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INTRODUCAO

Os defeitos congénitos ocorrem em cerca de 2 a 3% dos recém-nascidos e sdo 0s
principais responsaveis pela mortalidade infantil nas na¢des desenvolvidas.

Dentre as malformagdes congénitas, as fissuras de labio e/ou palato (FL/P)
destacam-se por representarem as anomalias craniofaciais mais comuns nos seres
humanos. Durante de sua classificacdo, as FL/Ps podem estar associadas a sindromes
(OMIN). Dentre outras caracteristicas, as FL/Ps acarretam grave comprometimento
estético e psicologico, além de alteracoes fonéticas. Além disso, as alteracOes
fisiologicas e nutricionais acompanham os portadores desde o nascimento, devido a
dificuldade de succdo e frequentes refluxos nasais (CAMPILLAY, 2010).

Diversos genes e loci candidatos foram associados a FL/P isolada em diferentes
estudos e populacoes (VIEIRA, 2008). A etiologia multifatorial complexa da FL/P
justifica a diversidade de resultados apresentados, em que inimeros fatores ambientais e
genes estao envolvidos com sua etiologia (VIEIRA, 2008).

Desta forma, a complexidade e a diversidade dos aspectos clinicos e dos
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento craniofacial proporcionam
inimeras oportunidades para investigacdo da etiologia da FL/P, visando a uma melhor
compreensdo do desenvolvimento embrioldgico e suas alteragoes.

Atualmente, sabe-se que a etiologia de diferentes doencas de origem
embriondria esta suportada por pilares multifatoriais, onde aspectos nutricionais
posicionam-se em destaque.

Baseado na possibilidade de investigacao de polimorfismos e na relevancia da
vitamina B12 durante o desenvolvimento embrionario, o presente estudo tem como
objetivo realizar uma revisdo de literatura focada na participacdo da vitamina B12 no

desenvolvimento embriol6gico, discutindo a possibilidade de relacao com a FL/P.
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Espera-se que este estudo possa contribuir para o entendimento da etiologia de
malformag0es craniofaciais, enfatizando a necessidade de aconselhamento nutricional

para gestantes em periodos criticos da gestagao.

REVISAO DE LITERATURA
1. Fissura Labiopalatina_

A FL/P é uma das anomalias mais comuns nos seres humanos, cuja incidéncia
pode variar entre 1/500 a 1/2500 nascimentos, e de acordo com a localizagdo
geografica, etnia e condigdo social (ERICKSON, 2010).

As FL/Ps sao divididas em trés grupos principais: fissura labial isolada (FL),
fissura labial com fissura palatina (também denominada fissura labiopalatina - FLP) e
fissura palatina isolada (FP). Estudos familiares sugerem que a FLP e a FP sdo duas
malformagdes genéticas distintas (NATSUME, 1987).

Os diferentes tipos de fissuras possuem diferentes origens embriologicas, a saber
(MOORE, 2005):

e TFissuras de Labio Isolado (FL): Resultam de um desenvolvimento imperfeito do

palato embrionario primario.

e Fissuras de Labio com Palato (FLP): quando as fissuras labiais se estabelecem,
frequentemente, a deformacdo do desenvolvimento facial impede o contato das
cristas palatinas, quando elas giram para a posicao horizontal, de tal forma que
as fissuras do palato primdrio sdo frequentemente acompanhadas pelas do palato
secundario (duro e mole).

e Fissuras de Palato Isolado (FP): podem resultar de falhas morfol6gicas das
cristas palatinas, interferindo em sua fusdo apds o contato ter sido estabelecido,
devido ao fato de o epitélio de revestimento ndo se romper ou nao ser
reabsorvido; ruptura apés ter ocorrido a fusdo das cristas; fusdo e consolidacao
defeituosa do mesénquima das cristas palatinas.

Coletivamente, as FL/Ps apresentam grande impacto clinico requerendo cuidados
médicos como os odontoldgicos, fonoaudiolégicos e psicolégicos durante toda a
infancia e adolescéncia.

SHAW et al. (1995) dirigiram um estudo de corte muito interessante, em que foram

entrevistadas 731 maes de criancas com FL/P e 734 mdes de criangas sem qualquer
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malformacgdo. O principal resultado obtido foi que mulheres que usaram suplementagao
vitaminica, durante a gestacao, tiveram uma reducao de 25 a 50% no risco de terem
filhos com malformagdes, como a FL/P, quando comparadas as mulheres do grupo
controle.

O estudo destas exposicoes é de grande importancia, pois pode sugerir alteragdes em
rotas metabdlicas importantes para o desenvolvimento de FL/P.
Estima-se que exposi¢cOes nutricionais ou ambientais podem contribuir diretamente em

um terco dos casos de FL/P.

2. Vitamina B12

2.1 Algumas Propriedades

A vitamina B12 que faz parte de uma familia de compostos organicos
denominados genericamente de cobalaminas, é uma vitamina hidrossolivel, sintetizada
exclusivamente por microrganismos, encontrada em praticamente todos os tecidos
animais e estocada primariamente no figado, na forma de adenosilcobalamina (HENRY
et al., 1999). A fonte natural de vitamina B12 na dieta humana restringe-se a alimentos
de origem animal especialmente leite, carne e ovos.

Em paises industrializados, estudos epidemiol6gicos mostraram uma prevaléncia
da deficiéncia de vitamina B12 na populagdo em geral, afetando cerca de 20%. Em
paises em desenvolvimento, como a fndia, México e Guatemala, foi verificada grande
incidéncia de deficiéncia de vitamina B12 em gestantes, lactantes e criancas em periodo
de amamentacdo (MONSEN & UELAND, 2003).

Além disso, estudos com criancas mais velhas, nao-lactentes, no México e na
Venezuela, demonstraram que 33 a 52% dos individuos deste grupo apresentavam
baixos niveis plasmaticos de vitamina B12 (DIEZ-EWALD et al., 1997).

A deficiéncia dessa vitamina pode ocasionar transtornos hematologicos,
neuroldgicos e cardiovasculares (ALLEN, 2008), estando ela diretamente relacionada
com a hiper-homocisteinemia (HHcy), um fator independente de risco cardiovascular e
de danos neuronais (BELCASTRO et al., 2010). Dessa forma, o diagndstico precoce da
deficiéncia de vitamina B12 é de grande importancia para evitar danos patoldgicos

irreversiveis. Entretanto, ndo ha uma metodologia laboratorial considerada adequada, ja
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que as possibilidades metodologicas disponiveis apresentam entre outras consequéncias
o problemas de sensibilidade e especificidade (OBEID et al., 2004).

Devido a esses aspectos, essa deficiéncia deve ser considerada um importante
problema de satde publica, principalmente entre gestantes, pessoas idosas e individuos

que adotam uma dieta estritamente vegetariana (LI, 2011).

2.2 FUNCOES METABOLICAS DA VITAMINA B12

A vitamina B12 é essencial para a atividade de diversas reacdes bioquimicas, em
que, em sua maioria, implica a redistribuicdo de hidrogénios e de carbonos. No
organismo humano, funciona como um co-fator essencial para duas enzimas:
metioninasintase e L-metilmalonil-coAmutase, ambas direta ou indiretamente
envolvidas no metabolismo da homocisteina (Hcy).

A metioninasintetase promove a metilacio da Hcy a metionina, tendo o 5-
metiltetraidrofolato (5-MTHF) como doador de grupamento metil e a metilcobalamina
como co-fator. Apés a metilacdo da Hcy, a metionina formada é condensada com o
trifosfato de adenosina (ATP), resultando na S-adenosilmetionina (SAM). Em seguida,
por uma reacdo de desmetilacdo, forma-se a S-adenosil-homocisteina (SAH) com
posterior hidrélise para liberar adenosina e Hcy, completando o ciclo (DIONISIO et al.,
2010). A metilacao da Hcy serve para repor os estoques de SAM, quando a metionina
dietética estiver em niveis baixos. A SAM é o tnico doador de grupamentos metil para
numerosas reacdes de metilacdo, incluindo algumas essenciais para a manutencdo da
mielina (BELCASTRO et al., 2010). Assim, além do aumento de Hcy, a deficiéncia de
vitamina B12 causara diminuicdo da SAM e consequente reducdo de importantes
reacOes de transmetilacdo do organismo, provocando defeitos desmielinizantes no
sisterma nervoso.

Outro problema decorrente da interrupcao da conversao de Hcy em metionina é
que o 5-MTHEF, doador de grupamentos metil na reacdao, nao pode ser convertido em
tetraidrofolato (THF) eficientemente, ocasionando um sequestro de folatos na forma 5-
MTHE, ocorrendo, assim, deficiéncias de outros metabdlitos dos folatos, como o 5,10-
metilenotetraidrofolato, co-fator fundamental na sintese do acido desoxirribonucléico
(DNA) (BARRIOS et al., 1999). Desse modo, gerard um defeito na sintese de DNA,

dificultando a divisao celular, enquanto que o acido ribonucléico (RNA) e a sintese de
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componentes celulares permanecem inalterados, produzindo macrocitose. Portanto, a
interrupcdo da sintese de DNA na deficiéncia de vitamina B12 é secundéria ao

transtorno no metabolismo dos folatos .

2.3 Transcobalaminas: Transportadores Plasmaticos de Vitamina B12

No plasma, a vitamina B12 circula ligada as proteinas transportadoras
denominadas transcobalaminas, que sao trés. A maior parte da vitamina B12 circula
ligada a holo-Hc (COLLIN et al., 2010). Uma outra porgao é transportada pela holo-Tc
(que representa, aproximadamente, 10% a 30% da fracdo circulante de vitamina B12, e
uma pequena fracdo de vitamina B12 circula ligada a transcobalamina IIT (Tc III)
(COLLIN et al., 2010).

A holo-Hc é uma glicoproteina de transporte de, aproximadamente, 120 kDa, e,
embora represente a maior fracdo de vitamina B12 circulante, é considerada inerte,
porque ndo existem receptores celulares para holo-Hc nas células e, por sua funcdo no
organismo, ser pouco conhecida. A holo-Hc é liberada no plasma pelos granuldcitos,
podendo ocorrer reducdes de holo-Hc circulante por decréscimo da massa total de
granuldcitos (HENRY, 1999). O aumento da massa de granulécitos na policitemia vera
pode ser responsavel por uma liberagao maior de holo-Hc, elevando os niveis séricos de
vitamina B12 (QUADROS, 2010), podendo mascarar uma possivel deficiéncia, ja que o
aumento desta fracdo ndo representa maior disponibilidade de vitamina B12 por parte
das células.

Dessa forma, a holo-Hc assume importancia clinica, pois sua elevacao produzira
falsos aumentos de vitamina B12 (QUADROS, 2010). De outro modo, diminuicdes de
holo-Hc podem levar a niveis falsamente mais baixos de vitamina B12 sérica total, ndo
representando deficiéncia real, pois esta fracao ndo esta disponivel para utilizacdo pelas
células. Tem-se mostrado baixas concentracdes de vitamina B12 ndo-explicadas foram
associadas com baixa concentracdo de holo-Hc. Esses resultados indicam que a
deficiéncia de holo-Hc poderia estar associada as causas comuns de baixa vitamina B12
(QUADROS, 2010). A deficiéncia de holo-Hc ndo leva as manifestagdes caracteristicas
da deficiéncia de vitamina B12 (QUADROS, 2010).

A holo-Tc, uma proteina de 43 kDa produzida no figado, macréfagos e ileo,

contém a fracdo biologicamente ativa da cobalamina, pois promove a entrada especifica
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da cobalamina em todas as células do corpo. A falta de holo-Tc resulta em anemia
megaloblastica severa, mas os niveis séricos de vitamina B12 poderdao estar normais,
devido a valores mais elevados de holo-Hc (GUERRA-SHINOHARA et al., 2007).

Por representar a unica fracao acessivel as células, surgiu interesse na possivel
dosagem da holo-Tc, preferencialmente quanto as dosagens de vitamina B12 total no
soro/plasma (REFSUN et al., 2001), como um marcador precoce de deficiéncia tecidual
desta vitamina e um melhor indicador do balango negativo e niveis de vitamina B12
intracelular.

A Tc III é, provavelmente, uma isoproteina da holo-Hc, ndo-saturada com
cobalamina e, portanto, menos carregada. E liberada pelos granulécitos durante a
coagulacdo in vitro e produzida por varias células como fibroblastos, macréfagos,
enterocitos, células renais, hepatocitos, mucosa gastrica e endotélio (HENRY, 1999). A
Tc III ndo foi ainda estudada quanto a sua funcdo. Talvez atue como um lixeiro de
metabolitos intteis analogos da vitamina B12 que circulam pelo sangue. Alguns estudos
sugerem que a Tc III transporta B12 rapida e exclusivamente para o figado (BAKER et

al., 1998).

3. Polimorfismo Genético e Genes Candidatos

Os polimorfismos de um tnico nucleotideo, também conhecidos como SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), sdao formas variantes da sequéncia de DNA que
podem estar presentes nos individuos de uma mesma populacdo dentro de um espectro
biologicamente normal. Referem-se a existéncia de dois ou mais alelos em um dado
locus, com uma frequéncia alélica maior do que 1% na populacdo.
Polimorfismos de genes candidatos as FL/P foram sugeridos através de estudos
embrioldgicos em modelos animais, aberracées cromossomicas e estudos de ligacdao
com familias (MURRAY, 2002). Genes que, potencialmente, representam um papel na
etiologia de uma determinada alteracdo de desenvolvimento, alteracdo no quadro
fisioldgico ou patoldgico sao determinados como potenciais candidatos a esta alteragao.
A hipotese de que a forma variante pode estar associada a funcdo alterada de um gene e
que possa estar envolvido com a ocorréncia da FL/P podendo ser analisado através das
frequéncias desses polimorfismos.

O gene TCN1 codifica a proteina transcobalamina I (TC I).
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Existem 3 tipos de proteinas humanas de ligacdo da vitamina B12: o fator intrinseco
gastrico (GIF), também conhecido como transcobalamina III; plasma transcobalamina II
(TCN2) e transcobalamina I (TCN1), uma proteina ligante R. (OMIN).
Transcobalamina é uma proteina plasmatica que transporta a vitamina B12 para as
células e, portanto, determina a sua disponibilidade celular. Polimorfismos em genes
relacionados com a codificacdo destas proteinas tém sido associados com a etiologia de
malformacoes craniofaciais. O gene da TCN1 esta localizado no cromossomo 11g11-
gl2 (OMIN).

Por outro lado, o gene TCNZ2 codifica a proteina transcobalamina II (TC II), que
atua como transporte primario da vitamina B12. Seu gene esta localizado no
cromossomo 22gl11.2 e apresenta diversos polimorfismos descritos, dentre eles, uma
mudanca da citosina para guanina (C>G) na posi¢ao +776. Este polimorfismo leva a
troca de uma prolina por uma arginina (pro259arg) e é comum na populacdo caucasiana.

Miller et al. (2002) analisou a influéncia do genétipo TCN2 em indices de status B12,

especificamente, eles estudaram B12 sérica total. A concentracdao média de vitamina
B12 ligada foi significativamente maior nos individuos homozigotos para a forma de
prolina em comparacdo com os homozigotos para a forma de arginina e heterozigotos.
Recentemente, GUEANT et al. (2007) estudaram, em diversas populacoes, a
distribuicao deste polimorfismo em TCNZ2 em 1433 individuos saudaveis da Europa,
Mediterraneo, Africa Ocidental, China, México e os EUA, e em 251 oeste-africanos
com maldria grave. Os autores concluiram que o polimorfismo 776G pode ser propenso
a pressdo seletiva conferindo uma vantagem evolutiva para enfrentar os fatores
ambientais, como a malaria. Apenas um estudo até o momento avaliou a associacao
destes polimorfismos com FL/P. Avaliaram as familias de pacientes portadores de FL/P
e observaram um desequilibrio de transmissdo destes polimorfismos (MARTINELLI et

al., 2006). Em um estudo realizado recentemente, MOSTOWSKA et al. (2010)

mostraram que polimorfismos associados entre genes responsaveis pelo metabolismo de

colina e folato poderiam influenciar o risco de FL/P.

DISCUSSAO
Como discutido anteriormente, o carater multifatorial da etiologia das FL/P

envolve fatores genéticos e ambientais. Dentre os fatores ambientais, destacam-se o
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consumo de bebidas alcoélicas, o tabagismo e déficit nutricionais acometidos durante o
primeiro trimestre do periodo gestacional (MURRAY, 2002).

Nesta linha de discussdo, a nutricio materna estd indicada como um dos fatores
ambientais que pode estar envolvida com eventos relacionados a FL/P. O efeito
teratogénico da deficiéncia de vitaminas é conhecido desde 1914 (SCHUBERT et al.,
2002). Especificamente, a influéncia do &acido folico (folato) e de vitaminas do
complexo B tem sido investigada por diferentes grupos de pesquisadores desde a década
de 60, uma vez que, em 1961, fora observado que sua deficiéncia alterava o
desenvolvimento facial em embrides de camundongos (SCHUBERT et al., 2002).
Porém, somente anos depois, foi sugerido que a suplementacdo vitaminica
periconcepcional poderia reduzir o aparecimento de FL/P em humanos (TOLAROVA,
1982). Além das FL/Ps, varios estudos demonstram que a suplementacdao vitaminica
diminui a ocorréncia de malformagdes do tubo neural, defeito na formacao de membros,
cardiopatias congénitas e anomalias do trato urindrio em fetos.

Os eventos moleculares que levam as anomalias congénitas, devido a deficiéncia
de folato, ainda ndo estdo bem definidos. No entanto, podem incluir metilacdo
insuficiente de metabdlitos cruciais para o desenvolvimento embrionario, afetando
eventos celulares de diferenciacao e apoptose. Foi observado que niveis baixos de
vitamina B12 e folato acarretam um aumento nos niveis plasmaticos de homocisteina.
Em gestantes, postulou-se a hipotese de que o alto nivel de homocisteina poderia atuar
como agente teratogénico, inibindo reacées de metilacio do DNA e a sintese de timina.
Sendo assim, este processo induziria danos ao DNA, seguido por reacoes de excisdao-
reparo, quebras na fita de DNA, pausa no ciclo celular e apoptose. Desta forma, destaca-
se a importancia do suplemento adequado de vitaminas para as reagdes biologicas vitais.
E possivel que a homocisteina, por si s6, induza algumas alteracdes no
desenvolvimento, previamente atribuidas ao folato ou a deficiéncia de vitamina B12.

Cabe ressaltar que estudos com modelos animais demonstraram que a vitamina
B12 é fundamental para o desenvolvimento embrionario normal da face e da cavidade
oral. Além disso, como abordado anteriormente, estudos populacionais demonstram a
importancia da suplementacdo vitaminica materna, para a formacdo adequada do
embrido humano. Vale ressaltar que a construcao de uma saude bucal saudavel comeca

antes do nascimento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os profissionais da area da satide vém buscando valorizar o periodo gestacional
quanto aos cuidados maternos e do bebé, pois uma adequada atengdo a gestacdo pode
repercurtir positivamente na saide da crianga. Neste contexto, a odontologia intra-
uterina visa a uma melhor saide bucal da crianca, e se especula que a vitamina B12,
aqui, desempenha importante papel. Embora fortes evidéncias apontem para o
envolvimento de vitaminas em diferentes periodos gestacionais, novos estudos
populacionais precisam ser realizados para melhor elucidar o papel de determinadas

vitaminas, como a vitamina B12, no desenvolvimento da cavidade bucal.
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