L4-S1

Avaliagdo:

- Folato: 17,4 ng/mL

- Vitamina B12: 338 pg/mL

- Homocisteina: 8,14 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 5,2 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 370 pg/mL

- Homocisteina mae: 9,63 pumol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AC

Caso 7
L.M.T.S., masculino, branco, 4 anos, natural de Porto Alegre e procedente de Viamao.
E o primeiro filho de casal jovem (mae: 20 anos e pai: 21 anos) e ndo consangiiineo. Durante

sua gestacdo sua mae apresentou infeccdo do trato urindrio fazendo uso de macrodantina.



Nega uso de fumo ou alcool. Realizou ecografia sendo diagnosticado mielomeningocele com

8 meses de idade gestacional. Nasceu de parto cesario com 40 semanas, pesando 3160 g. O

perimetro cefélico foi 34,5 cm e o toracico 31,5 cm. O indice de Apgar foi 8 € 9 no primeiro e

quinto minutos respectivamente. Realizou cirurgia para corre¢do de mielomeningocele no

primeiro dia de vida. Evoluiu com hidrocefalia realizando derivacdo ventriculo-peritonial com

6 meses de idade. Apresenta bexiga neurogénica e pé direito equino-varo redutivel. O

desenvolvimento neuropsicomotor foi adequado e ¢ capaz de andar independentemente.

Exames:

- TC de cranio: hidrocefalia, Arnold-Chiari tipo II.

- Cintilografia renal: normal

- Uretrocistografia : auséncia do arco posterior ao nivel do sacro. Bexiga de contornos
regulares e normais. Auséncia de refluxo vesico-ureteral.

Avaliagdo:

- Folato: 10,7 ng/mlL

- Vitamina B12: 627 pg/mL

- Homocisteina: 4,68 umol/L

- C677T:CT

- AI298C: AA

- Folato mae: 4,3 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 295 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,31 pumol/L

- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AC

Caso 8

A.M.S., feminino, branca, 5 anos, natural e procedente de Novo Hamburgo.

E a oitava filha de casal ndo consangiiineo (mie: 39 anos e pai: 41 anos). Sua gestagdo foi
complicada por hipertensdo, porém nao fez uso de medicacdo. Nasceu por parto normal, com
40 semanas de idade gestacional, pesando 4180 g e medindo 51 cm. O perimetro cefalico foi
37 cm. Foi transferida para o HCPA realizando cirurgia para mielomeningocele com 22 dias
de vida. Com 45 dias de vida realizou derivagao ventriculo-peritonial. Evoluiu com atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor e crises convulsivas. E restrita ao leito.

Exames:

- Rx de coluna: espinha bifida a partir de T10.



Avaliagdo:

- Folato: 9,2 ng/mL

- Vitamina B12: 442 pg/mL

- Homocisteina: 5,36 umol/L

- C677T: CC

- AI298C: AA

- Folato mae: 8,3 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 766 pg/mL
- Homocisteina mae: 5,77 pumol/L
- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AA

Caso 9

M.A.G., feminina, branca, 1 ano de idade, natural e procedente de Sdo Leopoldo.

E a quarta filha de casal (mde: 36 anos e pai: 37 anos) e ndo consangiiineo. Sua gestagio foi
sem intercorréncias, nega uso de alcool ou medicagdo. Sua mae fumou 20 cigarros Por dia
durante sua gestacdo. Realizou ecografia no quinto més de gestacdo em particularidades.
Nasceu por parto cesario pesando 4100 g e medindo 48 cm. O perimetro cefélico foi 41,5 cm
e o Indice de Apgar 6 no quinto minuto. Foi transferida para o HCPA no terceiro dia de vida,
realizando cirurgia para correcdo de mielomeningocele e derivacdo ventriculo-peritonial no
quarto dia de vida. Evoluiu com atraso de desenvolvimento neuropsicomotor e bexiga
neurogénica.

Exames:

- TC de cranio: hidrocefalia

- Cintilografia com DMSA: funcao renal normal bilateral

- Cistografia: sem refluxo-vesico-ureteral.

Avaliacdo:

- Folato: 16,3 ng/mL

- Vitamina B12: 1200 pg/mL

- Homocisteina: 6,48 umol/L

- C677T: CT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 9,3 ng/mL



- Vitamina B12 mae: 388 pg/mL
- Homocisteina mae: 9,45 umol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: AC

Caso 10

J.L.S., masculino, branco, 6 anos e 7 meses, natural e procedente de Bom Principio.

E o terceiro filho de casal jovem (mde: 26 anos e pai: 26 anos) e ndo consangiiineo. Nasceu
apds gestagdo sem intercorréncias, por parto cesario, pesando 3550 g e medindo 51 cm. O
perimetro cefélico foi 35 cm e o Indice de Apgar 8 no quinto minuto. Foi transferido para o
HCPA, realizando cirurgia para correcdo de mielomeningocele com 48 horas de vida.
Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor, deambulando com ajuda de orteses.
Apresenta bexiga neurogénica necessitando sondagem vesical.

Exames:

- TC de cranio: pequeno aumento do sistema ventricular, especialmente ventriculos laterais.

- Rx coluna: 6 vértebras lombares, auséncia de fusdo das apodfises espinhosas LS5, L6, S1 e

S2.

Avaliacdo:

- Folato: 8,1 ng/mL

- Vitamina B12: 969 pg/mL

- Homocisteina: 6,76 umol/L

- C677T: CT

- Al1298C: AC

- Folato mae: 5,7 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 402 pg/mL
- Homocisteina mae: 9,29 umol/L
- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AA

Caso 11
Y.P.P., feminina, branca, 9 anos, natural e procedente de Porto Alegre.

E a primeira filha de casal jovem (mae: 29 anos e pai: 34 anos) € ndo consangiiineo.



Sua gestacdo foi complicada por colestase e diabete gestacional aos 8 meses de gestagao.
Nega uso de medicagdo, alcool, fumo ou drogas. Foi realizada varias ecografias durante a
gestacdo com resultado mormal. Nasceu por parto normal a termo, pesando 3400g e medindo
49 cm. O Indice de Apgar foi 9 no quinto minuto. Ao nascimento foi diagnosticada
mielomeningocele, realizando cirurgia para mielomeningocele e colocagdo de derivacao
ventriculo-peritonial no terceiro dia de vida. Evoluiu com bom desenvolvimento
neuropsicomotor e bexiga neurogénica.

Exames:

- Rx de coluna: espinha bifida em L5-S1.

Avaliacdo:

- Folato: 5,7 ng/mL

- Vitamina B12: 560 pg/mL

- Homocisteina: 6,89 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 6,5 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 377 pg/mL

- Homocisteina mae: 7,38 umol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA

Caso 12

FM R.C., feminino, branco.

E a primeira filha de casal jovem (mde: 24 anos e pai: 25 anos) ndo consangiiineo.

Sua gestacao foi sem intercorréncias. Durante ecografia realizada com 19 semanas de idade
gestacional foi diagnosticado anencefalia. Foi realizada interrup¢do voluntaria da gestacdo
com autorizac¢do judicial com 28 semanas de idade gestacional. Feto feminino anencefalico
pesando 780 g.

Avaliacdo:

- Co677T: TT

- AI298C: AA

- Folato mae: 4,9 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 260 pg/mL



- Homocisteina mae: 5,38 pmol/L
- C677T mae: TT
- A1298C mae: AA

Caso 13

A . V.P., feminina, branca, 6 anos ¢ 4 meses, natural e procedente de Parobé.

E a primeira filha de casal jovem (mée: 21 anos e pai: 27 anos) ndo consangiiineo.

Sua gestagdo foi sem intercorréncia. Nega uso de alcool, fumo, medica¢des ou drogas durante
a gestacdo. Realizou ecografia durante o 7° més de idade gestacional sem intercorréncias.
Nasceu por parto normal a termo, pesando 3050 g e medindo 50 cm. O perimetro cefalico foi
33 cm e o Indice de Apgar 9 no quinto minuto. Ao nascimento foi diagnosticado
mielomeningocele realizando cirurgia com 4 dias de vida. Evoluiu com hidrocefalia
realizando cirurgia para derivagdo ventriculo-peritonial no 9° dia de vida. Aos 5 meses de
idade realizou nova cirurgia para troca da derivagdo. Evoluiu com bom desenvolvimento
neuropsicomotor, porém com paralisia dos membros inferiores, estando restrita a cadeira de
rodas e bexiga neurogénica.

Exames:

- Rx de coluna: espinha bifida L4-L5.

- TC de cranio: discreta dilatagao ventricular.

Avaliacdo:

- Folato: 7,5 ng/mL

- Vitamina B12: 593 pg/mL

- Homocisteina: 10,69 pmol/L

- C677T: CC

- Al1298C: AC

- Folato mae: 4,2 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 202 pg/mL

- Homocisteina mae: 8,51 umol/L

- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AA

Caso 14

N.C.M., feminina, branca, 6 meses, natural e procedente de Porto Alegre.



E a segunda filha de casal jovem (me: 26 anos e pai: 27 anos) e ndo consangiiineo.

Sua gestacdo foi gemelar, sem intercorréncias. Nega uso de alcool, fumo, medicagdao ou
drogas. Foi realizado ecografia durante a gestacdo sendo diagnosticado mielomeningocele
com 32 semanas de idade gestacional. Nasceu por parto cesario com 36 semanas de idade
gestacional, com apresentacdo cefalica, pesando 2275 g ¢ medindo 45 cm. O perimetro
cefalico foi 33,5 cm e o Indice de Apgar 9 no quinto minuto. Realizou cirurgia para corre¢io
de mielomeningocele com 12 horas de vida e colocagdo de derivacdo ventriculo-peritonial aos
28 dias de vida. Evoluiu com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e bexiga
neurogénica.

Exames:

- Rx de coluna: espinha bifida L5-S1.

Avaliagdo:

- Folato: 24 ng/mL

- Vitamina B12: 1200 pg/mL

- Homocisteina: 2,0 pumol/L

- C677T: CC

- A1298C: AA

- Folato mae: 6,6 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 305 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,7 pmol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Caso 15

FM L.L.O., feminina, branca.

E a segunda filha de casal (mde: 36 anos e pai: 40 anos) nio consangiiineos. Sua gestacio foi
sem intercorréncias, negando uso de tabaco, alcool, drogas e medicacdo. Realizou ecografia
com 4,5 meses de idade gestacional com diagnostico de anencefalia. Foi autorizado
judicialmente a interrupcao voluntaria da gestacdo, realizando o procedimento com 22
semanas de idade gestacional. Nasceu feto feminino pesando 300g e medindo 26,5 cm com
anencefalia.

Avaliagdo:

- CO677T: TT

- AI1298C: AA



- Folato mae: 14,0 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 538 pg/mL
- Homocisteina mae: 7,29 pumol/L
- C677T mae: TT

- A1298C mae: AA

Caso 16

RN de E.M. F., feminina, branca.

E a quinta filha de casal jovem (mée: 26 anos e pai: 31 anos) nio consangiiineos. A primeira
gestacdo foi um feto masculino anencefalico, seguida de 3 abortamentos espontaneos de
primeiro trimestre. Sua gestacao foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, tabaco,
medicagdo e drogas. Realizou ecografia com 12-13 semanas com diagnostico de anencefalia.
A gestacdo seguiu a termo, nascendo por parto cesario e falecendo horas apds o parto.
Avaliagao:

- CO677T: TT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 24 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 499 pg/mL

- Homocisteina mae: 3,13 pmol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Caso 17

V.V.C., masculino, branco, 2 anos ¢ 5 meses, natural de Sdo Jeronimo e procedente de Arroio
dos Ratos.

E o primeiro filho de casal jovem (mde: 17 anos e pai: 23 anos) nio consangiiineos. Sua
gestacdo foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, fumo, drogas ou medicacdes. Nao
realizou ecografias. Nasceu por parto cesaria pesando 2330g ¢ medindo 40 cm. Ao
nascimento foi diagnosticado mielomeningocele e pé torto congénito. Foi transferido para o
HCPA onde realizou corregdo cirtrgica para mielomeningocele no segundo dia de vida.
Desenvolveu hidrocefalia realizando cirurgia para derivagdo ventriculo-peritonial aos 5 meses
de idade. Evoluiu com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, bexiga neurogénica.
Exames:

- TC cranio: hidrocefalia.



- Rx de coluna: espinha bifida LS.
Avaliagdo:

- Folato: 24 ng/mL

- Vitamina B12: 578 pg/mL

- Homocisteina: 3,47 umol/L

- C677T:CT

- A1298C: AC

- Folato mae: 2,8 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 270 pg/mL
- Homocisteina mae: 6,43 umol/L
- C677T mae: TT

- Al1298C mae: AA

Caso 18

M.A.F.S., masculino, branco, 6 anos, natural e procedente de Porto Alegre.

E o quinto filho de casal (mde: 35 anos ¢ pai: 47 anos) ndo consangiiineos. Apresenta prima
em segundo grau paterna com mielomeningocele. Sua gestacao foi sem intercorréncias, nega
uso de 4lcool, fumo, medicacdes ou drogas. Nasceu por parto cesario, de apresentacio
pélvica, com 41 semanas de idade gestacional, pesando 3100g e medindo 49 cm. O perimetro
cefalico ao nascimento foi 38,5 cm e o Indice de Apgar 5 no quinto minuto. Ao nascimento
foi diagnosticado mielomeningocele, realizando correcdo cirargica com 10 horas de vida.
Desenvolveu hidrocefalia, realizando cirurgia para derivacao ventriculo-peritonial com 1, 3 e
4 meses de idade. Foi submetido a duas corregdes cirtirgicas em cada pé por pé torto
congénito aos 8, 11 meses, 5 e 6 anos. Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor,
andando com ajuda de orteses. Apresenta bexiga neurogénica.

Exames:

- TC de cranio: hidrocefalia

- Rx de coluna: espinha bifida L3.

Avaliacdo:

- Folato: 8,7 ng/mL

- Vitamina B12: 809 pg/mL

- Homocisteina: 5,0 umol/L

- Co677T: CT



- AI298C: AA

- Folato mae: 6,8 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 407 pg/mL
- Homocisteina mae: 4,28 umol/L
- C677T mae: TT

- Al1298C mae: AA

Caso 19

V. P.N., masculino, branco, 1 ano e 7 meses, natural e procedente de Porto Alegre.

E o quinto filho de casal (mde: 31 anos e pai: 37 anos) ndo consangiiineos. Sua gestag¢io foi
sem intercorréncias. Sua mae fez uso de 20 cigarros por dia durante a gestagao ,porém nega
uso de alcool, drogas ou medicagdes. Com 6 meses de gestacdo foi diagnosticado hidrocefalia
por ecografia. Nasceu por parto cesario, pesando 2800 g. O perimetro cefalico ao nascimento
foi 33 cm e o Indice de Apgar 3 e 9 no primeiro ¢ quinto minutos , respectivamente. Ao
nascimetno foi diagnosticado mielomeningocele, realizando corre¢ao cirurgica com 7 horas
de vida. Evoluiu com hidrocefalia realizando cirurgia para derivagdo ventriculo-peritonial
com 1 més de vida. Apresenta bexiga neurogénica.

Exames:

- TC de cranio: dilatagao de ventriculos laterais e III ventriculo.

- Ecografia renal: importante dilatag@o pielocalicinal a esquerda.

- Rx de coluna: espinha bifida L3-S4.

Avaliagdo:

- Folato: 24 ng/mL

- Vitamina B12: 1177 pg/mL

- Homocisteina: 3,12 umol/L

- C677T:CT

- A1298C: AA

- Folato mae: 6,4 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 437 pg/mL

- Homocisteina mae: 8,22 pumol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA



Caso 20

M.K., feminina, branca, natural de Porto Alegre e procedente de Lageado.

E a primeira filha de casal jovem (mde: 22 anos e pai: 23 anos) ndo consangiiineos. Sua
gestacdo foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, fumo, drogas ou medicagdo. No
quinto més de gestacao foi diagnosticado retardo de crescimento e hidrocefalia por ecografia.
Nasceu por parto cesario, com 8,5 meses de gestacdo, pesando 2100 g medindo 44 cm. Ao
nascimento foi diagnosticado encefalocele frontal. Permaneceu internada por 75 dias sendo
transferida para o Hospital de Sao Jerdnimo.

Avaliagdo:

- Folato: 24 ng/mL

- Vitamina B12: 841 pg/mL

- Homocisteina: 2,88 umol/L

- C677T: CT

- Al1298C: AA

- Folato mae: 18,3 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 352 pg/mL

- Homocisteina mae: 7,39 umol/L

- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AA

Caso 21

J.S., feminina, branca, 20 anos, natural de Santa Cruz do Sul e procedente de Sapiranga.

E a primeira filha de um casal jovem (mde: 23 anos e pai: 23 anos) nio consangiiineo. Sua
gestagdo foi complicada por infec¢ao do trato urinario e vomitos. Fez uso de Bactrim. Nega
uso de alcool, fumo ou drogas. Nasceu por parto cesario, pesando 2750g. Ao nascimento foi
diagnosticado mielomeningocele lombo-sacra realizando corre¢do cirargica com 7 dias de
vida. Evoluiu com hidrocefalia realizando deriva¢ao ventriculo-peritonial aos 10 meses de
idade. Aos 9 anos realizou cirurgia para deformidade na coluna e aos 11 anos de luxacao de
quadril. Apresenta bexiga neurogénica. Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor.
Avaliacdo:

- Folato: 9,7 ng/mL

- Vitamina B12: 342 pg/mL



- Homocisteina: 5,99 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 7,2 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 376 pg/mL
- Homocisteina mae: 3,82 umol/L
- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AC

Caso 22

FM de K.R.L., masculino, branco.

E o segundo filho de casal jovem (mée: 25 anos e pai: 26 anos) nio consangiiineo.

Sua gestagdo foi induzida e complicada com sangramento no terceiro més de gestagdo. Nega
uso de medicagdo, fumo, 4lcool ou drogas. Com trés meses de gestacdo foi diagnosticado
encefalocele por ecografia. Foi autorizada judicialmente a interrup¢do da gestacdo. Nasceu
com 21 semanas de idade gestacional feto masculino com encefalocele grande parieto-
occiptal pesando 155 g e medindo 19 cm.

Avaliacdo:

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 9,8 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 292 pg/mL

- Homocisteina mae: 4,37 umol/L

- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AC

Caso 23

FM de E.M.C., feminino, branco.

E a primeira filha de casal jovem (mde: 22 anos e pai: 27 anos) ndo consangiiineo.

Sua gestacdo foi complicada por infeccdo do trato urinario usando ampicilina. Nega uso de
fumo, alcool ou drogas. Realizou ecografia com 22 semanas de gestagdao com diagndstico de
anencefalia. A crianga nasceu com 35 semanas de idade gestacional, por parto normal,

pesando 1560g.



Avaliacdo:

- C677T: CT

- Al1298C: AC

- Folato mae: 6,2 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 344 pg/mL
- Homocisteina mae: 7,63 umol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: CC

Caso 24

M.R.C., feminina, branca, 4 anos natural de Porto Alegre e procedente de Cagapava do Sul.

E a primeira filha de casal jovem (mde: 15 anos e pai: 17 anos) nio consangiiineo. Sua
gestagdo foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, fumo, drogas ou medicagdo.
Realizou ecografia com 3 meses de gestacdo com diagndstico de mielomeningocele. Nasceu
por parto cesario, com 41 semanas de idade gestacional, pesando 3080 g e medindo 46,5 cm.
O perimetro cefilico foi 33 c¢m e o Indice de Apgar 8 e 10 no primeiro ¢ quinto minutos
respectivamente. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele lombo-sacra, realizando
cirurgia no segundo dia de vida. Apresentou bom desenvolvimento neuropsicomotor, sendo
capaz de andar independentemente.

Avaliacdo:

- Folato: 6,5 ng/mL

- Vitamina B12: 1088 pg/mL

- Homocisteina: 6,23 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AA

- Folato mae: 5,0 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 185 pg/mL

- Homocisteina mae: 7,17 pmol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA



Caso 25

G.P.S., feminino, branca, 15 anos, natural e procedente de Porto Alegre.

E a primeira filha de casal jovem (mde: 25 anos e pai: 33 anos) ndo consangiiineo.

Sua gestacao foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, medica¢des ou drogas. Fez uso
de cigarro no inicio da gestagdo. Nasceu por parto normal com 35 semanas de idade
gestacional, pesando 2470g e medindo 47 cm. Ao nascimento foi diagnosticado
mielomeningocele lomob-sacra realizando cirurgia no primeiro dia de vida. Desenvolveu
hidrocefalia, sendo submetida a colocacdo de valvula de derivagdo ventriculo-peritonial com
um més de idade. Aos 8 meses de idade foi necessaria troca da valvula. Realizou cirurgia para
pé torto congénito com 4 anos de idade. Apresenta bexiga neurogénica usando sondagem
vesical. Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor, andando com ajuda de orteses e
freqiientando escola regular.

Avaliagdo:

- Folato: 6,3 ng/mL

- Vitamina B12: 341 pg/mL

- Homocisteina: 9,21 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AA

- Folato mae: 6,6 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 219 pg/mL

- Homocisteina mae: 6,54 pumol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA

Caso 26

J.S.S., feminina, branca, 3 anos, natural e procedente de Porto Alegre.

E a segunda filha de casal jovem (me: 23 anos e pai: 26 anos) ndo consangiiineo.

Sua gestacao foi complicada com trabalho de parto prematuro usando Aerolin. Nega uso de
fumo, alcool ou drogas. Nasceu por parto normal com 39 semanas de idade gestacional,
pesando 2800 g. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele lombo-sacra realizando
cirurgia no segundo dia de vida. Desenvolveu hidrocefalia, sem necessidade de intervengao.
Evoluiu com bom de desenvolvimento neuropsicomotor e bexiga neurogénica.

Exames:

- Ecografia cerebral: dilatacdo dos ventriculos cerebrais.



Avaliacdo:

Folato: 4,8 ng/mL
Vitamina B12: 532 pg/mL

Homocisteina: 9,51 umol/L
Co677T: CC

A1298C: CC

Folato mae: 6,5 ng/mL
Vitamina B12 mae: 499 pg/mL
Homocisteina mae: 6,85 pumol/L
C677T mae: CT

A1298C mae: AC

Caso 27

H.P.R., maculino, branco, 2 anos e 8 meses, natural e procedente de Porto Alegre.

E o terceiro filho de casal jovem (mae: 26 anos e pai: 28 anos) nao consangiiineo.

Nega intercorréncias durante sua gestacao, ou uso de medicagdes, alcool, fumo ou drogas.

Nasceu por parto normal, com 40 semanas de idade gestacional, pesando 3800 g. Ao

nascimento foi diagnosticado encefalocele parietal, sendo submetido a corre¢do cirargica no

quarto dia de vida. Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor.

Avaliagdo:

Folato: 5,4 ng/mL

Vitamina B12: 321 pg/mL
Homocisteina: 4,39 umol/L
C677T: CC

A1298C: AC

Folato mae: 4,1 ng/mL

Vitamina B12 mae: 324 pg/mL
Homocisteina mae: 10,67 umol/L
C677T mae: CT

A1298C mae: AA

Caso 28

A.A., masculino, branco, 14 anos e 4 meses, natural de Horizontina e procedente de

Cachoeirinha.



E o segundo filho de casal jovem (mde: 27 anos e pai: 26 anos) ndo consangiiineo. Sua
gestagdo foi complicada por hipertensdo arterial sistémica. Nega uso de medicagdo, alcool,
fumo ou drogas. Nasceu por parto normal, com 40 semanas de idade gestacional, pesando
3800 g. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele lombo-sacra, sendo transferido
para o Hospital da Crianga Santo Antdonio, onde foi submetido a corre¢do cirirgica aos 2 dias
de vida. Desenvolveu hidrocefalia, realizando derivagdao ventriculo-peritonial. Evoluiu com
bom desenvolvimento neuropsicomotor, deambulando com apoio. Apresenta bexiga
neurogénica realizando sondagem vesical.

Avaliagdo:

- Folato: 24 ng/mL

- Vitamina B12: 463 pg/mL

- Homocisteina: 13,12 umol/L

- C677T: CT

- A1298C: AC

- Folato mae: 7,3 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 381 pg/mL

- Homocisteina mae: 12,20 umol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Caso 29

J.S.A., masculino, negro, 4 anos e 8 meses de idade, natural de Porto Alegre e procedente de
Guaiba.

E o terceiro filho de casal jovem (mde: 34 anos e pai: 26 anos) ¢ ndo consangiiineo.

Sua gestagdo foi sem intercorréncias. Realizou ecografia com resultado normal. Nega uso de
alcool, fumo, medicacdo ou drogas. Nasceu por parto cesario, pesando 3150 g. Ao nascimento
foi diagnosticado mielomeningocele lombar. Realizou cirurgia com dois dias de vida.
Desenvolveu hidrocefalia, realizando cirurgia para deriva¢ao ventriculo-peritonial com 18
dias de vida. Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor € bexiga neurogénica.
Realizou duas cirurgias para pé torto congénito com 3 anos de idade.

Exames:

- Rx de coluna: espinha bifida L4-L5.

Avaliacdo:

- Folato: 8,6 ng/mL



- Vitamina B12: 918 pg/mL

- Homocisteina: 6,46 umol/L

- C677T:CT

- A1298C: AC

- Folato mae: 6,5 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 365 pg/mL
- Homocisteina mae: 7,59 pmol/L
- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Caso 30

G.L.C., masculino, branco, 4 anos ¢ 1 més, natural de Porto Alegre e procedente de Canoas.

E o segundo filho de casal jovem (mde: 34 anos e pai: 27 anos) ndo consangiiineo. Sua
gestacdo foi sem intercorréncias. Realizou ecografia com resultado normal. Nega uso de
alcool, fumo, medicacdo ou drogas. Nasceu por parto cesdrio, com apresentacdo pélvica
pesando 3920g e medindo 51 cm. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele lombo-
sacra. Realizou cirurgia com dois dias de vida. Desenvolveu hidrocefalia realizando derivacao
ventriculo-peritonial com 3 meses. Aos 2 anos de idade foi submetido a cirurgia no quadril.
Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor, andando com ajuda de oOrteses.
Apresenta bexiga neurogénica.

Avaliacdo:

- Folato: 5,0 ng/mL

- Vitamina B12: 561 pg/mL

- Homocisteina: 7,29 umol/l

- C677T: CC

- Al1298C: AC

- Folato mae: 5,9 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 380 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,47 umol/L

- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AA

Caso 31



D.F., masculino, branco, 10 anos ¢ 5 meses, natural de Ivoti e procedente de Porto Alegre.

E o primeiro filho de casal jovem (mde: 19 anos e pai: 21 anos) e ndo consangiiineo. Sua
gestacdo foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, fumo, medicacdo ou drogas. Nao
realizou ecografia durante a gestagcdo. Nasceu por parto normal a termo, pesando 3750 g. Ao
nascimento foi diagnosticado mielomeningocele lombar, realizando cirurgia com 12 dias de
vida. Desenvolveu hidrocefalia, porém nao foi necessario derivagcdo ventriculo-peritonial.
Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor estudando em escola regular. Apresenta
bexiga neurogénica fazendo sondagem vesical. Deambula com ajuda de orteses.

Exame:

- Rx de coluna: espinha bifida em L3-L4 e LS.

Avaliacdo:

- Folato: 5,4 ng/mL

- Vitamina B12: 817 pg/mL

- Homocisteina: 7,89 umol/L

- C677T: CT

- A1298C: AC

- Folato mae: 12,2 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 662 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,39 pmol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: CC

Caso 32

M.R.F., masculino, branco, 5 anos, natural e procedente de Viamao.

E o terceiro filho de casal jovem (mae: 32 anos e pai: 33 anos) ndo consangiiineo.

Sua gestacdo foi sem intercorréncias. Sua mae fumou 20 cigarros por dia, mas nega uso de
alcool, medicacgdes ou drogas. Nasceu por parto normal com 40 semanas de idade gestacional,
pesando 2830 g e medindo 51 cm. O Indice de Apgar foi 9 no primeiro ¢ no quinto minuto.
Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele realizando cirurgia com 2 dias de vida.
Desenvolveu hidrocefalia realizando derivagdo ventriculo-peritonial. Realizou cirurgia para
pé torto congénito ¢ no quadril. Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor,
andando com ajuda de oOrteses.

Exames:



- Rx de coluna e quadril: espinha bifida 12 e displasia acetabular.
- Ecografia cerebral: hidrocefalia acentuada.
Avaliacdo:

- Folato: 12,0 ng/mL

- Vitamina B12: 551 pg/mL

- Homocisteina: 5,74 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AA

- Folato mae: 6,0 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 159 pg/mL

- Homocisteina mae: 6,89 pmol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA

Caso 33

R.Z.C., masculino, branco, 11 anos e 10 meses, natural de Porto Alegre e procedente de
Viamao.

E o primeiro filho de casal jovem (méde: 25 anos e pai: 21 anos) nio consangiiineo. Sua
gestagéo foi complicada por hipertensdo arterial sistémica a partir do 8° més. Nega uso de
medicagdo, fumo, alcool ou drogas. Nasceu por parto normal, pesando 3500 g e medindo 50
cm. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele torédcica, realizando corregao
cirirgica com 2 dias de vida. Desenvolveu hidrocefalia realizando colocagdo de valvula
ventriculo-peritonial com 1 més de idade. Realizou outras duas cirurgias para troca de DVP
aos 5 meses e 7 anos de idade. Apresenta bexiga neurogénica, realizando sondagem vesical
desde os 7 anos de idade. Evoluiu com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor.

Exames:

- Rx de coluna: espinha bifida T10.

Avaliagdo:

- Folato: 4,9 ng/mL

- Vitamina B12: 427 pg/mL

- Homocisteina: 11,24 umol/L

- C677T:CT

- A1298C: AC



- Folato mae: 3,0 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 185 pg/mL

- Homocisteina mae: 14,43 umol/L
- C677T mae: TT

- Al1298C mae: AA

Caso 34

J.S., masculino, branco, 14 anos e 3 meses, natural de Taquara e procedente de Igrejinha.

E o primeiro filho de casal jovem (mde: 20 anos e pai: 26 anos) e consangiiineo. Sua gestagio
foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, fumo, drogas e medicacdo. Nasceu por parto
cesario pesando 2100 g e medindo 51 cm. Ao nascimento foi diagnosticado
mielomeningocele lombar, realizando cirurgia com 8 dias de vida. Desenvolveu hidrocefalia,
porém sem necessidade de corregdo cirtirgica. Apresenta pé equino varo a direita e talo
vertical a esquerda e bexiga neurogénica.

Exames:

- Rx de coluna: espinha bifida L4-LS5.

Avaliagdo:

- Folato: 8,5 ng/mL

- Vitamina B12: 194 pg/mL

- Homocisteina: 23,25 umol/L

- Co677T: TT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 3,8 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 282 pg/mL

- Homocisteina mae: 10,63 pmol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Caso 35

F.M.V.C., masculino, branco, 1 ano e 9 meses, natural e procedente de Bagé.

E o primeiro filho de casal jovem (méde: 31 anos e pai: 32 anos) ndo consangiiineo. Sua
gestacao foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, fumo, medica¢do ou drogas. Nasceu

por parto cesario, pesando 2970 g. O Indice de Apgar foi 9 no primeiro e quinto minutos. Ao



nascimento foi diagnosticado mielomeningocele lombo-sacra, realizando correcdo cirtrgica

no primeiro dia de vida. Desenvolveu hidrocefalia, realizando colocagdao de valvula de

derivacdo ventriculo- peritonial com 20 dias de vida. Evoluiu com bom desenvolvimento

neuropsicomotor.

Avaliagdo:

Folato: 12,2 ng/mL

Vitamina B12: 557 pg/mL
Homocisteina: 4,01 umol/L
C677T: CC

A1298C: AC

Folato mae: 4,9 ng/mL
Vitamina B12 mae: 284 pg/mL
Homocisteina mae: 7,49 umol/L
C677T mae: CT

A1298C mae: AC

Caso 36

F.V.K.O ., feminina, branca, 10 meses, natural e procedente de Sapiranga.

E a primeira filha de casal jovem (mae: 25 anos e pai: 38 anos) ndo consangiiineo. Durante

sua gestacdo sua mae apresentou hiperemese e infec¢do urindria usando macrodantina. Nega

uso de alcool, fumo ou drogas. Realizou ecografia com 25 semanas de idade gestacional com

resultado normal. Nasceu por parto cesario pesando 2960 g ¢ medindo 44 cm. O Indice de

Apgar foi 9 no quinto minuto. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele toracica

realizando cirurgia com 4 dias de vida. Desenvolveu hidrocefalia realizando colocacdo de

valvula ventriculo-peritonial com 22 dias de vida. Apresenta bexiga neurogénica realizando

sondagem vesical.

Exames:

RM dorso-lombar: disrafismo dorsal amplo. Sequela de meningocele dorsal com
peristéncia de cisto residual pré-medular, intrarraqueano de T8 a L2 com septagdes.
Medula residual aparentemente aderida as bordas cirurgicas.

RM cerebral: agenesia parcial do corpo caloso.

Avaliacio:



- Folato: 23,8 ng/mL

- Vitamina B12: 484 pg/mL

- Homocisteina: 2,77 umol/L

- C677T: CC

- AI298C: AA

- Folato mae: 7,2 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 243 pg/mL
- Homocisteina mae: 3,79 pmol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: AC

Caso 37
FM de J.B.M.S., feminina, branca.

E a primeira filha de casal jovem (mae: 24 anos e pai: 27 anos) ndo consangiiineo.

Sua gestagdo foi complicada com colecistite realizando cirurgia no 7° més de gestagdo. Com 5
meses de gestagado realizou ecografia com diagnostico de anencefalia. A gestagdo evoluiu para
obito intrattero com 31 semanas de idade gestacional, nascendo crianga do sexo feminino
pesando 1100 g.

Avaliagdo:

- C677T: CT

- Al1298C: AC

- Folato mae: 18,1 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 168 pg/mL

- Homocisteina mae: 3,56 umol/L

- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AC

Caso 38

H.L.R., feminina, branca, 1 ano e 1 més, natural e procedente de Gravatai.

E a primeira filha de casal jovem (mde: 23 anos e pai: 26 anos) nio consangiiineo. Sua
gestagdo foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, fumo, drogas e medicacdo. Realizou
ecografia com 17 semanas de gestacdo sem deteccdo de anormalidades. Nasceu por parto

normal, com 40 semanas de gestagdo, pesando 2840 g e medindo 46 cm. O perimetro cefalico



foi 35 cm e o Indice de Apgar 9 no quinto minuto. Ao nascimento foi diagnosticado
mielomeningocele toracica, realizando correcao cirargica no segundo dia de vida.
Desenvolveu hidrocefalia sendo submetida a colocagao de valvula de derivacao ventriculo-
peritonial com 2 meses de idade. Apresenta retardo de desenvolvimento neuropsicomotor e
bexiga neurogénica.

Exames:

- RM coluna: espinha bifida toraco-lombo-sacra (T10 ao sacro).

- TC de cranio: aumento dos sistema ventricular supra-tentorial

- Ecografia renal: normal

Avaliacdo:

- Folato: 23,8 ng/mL

- Vitamina B12: 484 pg/mL

- Homocisteina: 2,77 umol/L

- C677T: CC

- Al1298C: AA

- Folato mae: 7,2 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 243 pg/mL

- Homocisteina mae: 3,79 umol/L

- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AC

Caso 39

V.M.V., feminina, branca, 2 anos ¢ 9 meses, natural e procedente de Santa Maria.

E a quarta filha de casal jovem (mde: 26 anos e pai: 36 anos) e nio consangiiineo. Sua
gestac¢do foi complicada com sangramento no 6° més de gestacdo, usando Buscopan. Nega
uso de alcool, fumo ou drogas. Realizou ecografia com 7 meses de gestagdo ndo sendo
encontrado anormalidades. Nasceu por parto normal, com apresentagdo pélvica, pesando 3260
g. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele lombo-sacra sendo submetida a
cirurgia com 5 dias de vida. Desenvolveu hidrocefalia realizando colocagdo de valvula-
ventriculo-peritonial com um més de vida. Evoluiu com bom desenvolvimento
neuropsicomotor e bexiga neurogénica.

Exames:

- Rx de coluna: espinha bifida L5-S1
Avaliagao:



- Folato: 5,58 ng/mL

- Vitamina B12: 663,4 pg/mL

- Homocisteina: 2,75 umol/L

- C677T: CC

- AI298C: AA

- Folato mae: 4,17 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 580,8 pg/mL
- Homocisteina mae: 5,71 pmol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA

Caso 40

E.F.S.S., masculino, branco, 2 anos, natural e procedente de Viamao.

E o primeiro filho de casal jovem (mde: 19 anos e pai: 23 anos) e ndo consangiiineo. Sua
gestagdo foi complicada por coleciste, usando Zinat, Plasil, Ranitidina e Buscopan. Nega uso
de alcool, fumo ou drogas. Realizou varias ecografias sem anormalidades. Nasceu por parto
cesario, com 40 semanas de idade gestacional, pesando 3085 g e medindo 45 cm. O perimetro
cefalico foi 34 cm. Ao nascimento foi diagnosticado mielomeningocele toracica, realizando
cirurgia com 3 dias de vida. Desenvolveu hidrocefalia sem necessidade de intervengdo
cirirgica. Evoluiu com bom desenvolvimento neuropsicomotor e bexiga neurogénica.
Exames:

- Rx de coluna: escoliose téraco-lombar com espinha bifida T6-L2.

Avaliacdo:

- Folato: 6,9 ng/mL

- Vitamina B12: 602,1 pg/mL

- Homocisteina: 3,53 umol/L

- C677T: TT

- A1298C: AA

- Folato mae: 1,47 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 180,4 pg/mL

- Homocisteina mae: 8,84 umol/L



- C677T mae: CT
- Al1298C mae: AA

Caso 41

T.S.G., feminina, branca, 3 meses, natural e procedente de Porto Alegre.

E a primeira filha de casal jovem (mde: 17 anos e pai: 24 anos) ndo consangiiineo. Sua
gestagdo foi sem intercorréncias, negando uso de alcool, fumo, drogas ou medicagdo.Com 6
meses de idade gestacional foi detectado mielomeningocele em ecografia. Exames
subsequentes detectaram também a presenca de hidrocefalia. Nasceu por parto cesario,
pesando 3165 g. o perimetro cefilico foi 35 cm e o Indice de Apgar 7 ¢ 10 no primeiro e
quinto minutos respectivamente. Realizou cirurgias para mielomeningocele no primeiro dia de
vida e derivagcdo ventriculo-peritonial com 7 dias. Evoluiu com bom desenvolvimento
neuropsicomotor.

Exames:

- Rx coluna: espinha bifida S1.

Avaliagdo:

- Folato: 15,5 ng/mL

- Vitamina B12: 748,7 pg/mL

- Homocisteina: 3,4 umol/L

- C677T: CT

- A1298C: AC

- Folato mae: 6,5 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 270,7 pg/mL

- Homocisteina mae: 4,71 umol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AC

Controle 1

M.D., masculino, branco, 7 anos.

Terceiro filho de casal jovem (mae: 23 anos e pai: 29 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto cesario, prematuro, pesando 2700g.

Avaliagdo:

- Folato: 3,9 ng/mL

- Vitamina B12: 433 pg/mL



- Homocisteina: 6,64 umol/L

- Co677T: TT

- Al1298C: AA

- Folato mae: 4,2 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 348 pg/mL
- Homocisteina mae: 6,68 umol/L
- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AA

Controle 2

E.A.E., feminina, branca, 2 anos.

E a primeira filha de casal jovem (mae: 30 anos e pai: 40 anos) ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal.
Avaliagdo:

- Folato: 4,5 ng/mL

- Vitamina B12: 440 pg/mL

- Homocisteina: 6,22 umol/L

- C677T:CT

- Al1298C: AA

- Folato mae: 5,4 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 271 pg/mL
- Homocisteina mae: 9,77 umol/L
- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AA

Controle 3

W.G.L.G., masculino, branco, 1 ano e 6 meses.

Primeiro filho de casal jovem (mae: 20 anos e pai: 24 anos) e nao consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3270g e medindo 48 cm.

Avaliagdo:

- Folato: 8,9 ng/mL

- Vitamina B12: 799 pg/mL

- Homocisteina: 2,89 umol/L

- C677T: CC



- AI298C: AA

- Folato mae: 3,8 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 467 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,97 umol/L

- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AA

Controle 4

L.M.A.B., feminina, branca, 2 anos ¢ 11 e meses.

Quarta filha de casal jovem (mae: 22 anos e pai: 24 anos) € ndo consangiiineo.

Nasceu por parto normal, prematura, pesando 2410g.

Avaliagdo:

- Folato: 5,2 ng/mL

- Vitamina B12: 984 pg/mL

- Homocisteina: 3,89 umol/L

- C677T:CT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 4,0 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 313 pg/mL
- Homocisteina mae: 8,82 pmol/L
- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Controle 5

M.E.M.O., feminina, branca, 1 ano e 7 meses.

Segunda filha de casal jovem (mae: 26 anos e pai: 26 anos) € nao consangiiineo.
Nasceu por parto cesario, pesando 2750g ¢ medindo 47 cm. O perimetro cefalico foi 33 ¢ o
Indice de Apgar 10 no quinto minuto.

Avaliagao:

- Folato: 18,4 ng/mL

- Vitamina B12: 857 pg/mL

- Homocisteina: 2,68 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 4,3 ng/mL



- Vitamina B12 mae: 330 pg/mL

- Homocisteina mae: 4,69 umol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Controle 6

V.L.C., feminina, branca, 4 anos.
Terceira filha de casal jovem (mae: 31 anos e pai: 39 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 4440g.
Avaliagdo:

- Folato: 3,6 ng/mL

- Vitamina B12: 413 pg/mL

- Homocisteina: 13,30 pmol/L

- C677T: CT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 4,1 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 311 pg/mL

- Homocisteina mae: 3,77 pmol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Controle 7

A.T.S.S., feminina, branca, 4 anos.

Primeira filha de casal (mae: 34 anos e pai: 53 anos) ndo consangiiineo.
Avaliacdo:

- Folato: 6,7 ng/mL

Vitamina B12: 1072 pg/mL

- Homocisteina: 6,87 umol/L

- CO677T: TT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 7,7 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 256 pg/mL
- Homocisteina mae: 8,47 umol/L

- C677T mae: TT



- Al1298C mae: AA

Controle 8

P.M.R., feminino, branco, 1 ano ¢ 2 meses.

Primeiro filho de casal jovem (mae: 16 anos e pai: 17 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2920g e medindo 46 cm.
Avaliacdo:

- Folato: 15,6 ng/mL

- Vitamina B12: 218 pg/mL

- Homocisteina: 5,99 umol/L

- Co677T: TT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 6,8 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 929 pg/mL

- Homocisteina mae: 6,03 pmol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Controle 9

G.M.B., masculino, branco, 3 anos.

Segundo filho de casal jovem (mae: 24 anos e pai: 36 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3125 g e medindo 49 cm. O perimetro cefélico foi 33 cm.
Avaliagdo:

- Folato: 4,5 ng/mL

- Vitamina B12: 986 pg/mL

- Homocisteina: 4,23 umol/L

- C677T: CC

- AI1298C: AA

- Folato mae: 3,3 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 388 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,47 umol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA



Controle 10

J.A.S., feminino, branco, 9 anos ¢ 9 meses.
Segunda filha de casal jovem (mae: 26 anos e pai: 26 anos) € nao consangiiineo.
Avaliagdo:

- Folato: 12,1 ng/mL

- Vitamina B12: 1095 pg/mL

- Homocisteina: 1,97 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AA

- Folato mae: 5,0 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 372 pg/mL

- Homocisteina mae: 4,10 umol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA

Controle 11

M.E.S., feminina, branca, 11 anos.

Terceira filha de casal (mae: 27 anos e pai: 44 anos) nao consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3600g.

Avaliacdo:

- Folato: 2,19 ng/mL

Vitamina B12: 258 pg/mL

- Homocisteina: 6,26 umol/L

- C677T: CC

- AI298C: AA

- Folato mae: 2,24 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 314,9 pg/mL
- Homocisteina mae: 5,5 pmol/L

- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AA

Controle 12

F.R.F., feminina, branca, 1 ano.



Primeira filha de casal jovem (mae: 14 anos e pai: 18 anos) e ndo consangiiineo.

Nasceu por parto normal, pesando 3910g e medindo 51 cm. O perimetro cefalico foi 31,5 cm.

Avaliagdo:

- Folato: 2,20 ng/mL

- Vitamina B12: 637,2 pg/mL

- Homocisteina: 4,73 umol/L

- C677T: CT

- A1298C: AC

- Folato mae: 1,85 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 236,9 pg/mL
- Homocisteina mae: 7,82 pumol/L
- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AC

Controle 13

A.S., masculino, branco, 9 anos.

Segundo filho de casal jovem (mae: 28 anos e pai: 29 anos) € ndo consangiiineo.

Nasceu por parto normal, pesando 3500g e medindo 49 cm. O perimetro cefalico foi 49 cm e

o Indice de Apgar 9 no quinto minuto.

Avaliagdo:

- Folato: 2,7 ng/mL

- Vitamina B12: 497,8 pg/mL

- Homocisteina: 4,98 umol/L

- C677T:CT

- AI298C: AA

- Folato mae: 4,0 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 651,9 pg/mL
- Homocisteina mae: 6,88 umol/L
- C677T mae: TT

- Al1298C mae: AA
Controle 14

C.N.S., masculino, negro, 11 anos.

Segundo filho de casal jovem (mae: 26 anos e pai: 29 anos) € ndo consangiiineo.

Avaliagdo:



- Folato: 3,21 ng/mL

- Vitamina B12: 38,6 pg/mL

- Homocisteina: 5,78 umol/L

- C677T: CC

- Al1298C: AC

- Folato mae: 2,45 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 457,5 pg/mL
- Homocisteina mae: 5,97 pumol/L
- C677T mae: CT

- A1298C mae: AC

Controle 15

M.R., feminina, branca, 2 anos € 11 meses.

Segunda filha de casal jovem (mae: 19 anos e pai: 19 anos) e ndo consangiiineo.

Nasceu por parto normal, pesando 3990 g ¢ medindo 53 cm. O Indice de Apgar foi 8 no
quinto minuto.

Avaliacdo:

- Folato: 3,91 ng/mL

Vitamina B12: 343,6 pg/mL

- Homocisteina: 7,02 umol/L

- C677T: CT

- Al1298C: AA

- Folato mae: 1,37 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 976,9 pg/mL

- Homocisteina mae: 8,32 umol/L

- C677T mae: TT

- Al1298C mae: AA

Controle 16

C.S.S., masculino, branco, 6 anos.
Primeiro filho de casal jovem (mae: 22 anos e pai: 24 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3140g.

Avaliagdo:
- Folato: 5,49 ng/mL



- Vitamina B12: 493,7 pg/mL

- Homocisteina: 3,43 umol/L

- C677T:CT

- A1298C: AA

- Folato mae: 3,15 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 349,5 pg/mL
- Homocisteina mae: 5,57 pmol/L
- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Controle 17

A.B.B., masculino, branco, 10 anos.

Terceiro filho de casal jovem (mae: 31 anos e pai: 35 anos) e nao consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3150g.

Avaliacdo:

- Folato: 2,27 ng/mL

Vitamina B12: 850,40 pg/mL

- Homocisteina: 4,88 umol/L

- C677T: CT

- AI298C: AA

- Folato mae: 2,78 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 514,9 pg/mL
- Homocisteina mae: 5,73 pmol/L

- C677T mae: TT

- A1298C mae: AA

Controle 18

M.M.S.M., feminina, branca, 10 anos.
Terceira filha de casal jovem (mae: 20 anos e pai: 29 anos) e ndo consangiiineo.
Avaliacdo:

- Folato: 7,95 ng/mL

- Vitamina B12: 724,4 pg/mL

- Homocisteina: 4,04 umol/L

- C677T: CC



- Al1298C: AC

- Folato mae: 5,24 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 783,2 pg/mL
- Homocisteina mae: 4,21 umol/L
- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AA

Controle 19

E.I.., masculino, branco, 1 ano e 5 meses.

Primeiro filho de casal jovem (mae: 26 anos ¢ pai: 31 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3225g. O perimetro cefalico foi 36 cm e o Indice de Apgar
9 no quinto minuto.

Avaliacdo:

- Folato: 3,0 ng/mL

- Vitamina B12: 467,8 pg/mL

- Homocisteina: 5,19 umol/L

- Co677T: TT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 1,47 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 259,5 pg/mL

- Homocisteina mae: 10,19 pmol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Controle 20

J.0.V., masculino, branco, 10 anos.

Segundo filho de casal jovem (mae: 29 anos e pai: 35 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto cesario, pesando 4000g e medindo 52 cm.

Avaliagao:

Folato: 2,8 ng/mL

Vitamina B12: 497 pg/mL

Homocisteina: 5,17 pumol/L
C677T: CT
A1298C: AA



- Folato mae: 6,9 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 315 pg/mL
- Homocisteina mae: 6,06 umol/L
- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AA

Controle 21

F.M.S.C., masculino, branco, 2 anos.

Primeiro filho de casal jovem (mae: 18 anos e pai: 31 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3240g.

Avaliagdo:

- Folato: 4,59 ng/mL

- Vitamina B12: 593,1 pg/mL

- Homocisteina: 4,16 umol/L

- C677T: CC

- AI1298C: AA

- Folato mae: 5,73 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 560,90 pg/mL

- Homocisteina mae: 4,01 umol/L

- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AA

Controle 22

T.0O.S., feminina, branca, 7 anos e 6 meses.

Terceira filha de casal jovem (mae: 25 anos e pai: 25 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto cesario, prematura, pesando 1870g e medindo 47 cm. O perimetro cefalico
foi 31,5 cm e o Indice de Apgar 9 no quinto minuto.

Avaliagdo:

- Folato: 5,4 ng/mL

- Vitamina B12: 795,3 pg/mL

- Homocisteina: 3,51 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 3,85 ng/mL



- Vitamina B12 mae: 455,5 pg/mL
- Homocisteina mae: 4,61 umol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA

Controle 23

Y.D.P.F.B., masculino, branco, 4 anos ¢ 9 meses.

Primeiro filho de casal jovem (mae: 29 anos e pai: 29 anos) e ndo consangiiineo.

Nasceu por parto cesario, prematuro, pesando 1996g e medindo 45 cm. O perimetro cefélico
foi 31cm e o Indice de Apgar 6 no quinto minuto.

Avaliagdo:

- Folato: 2,70 ng/mL

- Vitamina B12: 436,6 pg/mL

- Homocisteina: 6,31 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 4,62 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 264,1 pg/mL

- Homocisteina mae: 6,23 pumol/L
- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AA

Controle 24

J.E.V., masculino, branco, 6 anos.
Primeiro filho de casal jovem (mae: 29 anos e pai: 23 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2340g.
Avaliacdo:

- Folato: 6,57 ng/mL

- Vitamina B12: 880,7 pg/mL

- Homocisteina: 4,51 umol/L

- C677T: CT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 3,79 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 674,4 pg/mL



- Homocisteina mae: 7,57 pmol/L
- C677T mae: CC
- A1298C mae: AA

Controle 25

J.G.P.S., masculino, branco, 4 anos e dois meses.
Primeiro filho de casal jovem (mae: 18 anos e pai: 24 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2900g.
Avaliacdo:

- Folato: 4,97 ng/mL

- Vitamina B12: 1180 pg/mL

- Homocisteina: 3,68 umol/L

- C677T: CT

- A1298C: AC

- Folato mae: 1,94 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 409,5 pg/mL

- Homocisteina mae: 7,75 pmol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AC

Controle 26

T.H.M.G., masculino, branco, 2 anos ¢ 8 meses.
Primeiro filho de casal (mae: 35 anos e pai: 36 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, prematuro, pesando 1360g.
Avaliagdo:

- Folato: 6,21 ng/mL

- Vitamina B12: 1189 pg/mL

- Homocisteina: 2,10 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 4,54 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 441,9 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,21 pmol/L



- C677T mae: CT
- Al1298C mae: AA

Controle 27

L.M.B., feminina, branca, 7 anos ¢ 8 meses.

Segunda filha de casal jovem (mae: 23 anos e pai: 32 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2940g e medindo 46 cm. O perimetro cefalico foi 34 cm e
o Indice e Apgar 10 no quinto minuto.

Avaliagdo:

- Folato: 2,66 ng/mL

- Vitamina B12: 540,3 pg/mL

- Homocisteina: 3,96 umol/L

- C677T: CT

- Al1298C: AC

- Folato mae: 2,25 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 403,2 pg/mL

- Homocisteina mae: 8,05 umol/L

- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AC

Controle 28

D.S.V., masculino, branco, 11 anos.

Terceiro filho de casal jovem (mae: 22 anos e pai: 25 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, prematuro, pesando 1500g.
Avaliacdo:

- Folato: 9,7 ng/mL

- Vitamina B12: 469,5 pg/mL

- Homocisteina: 6,5 umol/L

- C677T: CC

- AI298C: AA

- Folato mae: 2,96 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 531,8 pg/mL

- Homocisteina mae: 9,16 umol/L



- C677T mae: CT
- Al1298C mae: AA

Controle 29

R.L.S., masculino, branco, 2 anos € nove meses.
Quinto filho de casal jovem (mae: 32 anos e pai: 37 anos) e nao consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3650g.
Avaliacdo:

- Folato: 3,96 ng/mL

- Vitamina B12: 1127 pg/mL

- Homocisteina: 3,0 pumol/L

- C677T: CT

- A1298C: AC

- Folato mae: 2,72 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 390,2 pg/mL

- Homocisteina mae: 11,93 pmol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: CC

Controle 30

D.F.S., masculino, branco, 12 anos.

Segundo filho de casal jovem (mae: 28 anos e pai: 30 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3640g.

Avaliagdo:

- Folato: 3,58 ng/mL

Vitamina B12: 891,5 pg/mL

- Homocisteina: 5,65 pumol/L

- C677T: CC

- A1298C: CC

- Folato mae: 3,07 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 454,4 pg/mL
- Homocisteina mae: 6,23 pumol/L

- C677T mae: CC



- A1298C mae: CC

Controle 31

F.D.M., masculino, branco, 2 anos ¢ 5 meses.

Segundo filho de casal jovem (mae: 28 anos ¢ pai: 31 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2400g e medindo 43 cm. O Indice de Apgar foi 9 no quinto
minuto.

Avaliacdo:

- Folato: 11,04 ng/mL

- Vitamina B12: 1619 pg/mL

- Homocisteina: 2,78 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 3,79 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 262,9 pg/mL

- Homocisteina mae: 7,39 pmol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AC

Controle 32

W.B.C., masculino, negro, 4 anos.

Primeiro filho de casal jovem (mae: 17 anos e pai: 30 anos) e ndo consangiiineo. Nasceu por
parto normal, pesando 3600g e medindo 45 cm. O perimetro cefélico foi 31,5 cm.

Avaliagdo:

- Folato: 7,49 ng/mL

Vitamina B12: 1180 pg/mL

- Homocisteina: 2,66 umol/L

- C677T:TT

- AI298C: AA

- Folato mae: 3,39 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 456,8 pg/mL
- Homocisteina mae: 8,84 umol/L

- C677T mae: CT



- Al1298C mae: AC

Controle 33

M.S.B., masculino, branco, 2 anos ¢ 5 meses.

Primeiro filho de casal jovem (mae: 16 anos e pai: 22 anos) € nao consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3550g. O Indice de Apgar foi 10 no quinto minuto.
Avaliacdo:

- Folato: 1,50 ng/mL

- Vitamina B12: 412,6 pg/mL

- Homocisteina: 4,56 umol/L

- Co677T: TT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 1,37 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 204,8 pg/mL

- Homocisteina mae: 9,0 pmol/L

- C677T mae: TT

- A1298C mae: AA

Controle 34

M.K.C., feminina, branca, 4 anos.

Segunda filha de casal jovem (mae: 29 anos e pai: 33 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3500g.

Avaliacdo:

- Folato: 3,50 ng/mL

Vitamina B12: 2000 pg/mL

- Homocisteina: 3,44 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 1,82 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 599 pg/mL
- Homocisteina mae: 7,10 pmol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: AA



Controle 35

J.S.0., masculino, branco, 13 anos.
Quinto filho de casal jovem (mae: 30 anos e pai: 30 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3000g.
Avaliacdo:

- Folato: 2,09 ng/mL

- Vitamina B12: 293,9 pg/mL

- Homocisteina: 15,63 pmol/L

- C677T: CT

- Al1298C: AA

- Folato mae: 1,36 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 281,4 pg/mL

- Homocisteina mae: 15,89 pumol/L

- C677T mae: TT

- Al1298C mae: AA

Controle 36

K.S., feminina, branca, 4 anos.

Quarta filha de casal jovem (mae: 25 anos e pai: 30 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3000g.

Avaliagao:

- Folato: 8,69 ng/mL

Vitamina B12: 191,1 pg/mL

- Homocisteina: 6,85 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 2,95 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 379,3 pg/mL
- Homocisteina mae: 5,31 pmol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: AC



Controle 37

M.M.A., feminina, branca, 6 anos.
Terceira filha de casal (mae: 36 anos e pai: 39 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2250g.
Avaliagdo:

- Folato: 20,0 ng/mL

- Vitamina B12: 1970 pg/mL

- Homocisteina: 5,42 umol/L

- C677T: TT

- AI298C: AA

- Folato mae: 4,83 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 376,2 pg/mL

- Homocisteina mae: 5,45 pumol/L

- C677T mae: CT

- Al1298C mae: AC

Controle 38

M.S.S., feminina, branca, 5 anos.

Primeira filha de casal (mae: 31 anos e pai: 32 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2500g.

Avaliacdo:

- Folato: 2,50 ng/mL

Vitamina B12: 774,6 pg/mL

- Homocisteina: 6,60 umol/L

- C677T: CC

- Al1298C: AA

- Folato mae: 2,49 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 632,9 pg/mL
- Homocisteina mae: 7,39 pmol/L
- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA



Controle 39

A.B.S., feminina, branca, 2 anos e 10 meses.
Segunda filha de casal jovem (mae: 25 anos ¢ pai: 27anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2580g.
Avaliacdo:

- Folato: 2,86 ng/mL

- Vitamina B12: 1381,0 pg/mL

- Homocisteina: 7,10 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 2,21 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 676,8 pg/mL

- Homocisteina mae: 7,37 pmol/L

- C677T mae: CC

- A1298C mae: AC

Controle 40

M.G.V., masculino, branca, 6 meses.

Primeiro filho de casal (mae: 23 anos e pai: 37 anos) e ndo consangiiineo.

Nasceu por parto cesario, pesando 2595g e medindo 32 semanas. O perimetro cefalico foi 44

cm e o Indice de Apgar 9 no quinto minuto.

Avaliacdo:

- Folato: 4,0 ng/mL

- Vitamina B12: 624,5 pg/mL

- Homocisteina: 5,04 umol/L

- C677T: CT

- Al1298C: AC

- Folato mae: 5,1 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 825,0 pg/mL
- Homocisteina mae: 7,84 umol/L
- C677T mae: CC

- A1298C mae: AC



Controle 41

A.S.S.C., feminina, branca, 4 anos.

Segunda filha de casal (mae: 25 anos e pai: 45 anos) e ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 2870g e medindo 50 cm. O perimetro cefalico foi 34 cm e
o Indice de Apgar 9 no quinto minuto.

Avaliagdo:

- Folato: 4,8 ng/mL

- Vitamina B12: 521 pg/mL

- Homocisteina: 6,5 pmol/L

- C677T: CC

- Al1298C: CC

- Folato mae: 5,9 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 423 pg/mL

- Homocisteina mae: 6,16 umol/L

- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AC

Controle 42
A.S.B., masculino, branco, 4 anos.
Primeiro filho de casal (mae: 37 anos e pai: 26 anos) € ndo consangiiineo.

Nasceu por parto normal, pesando 3270g.

Avaliacdo:

- Folato: 6,3 ng/mL

- Vitamina B12: 285 pg/mL

- Homocisteina: 7,3 pmol/L

- C677T: CC

- Al1298C: AC

- Folato mae: 8,5 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 616 pg/mL
- Homocisteina mae: 7,69 umol/L
- C677T mae: CC

- Al1298C mae: AC
Controle 43

T.M.S., feminina, branca, 2 anos ¢ 10 meses.



Primeira filha de casal jovem (mae: 24 anos e pai: 32 anos) e nao consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3610g.
Avaliacdo:

- Folato: 5,8 ng/mL

- Vitamina B12: 375,0 pg/mL

- Homocisteina: 7,5 pmol/L

- C677T: CT

- AI1298C: AA

- Folato mae: 6,1 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 423,0 pg/mL

- Homocisteina mae: 6,45 umol/L

- C677T mae: CT

- A1298C mae: AA

Controle 44

D.B., masculino, branco, 7 meses.

Segundo filho de casal jovem (mae: 29 anos e pai: 32 anos) € ndo consangiiineo.
Nasceu por parto normal, pesando 3610g.

Avaliacdo:

- Folato: 8,4 ng/mL

Vitamina B12: 525 pg/mL

- Homocisteina: 7,51 umol/L

- C677T: CC

- A1298C: AC

- Folato mae: 6,3 ng/mL

- Vitamina B12 mae: 883,0 pg/mL
- Homocisteina mae: 5,74 umol/L
- C677T mae: CT

- A1298C mae: AC
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