CENTRO UNIVERSITARIO SAO CAMILO

Curso de Biomedicina

LETTICIA PORTO DE LIMA E SILVA

MECANISMOS MORFOGENETICOS ASSOCIADOS
A OCORRENCIA DE ESPINHA BiFIDA

SAO PAULO
2017



Letticia Porto de Lima e Silva

MECANISMOS MORFOGENETICOS ASSOCIADOS
A OCORRENCIA DE ESPINHA BiFIDA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Curso de Biomedicina do Centro Universitario
Sdo Camilo, orientado pelo Prof. Dr. Renato
Borges Tesser e coorientado pela Profa. Dra.
Samara Urban de Oliva, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

SAO PAULO
2017



Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Padre Inocente Radrizzani

Silva, Letticia Porto de Lima e

Mecanismos morfogenéticos associados a ocorréncia de espinha bifida
/ Ana Carolina Silva Cruz. -- S8o Paulo: Centro Universitario Sdo Camilo,
2017.

73 p.

Orientacdo de Renato Borges Tesser

Trabalho de Concluséo de Curso de Biomedicina (Graduagéo), Centro
Universitario Sdo Camilo, 2017.

1. Acido folico 2. Defeitos do tubo neural 3. Disrafismo espinal 4.

Fetoscopia 5. Genes 6. Meningomielocele |. Tesser, Renato Borges |I.
Centro Universitario Sdo Camilo Ill. Titulo

CDD: 573.21




Letticia Porto de Lima e Silva

MECANISMOS MORFOGENETICOS ASSOCIADOS
A OCORRENCIA DE ESPINHA BiFIDA

Sao Paulo, 21 de outubro de 2017

Professor orientador: Prof. Dr. Renato Borges Tesser

Professor examinador: Profa. Dr. llka Schincariol Vercellino



SILVA, L. P.L.. Mecanismos morfogenéticos associados a ocorrénciade espinha
bifida. 2017. 75 f. TCC (Graduacéo) - Curso de Biomedicina, Centro Universitario Sao
Camilo, Séo Paulo, 2017.

7

A formacdo da medula espinal e das vértebras é um processo que envolve
mecanismos celulares e moleculares altamente complexos. Falhas neste processo
sdo comuns e resultam em anomalias congénitas, que acarretam alta morbidade e
mortalidade, como € o caso da espinha bifida. O objetivo desta revisdo bibliografica
€ abordar alguns dos mecanismos morfogenéticos relacionados a ocorréncia de
espinha bifida. A ocorréncia da espinha bifida esta relacionada a falha na fusdo dos
arcos vertebrais, geralmente na regido lombar, em graus variaveis e que envolvem a
espinha bifida oculta e a espinha bifida cistica. Por sua vez, a espinha bifida cistica
inclui a meningocele, onde ocorre a protrusdo somente das meninges, e
mielomeningocele, em que ha protrusdo de elementos da medula espinal e/ou nervos
e de meninges. Apesar da possivel correcdo cirdrgica nos casos de
mielomeningocele, a lesdo neurologica acarretada € permanente. Varios genes
candidatos envolvidos na génese da espinha bifida estdo sendo estudados, dentre os
guais se destacam metabolismo do folato (gene MTHFR), a induc&o da proliferacéo e
diferenciacdo de células na notocorda (gene SHH), a formacao e diferenciacédo de
somitos (fatores de crescimento PDGF e PDGFR) e a familia de genes PAX, que séo
expressos durante a embriogénese e sao de extrema importancia no desenvolvimento
do tubo neural, bem como a formacdo normal da medula espinal e das vértebras.
Diversos fatores ambientais também parecem estar envolvidos na etiologia da espinha
bifida, sendo a deficiéncia de acido folico o fator mais importante. Desta forma, a
suplementacao alimentar com acido félico, tanto no periodo periconcepcional, como
no gestacional, mostrou-se efetivo na prevencdo da espinha bifida, reduzindo
aproximadamente de 50 a 75% dos casos. No entanto, os mecanismos pelo qual o
acido félico promove esse efeito benéfico na gravidez ainda ndo estdo bem
estabelecidos. Evidéncias bioguimicas, genéticas e epidemioldgicas levaram ao
desenvolvimento de hipoteses correlacionando o &cido félico a estimulacdo da
metilacdo do DNA. Casos especificos de espinhas bifidas podem ser devidamente
reparados pela cirurgia intrauterina, em fetos diagnosticados com mielomeningocele
a partir da ultrassonografia convencional, minimizando as sequelas e melhorando o
prognéstico frente a esta anomalia. Como muitos desses mecanismos sdo ainda
desconhecidos é de grande relevancia a continuidade das pesquisas para um maior
entendimento dos mecanismos morfogenéticos associados a espinha bifida assim
como o aperfeicoamento dos tratamentos para a reducéo das sequelas nos pacientes
acometidos por esta malformagéo.

Palavras chave: 1. Acido félico 2. Defeitos do tubo neural 3. Disrafismo espinal 4.
Fetoscopia 5. Genes 6. Meningomielocele.



SILVA, L. P. L.. Morphogenetic mechanisms associated with the occurrence of
spina bifida. 2017. 75 f. TCC (Undergraduate) - Biomedicine Course, Centro

Universitario Sdo Camilo, Sao Paulo, 2017.

The formation of the spinal cord and vertebrae is a process involving highly complex
cellular and molecular mechanisms. Failures of this process are common and result in
congenital anomalies, which lead to high morbidity and mortality, as the spina bifida.
The objective of this review is to approach some of the morphogenetic mechanisms
related the occurrence of spina bifida. The occurrence of spina bifida development is
related to failure of fusion the vertebral arches, usually in the lumbar region, to varying
degrees and involving the occult spina bifida and cystic spina bifida. In turn, the cystic
spina bifida includes the meningocele, where the protrusion occurs only of the
meninges, and myelomeningocele, in which there are protrusion of elements from the
spinal cord and / or nerves and meninges. Despite the possible surgical correction in
cases of myelomeningocele, the neurological injury involved is permanent. Several
candidate genes involved in spina bifida genesis are being studied, such as those
folate metabolism (MTHFR gene), the induction of cell proliferation and differentiation
in notochord (SHH gene), the formation and differentiation of somites (PDGF and
PDGFR) and the family of PAX genes, which are expressed during embryogenesis
and that are of extreme importance in the neural tube development, as well as normal
formation of the spinal cord and vertebrae. Several environmental factors also appear
to be involved in the etiology of spina bifida, with folic acid deficiency being the most
important factor. Thus, supplementation with folic acid, both in the periconceptional
and gestational periods, was effective in preventing spina bifida, reducing
approximately 50 to 75% of the cases. However, the mechanisms by which folic acid
promotes beneficial effect in pregnancy are not yet well established. Biochemical,
genetic and epidemiological evidences led to the hypotheses correlating folic acid with
the stimulation of DNA methylation. Specific cases of spina bifida can be adequately
repaired by intrauterine surgery in fetuses diagnosed with myelomeningocele from
conventional ultrasonography, minimizing the sequelae and improving the prognosis
of this anomaly. As many of these mechanisms are still unknown, the conducting
research is of great relevance for a better understanding of the morphogenetic
mechanisms associated with spina bifida as well as the improvement of treatments for
the reduction of sequelae in the patients affected by this malformation.

Key words: 1. Folic acid 2. Neural tube defects 3. Spinal dysraphism 4. Fetoscopy 5.
Genes 6. Meningomyelocele.



Sumario

L INTRODUGAO ...ttt s sttt 6
2 OBJIETIVOS ... et 8
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt ettt snra e e e 8
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS .....coouiiiiiieieiiseiseiseissessssesis st sesssssssssssessesssssssssnnes 8

3 MATERIAL E METODOS ......cootoieeceeeceeeee e ee sttt en st 9
4 DESENVOLVIMENTO ...t 10
4.1 ESPINNG BIfida.....c.ooeeieiiiee e 10
4.2 Formacgéo do tubo neural: neurulagéo primaria e secundaria ...........cc.ccoeevruenens 12
4.3 Diferenciacao da medula espinal ...........ccccoeiieiiiiciicce e 21
4.4 SOMITOGENESE ...ttt bbbt bbbt et et et bbbt 28
4.5 Interag&o entre tubo neural e mesoderma paraxial...........ccccoovviiiiiieiiiinennn 32
4.6 MetaboliSmMO dO fOlALO .......ccccviiiiiiiic e 34
4.7 Mecanismos fisiopatoldgicos da espinha bifida...........cccccoovevviiiiiciice e, 39
4.8.1 Gene MTHFR (Metilenotetrahidrofolato Redutase) ...........cccccoceveiiiiiiinnnnne 43
4.8.2 Via de sinalizacao SHH ... 45
4.8.3 PDGF, PDGFRa € sinalizagc@o PI3K ... 48
4.8.4 Familia de genes PAX ... s 51

4.9 Fatores ambientais relacionados a ocorréncia de espinha bifida..................... 54

4.10 Prevencao da espinha bifida por meio da suplementacédo com acido folico ..56

4.11 Procedimento cirdrgico in Utero para correcdo da espinha bifida.................... 58

B CONCLUSAOD ..o e et e, 60

REFERENCIAS ..o e e et e e e e e e et e e e e e e s et e et e et e e s et e e e s e e es e e s et e s e e eee e 61






1 INTRODUCAO

Os defeitos do tubo neural (DTN) incluem malformacdes que ocorrem na fase
inicial do desenvolvimento fetal, entre a terceira e a quinta semana de gestacao,
envolvendo estruturas embrionarias que dardo origem ao encéfalo, a medula espinal,
0S 0ssos da abobada craniana e as vértebras. Dentre estas anomalias, a anencefalia
e a espinha bifida respondem por cerca de 90% de todos os casos de defeitos do tubo
neural (SANTOS; PEREIRA, 2009).

A prevaléncia destes defeitos congénitos varia devido a fatores geograficos,
socioeconémicos, sazonais e raciais, sugerindo complexa interagdo de multiplos
fatores ambientais e de fatores genéticos (AGUIAR et al., 2003). No Brasil, estima-se

uma taxa de ocorréncia em torno de 1,6/1.000 nascidos vivos (NASSER et al., 2005).

A ocorréncia da espinha bifida esta relacionada a falha na fusdo dos arcos
vertebrais, geralmente na regido lombar, em graus varidveis e que envolvem a
espinha bifida oculta e a espinha bifida cistica. Por sua vez, a espinha bifida cistica
inclui a meningocele, onde ocorre a protrusdo somente das meninges, e
mielomeningocele, em que ha protrusdo de elementos da medula espinal e/ou nervos
e de meninges (AGUIAR, et al. 2003; BAILEY, et al., 2003; FREY; HAUSER, 2003;
CUNHA, 2005).

Apesar da possivel correcao cirdrgica nos casos de mielomeningocele, a lesdo
neurolégica acarretada € permanente, podendo resultar no comprometimento dos
movimentos voluntarios e involuntarios. Além do comprometimento fisico, a maior
parte dos individuos afetados também apresenta dificuldade de aprendizado. Os DTN
sdo determinantes importantes de morbimortalidade perinatal. Criancas com
meningocele e mielomeningocele tém uma taxa de sobrevivéncia maior, geralmente
devida a extensivos tratamentos meédicos e cuidados cirurgicos. O seu risco de morte
depende da gravidade da les&o e de outros fatores, como disponibilidade de recursos
médicos e cirdrgicos. Ja a espinha bifida oculta pode evoluir de forma assintomatica,
durante toda a vida (BOTTO et al., 1999).



Varios genes candidatos envolvidos na génese da espinha bifida estdo sendo
estudados, dentre 0s quais se destacam aqueles associados ao metabolismo do acido
félico, como por exemplo o gene que codifica a enzima 5,10 metileno-tetra-hidrofolato-
redutase (gene MTHFR), a qual esta envolvida na remetilacdo de homocisteina em
metionina. Diversos pesquisadores relatam aumento na frequéncia do polimorfismo
C677T do gene MTHFR, tanto em homozigose como em heterozigose, em pacientes

com espinha bifida, bem como em suas maes (AGUIAR et al., 2003).

Diversos fatores ambientais também parecem estar envolvidos na etiologia da
espinha bifida, sendo a deficiéncia de acido félico o fator mais importante identificado.
O exato mecanismo com que a deficiéncia do acido félico esta envolvida na
embriogénese desta malformacao € pouco conhecido. No entanto, a suplementacao
periconcepcional e durante o primeiro trimestre de gravidez com acido félico tem
reduzido em cerca de 50 a 70% os riscos de ocorréncia e de recorréncia da espinha
bifida (AGUIAR et al., 2003). Outros fatores de risco para a espinha bifida incluem a
presenca de diabetes mellitus materno, o uso de acido valproéico para tratamento de
epilepsia durante a gestagao, a obesidade materna, a deficiéncia de zinco e a
hipertermia (NORTHRUP; VOLCIK, 2000).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi abordar os mecanismos morfogenéticos
relacionados a espinha bifida em comparacdo com o desenvolvimento embrionério

normal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o desenvolvimento embriolégico normal da medula espinal e das
vértebras;

e Compreender os complexos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
formagéo da medula espinal e das veértebras;

e Caracterizar e descrever os eventos morfogenéticos relacionados a génese da
espinha bifida;

¢ Relacionar a suplementacdo com acido félico e a prevencdo na ocorréncia de
espinha bifida;

e Apresentar procedimentos cirdrgicos in Utero para a correcao de espinha bifida.



3 MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo bibliografica por meio de pesquisa em artigos
cientificos publicados em revistas indexadas e nas bases de dados eletrnicas:
PubMed, Scielo e MedLine. Em todas as bases foram realizadas pesquisas simples,
sem restricbes quanto ao tipo de estudo, ano de publicacdo, idioma, campo de busca,
espécie e género estudados. Como estratégia de busca foram utilizados os
descritores: spina bifida (espinha bifida); genetics/genes (genética/genes); folic acid
(acido folico); fetal surgery (cirurgia fetal); myelomeningocele (Mielomeningocele);
neural tube defects (defeitos do tubo neural); risk factors (fatores de risco);
meningocele; gene SHH; genes PAX; PI3K signaling pathway (via de sinalizacéo
PI3K); receptor PDGFRa; PDGF; gene MTHFR.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Espinha Bifida

A espinha bifida consiste em uma malforma¢édo congénita ocasionada por um
fechamento inadequado da extremidade inferior do tubo neural, fazendo com que os
arcos vertebrais ndo se desenvolvam corretamente. Representa cerca de 75% das
malformacdes relacionadas ao tubo neural e pode afetar todo o seu comprimento ou
se limitar a uma determinada &rea. Os tipos mais comuns de espinha bifida sdo a
mielomeningocele e a meningocele, com incidéncia de 0,5 a 0,8 por 1000
nascimentos, as quais estado associadas com uma protrusao cistica contendo somente
as meninges (meningocele) ou incluir estruturas da medula espinal
(mielomeningocele). Estas formas cisticas de espinha bifida podem resultar em
graves sequelas neurologicas, apresentando mortalidade neonatal aproximada de
33% e a ocorréncia de sequelas é em cerca de 65% nos sobreviventes (AMERICAN
COLLEGE OF OBSTETRICIAN AND GYNECOLOGIST, 1986; AGUIAR et al., 2003).

Outra variante da espinha bifida, que é recoberta por pele, é a espinha bifida
oculta. Sua incidéncia é de 0,1 a 0,14 por 1000 nascimentos e estima-se que 5 a 10%
da populacdo possa ser portadora assintomatica de algum grau desta anomalia
congénita. (Figura 1) (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIAN AND
GYNECOLOGIST, 1986; AGUIAR et al., 2003).

Na meningocele, a medula e as raizes nervosas cobertas pela dura-méater nao
sdo malformadas, possibilitando um desenvolvimento normal do feto e da crianga.
Entretanto, na mielomeningocele, as raizes que partem da medula espinal sofrem
alteracdes por estarem expostas e geralmente estdo entre L5 e S1, podendo estar
associada a hidrocefalia. Nestes casos, a intervencgéao cirdrgica necessita ser rapida e
consiste na realocacdo da medula espinal e de suas raizes nervosas para o interior
do canal vertebral, sutura do saco dural e fornecimento de um revestimento cutdneo
adequado (PIERRE-KAHN, 1990).
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Figura 1: Representacado dos tipos de espinha bifida.

Espinha bifida oculta Meningocele Mielomeningocele

Figura ilustrativa dos tipos de espinha bifida. A espinha bifida oculta é recoberta por
pele e normalmente assintomatica. A meningocele e a mielomeningocele sdo as formas
mais graves apresentadas, podendo estar associadas a exposi¢cdo de componentes da
medula espinal.

Fonte: (Adaptado de BOTTO, 1999).

Nos pacientes com mielomeningocele, a maioria das alteracdes clinicas
envolvem dificuldade ou inabilidade para adquirir ou manter-se em postura ortostatica,
caminhar e exercer controle voluntario do intestino e da bexiga urinaria (SA et al.,
2010).

Estes pacientes usualmente apresentam comprometimento sensorial e motor
nas extremidades inferiores, impedindo que o individuo ande. Muitas vezes, a
sobrecarga ou o excesso de utilizacdo das extremidades superiores e tronco para
compensar a perda dos movimentos e os desequilibrios musculares nos membros

inferiores, provoca o surgimento de disttrbios musculo-esqueléticos (SA et al., 2010).
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4.2 Formacdo do tubo neural: neurulagcdo primaria e secundaria

Durante a terceira semana do desenvolvimento embrionario, em humanos,
ocorre a formacédo do disco embrionario trilaminar a partir das células epiblasticas do
disco embrionério bilaminar. Neste periodo sdo originados a linha primitiva, os trés
folhetos germinativos (ectoderma, mesoderma e endoderma) e a notocorda (Figura 2)
(KAPLAN; SPIVAK; BENDO, 2004).

Inicialmente as células do mesoderma formam um fino folheto de tecido
frouxamente entrelacado de cada lado da linha média. Por volta do 17° dia, as células
proximas da linha média se proliferam e formam uma placa de tecido espessada
denominada mesoderma paraxial (Figura 2) (THIERY et al., 2009).

Mais lateralmente a camada mesodérmica permanece fina e € denominada
mesoderma lateral. Com o0 aparecimento e a coalescéncia das cavidades
intracelulares no mesoderma lateral, este tecido é dividido em duas camadas: uma
camada continua ao mesoderma que reveste o amnio, chamada de camada
mesodérmica somatica e uma camada continua ao mesoderma que recobre o0 saco
vitelino, denominada como camada mesodérmica esplancnica. Ja a unido entre o
mesoderma paraxial ao mesoderma lateral é denominada de mesoderma
intermediario (Figura 2) (THIERY et al., 2009).

Figura 2: Formagao dos trés folhetos embrionarios.

Formagao do mesoderma Mesoderma intermediario

Tubo neural
Ectoderma de Mesoderma lateral

Endoderma Notocorda Mesodefma I_ateral
esplancnico

Linha primitiva

Somito

As células epiblasticas convergem pela linha primitiva, originando o endoderma e o
mesoderma intraembrionario. Os precursores mesodérmicos migram por todo o disco
embrionario, ocupando posi¢c6es diferentes ao longo do eixo médio-lateral, e

diferenciam-se em mesoderma paraxial, mesoderma intermediario e mesoderma lateral.
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Em sequéncia, ocorre a delaminacdo do mesoderma lateral, diferenciando-se em
mesodermas laterais somatico e esplancnico (Azul - células epiteliais / Amarelo -
células mesenquimais ap0s atransicao epitelial para mesenquimal).

Fonte: (Adaptado de NIETO, 2013).

Ainda, na terceira semana do desenvolvimento, inicia-se 0 processo de
neurulacéo que resultara na formacéo do encéfalo e da medula espinal. Este evento
ocorre em duas etapas: a heurulacdo primaria, durante a 32 e 42 semanas, seguida da
neurulacdo secundaria, entre a 52 e 62 semana do desenvolvimento (KIBAR; CAPRA;
GROS, 2007; NAKATSU; SHIOTA, 2000).

Desta forma, a neurulacdo primaria envolve a diferenciagdo do ectoderma
subjacente a notocorda em neuroectoderma, formando a placa neural que, em
sequéncia, origina o tubo neural (NAKATSU; SHIOTA, 2000; KAPLAN; SPIVAK;
BENDO, 2004).

Estudos indicaram que os membros da familia TGF (Fator de transformacéo
de crescimento beta) incluindo o TGFp e a activina, podem ser responsaveis pelo sinal
gue reprime a inducdo neural. Porém, outras evidéncias mostram que o principal sinal
repressor provém da proteina morfogenética 6ssea 4 (BMP4), que € amplamente
expressa no ectoderma, mas ausente nas células da placa neural durante a inducdo
neural (TANABE; JESSEL, 1996).

A formacéao da placa neural ocorre devido a inativacao da BMP-4, expressa nas
células ectodérmicas, e que induz estas células a diferenciarem-se em epiderme. A
supressdo da BMP-4 é ocasionada pela acdo antagonista das proteinas cordina,
noguina e folistatina, as quais induzem o ectoderma a se diferenciar em
neuroectoderma (Figura 3) (KIBAR; CAPRA; GROS, 2007).
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Figura 3: Mecanismos associados a inducdo neural.

A Ectoderma =
Sinalizacao Bloqueio da

Bloqueio da
sinalizagao
BMP4 FGF

BMP4 (=) smallza(iao BMP4
-~

Ectoderma de superficie Placa neural (anterior) Placa neural (posterior)

Noguina

(1 emP] | I Folistatina

(A) Na fase de gastrulacéo, as células ectodérmicas expressam o gene BMP4 (setas
vermelhas), o que promove a sua diferenciagcdo em células epidérmicas. O bloqueio da
sinalizacdo do BMP4 por meio da acdo dos genes cordina, noguina e folistatina,
expressos principalmente na linha primitiva e na notocorda, induz a diferenciagcéo do
ectoderma em tecido neural, formando a por¢cdo anterior da placa neural. A exposicéo
adicional do ectoderma a sinalizacdo do fator de crescimento de fibroblasto (FGF), em
condi¢cdes de inibicdo do BMP4, determina a diferenciacdo e formacdo da porcéo
posterior da placa neural (B) A cordina e a noguina se ligam ao BMP4, enquanto que a
folistatina pode interagir com a proteina BMP7 e, possivelmente, com outras BMPs.
Fonte: (Adaptado de TANABE; JESSELL, 1996).

A placa neural se estreita e alonga-se continuamente ao longo do eixo antero-
posterior. Simultaneamente, as bordas laterais da placa neural elevam-se para formar
as pregas neurais e o sulco neural. Em sequéncia, as pregas neurais se fundem na
linha média do disco embrionario, formando o tubo neural (Figura 4) (COPP;
GREENE, 2010).



15

Figura 4. Formacdao do tubo neural em mamiferos.

Contato celular C Adesdoe
' remodelacdo
B apical d I_ a
\ epitelial
m

A Flexao 1 1
do

rsolateral D Fechamento
Nz : completo do
tubo neural

(A) O dobramento da placa neural (indicada em amarelo) ocorre no plano sagital
mediano, sobrejacente a notocorda (indicada em azul). A superficie basal da placa
neural deixa de ter contato com o mesoderma paraxial (indicado em marrom) e comeca
a entrar em contato com o ectoderma de superficie (indicado em verde); (B) A medida
que as pregas neurais se aproximam, protrusfes celulares denominadas
“lamelipodios” (indicados em vermelhas) se estendem e entram em contato; (C) Uma
vez estabelecida a ades&o, ocorre o remodelamento epitelial (indicado pela caixa
pontilhada), gerando um neuroepitélio continuo (D) Fechamento completo do tubo
neural.

Fonte: (Adaptado de COPP; GREENE, 2010).

O processo de remodelacdo da placa neural, que ocorre por meio de
estreitamento no eixo médio-lateral e de alongamento no eixo rostro-caudal, envolve
diversas modificacdes na adeséo e no citoesqueleto celular (Figura 5). As alteracdes
morfolégicas necessérias para a formacao do tubo dependem da ocorréncia de uma
constricdo apical e um alongamento celular, os quais séo precisamente controlados a
nivel molecular (SUZUKI et al., 2012).
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Figura 5: Mudancas na forma celular contribuintes para o fechamento do tubo neural.

Placa neural

(A) Apical

‘ Basal
» Lelofofdfofoles

(A) Antes da neurulagao, o neuroepitélio é formado por células cubodides. (B) As células
neuroepiteliais primeiramente alongam-se ao longo do eixo apico-basal para se
tornarem colunares. (C) Apos o inicio do alongamento, ocorre a constricao das por¢des
apicais das células, que tomam forma piramidal. Essa constricdo apical é responséavel
pela geracdo de uma forga fisica para a ocorréncia do dobramento da placa neural,
formando o tubo neural.

Fonte: (Adaptado de SUZUKI et al., 2012).

O filamento de actina (F-actina), formada pela actina monomérica (G-actina)
consiste em um dos componentes principais do citoesqueleto. Na parte apical das
células neuroepiteliais, existem bandas circulares de filamentos de actina (Figura 6
A) que, durante o fechamento do tubo neural, tornam-se mais espessos
concomitantemente a ocorréncia de retracdo apical das células (Figura 6 C).
(SUZUKI et al., 2012).

As células neuroepiteliais também apresentam a proteina contratil miosina I,
do tipo ndo muscular, que se liga aos filamentos de actina. Estruturalmente, a miosina
Il apresenta duas cadeias pesadas, duas cadeias leves essenciais e duas cadeias
leves reguladoras. As atividades motoras da miosina Il sdo reguladas pela fosforilagéo
da cadeia leve de miosina reguladora (MLC), por meio da quinase associada a enzima

Rho (ROCK). Esta fosforilagdo aumenta a atividade da MLC, que move a miosina Il


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1440-169X.2012.01346.x/full#dgd1346-fig-0003
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1440-169X.2012.01346.x/full#dgd1346-fig-0003
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ao longo dos filamentos de actina que, por sua vez, gera uma forga contratil entre os
filamentos de actina. Na placa neural, a miosina Il encontra-se no apice das células,
sobreposta a actina. Estudos indicam que a actina e a forca contratil gerada pela
miosina Il ndo muscular sdo 0s principais responsaveis pela constricdo apical
(SUZUKI et al., 2012).

Outro elemento do citoesqueleto relacionado as modificacdes morfoldgicas das
células da placa neural é o microtibulo que, neste caso, origina-se a partir de um
centrossomo e, portanto, apresenta y-tubulina em sua estrutura. A acumulagao de y-
tubulina esta correlacionada com o rearranjo dos microtubulos, os quais irdo se dispor
paralelamente ao eixo apico-basal das células, promovendo o alongamento destas.
(Figura 6 B) (SUZUKI et al., 2012).

Figura 6: Mecanismos reguladores envolvidos na alteracdo da forma das células da

placa neural.

(A) (B) y-tubulina (C) Filamentos

Filamentos / / de F-actina

de actina

\

»
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N A

‘Microttbulos

=> | =>

Miosina

(A) Na célula neuroepitelial cuboide, um acimulo de filamentos de actina (em vermelho)
formam-se na porc¢ao apical da célula, enquanto que os microtubulos (indicados em
verde) estéo dispostos difusos no citoplasma. (B) Durante o alongamento celular, os
microtUbulos constituidos por subunidades de y-tubulina (em amarelo) estédo dispostos
paralelamente ao eixo apico-basal. (C) Durante a constricdo apical, os filamentos de
actina tornam-se espessados. A miosina Il ndo muscular (em azul) desliza ativamente
sobre os filamentos de actina apicais, gerando uma forca contratil que determina a
constricdo dos apices das células da placa neural.

Fonte: (Adaptado de SUZUKI et al., 2012).
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Apébs o dobramento da placa neural, as pregas neurais se fundem para que
ocorra o fechamento do tubo neural. O embri&o humano apresenta apenas um ponto
inicial de fusdo, sendo que o fechamento do tubo neural ocorre em sentido bidirecional

a partir da regido cervical do embrido (Figura 7) (DETRAIT et al., 2005).
Figura 7: Local de fechamento do tubo neural em humanos.

Neuropéro
rostral

Ponto inicial
de fechamento
Neuropéro do tubo neural

caudal

Para que ocorra o correto fechamento do tubo neural, as pregas neurais se fundem a
partir da porcdo média e continuam este processo em sentido bidirecional, em direcéo
aos neuroporos rostral e caudal.

Fonte: (Adaptado de GREENE; COPP, 2009).

Subsequente a neurulacdo primaria, na extremidade caudal, ao nivel do somito
31, que corresponde a segunda vértebra sacral (S2) no embrido humano, uma massa
de células mesenquimais aparentemente indiferenciadas sofre cavitacao, formando o
tubo neural secundario (Figura 8) (YANG et al., 2014; KIBAR; CAPRA; GROS, 2007).
A picnose nuclear nestas células mesenquimais caudais, observada no embrido
humano, sugere a ocorréncia do processo de apoptose na formacéo da neurocele em

vez de remodelacdo por migracao celular (Figura 9) (YANG et al., 2014).
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Figura 8: Modelo proposto para a diferenciacdo da por¢éo posterior do tubo neural em
embrides humanos.

PNT

Rostral N1 , N2 Caudal

D Notocorda sobrejacente a placa/tubo neural

. Mesoderma paraxial condensado situado entre a
notocorda e a placa/tubo neural

ﬂm Cavitagdo do corddo neural devido ao rearranjo radial das células do mesoderma paraxial

A porcéao posterior do tubo neural (PNT) pode ser dividida em trés partes: regido cranial
ou rostral (N1), em que a notocorda esta em contato com o tubo neural primario; regido
juncional, onde as células mesenquimais localizam-se entre a notocorda e o tubo
neural. Ocorre a formagdo de uma Unica cavidade devido ao rearranjo das células
mesenguimais; e regido caudal (N2), onde a cavitacdo ocorre no cordéo neural.

Fonte: (Adaptado de SAITSU; YAMADA, 2004).

Figura 9: Neurulacdo priméria e secundaria.

A Neurulacao primaria

B Neurulacado secundaria

Células do corddo Cordao medular
3

Tubo neural secundario

Condensacao

Percursor notocordal

(A) Representacdo esquematica da neurulagdo priméria, envolvendo a elevagdo das

pregas neurais (1), seguida da flexdo da placa neural (2) e fusédo das pregas neurais (3).
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DLHP: ponto de dobramento dorsolateral; MHP: ponto médio do dobramento da placa
neural; NC: notocorda; NE: neuroepitélio; NNE: ectoderma ndo-neural; PM: mesoderma
paraxial. (B) Esquema da neurulacdo secundaria. As células da porcdo caudal do
embrido se condensam (1) na linha média para formar o corddo neural, que sofre
epitelizacéo (2), gerando o tubo neural secundério e a hotocorda (3).

Fonte: (Adaptado de NIKOLOPOULOU et al., 2017).
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4.3 Diferenciacdo da medula espinal

A parede do tubo neural € composta por um neuroepitélio pseudoestratificado
colunar em que os nucleos das células neuroepiteliais se movimentam entre a porcéo
apical e basal, dependendo da fase do ciclo celular. E composta por 3 camadas: a
camada ependimaria ou ventricular, que circunda o canal central e onde situam-se as
células neuroepiteliais, a camada intermediaria ou do manto e a camada marginal. As
células neuroepiteliais dividem-se e diferenciam-se em neuroblasto, os quais migram

para a camada do manto e, subsequente, para a camada marginal (Figura 10).

Figura 10: Esquema das camadas (zonas) da parede do tubo neural.

Camada intermediaria ou do manto

Camada ventricular
(neuroblastos)

(proliferacao celular)

P o
{ A\

5 /
N 4

Camada marginal Notocorda Somito

Esquema de corte transversal do tubo neural, mostrando as camadas formadas pelo
processo de diferenciacdo das células neuroepiteliais. Os precursores neurais
proliferativos (representados em vermelho) estdo presentes na camada ventricular,
enquanto que as primeiras células pos-mitéticas (representadas em verde) estdo
posicionadas na camada intermediéria e os neurbnios (representados em amarelo)
estéo localizados na camada marginal.

Fonte: (Adaptado de CORRAL; STOREY, 2001).

A camada intermediaria ou do manto, onde localizam-se os corpos celulares

dos neuroblastos formard, posteriormente, a substancia cinzenta da medula espinal,
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enquanto a camada marginal, contendo os axénios dos neuroblasto, originara a
substéancia branca da medula espinal (SAKER et al., 2016) por exemplo, antes da
divisdo, os nucleos séo deslocados para a superficie ventricular para que ocorra a
mitose (PARIDAEN; HUTTNER, 2014).

Ainda, a zona do manto se diferencia em placa alar, dorsal, que contém
principalmente neurdnios sensoriais, e placa basal, ventral, que é composta
principalmente de neurdnios motores. Estas duas regides sdo separadas pelo sulco
limitante (sulcus limitans). Por sua vez, a placa alar originara a coluna cinzenta dorsal

e a placa basal, a coluna cinzenta ventral (Figura 11) (KANDEL et al., 2013).

Figura 11: Fases de diferenciacdo da medula espinal.

Dura
Paquimeninge mater
l Aracnoide mater

et ==——— Pia Ganglios
mater sensitivos

Leptomeninge S
/

Sulco
limitante

Substancia branca

Camada
Marginal

Substancia cinzenta

Camada do
Manto

i — - Raiz
Camada ventricular ou e
imari ventral
ependimaria

Secéo transversal da medula espinal mostrando duas fases no desenvolvimento. A:
Fase inicial. B: Fase diferenciada. A camada ependimaria € ocupada pelas células
neuroepiteliais que, posteriormente, se diferenciardo em neuroblastos. Os
neuroblastos migram para a camada do manto e para a camada marginal. Desta forma,
a camada do manto formara, a substancia cinzenta da medula espinal, enquanto a
camada marginal, originard a substancia branca da medula espinal. As células da crista

neural adjacentes formardo as leptomeninges arachoide mater e pia mater, enquanto



23

gue a dura mater origina-se do mesénguima paraxial adjacente. Sdo formadas também
a raiz dorsal dos nervos espinais, onde encontram-se 0s ganglios sensitivos, e a raiz
ventral, contendo os axdnios dos nervos motores, que apresentam corpos neuronais
localizados na substéancia cinzenta.

Fonte: (Adaptado de KANDEL et al., 2013).

A partir da diferenciacdo das células neuroepiteliais da zona ventricular, ou
epéndima, serdo formados os neurbnios, os astrdcitos e os oligodendrécitos da
medula espinal. A expressédo dos membros do fator de transcricdo bHLH (basic helix-
loop-helix), bem como a expressao transitoria de FGF10 sdo necessarias para a
diferenciacdo das células neuroepiteliais em células gliais radiais. A medida que a
transformacao ocorre € iniciada a expressao de marcadores astrogliais como GLAST
(transportador de glutamato de alta afinidade glial) e BLBP (proteina de ligacdo aos
lipideos do cérebro) (PARIDAEN; HUTTNER, 2014).

Desta forma, as células neuroepiteliais da camada ventricular diferenciam-se
primeiramente em neuroblastos. Quando a formacdo dos neuroblastos cessa, as
células neuroepiteliais diferenciam-se em glioblastos e estes, em astroblastos, que
originardo 0s astrocitos, ou em oligodendroblastos, que formardo os
oligodendrdcitos. As células neuroepiteliais remanescentes da camada ventricular
originardo as células ependimarias que revestem o canal central da medula espinal
(SAKER et al., 2016).

A transi¢do de uma célula neuroepitelial para um neuroblasto p6s-mitético é um
processo altamente regulado e envolve uma cascata de fatores de transcricao
desencadeada por genes pré-neurais. Os eventos da transi¢ao celular séo facilmente
visualizados no tubo neural, a medida que as distintas camadas celulares sé&o
formadas (CORRAL; STOREY,2001).

No inicio da neurogénese, as células gliais radiais passam de divisdes
simétricas para assimétricas, dando origem a uma célula filha glial radial e a uma
célula diferenciadora. Esta ultima, constitui um neurbnio, ou em certas areas do
cérebro, como o neocértex, um progenitor intermediario € formado como um dos
principais tipos de progenitores basais. Os progenitores intermediarios se dividem
principalmente de forma simétrica para produzir dois neurbnios (PARIDAEN,;
HUTTNER, 2014).
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Apbés o inicio da neurogénese, as células gliais radiais dividem-se,
principalmente, de forma assimétrica. No cérebro em desenvolvimento de
vertebrados, as primeiras divisbes de células gliais radiais apresentam planos de
clivagem perpendiculares a superficie ventricular. A orientacdo do fuso das divisbes
de células gliais radiais simétricas é fortemente regulada por mecanismos envolvendo
0S centrossomos, posicionamento de microtibulos astrais e interacdo de proteinas
presentes no cortex celular (Figura 12) (PARIDAEN; HUTTNER, 2014).

Figura 12: Tipos de divisdes das células neuroepiteliais e suas orientacdes.
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A divisdo simétrica produz duas células neuroepiteliais (A), enquanto que a divisdo
assimétrica produz uma célula neuroepitelial e uma célula diferenciada (neuroblasto)

z

(B). A orientacdo do eixo das divisdes simétricas e assimétricas € regulada por
complexos estruturais e complexos de orientacdo do fuso, podendo ser divisGes
verticais e obliquas (esquerda e média) e horizontais (C). Fatores relacionados com a
determinacdo celular podem ser distribuidos igualmente entre as células neuroepitelais

indiferenciadas, originadas por divisdo simétrica (representada a esquerda) ou
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desigualmente entre as células originadas durante adivisao assimétrica (representacéao
em ratos - figura do meio média e em zebrafish - & direita) (D).
Fonte: (Adaptado de PARIDAEN; HUTTNER, 2014).

A formacéo dos neurdnios é controlada por mecanismos genéticos expressos
ao longo dos eixos antero-posterior e dorso-ventral do sistema nervoso central. No
eixo dorso-ventral, sdo secretados, inicialmente, os genes sonic hedgehog (Shh) e da
proteina morfogenética 6ssea (BMP), estabelecendo diversos gradientes. Esses
genes, posteriormente, podem reprimir ou ativar a expressao de outros genes,
fazendo com que o padrao de expressao seja capaz de originar diferentes tipos de
neuronios (ZANNINO; SAGERSTROM, 2015).

Dependendo da localizagdo, as células progenitoras iniciam a expressao de
diferentes genes, formando assim “dominios progenitores” (dP) especificos. O
desenvolvimento da medula espinal €, portanto, dividido em 11 dominios distintos de
progenitores neurais, com cinco dominios ventrais (v3, MN, v2-0 de ventral para
dorsal) e seis dominios dorsais (dP1-6 de dorsal para ventral) (Fig. 12 A) (ZANNINO;
SAGERSTROM, 2015; DREAU et al., 2012).

Especificamente, Shh é um fator secretado pela notocorda e estimula a
expressao deste mesmo gene pela placa do assoalho da medula espinal (WILSON;
MADEN, 2005).

Os diferentes gradientes de Shh determinam a subdivisdo das células neurais
em dominios progenitores distintos no eixo dorso-ventral pela ativacédo da expressao
de genes, como Nkx6.1, Nkx6.2, Nkx2.2 e Olig2, e a inibicdo de expressao dos genes
Pax3, Pax6, Pax7, Dbx1, Dbx2 e Irx3 (Figura 12 B) (ZANNINO; SAGERSTROM,
2015).

Semelhante a expressao do Shh, as proteinas BMPs (BMP4, BMP5 e BMP7),
expressas no ectoderma de superficie adjacente, estimulam e regulam a diferenciacéo
neuronal, modificando as suas concentracdes ao longo de eixo dorso-ventral (Figura
13) (ZANNINO; SAGERSTROM, 2015).

Outros fatores além de Shh e BMP também estéo envolvidos na especificacao
dos dominios neuronais. Por exemplo, os inibidores da expressdo do gene BMP,

expressos ventralmente pela notocorda (cordina, noguina e folistatina) sao
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necessarios a formacgéo de dominios progenitores neurais ventrais. A sinalizacao FGF
também esta envolvida na especificacdo dos dominios progenitores, reprimindo a
expressao de genes como Pax6, Irx3, Dbx1 e Dbx2 (CORRAL et al., 2002).

Em contraste, Wntl, Wnt3a e o acido retindico sdo expressos na placa do teto
e sao necessarias para a formacédo dos dominios progenitores dorsais (Figura 13)
(WILSON; MADEN, 2005; ZANNINO; SAGERSTROM, 2015).

A sinalizacdo de Shh é dependente das proteinas transmembranares: Patched
(Ptc), o receptor Shh, e Smoothened (Smo), que inicia a sinalizagao intracelular. A
ligagdo de Shh ao receptor Ptc faz com que Smo consiga transmitir um sinal
intracelular que resulta na regulacéo da atividade dos membros da familia Gli, os quais
podem ativar ou reprimir genes alvo. Trés proteinas Gli foram identificadas nos
vertebrados: Glil, que possui apenas a funcao ativadora da transcricao, Gli2 e Gli3
que exibem propriedades transcricionais tanto ativadoras quanto repressoras
(ULLOA, 2010; LE DREU; MARTI, 2012).

Todas as trés proteinas Gli sdo expressas na medula espinal e também se
mostraram importantes na especificacdo das células progenitoras. Glil é expresso em
um gradiente ventro-dorsal enquanto que Gli3 mostra um padrao oposto a expressao
de Glil, sendo assim, dorso-ventral. A proteina Gli2 € expressa em todo o eixo dorso-
ventral da medula espinal (Figura 14) (ULLOA, 2010).
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Figura 13: Esquema da formacdo dos dominios de progenitores neurais a partir da

sinalizacdo das proteinas Shh, BMP e Wnt.
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A) O lumen do canal central (CC) é envolvido pela zona ventricular (VZ), onde séo

Nkx6.2

encontradas as células progenitoras proliferativas. Essas células se diferenciam em
neuroblastos pds-midticos, os quais séo distribuidos lateralmente na zona do manto
(MZ). Diferentes subtipos de progenitores neuronais séo distribuidos em uma ordem
especificaao longo do eixo dorso-ventral. Este padrédo € estabelecido pela acdo de Shh,
expresso pela notocorda (N) e pela placa do assoalho (FP), e das proteinas Wnts e
BMPs, produzidas pela placa do teto (RP). Outras moléculas de sinalizacao extracelular
estdo envolvidas na diferenciagc&o padréo dorso-ventral neuronal como, por exemplo,
0 acido retinoico (RA) que é secretado pelos somitos. (B) As expressdes de duas
classes de genes sdo desencadeadas a partir da sinalizagcdo dorso-ventral de Shh:
Classe I, que engloba os genes que séo reprimidos por Shh (Pax 3/7, Ddx1, Ddx2, Irx3
e Pax6) e Classe ll, envolvendo os genes ativados por Shh (Foxa2, Nkx6.2, Nkx6.1, Olig2
e Nkx2.2). As proteinas Gli também podem ser ativadas ou reprimidas por Shh, de forma
que, os genes Glis ativados por Shh séo expressos no sentido dorso-ventral, enquanto
que os que sédo reprimidos, sdo expressos no sentido oposto.

Fonte: (Adaptado de ULLOA, 2010).
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4.4 Somitogénese

Bilateralmente a notocorda, o mesoderma se diferencia em trés éareas
principais: paraxial, intermediario e laterais (somatico e esplancnico). Até o final da
quinta semana, sdo formados de 42 a 44 pares de somitos a partir do mesoderma
paraxial. O desenvolvimento dos somitos ocorre de forma cranio-caudal e estdo
envolvidos na formacéo do esqueleto axial (0ossos da cabecga, vértebras, estruturas
0sseas do torax) e apendicular, além da musculatura lisa e estriada esquelética e da
derme. O numero de somitos pode ser usado para estimar a idade embrionaria
(KAPLAN; SPIVAK; BENDO, 2004; GREENE; COPP, 2009).

Cada somito diferencia-se, inicialmente, em duas porcles: esclerétomo e
dermomiétomo. As células do esclerétomo sdo responsaveis pela formacao de parte
do esqueleto axial, incluindo as vértebras, enquanto o dermomidétomo originarao
células musculares e derme (Figura 14) (KAPLAN; SPIVAK; BENDO, 2004; GREENE;
COPP, 20009).

Figura 14: Diferenciagc&o dos somitos.
Anterior <—s Posterior Ectoderma dorsal

Dermomi6étomo Dermomiétomo

Tuboneural permomiétomo Epaxial _ DML Somito
~

Epaxial .

Notocorda

Broto do membro

Os somitos diferenciam-se em dermomiétomo e em escler6tomo. As células
progenitoras do musculo se separam do dermomiétomo para formar o miétomo
primitivo subjacente.

Fonte: (Adaptado de ENDO, 2015).

Durante a quarta semana, as células do escler6tomo comegam a migrar em

direcéo e ao redor da notocorda e do tubo neural. A migracao destes tipos celulares
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depende de mecanismos moleculares especificos e da interagcdo com estruturas
adjacentes. Os escler6tomos ao redor da notocorda e do tubo neural serdo separados
em uma parte cranial, onde as células estdo dispostas dispersamente, e em uma
porcao caudal, mais densa, para formar o mesénquima (KAPLAN; SPIVAK; BENDO,
2004; MAROTO; BONE; DALE, 2012).

Esse processo é influenciado pelo gene sonic hedgehog (Shh), expresso na
notocorda, para induzir a expressdo de Paxl e Pax9 nas células do esclerétomo
(YUSUF; BRAND-SABERI, 2006; MAROTO; BONE; DALE, 2012).

O espaco formado entre as porcdes cranial e caudal sera preenchido pelas
células da regido caudal dos escler6tomos, as quais migram cranialmente e originam
o anel fibroso do disco intervertebral. O nucleo pulposo, por sua vez, se desenvolvera
a partir das células notocordais (Figura 15) (KAPLAN; SPIVAK; BENDO, 2004).

Figura 15: Inicio da formacao das vértebras a partir dos somitos.
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(A) Durante a metamerizacdo, o mesoderma paraxial forma pares de somitos ao longo
do eixo central do corpo do embrido, bilateralmente ao tubo neural (laranja) e a
notocorda (azul). Cada somito € composto pelo dermatomo (indicado em roxo),
midtomo (indicado por marrom claro) e escler6tomo (indicado em amarelo escuro). O
ectoderma de superficie encontra-se dorsal e o endoderma, ventral aos somitos. (B) As
células do escler6tomo migram dos somitos adjacentes, circundando cada vértebra em
formacdo. Células do dermatomo (préximo do ectoderma de superficie) formardo a
derme, enquanto as células do miétomo, originardo parte do tecido muscular estriado
esquelético. A insercdo B mostra a arquitetura das vértebras, destacando o canal
espinal, os processos espinais e o nucleo pulposo (em azul).

Fonte: (Adaptado de RISBUD; SHAPIRO, 2011).
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Devido aos gradientes de diferentes moléculas sinalizadoras, alguns
subdominios sdo formados no escler6tomo. Desta forma, a parte central esta
localizada perto do miétomo, a parte ventral sera formada por células que expressam
Pax1, a partir da regido ventro-medial do escler6tomo, enquanto as células que nao
expressam Pax1 migram em dire¢éo dorso-medial e formam o subdominio dorsal do
esclerétomo, cujas células expressam Msx1l e Msx2. As células deste subdominio,
sob o controle de BMP4 expresso pelas células do tubo neural, formaréo a parte dorsal

do arco vertebral e o processo espinhoso (CHRIST et al., 2007).

O esclerétomo central formara parte do pediculo do arco vertebral, a costela
proximal e as articulagdes costovertebrais. O escler6tomo ventral originara o corpo
vertebral. O escler6tomo dorsal forma a parte dorsal do arco vertebral e o processo
espinhoso. O esclerétomo lateral dara origem a parte distal das costelas e tenddes,
enquanto as células do escler6tomo medial serdo responsaveis por formar as
meninges da medula espinal e seus respectivos vasos sanguineos (Figura 16)
(CHRIST et al., 2007).

Figura 16: Diferenciac&o do escler6tomo e derivados vertebrais.

(A) Esquema do estagio inicial de diferenciacdo do escler6tomo. Escler6tomo central
(em amarelo), escler6tomo ventral (em vermelho), escler6tomo dorsal (em azul),
escler6tomo lateral (em verde). (B) Esquema demonstrando os derivados vertebrais
dos escler6tomos. O escler6tomo ventral (em vermelho) forma o corpo vertebral,

enquanto o escleré6tomo central (em amarelo) origina os pediculos do arco vertebral, o
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processo transverso, e parte proximal das costelas, incluindo as articulacdes
costovertebrais; o esclerétomo lateral (verde) forma a parte distal das costelas e o
esclerétomo dorsal (em azul), a parte dorsal e 0 processo espinhoso do arco vertebral.
Dr: Costela distal; La: Lamina do arco vertebral; Pe: Pediculo do arco vertebral; Pr:
Costela proximal; Sp: Processo espinhoso, Tp: Processo transversal; Vb: Corpo
vertebral.

Fonte: (Adaptado de SCAAL, 2016).
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4.5 Interacao entre tubo neural e mesoderma paraxial

O mesoderma paraxial adjacente é de grande importancia para o processo de
neurulacéo devido a expressao de fatores que regulam a atividade mitotica das células
do tubo neural e, dessa forma, dao origem a estruturas que, posteriormente, originaréo

o encéfalo e a medula espinal (KALLEN, 1968).

Além disso, por meio de intera¢cBes indutivas, a placa neural esta envolvida na
determinacado da especificacdo e diferenciacdo do mesoderma paraxial que originara
as vértebras. Como por exemplo, o didmetro do canal espinal € diretamente
determinado pelo tamanho do tubo neural e a formacéo das vértebras é devida a
influéncias indutoras do tubo neural e da notocorda (Figura 17) (KALLEN, 1968;
MARIANI et al., 2001).

Figura 17: Interacdo entre o mesoderma e o tubo neural.
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A interagdo indutiva entre as células da placa neural e do mesoderma paraxial esta
relacionada a formacgédo do tubo neural e a diferenciacdo dos escler6tomos, os quais
originardo as vértebras.

Fonte: (Adaptado de KALLEN, 1968).

Desta forma, fatores secretados pelo mesoderma paraxial adjacente, dentre
eles as proteinas Whnt, participam da determinacdo do eixo rostro-caudal da placa

neural. Devido aos altos niveis de proteinas Wnt na regido caudal da placa, as células
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progenitoras neurais adquirem potencial para originarem a medula espinal (KANDEL
et al., 2013). Ainda, a proliferacdo e o rearranjo das células mesenquimais parecem
ser importantes para o processo de fechamento do tubo neural, controlando o
mecanismo de elevacao das pregas neurais. O mesénquima também esta envolvido
nos mecanismos de migracdo das células da crista neural, regulando a diferenciacao
neuronal periférica (YAMAGUCHI; MIURA, 2013; NODEN; TRAINOR, 2005; ZOHN;
SARKAR, 2012; CORRAL et al., 2002).

Durante os estagios posteriores de desenvolvimento, o0 mesoderma cefalico
derivado do paraxial contribui para formacéao de diversas estruturas como 0os musculos
liso e esquelético e alguns elementos cartilaginosos e 6sseos do cranio. As células da
crista neural contribuem para a formacao dos nervos cranianos, vasos sanguineos e
muitos dos elementos 0sseos da cabeca e da face (CORRAL et al., 2002; ZOHN;
SARKAR, 2012).
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4.6 Metabolismo do folato

O folato, termo genérico para 0os compostos que tém atividade vitaminica similar
ao do acido pteroilglutamico, € a forma da vitamina Bg naturalmente encontrada nos
alimentos. A suplementacéo vitaminica com o acido félico, ou vitamina Bo, constitui
uma das principais estratégias empregadas para a prevencdo de malformacdes fetais
graves, principalmente dos defeitos de fechamento do tubo neural, devido a sua
abrangéncia, biodisponibilidade e baixo custo (ALABURDA; SHUNDO, 2007). No
Brasil, a fortificacdo tornou-se obrigatéria a partir de junho de 2004 com a publicacéo
da RDC n. 344, que determinou que as farinhas de trigo e de milho deveriam conter
150ug de &cido félico para cada 100g de farinha (BRASIL, 2002).

Este composto parece estar envolvido no crescimento, diferenciacao,
desenvolvimento, reparagédo e disposicdo do sistema nervoso. Essas fungdes sao
provavelmente mediadas pela sintese de nucleotideos, integridade e transcricdo do
DNA e por mecanismos epigenéticos, incluindo a expressdo génica relacionados a
metilacdo do DNA (KRISHNASWAMY:; NAIR, 2001; REYNOLDS, 2006).

Em condi¢cbes alimentares normais, o folato absorvido € metabolizado, no
intestino e/ou no figado, em 5-metiltetra-hidrofolato (5-metil THF), que consiste no
composto primario de folato absorvido por tecidos ndo-hepaticos. O 5-metil THF deve
ser convertido em tetrahidrofolato (THF), pela acdo da enzima da metionina sintase
(MS) (CRIDER et al., 2012). Ainda, no caso da administracdo do &cido félico, a forma
sintética de folato, este é primeiramente reduzido a di-hidrofolato (DHF), pela acédo da
di-hidrofolato-redutase (DHFR), e subsequentemente convertido a THF. A coenzima
de THF, formada a partir de &cido félico ou do folato, é convertida em 5,10-metileno
THF pela enzima serina hidroximetiltransferase (SHMT), a qual é dependente da
vitamina Bs, € em sequéncia, convertida de forma irreversivel a 5-metil THF, pela
enzima metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR) (Figura 18) (CRIDER et al., 2012).

Esta reacdo é fundamental para manter a remetilacdo de homocisteina em
metionina, por meio da reacdo mediada pela MS dependente de vitamina Bi2. A
metionina € o substrato para a S-adenosilmetionina (SAM), um cofator e doador do

grupo metil para inameras reacdes de metilacdo, incluindo a metilacdo de DNA, RNA,
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neurotransmissores e outras moléculas como fosfolipidios, proteinas e histonas. Uma
série de reacbes dependentes de SAM tém funcdes reguladoras, podendo afetar a
estabilidade do genoma e a transcricdo de genes, bem como a localizacdo da proteina

e a degradacao de pequenas moléculas (Figura 18) (CRIDER et al., 2012).

O cofator SAM transfere para as enzimas DNA Metiltransferases (DNMT),
responsaveis pela metilagdo do DNA, um grupo metil (Figura 18). Existem 3 tipos de
DNMTs: DNMT1, DNMT3a e DNMT3b. O DNMT1 é a mais abundante nas células,
acredita-se que atua como a metiltransferase de manutencéo primaria para metilacéo
do DNA hemimetilado (apenas uma cadeia € metilada), apos a replicacdo do DNA, e
mantem os padrdes de metilacdo do DNA em geracdes de células subsequentes. Em
contraste, DNMT3a e DNMT3b metilam diferentes sequéncias desmetiladas de DNA
do genoma, atuando principalmente durante o desenvolvimento embrionario para
estabelecer os padrdes de metilacdo do DNA (CRIDER et al., 2012).

Figura 18: Metabolismo do folato associado a sintese e metilacdo de DNA.
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Esquemademonstrando areagao de sintese e metilagdo do DNA a partir do folato/acido
folico. O folato é transformado em 5-metiltetra-hidrofolato (5-metil THF), o qual é
convertido em tetrahidrofolato (THF), por meio da enzima metionina sintase (MS). Por
sua vez, o acido folico é primeiramente reduzido a di-hidrofolato (DHF) pela acédo da
enzima di-hidrofolato-redutase (DHFR) e, posteriormente, convertido a THF.
Subsequnetemente, a coenzima de THF é convertida em 5,10-metileno THF pela enzima
serina hidroximetiltransferase (SHMT) e, entdo, reduzida de forma irreversivel a 5-metil

THF por meio da enzima metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR). Esta reacéo é



36

importante para a remetilacdo de homocisteina em metionina por meio da MS. A
metionina é o substrato para o cofator SAM, o qual esta envolvido nas reacfes de
metilacdo de DNA pela acdo das enzimas DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3a e
DNMT3b). Para a ocorréncia da sintese do DNA, a timidilato sintetase (TS) transfere um
grupo metilo do 5,10-metileno THF para dUMP (monofosfato de desoxiuridina),
covertendo-o em dTMP (timidilato), que serainserido no DNA.

Fonte: (Adaptado de CRIDER et al., 2012).

O ciclo de metionina inicia-se com a homocisteina que recebe um carbono do
ciclo do folato através de mTHF para gerar metionina (MET). A metionina, por meio
da enzima metionina adeniltransferase (MAT), € convertida em SAM, que é
desmetilada para formar S-adenosil-homocisteina (SAH). A SAH é convertida
novamente em homocisteina pela enzima S-adenosil homocisteina hidrolase (SAHH)
(Figura 19) (LOCASALE, 2013; BLOM; SMULDERS, 2011).

Outra via metabdlica relacionada ao folato consiste na transulfuracdo. Nesta
via, que esta associada ao ciclo da metionina por meio da homocisteina intermédia, a
serina é convertida em cistationina, pela acdo da cistationina sintase (CBS). A
cistationina é, entdo, clivada pela enzima cistationina-liase (CGL) para gerar a-
cetobutirato (aKB) e cisteina, sendo que esta pode ser desviada para producao de
glutationa e para o metabolismo de outros compostos (Figura 19) (LOCASALE, 2013;
BLOM; SMULDERS, 2011).
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Figura 19: Metabolismo do folato e da metionina

Acido
folico

A
—~— * DHFR
SHMT : MAT
GLDC ; A
me-THF 1S THF MET DMG SAM
S
Metil-
I B12 BHMT transferase
Betaina '
F-THF e mTHF Ch,
hCYS - SAH
SAHH

« CBS
4 Cistationina

f COL_. k8

\(Cisteina).«:»| Glutationa

O esquema mostra a interligacdo do metabolismo do folato (inserido no circulo azul
claro) e da metionina (indicado no circulo marrom). As setas bidirecionais indicam as
etapas reversiveis; setas tracejadas indicam as varias etapas bioquimicas. O acido
folico é reduzido a tetrahidrofolato (THF), que é convertido em 5,10-metileno-
tetrahidrofolato (me-THF), por meio da enzima serina hidroximetil transferase (SHMT).
Me-THF é, entdo, reduzido a 5-metiltetrahidrofolato (mTHF) pela enzima metileno-
tetrahidrofolato redutase (MTHFR) ou é convertido em 10-formiltetrahidrofolato (F-THF).
A homocisteina recebe um carbono, gerado pelo ciclo do folato, através do mTHF,
gerando metionina (MET). A metionina é convertida em S-adenosilmetionina (SAM) pela
acado da enzima metionina adeniltransferase (MAT), que sofre desmetilac&o e forma S-
adenosil-homocisteina (SAH). A SAH é convertida novamente em homocisteina pela
enzima S-adenosil homocisteina hidrolase (SAHH). A via de transsulfuragéo (indicada
pelo circulo azul escuro) esta ligada ao ciclo da metionina e consiste na conversao de
serina em cistationina pela acdo da enzima cistationina sintase (CBS). A cistationina é,
entdo, clivada pela enzima cistationina-liase (CGL), gernado a-cetobutirato (aKB) e
cisteina, a qual esta relacionada com a producao de glutationa.

Fonte: (Adaptado de LOCASALE, 2013).
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Particularmente no SNC, a falha ou blogueio do suprimento de folato resulta
em diminuicdo da sintese de purina, timidina, nucleotideos e DNA, bem como na
interrupcéo da transcricdo do DNA, metilacédo, expressao génica e outros mecanismos
epigenéticos relacionados ao crescimento, diferenciacdo e reparacao de tecidos no
geral (REYNOLDS, 2006).

Conforme citado anteriormente, a deficiéncia de folato esta associado a um
risco aumentado de defeitos do tubo neural. Os mecanismos pelos quais 0s baixos
niveis de folato contribuem para esses transtornos permanecem desconhecidos. A
disponibilidade inadequada de folato durante a divisdo celular pode resultar na
producdo comprometida de dTMP, de modo que dUMP pode ser substituido na
sequéncia de DNA. Este evento pode desencadear tentativas de reparacao do defeito
e aumenta a frequéncia de quebras cromossO6micas desestabilizando o DNA (CRIDER
et al., 2012).

A deficiéncia de folato pode também ter efeitos deletérios nas células,
permitindo a acumulacdo de homocisteina, uma substancia potencialmente toxica,
produzida pela desmetilagdo de metionina. O excesso de homocisteina é derivada a
partir de tecidos extra-hepéticos, os quais que ndo apresentam a via de transulfuracéo
completa, causando a homocisteinaria (ZETTERBERG, 2004).

O sistema nervoso pode ser particularmente sensivel ao acumulo de
homocisteina extracelular, a qual promove a excitotoxicidade por meio da estimulacéo
dos receptores NMDA e danos ao DNA neuronal, desencadeando a apoptose
neuronal (REYNOLDS, 2006; ZETTERBERG, 2004).
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4.7 Mecanismos fisiopatoldgicos da espinha bifida

A espinha bifida cistica é caracterizada pela exposi¢cdo das meninges, raizes
nervosas e medula espinal por meio de aberturas nos arcos vertebrais devido ao
fechamento inadequado do tubo neural durante a neurulacdo primaria. Em
contrapartida, falhas da neurulagédo secundaria acarretam formas menos comuns de
DTNs, onde o tubo neural em desenvolvimento ndo se separa de outros tecidos
(GREENE; COPP, 2009; KIBAR; CAPRA; GROS, 2007).

Consequentemente, as alteragcbes nos processos de neurulacdo estao
envolvidas na inadequada diferenciacdo do ectoderma de superficie do ectoderma
neural, além de afetar a migracdo do mesénquima para a posicao dorsal do tubo
neural, permanecendo na posicao lateral, resultando em falhas na formacao das
vértebras, dos ligamentos e dos musculos e da pele desta regido (Figura 20) (ROSSI
et al., 2004).

Figura 20: Neurulacdo e a origem da espinha bifida oculta e cistica.
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Neurulacaosecundaria, 20 - 40 dias
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(A) Esquemas de secOes transversais do tubo neural, mostrando o processo de
neurulacdo primaria, que envolve dobramento da placa neural, convergéncia das
pregas neurais e fechamento do tubo neural. (B) Fotomicrografia apresentando o
processo normal de fechamento do tubo neural durante a neurulagcdo priméaria em
embrido humano. (C) A falha do processo da neurulagéo primaria, na quarta semana do
desenvolvimento embrionario acarreta a mielomeningocele. (D) Esquemas de secbes
sagitais do tubo neural mostrando o processo de neurulacéo secundaria, que envolve
a condensacgdo da eminéncia caudal, seguida pela formag¢do do lumen (canalizacédo),
conclusédo da neurulacdo secundaria e regresséo da cauda. Este processo finaliza-se
na sexta semana do desenvolvimento. (E) Fotomicrografia apresentando o processo
normal neurulacdo secundaria em embrido humano. (F) A falha do processo da
neurulagdo secundaria determina a ndo separacao dos tecidos ndo-neuronais, levando
a ocorréncia do disrafismo espinal fechado. No, notocorda; Np, placa neural; So,
somito.

Fonte: (Adaptado de COPP et al., 2015).
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4.8 Fatores genéticos e genes candidatos envolvidos na ocorréncia da espinha
bifida

Diversas evidéncias sugerem o envolvimento de fatores genéticos na
ocorréncia dos DTNs. Desta forma, o risco de recorréncia estimado em irméos € 2-
5%, sendo 50 vezes maior que o observado na populacdo em geral. Além disso, a
recorréncia em casos de histéria familiar indica que estes fatores genéticos
relacionados com os DTNs sé&o transmitidos, preferencialmente, pela made (MARCO
et al., 2011).

Estudos com animais demonstraram que existem até 100 genes mutantes que
afetam a neurulacdo e quase todos eles apresentam homélogos em humanos
(PADMANABHAN, 2006). Muitos destes genes estado envolvidos no metabolismo do
folato, como é o exemplo do gene que codifica a enzima MTHFR, que catalisa a
conversao de 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF) em 5-metiltetrahidrofolato (5-
MTHF) e proporciona a doacdo de um grupo metil para a remetilagcdo da homocisteina
(Ll; WAHLQVIST; LI, 2016).

Além do gene MTHFR, outros genes envolvidos no metabolismo de folato e que
estdo relacionados com a ocorréncia de DTNs estdo listados na Tabela (LI;
WAHLQVIST; LI, 2016).

Tabela 1 — Genes associados ao metabolismo do folato e aos defeitos do tubo neural.

Gene SNP
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) (677T; A1298C
Metilenotetrahidrofolato desidrogenase (MTHFD1) (G1958A
Cistationina beta sintase (CBS) 844ins68bp; 31bpVINR
Metionina sintase (MS) A27566
Metionina sintase redutase (MTRR) A666
Serina hidroximetil transferase (SHMT) C1420T; A TCTT1721-1724
Betalna-homocisteina metiltransferase (BHMT) G742A
Dihidrofolato redutase (DHFR) A19 bp
Timidilato sintase (TYS) 28-bp repeat in 5'UTR
Receptor de folato beta (FRB) rs651646 (A/T)
Transportador de folato 1 (RCF1) A80G
Gene da transcobalamina (TC) (776G; A701G

Fonte: (Adaptado de MARCO et al., 2011).
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Além disso, outros genes nao relacionados ao metabolismo do folato
demonstraram envolvimento na ocorréncia de espinha bifida, como é o caso do gene
gue codifica o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o gene SHH, e os
genes da familia PAX, que sdo expressos durante a embriogénese e que sao de
extrema importancia na formacdo do tubo neural e, posteriormente, da medula

espinal.
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4.8.1 Gene MTHFR (Metilenotetrahidrofolato Redutase)

Nesta enzima ocorre a substituicdo de uma Alanina por Valina (transicdo C>T
no nucleotideo 677). Uma deficiéncia na enzima MTHFR acarreta aumento da
concentragcdo plasmatica de homocisteina, conhecida como hiper-homocisteinemia,
gue além de favorecer a instalacdo de placas de ateroma nas artérias elasticas e
musculares, também pode acometer vasos de todos os calibres com tromboses tanto
arteriais quanto venosas. No ciclo de metilacdo, o grupo metil do 5-MeTHF é
transferido para homocisteina para produzir metionina. A metionina € convertida a S-
adenosilmetionina, que consiste na principal doadora de grupos metil. A perda de um
grupo metil da S-adenosilmetionina gera S-adenosilhomocisteina, sendo esta um forte
inibidor das metiltransferases e, assim, deve ser removida por meio de sua conversao
a homocisteina e adenosina (BLOM et al., 2006; ZETTERBERG, 2004).

Polimorfismos no dominio catalitico do gene MTHFR, por meio da substituicdo
de uma alanina por valina, no nucleotideo 677 (677 C>T), determina a formacéo de
uma enzima termolabil, com sua atividade in vitro reduzida em 70% em homozigotos
e 35%, em heterozigotos. A homozigose para o alelo 677T acarreta em aumento
plasmatico dos niveis de homocisteina, principalmente em individuos que apresentam
concentracdes baixas de folato. Além disso, a concentracdo elevada de homocisteina
inibe a sintese de desoxitimidilato (dTMP) por meio da reducéo da atividade do cofator
5-MeTHF, que converte dUMP para dTMP, alterando o processo de sintese do DNA
(BLOM et al., 2006; ZETTERBERG, 2004).

Um segundo polimorfismo do gene da MTHFR é uma transi¢éo 1298 A>C, que
resulta da troca do glutamato em alanina. O alelo 1298C também determina
diminuicdo na atividade da enzima MTHFR, embora ndo na mesma intensidade que
o alelo 677T (BLOM et al., 2006).

Ensaios in vitro revelaram que individuos heterozigotos para os alelos 677T e
1298C, que produzem um genotipo 677CT/1298AC, apresentam reducao de 40 a 50%
na atividade da enzima MTHFR, possuindo um perfil bioquimico semelhante ao
observado entre os homozigotos 677T e, portanto, aumento dos niveis de

homocisteina e diminuigcdo dos niveis de acido folico plasmaticos. Por outro lado,
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resultados de estudos recentes indicaram que o polimorfismo 1298A>C né&o contribui
significativamente para a hiper-homocisteinemia (ZETTERBERG, 2004).

A metilagdo reduzida associada a homocisteina elevada e ocorréncia de DTNs
levou a analise de variantes em outros genes que poderiam influenciar o ciclo de
metilacdo (MTR, MTRR, BHMT e BHMT2) ou da transulfuracdo (CBS) de
homocisteina. Polimorfismos no gene CBS, que codifica uma enzima que converte a
homocisteina em cistationina, demonstrou ser capaz de elevar os niveis de
homocisteina. No entanto, ndo foram encontradas evidéncias confirmando a
associacao do polimorfismo isolado do gene CBS com 0os DTNs (GREENE; STANIER;
COPP, 2009; BOYLES; HAMMOCK; SPEER, 2005).
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4.8.2 Via de sinalizacao SHH

A via sinalizacdo do Hedgehog (Hh) foi caracterizada inicialmente em
Drosophila sendo, posteriormente, demonstrado que a maioria dos componentes da
via Hh e os mecanismos de transducao de sinal, sédo similares em vertebrados (LEE;
ZHAO; INGHAM, 2016).

A atividade da via sinalizadora do gene Sonic Hedgehog (SHH), o principal
membro da familia Hh, é essencial durante os eventos que ocorrem durante a
embriogénese, incluindo a estabilizacdo do eixo direito-esquerdo, o padréo
dorsoventral do tubo neural, o desenvolvimento craniofacial, o desenvolvimento do
cérebro, da hipdfise, dos membros, além de induzir a proliferacdo de células
mesenquimais e a diferenciacdo da ectoderme. Inicialmente, o gene SHH é expresso
na notocorda e nas células da placa neural, sendo responsavel pela regulacdo dos
centros organizadores do prosencéfalo e do rombencéfalo (MING; ROESSLER,;
MUENKE, 1998; MCMAHON; INGHAM; TABIN, 2003; BRISCOE; THEROND, 2013).
O gene SHH também esta envolvido na especificacdo dos tipos celulares no tubo

neural (conforme descrito no item 4.3)

Esta via de sinalizacdo € iniciada por meio de um processo autocatalitico,
produzindo um dominio N-terminal (Shh-N), que possui atividade sinalizadora, e um
dominio C-terminal, que ndo colabora com a sinalizacdo (VILLAVICENCIO;
WALTERHOUSE; IANNACCONE, 2000). Durante a clivagem, uma molécula de
colesterol é adicionada ao grupo carboxila do dominio N-terminal, a qual esta
envolvida no transporte, secrecao e a interacdo do ligante com o seu receptor (MING;
ROESSLER; MUENKE, 1998; VILLAVICENCIO; WALTERHOUSE; IANNACCONE,
2000; WALTERHOUSE; YOON; IANNACCONE, 1999).

Em sequéncia, a proteina SHH clivada sofre uma reacdo de palmitacéo,
tornando-as altamente hidrofébicas (RYAN; CHIANG, 2013; BRISCOE; THEROND,
2013; GOROJANKINA, 2016).

Desta forma, a proteina SHH interage com um complexo receptor composto de
duas proteinas transmembranas, patched (PTCH 1 e 2) e smoothened (SMO). PTCH
constitui a subunidade de ligagcéao, enquanto que SMO é responsavel pela transducéao
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do sinal mediada por proteinas da familia Gli de fatores de transcricdo. A ligacdo de
Shh ao receptor PTCH, as interagbes PTCH-SMO séo alteradas de forma que o SMO
deixa de ser reprimido, o que leva a ativacdo de um ou mais membros da familia de
fatores de transcricdo GLI1, GLI2, GLI3, que sado translocados para o nucleo, onde
irdo controlar a transcricdo de genes alvo. Na auséncia da sinalizagdo por SHH, a
familia de receptores PTCH inibem o transdutor de sinal SMO (Figura 23) (MING;
ROESSLER; MUENKE, 1998; VILLAVICENCIO; WALTERHOUSE; IANNACCONE,
2000; WALTERHOUSE; YOON; IANNACCONE, 1999).

Trés fatores de transcricao Gli (Glil, 2 e 3) sdo expressos no tubo neural, sendo
qgue Glil e Gli2 sao fatores ativadores e Gli3 € repressor da transcricdo do gene-alvo
(MING; ROESSLER; MUENKE, 1998; WALTERHOUSE; YOON; IANNACCONE,
1999; DESSAUD; MCMAHON; BRISCOE, 2008; CHEN; JIANG, 2013).

Figura 21: Esquema da sinalizagdo de Shh em vertebrados na auséncia e presenca de
Shh.

A Na auséncia deShh B Na presencade Shh

Extracelular Extracelular

3 -
~ Ve

Smo —

Citoplasma %) Citoplasma

(A) Na auséncia de Shh, o receptor Patched 1 (Ptchl) reprime a atividade da proteina
Smo. Outras moléculas envolvidas na sinalizacdo Shh s&o expressas na superficie
celular, incluindo Hhipl, que bloqueia a ativacdo da via de sinalizacédo, e Cdo, Boc e
Gasl, que atuam na ativacdo da via. (B) Quando a proteina Shh se liga ao receptor
Ptchl, Smo deixa de ser inibida, iniciando a sinalizacdo Shh. Além de Smo, outras
proteinas sdo importantes para a transducéo do sinal, por exemplo, a proteina quinase

A (PKA), cujo envolvimento ainda ndo é bem esclarecido. A sinalizagdo de Smo
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promove a ativacdo ou bloqueio dos fatores de transcricdo Gli. Trés fatores de
transcricdo Gli (Glil, 2 e 3) sdo expressos no tubo neural, sendo a expressao de Gli3
inibida quando exposta a altos niveis de Shh. Na auséncia de Shh, Gli3 sofre um
processo proteolitico e gera um repressor de transcricdo (GliR). Da mesma forma, na
auséncia de sinalizacdo Shh, Gli2 também sofre protedlise mas, diferentemente de Gli3,
ele € quase que completamente degradado (representado nos circulos amarelos).
Finalmente, a expressdo de Glil é dependente da ativacdo de Gli2/3 (GliA). Glil é
transportado para fora do ntcleo na auséncia de sinalizacdo ativa.

Fonte: (Adaptado de DESSAUD; MCMAHON; BRISCOE, 2008).

Entretanto, a via de sinalizagdo Shh em vertebrados € dependente da presenca
de um cilio primario (PC). A presenca de varios componentes da via Shh nesta
organela evidencia a sua importancia. Foi demostrado que, na auséncia de ligante, o
receptor Ptch se acumula no PC, mas, na presenca de Shh, o receptor se desloca
lateralmente, e bloqueia a inibicdo da proteina Smo (MILENKOVIC et al., 2015).
Parece que o PC também esté envolvido nos processos de repressao dos fatores Gli,
por meio da producdo de cAMP e a ativacdo concomitante de PKA (LEE; ZHAO;
INGHAM, 2016).
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4.8.3 PDGF, PDGFRa e sinalizagao PI3K

O fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), identificado ha mais
de trés décadas, apresenta acdo sobre o controle da proliferacdo em fibroblastos,
células de musculo liso e células da glia, além de estar relacionado com o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (SORIANO, 1997; ANDRAE; GALLINI;
BETSHOLTZ, 2008).

Em mamiferos, um total de nove genes diferentes codificam quatro cadeias
PDGF diferentes (PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C e PDGF-D) (ANDRAE; GALLINI;
BETSHOLTZ, 2008). O PDGF-B é principalmente expresso em células endoteliais
vasculares, megacariécitos e neurénios, enquanto que PDGF-A e PDGF-C séao
expressos em células epiteliais, musculo e células neurais progenitoras. A expressao
de PDGF-D ainda ndo esta bem caracterizada, mas aparentemente ocorre em
fibroblastos (SORIANO, 1997; ANDRAE; GALLINI; BETSHOLTZ, 2008).

Os PDGFs atuam por meio de dois receptores (PDGFR-a e PDGFR-) com
estruturas comuns, incluindo cinco dominios de imunoglobulina extracelulares e um
dominio de tirosina quinase (TK) intracelular (ANDRAE; GALLINI; BETSHOLTZ,
2008). O PDGFR-a é amplamente expresso em células mesenquimais e esta
envolvido na formagdo dos somitos e na diferenciacdo do esclerétomo e do
dermatomo. AlteracBes na ativacdo desses receptores afetam o desenvolvimento
vertebral e da musculatura dorsal, podendo causar espinha bifida (SORIANO, 1997;
ANDRAE; GALLINI; BETSHOLTZ, 2008; PICKETT; OLSEN; TALLQUIST, 2008).

O PDGFR-a esta associado com as vias de sinalizagao fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) e Ras-MAPK (Proteina quinase ativada por mitbgenos) as quais estao
envolvidas em alguns processos do desenvolvimento embrionario (ANDRAE;
GALLINI; BETSHOLTZ, 2008). Em estudos experimentais, embrides contendo
delecdo do gene que codifica 0 PDGFR-a apresentaram desenvolvimento anormal
dos somitos correlacionado a malformacdes das costelas e das vértebras. Também
foi demostrado que os embrides que apresentam falhas da via de sinalizacdo PI3K

desenvolvem anormalidades esqueléticas, principalmente na formacédo do arco
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vertebral, resultando em espinha bifida (ANDRAE; GALLINI; BETSHOLTZ, 2008;
PICKETT; OLSEN; TALLQUIST, 2008).

O PI3K pertence a uma familia de enzimas de fosfoinositideos e sua
sinalizacdo inclui as vias de serina/treonina quinase tais como Akt/PKB (proteina
serina/treonina quinase b), alguns membros da familia PKC e pequenas GTPases da
familia Rho (Figura 22). A ativagdo da via de sinalizacao PI3K, por meio do PDGFR-
a, promove a reorganizacdo da actina citoplasmatica, movimentos celulares dirigidos,
estimulacdo do crescimento celular e inibicdo da apoptose (Figura 22) (PICKETT,;
OLSEN; TALLQUIST, 2008).

Figura 22: Esquema das vias de sinalizag&o relacionadas ao PDGFR-a.
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A ligacédo do PDGF ao seu receptor PDGFR-a resulta na ativacéo da vias de sinalizacéo
RAS/MAPK e PI3K (PI3K-AKT-mTOR), envolvidas na proliferacdo celular, inibicdo da
apoptose, regulacdo da actina, entre outros processos celulares (PICKETT; OLSEN;
TALLQUIST, 2008).

A sinalizacéo de PI3K por PDGFR-a é essencial para a migracédo celular do
mesénquima dorsal derivado dos somitos e, a interrupcdo desta sinalizacdo, pode
conduzir a espinha bifida (SORIANO, 1997; BETSHOLTZ, 2003).

O papel exato de PDGF-A e de PDGF-C no desenvolvimento dos somitos

nao é conhecido, mas evidéncias sugerem que estas moléculas participam na
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interacdo reciproca entre o miétomo e o escler6tomo, além da diferenciagdo dos
condrdcitos nas células esclerotomicas (SORIANO, 1997; BETSHOLTZ, 2003).
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4.8.4 Familia de genes PAX

Os genes Pax (Paired box) codificam uma familia de fatores de transcricdo
que controlam processos complexos de diferenciagdo em diferentes linhagens
celulares (BLAKE; ZIMAN, 2014). Estudos experimentais e andlises genéticas em
humanos revelaram que esta familia de genes possui importante papel no
desenvolvimento de varios 6rgaos e tecidos, incluindo as vértebras (PAX1), o sistema
nervoso central (PAX2, PAX5, PAX8, PAX6, PAX3 e PAX7), as células de Schwann
(PAX3 e PAX7) e a musculatura estriada esquelética (PAX3 and PAX7). Eles exibem
padrées de expressdo dinamicos durante a organogénese, como demostrados pelos
fendtipos resultantes das mutagcdes nestes genes, como por exemplo, a mutacéao de
Pax1l, o qual é expresso no escler6tomo, acarreta anormalidades esqueléticas,
enquanto que mutagdes no gene Pax3 leva a anomalias em estruturas derivadas dos
miétomos, tubo neural e crista neural (MANSOURI; HALLONET; GRUSS, 1996).

Além disso, 0s genes Pax sdo expressos na parte rostral do cérebro: Pax6
no telencéfalo, Pax3 e Pax7 no mesencéfalo, e Pax2, Pax5 e Pax8 no limite
mesencéfalo/mielencéfalo. Na medula espinal, os genes Pax exibem padrées de
expressao restritos ao longo do eixo dorso-ventral (MANSOURI; HALLONET; GRUSS,
1996).

O Pax1 e o Pax9 séo os unicos genes da familia Pax que ndo sdo expressos
no sistema nervoso central. A expressao de Pax1 é primeiramente detectada na parte
ventral dos somitos (escler6tomo) e, subsequentemente, na coluna vertebral em
desenvolvimento, 0 que sugere sua importancia na especificacdo do esclerétomo
(WEHR; GRUSS, 1996). A expressdo de Pax9 no esclerétomo é semelhante ao do
Pax1l, com excecdo de que as ceélulas mais proximas da notocorda expressam,
preferencialmente, niveis elevados de Paxl e baixos de Pax9, enquanto que o
contrario ocorre em células localizadas mais lateralmente, na regido do esclerétomo
(Figura 23) (DAHL; KOSEKI; BALLING, 1997).

Para essas células, as diferencas nos niveis de proteinas Pax1 e Pax9 a qual
sao submetidas podem ser criticas, de modo que a perda da expressédo de um destes

genes pode ser compensada parcialmente pela presenca do outro (DAHL; KOSEKI,
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BALLING, 1997). Nestes casos, 0s corpos vertebrais e os discos intervertebrais sao
especificamente afetados (Figura 23) (DAHL; KOSEKI; BALLING, 1997).

Figura 23: Genes Pax envolvidos na condrogénese e na diferenciacédo das linhagens de

células progenitoras da musculatura estriada esquelética dos tenddes.
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Nas células da porgdo ventromedial dos somitos que se diferenciam em escler6tomo
(representadas em verde), os genes Paxl e Pax9 séo expressos de forma Shh-
dependentes. Naregido dorsolateral do escler6tomo, no sindesmo6tomo (verde escuro),
as expressfes dos genes Pax 1 e Pax9 séo inibidas, ocasionando a diferenciacédo das
sindesmoses. Em contrapartida, o dermomidétomo se alonga dorsomedial e
ventrolateralmente, diferenciando-se. A expressdo do gene Pax3, entdo, torna-se
restrita ao miétomo, em sua porcao epiaxial (representado em vermelho) e hipoaxial
(em azul escuro). Com a formacdo dos midcitos secundérios, as duas regides do
midtomos sofrem delaminacdo e migracdo, originando os midétomos epiaxial (em
laranja) e hipoaxial (azul claro). O gene Pax7 é principalmente expresso nas células da

porcdo média do dermomiotomo (representado em rosa); estas células Pax3*Pax7*
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também se delaminam e originam progenitores necessarios para o crescimento e
desenvolvimento da musculatura estriada esquelética.
Fonte: (Adaptado de BLAKE; ZIMAN, 2014).

Pax6, Pax3 e Pax7 sdo os primeiros genes Pax a serem expressos no tubo
neural em diferenciacdo. O Pax6 esta presente na placa basal e intermediaria,
enguanto que o Pax3 e 0 Pax7 sdo expressos na placa alar. O dominio de expressao
de Pax6 é parcialmente sobreposto com Pax3 e Pax7 (Figura 24 A). Este padrao de
expressao especifico sugere que esses fatores de transcricdo podem desempenhar
um papel importante durante o estabelecimento da polaridade dorso-ventral na
medula espinal (WEHR; GRUSS, 1996; GRUSS; WALTHER, 1992).

Um segundo grupo de genes Pax (Pax2, Pax5 e Pax8) é expresso nas células
pos-mitéticas da zona intermediaria na medula espinal e no rombencéfalo (Figura 24
B) (WEHR; GRUSS, 1996).

Figura 24: Representacdo esquematica da expressdo dos genes Pax no

desenvolvimento da medula espinal.
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Esquema de secgdes transversais do tubo neural em diferenciagdo mostrando a
expressdo de genes da familia Pax ao longo do eixo dorso-ventral. (A) Em embrido de
camundongo aos 8,5 d.p.c. (B) Em embrido de camundongo aos 11,5 d.p.c. AP: placa
alar, BP: placa basal, d.p.c: dia p6s coito, 1Z: Zona intermédia, FP: placa do assoalho,
SL: Sulcus limitans, RP: placa do teto, VZ: zona ventricular.

Fonte: (Adaptado de WEHR; GRUSS, 1996).
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4.9 Fatores ambientais relacionados a ocorréncia de espinha bifida

Uma vez que os DTNs sdo de origem multifatorial, € de grande interesse a
compreensao das interacbes gene-ambiente, principalmente com relagdo a alguns
teratdgenos que, reconhecidamente, podem aumentar o risco dos DTNs. Essas
interacbes podem contribuir com as variacfes sazonais ou geogréficas atribuidas a
incidéncia destas anomalias (DETRAIT, 2005; COPP; GREENE, 2010).

Desta forma, a deficiéncia de folato, 0 aumento da ingestdo acido retindico, a
ingestdo de alcool e o tratamento terapéutico com anticonvulsivantes, como a
carbamazepina e acido valpréico, durante a gravidez, além do diabetes melitus,
obesidade materna, deficiéncia de zinco e hipertermia estédo relacionados ao aumento
do risco de ocorréncia de espinha bifida (Tabela 2) (NORTHRUP; VOLCIK, 2000;
MARCO et al., 2011).

Tabela 2: Fatores ndo genéticos associados a defeitos do tubo neural.

Categoria Agente teratogénico Provavel mecanismo

Carbamazepina
Antagonistas do

Fumonisina Inibicdo da absorgéo do folato
folato
Trimetoprim
Glicemia néo Hiperglicemia materna ou
. Aumento da morte celular
controlada obesidade

Inibidores da enzima Interrupcédo da sinalizagéo

Acido valpréico

histona desacetilase intracelular

Folato Desregulacéo do

i metabolismo do folato

Deficiéncia de Inositol
micronutrientes : .

Vitamina B12 Desregulacao da fosforilagéo

Zinco da Proteina Quinase C
Alteracdo térmica Hipertermia materna Desconhecido

Fonte: (Adaptado de MARCO et al., 2011).

O acido valpréico, em doses acima de 1000 mg/dia, esta associado a 1 - 2%
dos casos de DTNs, causando também malformacdes urogenitais, craniofaciais e

cardiacas. Foi demostrado o &cido valproico é um antagonista do acido folico, levando



55

a regulacdo negativa do gene do receptor de folato (FOLR1). A carbamazepina
também esta associada a um risco de 1% na ocorréncia da espinha bifida (SALIH;
MURSHID; SEIDAHMED, 2014; MARCO et al., 2011).

Estudos mostraram que o acido valproico provoca hipometilacdo do DNA,
sugerindo que o mesmo afeta a sintese de metionina por meio da atividade da
metionina sintase, interrompendo e comprometendo o ciclo de metilagdo do
DNA. Mais recentemente, mostrou-se que as histonas desacetilases séo alvos diretos
do acido valprdico, onde o processo de desacetilacao de residuos de lisina nas caudas
das histonas induzem a repressao transcricional por meio da condensacdo da
cromatina. Os farmacos que modulam o estado de acetilacdo das histonas, como 0s
inibidores de histonas desacetilases, podem inibir o crescimento celular e induzir sua
diferenciacdo, o que pode alterar o padrdo normal de desenvolvimento embrionario
(HILL et al., 2010).

A monoterapia com carbamazepina, um antagonista do folato, apresentou-se
significante na ocorréncia da espinha bifida em comparacdo com a auséncia do uso
de farmacos antiepiléticos, mas o risco foi significativamente menor quando
comparada com a exposicdo ao acido valproico (HILL et al., 2010; MATLOW; KOREN,
2012).

Também tem sido demonstrado, em roedores, que a hipertermia materna pode
ser um potente teratdgeno causador de DTNs. Além disso, relatos clinicos sobre
casos de DTNSs, apos episodios de febre materna ou apés a participacao de atividades
onde ocorre aumento de temperatura corporal materna no inicio da gravidez, tem
confirmado a associacao entre hipertermia e risco aumentado da ocorréncia de DTNs
(SALIH; MURSHID; SEIDAHMED, 2014; DETRAIT, 2005).

Além disso, a exposicdo materna a pesticidas, por meio do consumo durante a
gravidez de milho contaminado por fumonisina, foi associada ao desenvolvimento
anormal do tubo neural, em populacbes que tém o milho como alimento
basico (SALIH; MURSHID; SEIDAHMED, 2014).
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4.10 Prevencdo da espinha bifida por meio da suplementagcdo com acido folico

O acido folico € composto de trés unidades — um anel de pterina, acido p-
aminobenzadico, e acido glutamico. A quantidade diaria necessaria esta normalmente
presente em um grande numero de alimentos. O folato é uma vitamina hidrossolavel
do complexo B (Vit. B9), e pode ser encontrada principalmente em vegetais de folhas
verdes (o termo folato deriva da palavra latina folium, que significa folha), na forma de

poliglutamato, com 2 a 7 residuos de acido glutamico (PITKIN, 2007).

A forma oxidada e sintética do folato, denominada &cido félico, pode ser
encontrada em alimentos fortificados e suplementos alimentares contendo um Unico
glutamato e € mais biodisponivel que o folato natural dos alimentos. Uma vez
transportado para dentro das células, o &cido félico € reduzido a tetrahidrofolato, forma

biologicamente ativa no corpo (BEAUDIN; STOVER, 2007).

O acido félico/folato é fundamental no processo da multiplicacdo celular, sendo,
portanto, imprescindivel durante a gravidez. O folato interfere no aumento dos
eritécitos, no alargamento do Utero e no crescimento da placenta e do feto. Atua como
coenzima no metabolismo de aminoacidos (glicina), sintese de purinas e pirimidinas,
sintese de acido nucléico DNA e RNA e é vital para a divisdo celular e sintese proteica.
Consequentemente, sua deficiéncia pode acarretar alteracdes na sintese de DNA e
alteracdes cromossdmicas (SANTOS; PEREIRA, 2007).

Em 1992, o Centers for Diseases Control and Prevention (CDC) recomendou a
ingestdo de 0,4 mg/dia de &cido félico para as mulheres que planejassem engravidar
e com historia familiar negativa de DTN, mas para mulheres com alto risco a
recomendacao era de 4mg/dia. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) publicou, em 2005, um regulamento técnico sobre a ingestdo diaria
recomendada de proteina, vitaminas e minerais e que, no caso do acido folico, sugere-
se 0,4mg/dia para mulheres ndo gestantes em idade feértil e 0,6mg/dia para gestantes
(OLIVEIRA; REGGIOLLI; RIBEIRO, 2014).

As principais fontes de acido félico sdo os vegetais de coloracdo verde escuro,
frutas citricas, cereais, visceras, feijao, abacate, abdbora, batata, carne de vaca, carne

de porco, cenoura, couve, figado, laranja, leite, maca, milho, ovo, queijo e alimentos
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enriquecidos (sob forma sintética). Ha também a suplementacdo sob forma de
comprimidos, muitas vezes distribuidos gratuitamente em ambulatérios publicos para
gestantes carentes (OLIVEIRA; REGGIOLLI; RIBEIRO, 2014; SANTOS; PEREIRA,
2007).

Recomenda-se que o alimento seja ingerido cru ou parcialmente cozido por
conta da instabilidade do &cido félico a altas temperaturas. Alimentos contendo acido
félico devem ser preparados com cuidado devido a sua fragilidade, podendo diminuir
a sua quantidade em até 70% ou 100%, principalmente se o alimento sofrer um
excesso de cozimento. (OLIVEIRA; REGGIOLLI; RIBEIRO, 2014).

A suplementacdo com acido félico demonstra resultado positivo na prevencao
de malformacdes, tendo reducédo de 45% a 80% da ocorréncia de DTN tanto em
populacdes de alto risco como nas de baixo risco, desde que o0 mesmo comece a ser
administrado com pelo menos 30 dias antes da possivel concep¢do, na dosagem
correta (0,4 mg/dia), e para populagdes de risco a dose recomendada (4 mg/dia) deve
ser iniciada 90 dias antes da concepcdo e mantida pela embriogénese (até 122
semana) (OLIVEIRA; REGGIOLLI; RIBEIRO, 2014).

Até o momento o mecanismo pelo qual o &cido félico previne os defeitos do
tubo neural ndo é bem conhecido. Alguns estudos sugerem que este micronutriente
corrige uma deficiéncia nutricional ja instalada, enquanto que outros indicam que a
funcao seria de compensar as deficiéncias que alguns individuos tém em processar o
acido folico (SANTOS; PEREIRA, 2007).
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4.11 Procedimento cirurgico in Gtero para correcdo da espinha bifida

O tratamento cirargico, intrauterino, para a correcdo de espinha bifida
(principalmente a mielomeningocele e meningocele) em fetos, diagnosticada
rotineiramente antes da 20° semana de gestagao, mostrou ser uma opcao terapéutica
importante, proporcionando melhora no prognostico neuroldgico na evolucdo dos
recém-nascidos afetados, determinando maior preservacdo medular e melhores
resultados clinicos, quando comparada a corre¢cao pos-natal. Além disso, os pacientes
acometidos pela mielomeningocele apresentam  diferentes graus de
comprometimento motor em membros inferiores, restrigdo no desenvolvimento
intelectual, disfunces nos controles de esfincteres e alteragcbes ortopédicas,
causados em parte, devido a exposicao do tecido nervoso a agressdes mecanicas
(movimentacao fetal e traumas diretos contra a parede uterina) e quimicas (liquido
amnidtico) intrauterinas, justificando a corre¢do intrauterina do defeito (MEULI et al.,
1997; HEFFEZ et al, 1990; HIROSE; FARMER, 2009; SALIH; MURSHID;
SEIDAHMED, 2014). Entretanto, durante a intervencdo cirargica podem ocorrer
complicagBes maternas e fetais, tais como oligoamnio, separagdo corioamniética,
descolamento de placenta e rotura prematura pré-termo de membranas (ADZICK et
al., 2011).

A técnica neurocirargica classica, que somente transpds a técnica de correcao
pos-natal para utilizacdo pré-natal, consiste no fechamento do defeito em planos
distintos. Inicialmente, o tecido nervoso e o saco dural sdo descolados da pele
adjacente; em sequéncia, a dura-méater é fechada, seguindo-se da sutura da fascia,
com reaproximagdo da musculatura e, finalmente, a sutura da pele, na linha média do
defeito (Figura 25) (KOHL et al., 2009; COPP et al., 2015).
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Figura 25: Esquema do procedimento cirdrgico in utero para correcdo de

mielomeningocele.
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Ao atingir 22 semanas de gestacédo, o feto pode ser submetido a cirurgia intrauterina
para a reparacdo da mielomeningocele. Inicialmente é realizada uma histerotomia
materna, onde alesao fetal é exposta (esquema a), seguido pelo fechamento do defeito,
usando a pele do feto ou um enxerto (esquema b).

Fonte: (Adaptado de COPP et al., 2015).

Perspectivas para o tratamento minimamente invasivo para a corre¢ao da
mielomeningocele vém sendo desenvolvidas em modelos animais e podem trazer
subsidios para diminuir o trauma cirargico da cirurgia fetal (KOHL et al., 2009;
BEVILACQUA; PEDREIRA, 2015).

Criangcas com meningocele necessitam de acompanhamento médico e, as
vezes, cuidados cirargicos pés natal dependendo da extenséo da protusdo cistica.
Sendo assim, neste caso, o procedimento in Utero ndo é necessario, uma vez que 0s
elementos da medula ndo estdo expostos ao ambiente intrauterino (TUZUN; IZCI;
POLAT, 2005; BOTTO et al., 1999).

J& a espinha bifida oculta pode evoluir de forma assintomatica, durante toda a
vida, e ndo necessita de tratamento cirdrgico, apenas acompanhamento médico, em
caso desta ser sintomatica (TUZUN; IZCI; POLAT, 2005; BOTTO et al., 1999).
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5 CONCLUSAO

A formacdo da medula espinal e das vértebras é um processo que envolve
mecanismos celulares e moleculares altamente complexos. Alteracfes nestes
processos podem acarretar a espinha bifida. Considerando-se que esta anomalia
possui heranca multifatorial, as interacdes entre fatores genéticos e ambientais séo

essenciais para o desenvolvimento normal dessas estruturas.

Conhecer os mecanismos morfogenéticos associados a espinha bifida é de
extrema importancia. Ainda que alguns deles sejam desconhecidos, varios fatores
mostraram envolvimento na embriogénese da medula espinal e das vértebras, dentre
eles os genes relacionados ao metabolismo do folato (gene MTHFR), a inducdo da
proliferacdo e diferenciacdo de células na notocorda (gene SHH), a formacédo e
diferenciacdo de somitos (fatores de crescimento PDGF e PDGFR) e a outros
mecanismos presentes na formacédo dessas estruturas, que envolvem a familia de

genes PAX.

Assim como 0S mecanismos genéticos, os fatores ambientais podem também
influenciar na formacdo e diferenciagdo de certas estruturas. A correlacdo
mielomeningocele com a deficiéncia de acido félico ja esta bem estabelecida, e é

imprescindivel a regulacdo desse nutriente, por suplementacgéo, durante a gravidez.

As formas mais brandas de espinha bifida (espinha bifida oculta e meningocele)
exigem tratamentos menos complexos e a probabilidade de sequela sdo bem
menores. Por outro lado, a mielomeningocele necessita de um tratamento mais
agressivo e invasivo, como € o caso da cirurgia in Utero, que pode ser feita quando a
gestacao atingir a 222 semana, determinando maior preservacao medular e melhores

prognéstico, quando comparada a correcdo da anomalia apds o nascimento.

Sendo assim, as constantes pesquisas para desvendar 0os mecanismos
morfogenéticos associados a espinha bifida necessitam de continuidade para um
maior entendimento desta malformacdo, assim como o aperfeicoamento de
tratamentos visando reduzir as sequelas nos pacientes acometidos pela

mielomeningocele.
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