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Resumo

A trissomia 21 é a alteragdo cromossomica mais frequente em humanos, afetando em Portugal
cerca de um em cada 800 nados-vivos. E causada, na maioria dos casos, por uma copia extra do
cromossoma 21 e caracterizada por vérias alteracbes em multiplos 6rgdos e sistemas. Embora estes
defeitos sejam inconsistentes na sua ocorréncia e expressdo, o défice cognitivo, esta invariavelmente
presente. As manifestacdes da sindrome de Down variam muito de individuo para individuo,

dependendo do background genético e de fatores ambientais, entre outros fatores.

Os objetivos deste trabalho foram: i)- avaliar e descrever as alterac6es encefalicas no segundo trimestre
de fetos com trissomia 21, considerando a idade gestacional (IG) de 17 semanas; ii)- comparar 0S
achados, para 0os mesmos parametros e IG, com os de encéfalos de fetos sem aneuploidia

cromossomica; iii)- analisar e comparar os resultados com os publicados na literatura de referéncia.

Foi realizado um estudo retrospetivo, de Janeiro de 2006 a Dezembro de 2014, para descrever as
caracteristicas dos casos estudados, e estabelecer a relacdo entre as variaveis avaliadas. Foram
avaliados 18 fetos com trissomia 21, submetidos a interrup¢do médica de gravidez (IMG), no Centro
de Diagnostico Pré-Natal do Centro Hospitalar de Sdo Jodo, e comparados com 16 fetos sem
aneuploidia cromossémica, submetidos a IMG por outras causas ou por abortamento espontaneo, com
a mesma IG mas sem evidéncia de alteracfes neuropatoldgicas, hidropsia ou malformacdes cranio-
encefalicas, de ambos o0s sexos, para avaliar idade materna e parametros biométricos, incluindo peso
total do feto, comprimento cranio-coccix, comprimento do pé, peso do encéfalo, didmetro biparietal,
didmetro fronto-occipital e didmetro transverso do cerebelo, e outras alteragdes encefalicas.
Adicionalmente avaliaram-se as espessuras de 3 regiGes encefalicas (regido parietal postero-ventral -
PPV, regido temporal médio-inferior - TMI e hipocampo - HC) e 2 regiBes cerebelares (vérmis -V e
hemisfério cerebelar - C) nos fetos com trissomia 21 e nos fetos controlo. Na regido do hipocampo,
vérmis e hemisfério cerebelar foram avaliadas as espessuras maximas. Na regido parietal postero-
ventral e temporal médio-inferior foram avaliadas as espessuras das seguintes sub-regides: placa
cortical - PC (zona marginal e placa cortical), zona subcortical - ZSC, zona intermédia - ZI (substancia

branca fetal), e a zona ventricular - ZV (zona subventricular e zona ventricular).
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A idade materna foi superior nos casos com T21 do que no grupo controlo. Identificaram-se
diferencas cranio-encefalicas significativas entre fetos com T21 as 17 semanas de idade gestacional
quando comparadas com controlos, indicando que as alteracbes da neurogénese se iniciam
precocemente no desenvolvimento fetal. O peso do encéfalo, nos casos de T21, foi inferior ao dos
controlos e esta diferenca foi estatisticamente significativa, 0 mesmo acontecendo com o diametro
fronto-occipital, o que reforca a convicgdo de que a braquicefalia € frequente nos fetos com T21;
adicionalmente, a espessura dos hemisférios cerebelares foi significativamente inferior no grupo T21
do que no grupo de controlo; a espessura das sub-regides da placa cortical e da zona intermédia na

regido temporal apresentaram valores superiores nos fetos com T21.

Este trabalho é Unico em Portugal e também, de acordo com a revisdo bibliogréfica, em
publicacdes internacionais. A medicdo sistematica das espessuras das sub-regides do cortex cerebral,
do hipocampo e de duas regides do cerebelo, em fetos com trissomia 21 com 17 semanas de idade
gestacional, nunca tinha sido publicada, permitindo este estudo um esclarecimento mais objetivo das
alterac6es morfométricas e biométricas em encéfalos de fetos com T21.

Sendo uma das principais causas de IMG no 2° trimestre de gravidez, a avaliacdo sistemética
das alteracdes tecidulares que ocorrem na trissomia 21 pode ser muito relevante para esclarecer
diferencas (com expressao variavel) no desenvolvimento encefalico humano, e contribuir para a
identificacdo precoce da gravidade do potencial défice mental, fornecendo aos pais esclarecimentos
mais precisos em termos de capacidades motoras e intelectuais de fetos diagnosticados com T21,

facilitadores da sua decisdo informada.

Palavras-chave: Trissomia 21, interrupcdo médica de gravidez, encefalopatia, morfogénese,

biometria
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Abstract

Trisomy 21 is the most common chromosomal disorder in humans, affecting in Portugal
approximately one in every 800 live births. It is caused in most cases by an extra copy of chromosome
21 and characterized by several changes in multiple organs and systems. Although these defects are
inconsistent in their occurrence and expression, cognitive impairment is invariably present. Down
syndrome manifestations may be variable between cases, depending on the genetic background and

environmental factors, among others.

The objectives of this study were: i)- to assess and describe the brain changes in the second trimester
of fetuses with trisomy 21, considering the gestational age (GA) of 17 weeks; ii)- to compare findings,
for the same parameters and GA, with brains of fetuses without chromosomal aneuploidy; iii)- to
analyze and compare with those found in literature reports.

A retrospective study was conducted from January 2006 to December 2014, in order to describe the
characteristics of the studied cases, and establish the relationship between the evaluated parameters.
Eighteen fetuses with trisomy 21, submitted to medical termination of pregnancy (MTP) in the Center
of Prenatal Diagnosis of Hospital de Sdo Jodo, were evaluated and compared with 16 fetuses without
chromosomal aneuploidy submitted to MTP due to other causes or spontaneous miscarriage in the
same gestational age but without evidence of neuropathological changes, hydrops or cranial or
encephalic malformations, of both sexes, to evaluate maternal age and biometric parameters including
total weight of the fetus, crown-rump length, foot length, brain weight, biparietal diameter, fronto-
occipital diameter and transverse diameter of the cerebellum, and other brain alterations. An evaluation
of three brain regions (posterolateral-ventral parietal region, mid-lower temporal region and
hippocampus) and 2 cerebellar regions (vermis and cerebellar hemisphere) in all T21 and control
fetuses was also performed. The evaluated thicknesses in the hippocampus, vermis and cerebellar
hemisphere was the maximum. The posterolateral-ventral parietal region and mid-lower temporal
region thickness in the following sub-regions were also evaluated: cortical plate (marginal zone and
cortical plate), subplate, intermediate zone (fetal white matter), and ventricular zone (ventricular and

subventricular zone).
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Maternal age was higher in T21 cases compare to controls. There were significant craneo-
encephalic differences between T21 and control fetuses, indicating that neurogenic alterations start
early in the fetus development. Encephalus weight of T21 cases was lower, but not significant compare
to controls as as well as fronto-occipital diameter, supporting the assumption that brachycephaly is
frequent in T21; furthermore, cerebellar hemisphere thickness was significantly lower in T21; the

cortical plate and intermediate zone subregions of the temporal region were higher in T21 fetuses.

This work is unique in Portugal as well as in reported papers, according to the literature review.
The systematic assessement of cortical encephalus subregions, hippocampus and the two cerebellar
regions in T21 fetuses (17 gestational weeks) was so far never reported, and allowed a more accurate
morphometric and biometric evaluation of T21 encephalus.

Considering that T21 is a main cause of MTP at the second pregnancy trimester, the systematic
tissue evaluation in this setting may be relevant to clarify variable expression features during human
encephalus development, and assist the early identification of the potential degree of intellectual and
motor deficit, in order to offer parents accurate information and help their informed consent decision
about their T21 fetuses.

Keywords: Trisomy 21, medical termination of pregnancy, encephalopathy, morphogenesis, biometry
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IG - idade gestacional

MM — micras

CR — cajal-retzius
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Introducéo

Esta tese de mestrado foi realizada no &mbito do 2° ano de Mestrado, do curso de Mestrado em
Medicina e Oncologia Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto.

Os objetivos deste trabalho foram:

. avaliar e descrever as alteracdes encefalicas no 2° trimestre de fetos com trissomia 21, considerando
a idade gestacional (IG) de 17 semanas;

. comparar os achados, para 0s mesmos parametros e 1G, com os de encéfalos de fetos sem aneuploidia
cromossomica;

. analisar as eventuais diferencas encontradas considerando os resultados publicados na literatura de

referéncia.

O trabalho organizou-se em duas partes:

- na primeira, uma revisdo bibliogréafica com descricdo de vérias alteragdes patoldgicas no
sistema nervoso central de fetos com trissomia 21, bem como algumas caracteristicas genéticas
associadas a doenca.

- na segunda, os objetivos gerais, a metodologia, a caracterizacdo dos casos e dos controlos e
dos parametros estudados, a andlise estatistica, a discussdo e a interpretacao/conclusao do trabalho.



Reviséo Bibliografica

A prética médica no dominio dos cuidados pré-natais e perinatais revelou nas ultimas décadas
um desenvolvimento considerdvel. Para tal, foram determinantes os progressos no diagnéstico pré-
natal e o melhor conhecimento da etiopatogenia das sindromes obstétricas de alto risco, quer materno
quer fetal, a melhoria das unidades de cuidados intensivos neonatais e o0 impacto, cada vez maior, do
aconselhamento genético.

A capacidade de estabelecer a etiopatogenia das causas de abortamento precoce e tardio, a
necessidade de identificacdo precoce de fatores de risco fetal e materno, bem como o despiste de
fatores de risco para gestacOes futuras, sdo elementos determinantes no estudo da patologia obstétrica.
Por outro lado, segundo Lijnschoten G. (1993) (1, 2) a autdpsia fetal e perinatal tem-se revelado crucial,
ndo s6 na confirmacdo do diagnostico pré-natal, mas também na caracterizacdo de sindromes

geneéticos, bem como de outras lesbes imputaveis a unidade materno-feto-placentar.

A trissomia 21 (T21) caracteriza-se pela existéncia de trés cromossomas 21. John Langdon
Down (médico britanico) descreveu em 1862 as alteracdes caracteristicas da trissomia 21, conhecidas
como sindrome de Down (SD). A causa genética desta sindrome foi descrita em 1958 por Jéréme
Lejeune.(3-5) E a aneuploidia cromossémica mais comum, que se caracteriza invariavelmente por
défice cognitivo, mais ou menos grave, vulgarmente referido como atraso mental, e que se pensa
resultar de varias alteracdes morfoldgicas, designadamente diminui¢do do nimero de células neuronais
e gliais, predominantemente nas regides neocorticais, reducdo do volume cortical e atraso no processo

de mielinizac&o. (6-9)



1. Dados historicos

As criancas com sindrome de Down foram frequentemente representadas na arte, mas a
primeira descricdo médica ocorreu apenas no seculo XIX. Em 1862, o médico britanico John Langdon
Down descreve a sindrome e, baseado nas teorias racistas da época, atribuiu a sua causa a uma
degenerescéncia responsavel pela semelhanga fenotipica de filhos de europeus (portadores da
sindrome) com individuos mongdis, e sugeriu como etiologia a tuberculose dos pais com filhos
afetados pela doenca. (10) J. Down recomendava que as pessoas com a sindrome fossem treinadas, e
que o incentivo ao treino fosse sempre positivo. (10)

O termo Sindrome de Down (SD) foi referido pela primeira vez pelo editor da revista The
Lancet, em 1961. Era, até a data, denominado como mongolismo, pela semelhanca observada por
Down entre a expressao facial de alguns dos seus pacientes e a de individuos oriundos da Mongdlia.
Porém, a designacdo mongol ou mongoloide, ganhou um sentido pejorativo e até ofensivo, pelo que
foi banida da terminologia cientifica.(4)

Na segunda guerra mundial, pessoas com qualquer tipo de deficiéncia (fisica ou mental) foram
exterminadas pelos Nazis, no programa chamado Aktion T4. (11)

Ha& estimativas atuais que indicam que 91-93% dos fetos diagnosticados com SD sdo submetidos a
interrupcdo médica da gravidez. (12)

2. Caracterizacdo genetica da sindrome de Down

A sindrome de Down acontece quando ocorre uma divisdo celular anormal que envolve o
cromossoma 21, resultando num excesso de material genético do cromossoma 21. Qualquer uma de 3
variacOes genéticas pode causar a sindrome, sendo que a trissomia do cromossoma 21 é a mais
frequente (95% dos casos).

Os efeitos da copia extra do gene variam muito de individuo para individuo, dependendo da
extensdo do segmento triplicado, do background genético, de fatores ambientais entre outros fatores.
(13)
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2.1 Trissomia 21 - Mais Comum

A trissomia 21 é considerada a causa de aproximadamente 95% dos casos, sendo 88%
resultantes da ndo-disjuncdo meidtica do gameta materno e 8% do gameta paterno. (14) Neste
contexto, o doente tera trés copias de todos os genes do cromossoma 21.

2.2 Translocacdo Robertsoniana

No fim dos anos 50 descobriu-se que 5% dos casos era causado por translocagdo cromossémica.
Como as translocacdes séo frequentemente herdadas, esta forma da doenca é também designada por
SD familiar. Nestes casos, um segmento do cromossoma 21 é transferido para um segundo
cromossoma, habitualmente o cromossoma 14 ou o 15. Quando o cromossoma translocado com o
segmento extra do cromossoma 21 é herdado juntamente com duas cdpias normais do cromossoma 21,
ocorre SD. E possivel, no entanto, a ocorréncia de casos que herdam a translocacdo do cromossoma
21 sem adquirirem a doenca. Estes individuos, designados como portadores da translocacao, herdam
ambos os produtos da translocacdo original, tendo duas alteracbes cromossdémicas, mas que se
compensam (translocacéo equilibrada).

As translocacbes Robertsonianas podem ser de dois tipos: simples, quando apenas um
cromossoma perde uma parte para um outro ndo homologo; e reciproca, quando os segmentos sao
trocados entre dois cromossomas ndo homologos.

A translocacdo Robertsoniana € um dos varios tipos de translocacdo que os citogeneticistas
identificaram na SD. E causada por uma translocacao entre os cromossomas 15 e 21, em que 0s bragos
longos de 2 cromossomas acrocéntricos sdo translocados, produzindo um unico cromossoma longo e
um muito curto que falha a segregacéo, reduzindo o nimero total de cromossomas no individuo. Pode
ocorrer de novo ou pode ser herdada de um dos progenitores, que ndo apresenta as manifestacdes da
SD, pois tem uma translocac¢do Robertsoniana equilibrada, 45,XX (ou XY),-15,-21,+t (15,21). (15)
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2.3 Mosaicismo

Cerca de 1-2% dos casos sdo devidos a mosaicismo, isto &, o individuo apresenta perfis
genéticos diferentes nas suas células. Isto pode ocorrer em resultado de mutagGes esponténeas do acido
desoxirribonucleico (ADN), reverséo espontéanea de uma mutagdo previamente existente no ADN,
alteracdes epigenéticas no ADN cromossémico ou por alteragbes cromossémicas. Admite-se que na
maioria dos casos com SD, 0 zigoto era inicialmente trissomico, mas perde o terceiro cromossoma 21
em algumas populagOes celulares que se continuam a dividir durante o desenvolvimento, originando
assim um mosaico.

Saliente-se que ha variabilidade na fracdo de células trissdmicas/nimero de células euploides,
quer na totalidade do organismo quer num tecido especifico do organismo e, por isso, € provavel que
muitos individuos com fen6tipos aparentemente “normais” tenham uma pequena fragdo de células

aneuploides, ou seja, com um numero alterado de cromossomas.

2.4 Duplicacdo de uma porc¢ao do cromossoma 21

A literatura médica reporta casos em que uma regido do cromossoma 21 pode apresentar um
fendmeno de duplicacéo; ou seja, uma quantidade extra de genes neste cromossoma, mas ndo em todos,

podendo ocorrer manifestacdes da sindrome de Down indetetaveis no cariotipo. (16)

3. Fatores de risco

1. Idade materna: ha uma relacdo importante entre a idade materna e a sindrome de Down. Ap0s 0s 35
anos, a mulher tem maior probabilidade de ter filhos com T21. Aos 20 anos estima-se um risco de
1:1600, aos 35 anos de 1:370, e acima dos 45 anos de 1:25. (17)

No entanto, a maioria das criancas com sindrome de Down nascem de mulheres com menos de 35 anos

de idade, porgque as mulheres mais jovens tém maior facilidade em engravidar. (12)



2. Ter um filho com sindrome de Down: habitualmente uma mulher que tem um filho com sindrome

de Down tem cerca de 1:100 de probabilidade de ter outra crianga com sindrome de Down. (12)

3. Ser portador da translocacdo genética para a sindrome de Down: tanto os homens como as mulheres

podem passar a translocacao genética para os seus filhos. (12)

Segundo Schwartzman (1999) o risco do nascimento de uma crianga com sindrome de Down é cerca
de 18 vezes maior numa mae de 40 anos, quando comparada a uma mée de 20 anos. (18, 19) Segundo
Sérgio Castedo (20) na atualidade este conceito tem vindo a mudar, uma vez que a idade materna tem

vindo a aumentar e, por outro lado, os casos de SD ocorrem em mées com grande variagdo nas idades.

4. Trissomia 21 em Portugal e a nivel internacional

Dados revelados em Maio de 2013 indicam que em Portugal, um em cada 800 recém-nascidos
nasce com trissomia 21. Quando a sindrome é detetada através do diagnostico pré-natal, 95% dos casos
sdo submetidos a interrupcdo médica da gravidez por opcéo parental. (21)

Estima-se que em Portugal, cerca de 15 mil pessoas sejam portadoras de sindrome de Down. (22)

Em 2006 foi criado o dia internacional da sindrome de Down. A data 21 de marco foi escolhida
pela Down Syndrome International Association, pelos trés cromossomas 21, entdo: 3-21 na lingua
inglesa ou 21-3. (23)

5. Diagndéstico pré-natal

O diagndstico da sindrome de Down é realizado através de um exame genético (cariotipo) que
é a representacdo do conjunto de cromossomas de uma célula, através da analise ao sangue da mée
para verificar se a proteina plasmética associada a gravidez (PAPP-A) e a fracdo beta da gonadotrofina
corionica humana (B-hCG) estdo ou ndo aumentadas (24, 25). Por norma é feita no primeiro trimestre

da gravidez, na décima primeira semana de vida intrauterina.
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A PAPP-A ¢é uma glicoproteina produzida especificamente pelo trofoblasto, pelo que é encontrada
apenas em mulheres gravidas (24). As concentracGes de PAPP-A sdo detetaveis a partir da oitava
semana de gestacao, e aumentam progressivamente durante a gravidez.(26, 27)

Nas gestacdes de fetos com sindrome de Down, 0s niveis desta proteina estdo significativamente
diminuidos. (28) Desta forma, a PAPP-A pode ser utilizada no rastreio de trissomia 21, especialmente
durante o primeiro trimestre. (29) Quando comparada com os outros marcadores isolados, a PAPP-A

oferece a taxa de detecdo mais elevada no rastreio precoce de trissomia 21. (30)

A B-hCG ¢ produzida em concentracdes muito elevadas pelas células trofoblasticas da placenta; a sua
concentracdo aumenta exponencialmente nas primeiras oito semanas de gestacdo, atingindo um pico
na décima semana ap6s o Ultimo periodo menstrual; apds este periodo, os niveis diminuem
gradualmente até ao final da gravidez. (31-33); o aumento desta hormona parece ser um dos

marcadores mais sensiveis na detecdo da trissomia 21. (25)

As trissomias sO podem ser diagnosticadas por citogenética, através de um exame dos
cromossomas chamado cariotipo. O exame é realizado em células do liquido amnidtico, colhido por
amniocentese. A amniocentese, contudo, sendo uma técnica invasiva, pode provocar abortamento em
1-2 % dos casos. Ndo é uma técnica de rastreio, que deva ser oferecida a generalidade das gravidas.
Até aos anos 90, a amniocentese era realizada nas gravidas acima dos 35-37 anos, em que 0 risco de
uma trissomia era praticamente igual ao risco de abortamento induzido pela técnica. Mas como a
maioria das gravidas € mais jovem, apenas 30 % dos casos eram diagnosticados. O desenvolvimento
de férmulas estatisticas que permitem calcular o risco especifico de cada gravidez, associado a
marcadores bioquimicos e ecograficos, veio permitir uma nova abordagem: a amniocentese passou a
ser efetuada nos casos em que o risco calculado era superior a um valor pré-definido.

Existem varias combinacgdes possiveis de marcadores bioquimicos e ecograficos, testados e validados

por estudos multicéntricos internacionais.



Rastreio do 1° trimestre ou combinado (34)

Entre as 10 e as 13 semanas de gravidez:

« doseamento de dois marcadores bioquimicos (fragdo livre da f-hCG e PAPP-A)
« medicdo da translucéncia da nuca (por ecografia)

Rastreio do 2° trimestre, sendo que o periodo que permite melhores resultados é entre as 16 e as 18

semana):

Entre as 15 e as 22 semanas de gravidez

o doseamento de dois a quatro marcadores bioquimicos (a-fetoproteina, estriol livre, inibina-A e
fracdo livre da B-hCG)

Rastreio integrado:

Entre as 10 e as 13 semanas de gravidez

o doseamento de um marcador bioquimico (PAPP-A)

« medicdo da translucéncia da nuca (por ecografia)

Entre as 15 e as 22 semanas de gravidez

« doseamento de dois a quatro marcadores bioquimicos (o-fetoproteina, estriol livre, inibina-A e
fracéo livre da B-hCG)



6. Embriologia do sistema nervoso central

A neurulacdo consiste na formacéo do tubo neural a partir da ectoderme no embrido. Durante
a gastrulacdo as células migram para o interior do embrido, formando trés camadas germinativas: a
endoderme (mais profunda), a mesoderme e a ectoderme (mais externa), a partir das quais todos 0s

Orgdos e tecidos se originam. O sistema nevoso tem origem na ectoderme.

No fim da segunda semana pds-concepg¢do, 0 embrido € uma estrutura simples, ovalada e com
duas camadas. Cada uma dessas camadas contém um tipo de células primitivas diferentes: a camada
superior contém as células do epiblasto; a camada inferior contém as células do hipoblasto. No fim da
terceira semana, o embrido transforma-se, atraves de um conjunto de processos referidos como
gastrulacdo, numa estrutura com 3 camadas. As células do epiblasto diferenciam-se em 3 linhagens
celulares estaminais (stem), que originam todas as estruturas do embrido em desenvolvimento; as
células do hipoblasto originam os tecidos extra-embrionarios. Nas 3 linhagens de células estaminais
incluem-se as células estaminais neurais, capazes de produzir todas as células do sistema nervoso

central, designadas também como células progenitoras neuronais. (35)

O primeiro passo no desenvolvimento do encéfalo envolve a formacdo da primeira estrutura
neural bem definida, a placa neural. No final das gastrulacdo, as células progenitoras neurais
diferenciaram-se e dispdem-se ao longo da linha média do eixo rostral-caudal, na camada superior do
embrido de trés camadas. Esta regido designa-se placa neural. O primeiro sinal de desenvolvimento do
tubo neural, consiste no aparecimento de duas cristas de cada lado da placa neural, localizando-se as
celulas progenitoras neurais no centro da placa neural. Ao longos dos dias subsequentes, as cristas
crescem, dobram-se para dentro e fundem-se, formando um tubo oco. A fus&o inicia-se no centro do
tubo neural em formacéo e estende-se em direcdo a extremidade rostral e a extremidade caudal. O
neuroporo (neuropore) anterior na porcao mais rostral do tubo neural e o neuroporo posterior na regiao
mais caudal, sdo os Ultimos a encerrar. Quando o tubo neural estd completo, as células progenitoras
neuronais constituem uma camada Unica no centro, imediatamente adjacentes ao tubo rectilineo oco.
A medida que o encéfalo cresce e fica mais complexo, a conformacao do tubo oco também se altera,
eventualmente formando o sistema ventricular do cérebro. Como as células progenitoras neuronais
estdo proximas desta zona, irdo constituir a zona ventricular. As células progenitoras neuronais na
por¢do mais rostral do tubo neural irdo originar o encéfalo, enquanto as células progenitoras neuronais

na regido mais caudal irdo orginar o rombencéfalo e a espinal medula.



Mas ainda antes do encerramento completo do tubo neural, a por¢do mais anterior do tubo
expande-se substancialmente e origina 3 vesiculas encefalicas primitivas ou primordiais: a mais
anterior corresponde ao prosencéfalo (precursor dos hemisférios cerebrais), a do meio corresponde ao
mesencéfalo e a mais posterior ao rombencéfalo (precursor do bolbo raquidiano, da protuberancia e
do cerebelo). O prosencéfalo divide-se entdo em telencéfalo e diencéfalo e o rombencéfalo em
metencéfalo e mielencéfalo. O mesencéfalo ndo sofre mais divisdes. Estas 5 subdivisdes ao longo do
eixo rostral-caudal do embrido, estabelecem a organizacao priméria do sistema nervoso central. (36,
37)

O periodo fetal do desenvolvimento inicia-se apartir da 9° semana pds-concepcao até ao fim da
gestacdo. O encéfalo comeca como uma estrutura lisencefalica, para gradualmente adquirir um padréo

maduro de giros e sulcos, que se formam de forma sequencial e organizada.

Os neurdnios que formam o cdrtex originam-se na zona ventricular, uma camada adjacente aos
ventriculos do cérebro em desenvolvimento, que possui células que se diferenciardo em todos os tipos

celulares corticais.

As primeiras células dessa zona que sofrem mitose movem-se num sentido pré-determinado designado
glia radial, que se alonga da zona ventricular em dire¢do ao cortex em desenvolvimento. Essa célula
inicial que se forma da origem aos astrdcitos do cérebro adulto e permite interconexdes celulares com

todos 0s outros neurénios que se vao formar posteriormente.

Os neur6nios que ascendem através do sentido radial, param inicialmente numa por¢édo
designada placa cortical (local em que comeca a substancia cinzenta do cortex). Em seguida 0s
proximos neurdnios que aparecem, ultrapassam 0s primeiros e estabelecem-se em por¢des mais
externas (superficiais) do cortex, sendo que dessa forma os Gltimos neurénios a formar-se localizam-

se na camada | do cortex cerebral maduro.

O curso temporal desta génese de neurdnios varia entre as areas cerebrais, mas o padrdo de
crescimento é constante. Qualquer efeito que altere a neurogenese e a migracéo neuronal resulta num

cortex desorganizado e defeituoso. (38)



A maioria dos neurdnios é produzida na zona subventricular/ventricular (ZV) e migram
radialmente a partir da ZV, no centro do cérebro, para o neocortex em desenvolvimento, sendo que as
distancias que o neurdnio deve atravessar sdo pequenas. Assim, 0s neuronios inicialmente produzidos
podem usar um modo de migracéo referido como translocagdo somal.

Na translocacdo somal, o neurdnio desenvolve um prolongamento longo basal, que € uma extensdo do
corpo da ceélula, para além do bordo da ZV na regido exterior do compartimento do encéfalo. O
processo basal adere a superficie pial, que é a superficie externa do encéfalo em desenvolvimento. O
nucleo da célula, em seguida, move-se através do citoplasma do processo basal. A medida que o ntcleo
se move para cima o prolongamento neuronal torna-se mais curto e mais espesso, mas permanece
ligado a superficie pial. No final da translocacdo somal, o nlcleo da célula desloca-se da ZV para o
cortex embrionario. Com o desenvolvimento o encéfalo torna-se maior e o principal modo de migracao
neuronal da ZV modifica-se. (38)

Por causa das grandes distancias, os neurénios requerem uma populacéo especial de células dentro da
ZV designadas guias gliais radiais para sustentar a sua migracao. Tal como 0s neurénios que migram
através de translocacdo somal, as guias gliais radiais estendem um processo basal que adere a
superficie pial do cérebro. No entanto, o nlcleo das células gliais radiais permanece na ZV e 0 processo
basal forma uma estrutura celular de suporte ao longo da qual podem migrar neurdénios. Os neurénios
que migram aderem a guia glial radial e movimentam-se ao longo da estrutura celular para fora, na
placa cortical em desenvolvimento. (38)

Cada estrutura de suporte glial pode comportar a migracdo de muitos neurénios. Embora as guias gliais
radiais tenham sido originalmente consideradas uma populacdo especial, transitoria, foi recentemente
descrito que as células que produzem as estruturas de suporte sdo realmente as células progenitoras
neurais.

Muitos estudos recentes identificaram uma segunda zona proliferativa localizada na regido ventral do

telencéfalo, que mais tarde ira desenvolver-se em ganglios da base. (38)

Durante o desenvolvimento embrionério e fetal, trés compartimentos nesta regido, as
eminéncias ganglionares medial, lateral e caudal, sdo a fonte de uma importante classe de
interneurdnios corticais inibitérios. Ao contrario dos neurdnios que migram a partir da ZV, estes
neurdnios transpdem longas distancias, utilizando um modo de migragdo que foi denominado como
migragdo tangencial, porque o percurso de migracdo realiza-se tangencialmente ao contorno do

desenvolvimento cortical. (38)



A migracdo dos neuronios para 0 neocértex em desenvolvimento resulta na formacédo de uma
estrutura ordenada em 6 camadas. Com uma excecdo, 0s neuronios que migram mais cedo formam
camadas mais profundas do cértex e os neurénios que migram mais tarde formam camadas
sucessivamente mais superficiais, de tal maneira que a ordem da migragéo tem sido descrita como de
dentro para fora. A excecdo a regra da migracao de dentro para fora sdo 0s primeiros neuronios que

migram.

Estes primeiros neuronios que saem da zona proliferativa formam uma estrutura primitiva
designada pré-placa (PP). Assim que a PP esta completa os neurénios que migram dividem-na em duas
regibes separadas, a zona marginal e a placa de ligacdo. Esses neurdnios comecam a formar uma nova
regido, entre a zona marginal e a placa de ligacéo, que ¢ a placa cortical emergente (PC). Os primeiros
neurdnios a chegar ao PC séo as células que irdo formar a camada cortical, a camada mais profunda
do cortex; posteriormente, as células migratorias formardo as camadas mais superficiais do cortex.
Tanto a zona marginal como a placa de ligacao sdo camadas transitorias do encéfalo que desempenham
um papel critico no desenvolvimento do cortex, mas desaparecem em grande parte no final do periodo
fetal.

A zona marginal contém um tipo de células importante, as células de Cajal-Retzius (CR), que
controlam o posicionamento correto dos neurdnios nas diferentes camadas de cértex. As células CR
produzem um sinal molecular, designado Reelin, que sinaliza os neurdnios para pararem a sua

migracdo e assumirem as suas posi¢des definitivas no cortex. (38)

Cada onda nova de neurdnios que migram é independente da onda anterior de forma gque cada onda
nova de células migratdrias ocupa uma posicdo mais superficial no cortex em desenvolvimento. A
medida que cada onda nova de neuroénios atinge o topo da placa cortical, ela move-se para a zona de

sinalizacdo e recebe sinalizacdo para parar. (38)

O tecido nervoso compreende basicamente dois tipos de células: as células gliais e 0s neuronios.

Células Gliais: incluem as células que ocupam 0s espacos entre 0s neurdénios; tém como fungdes a

sustentagéo, o revestimento ou o isolamento e a modulagéo da atividade neural.

Neuronios: 0s neurdnio sdo as unidades estruturais e funcionais do sistema nervoso, especializadas na
comunicacgdo rapida; ttm como fungdes basicas receber, processar e enviar informagdes. Incluem

células altamente excitaveis que comunicam entre si ou com outras células efetoras, usando



basicamente uma “linguagem” elétrica. A maioria dos neuronios possui trés regides responsaveis por

funcgdes especializadas: corpo celular, dendritos e axdnios.

O corpo celular: é o centro metabdlico do neurénio, responsavel pela sintese de todas as
proteinas neuronais. A forma e o tamanho do corpo celular sdo extremamente variaveis, conforme o
tipo de neuronio. O corpo celular é também, junto com os dendritos, local de recepcdo de estimulos,

atraves de contatos sinapticos.

Dendritos: geralmente sdo curtos e ramificam-se abundantemente, em angulos agudos,
originando dendritos de diametro menor. Transmitem impulsos para os corpos celulares dos neurdnios
ou para 0s axonios. Em geral os dendritos ndo s&o mielinizados. Um neurénio pode apresentar milhares

de dendritos.

Axonios: a grande maioria dos neurénios possui um axonio, prolongamento longo e fino que
se origina no corpo celular ou num dendrito principal. O axdnio tem comprimento muito variavel,
podendo ser de alguns milimetros até mais de um metro. Sao 0s processos que transmitem impulsos
originados nos corpos celulares dos neurénios, ou dos dendritos. A porcdo terminal do axénio tem
varias ramificacfes para formar de centenas a milhares de terminais axénicos, no interior dos quais
sdo armazenados 0s neurotransmissores quimicos. O axdnio é especializado em gerar e conduzir o

potencial de agdo.

7. Estrutura do sistema nervoso central entre as 16 e as 18 semanas de 1G

Sulcos: No fim do primeiro trimestre de gravidez, desenvolvem-se protuberancias na base e na parede
lateral adjacente dos ventriculos laterais, representado o corpo do striatum e o nucleo caudado. Outra
elevacdo interna desenvolve-se (futuro hipocampo) na parede do ventriculo lateral, anterior e inferior
ao bolbo olfativo. Os dois hipocampos sao unidos por fibras que se cruzam através do fornix, na regido
mais superior da lamina terminalis (a comissura do fornix). Comissuras entre os dois hemisférios
desenvolvem-se mais tarde e situam-se lateralmente ao fornix; expandem-se para formar o corpo
caloso. Fibras que se projectam do neocortex desenvolvem-se perto do fim do primeiro trimestre e

estendem-se medialmente e para baixo, dividindo o striatum no nucleo caudado (medial) e no nucleo



lentiforme (lateral); externamente originam uma pequena depressdao na superficie superolateral dos
hemisférios cerebrais (fossa cerebral lateral), que marca a localizacdo do striatum. No 4° més de
gestacdo (16 semanas de IG, aproximadamente), o pélo temporal adjacente cresce e converte esta fossa
no sulco lateral. Os sulcos surgem primeiro na vertente medial dos hemisférios e depois nas superficies
superolateral e inferior. As 17 semanas de IG, podem ser observados os sequintes sulcos: na superficie
medial: hipocampal, caloso, parieto-occipital, calcarino e cingulado; na superficie superolateral:

lateral; na superficie inferior/basal: olfativo.

Hemisférios cerebrais: nesta idade gestacional, a espessura da placa cortical (PC) estd aumentada,
quando comparada com estadios mais precoces. As células CR localizam-se na camada granular
subpial, migrando para a zona marginal entre as 14 e as 18 semanas de 1G. As 15 semanas, a zona
subcortical (ZSC) aumenta em espessura, sendo maior que 4 vezes a espessura da PC. Neurdnios em
migracdo sdo visualizados nas camadas transicionais subjacentes — zona intermédia (ZI). A matriz

germinativa acondiciona o neuroepitélio e a zona subventricular (ZV).

No hipocampo, visualizam-se as células granulares do giro dentado as 13 semanas e 0S neurdnios
piramidais do “corno de Ammon” as 15 semanas de IG. As células granulares do giro dentado sdo

visualizadas a migrar da zona subgranular.

Cerebelo: a camada granular externa do cerebelo, constituido pelos hemisférios cerebelares e pelo
vermis, produz activamente os constituintes do cerebelo adulto: células granulares, estreladas e “em
cesto”. As células de Purkinje podem ser identificadas a migrar a partir da zona ventricular, mas ainda

ndo formam uma camada distinta.

8. Na sindrome de Down

Os encéfalos e cerebelos de individuos com SD sdo mais pequenos em tamanho quando
comparados com individuos normais, o que sugere uma ligacao entre o atraso mental e a hipotrofia
cerebral. (26) De facto, observa-se microcefalia (decréscimo do tamanho e do peso total do encéfalo)

e simplificagdo do padrdo giriforme. Estas alteragOes estédo presentes em fetos e criangas com SD,



sugerindo estar associadas a hipocelularidade e displasia cortical e assim, a alteracfes da neurogénese
durante as fases mais precoces e criticas do desenvolvimento encefalico (49). Estudos anteriores em
modelos animais, mostraram que a neurogénese estd marcadamente reduzida nas zonas ventricular e
subventricular, duas areas fundamentais na producdo de células neuronais e gliais para o cortex

cerebral, hipocampo e cerebelo.

A organizag&o dos neurdnios esta afetada em todas areas do sistema nervoso. Ha alteragdes na
estrutura formada pelas redes neuronais, e também nos processos funcionais da comunicacao entre
eles. Essas alteracdes podem exercer influéncia sobre o desenvolvimento inicial nos circuitos
cerebrais, afetando a instalacdo e as consolida¢Bes das conexdes de redes nervosas necessarias para
estabelecer os mecanismos da atengdo, memdria, capacidade de correlacdo e andlise, pensamento
abstrato, e outros. A crianca nasce frequentemente com hipoplasia nos l6bulos frontais e occipitais,
reducdo no lobulo temporal, em até 50% dos casos, que pode ser unilateral ou bilateral. Em alguns

encéfalos, observa-se diminuicao do corpo caloso, da comissura anterior e do hipocampo. (39)

As alteracBes patoldgicas no sistema nervoso central de fetos com trissomia 21 incluem reducéo
do didmetro fronto-occipital encefélico, achatamento dos polos occipitais, estreitamento dos giros
temporais superiores, reducdo generalizada no crescimento do encéfalo, reducdo no numero de
neuronios predominantemente nas camadas granulares, alteracao de sinapses e défice de mielinizacao.
(6-9) Por outro lado, ha aumento do nimero de astrécitos e de células gliais radiais no lobo frontal
(parecem morfologicamente mais maduros) entre as 18 e as 20 semanas de gestacdo, associado a
aumento da expressao de proteina glial fibrilar acidica (GFAP). (7, 8)

Outra alteracdo descrita na trissomia 21 é a reducdo da proliferacdo celular no giro dentado,
sugerindo hipoplasia do hipocampo, que causa a producéo precoce de neurdénios anormais. O encéfalo
ndo se desenvolve adequadamente, o hipocampo (area relacionada com a memoria) é pouco
desenvolvido (40, 41) e a camada de células piramidais do hipocampo € significativamente mais
hipocelular e malformada. (39) O estudo imuno-histoquimico com Ki-67 permite observar menos
celulas em proliferacdo nas zonas germinativas do hipocampo, associada a maior incidéncia de morte
celular por apoptose. Assim sendo, ha uma reducdo no namero de neurdnios na regido do hipocampo,
0 que sugere que este defeito € causado por alteracdo da neurogénese e pela apoptose. (40, 42-44)

O cerebelo é também descrito como apresentando um volume reduzido e um padrdo de
desenvolvimento imaturo, com menos células em todas as camadas, verificando-se hipocelularidade

generalizada, devido ao défice de proliferagéo e ao aumento da morte celular. (45) A expresséo de Ki-



67 permite detetar proliferacdo diminuida dos precursores em ambas as regifes neurogénicas

cerebelares (camada granular externa e zona ventricular). (43, 46)

O cérebro humano recebe, processa, armazena e transmite informagdes complexas. A rede
neuronal que déa o suporte a estas funcdes é formada, presumivelmente, por 10! neurénios ligados a
10 conexdes sinapticas entre axonios e dendritos, que sdo estruturalmente e funcionalmente
diferentes. Os dendritos sdo determinantes e fundamentais na modelagcdo e conex&@o correta dos
circuitos neuronais, e na sindrome de Down estdo descritos defeitos dos dendritos, que se manifestam
por diversos mecanismos ainda nao totalmente esclarecidos. (47) Na sindrome de Down sdo cada vez
mais reconhecidas as deficiéncias das ramificacdes dendriticas, a reducdo precoce dos neurdénios
responsaveis pela atividade associativa e pela comunicacao entre as areas cerebrais. (48) (49)

A funcdo do cerebelo é ajustar os movimentos corporais, integrando as informacdes
propriocetivas as sensacOes sinestésicas, para realizar os movimentos voluntarios. O cerebelo age
influenciando o desenvolvimento de grupos musculares distintos, contribui para a manutengéo do

equilibrio no relacionamento de padrdes de movimentos. (46)

Parece que a reducdo encefalica ndo se relaciona per se com deficiéncias cognitivas. Por outro
lado, o tamanho aumentado do giro para-hipocampal parece que se pode relacionar negativamente com
medidas de inteligéncia geral e habilidades linguisticas. As redugdes da densidade sinaptica, da
arborizacdo dendritica, e do tamanho dos corpos celulares de neurdnios estabelecem sinapses anormais

que culminam com o comprometimento de funcGes corticais, como a cognicao.






Material e Métodos

1. Casos

Foram selecionados 18 encéfalos de casos de fetos com trissomia 21, submetidos a interrupcao
médica de gravidez (IMG), no Centro de Diagnoéstico Pré-Natal do Centro Hospitalar de Séo Jodo, de
Janeiro de 2006 a Dezembro de 2014. Para controlos foram selecionados 16 encéfalos de fetos sem
aneuploidia cromossémica, submetidos a IMG por outras causas ou por abortamento espontaneo, no
mesmo periodo de tempo, sem evidéncia de alteragdes neuropatoldgicas, sem hidropsia e sem
malformacdes cranio-encefalicas. A idade gestacional (IG) selecionada foi de 17 semanas, porque se
dispunha de um maior equilibrio entre o nimero de casos com T21 e de controlos. A IG foi estimada
pela data da dltima menstruagdo materna ou por ecografias fetais precoces. A trissomia 21 foi
comprovada em todos os casos no cariétipo de amostras colhidas por amniocentese. No casos de
controlo foi realizado o caridtipo apenas nos fetos que apresentaram alteragdes ecogréaficas (risco
calculado) e/ou morfoldgicas que o justificassem. As autopsias foram realizadas no Servico de

Anatomia Patoldgica do Centro Hospitalar de S&o Jodo.
A idade materna foi registada. Foram registados o0s seguintes parametros fetais: género, peso

total, comprimento cranio-coccix, comprimento do pé, peso do encéfalo, diametro biparietal, diametro

fronto-occipital e didmetro transverso do cerebelo.
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2. Técnica de Autopsia

A técnica de autopsia foi realizada de forma sistematica e equivalente em todos os casos,
designadamente no que se refere ao cranio como a seguir se descreve:

Incisdo cutanea com inicio na regido posterior do pavilhdo auricular esquerdo, em direcdo a
regido mais superior da transicéo entre 0 0sso occipital e 0s parietais, até a regido posterior do pavilhao
auricular direito (Fig.1.A). A pele do couro cabeludo foi depois rebatida, anteriormente e
posteriormente. Procedeu-se a inspecéo e avaliacdo das fontanelas: grau de tensdo (particularmente da
fontanela anterior), comprimento e largura. Para expor o encéfalo, realizaram-se dois pequenos cortes,
um em cada canto lateral da fontanela anterior (utilizando uma tesoura de pontas arredondadas, para
ndo lesar o tecido encefalico), e, com cuidado, recortou-se o rebordo lateral da fontanela anterior,
seguindo para as suturas coronais, a sagital e o rebordo da fontanela posterior, acompanhando o bordo
dos ossos cranianos (Fig.1.B, C). Procedeu-se a inspecao sistematica do seio sagital (Fig.1.D). (37, 50)

Os ossos cranianos foram rebatidos, expondo o encéfalo, que foi inspecionado in situ. As
meninges, a foice e a tenda do cerebelo foram observadas, cuidadosamente, sendo registado qualquer
acumulo de sangue (Fig.1.E, F, G, H, I). A foice foi cortada a partir das suas insercdes 6sseas, anterior
e posteriormente, juntamente com o seio sagital (Fig.1.J). Para remover o encéfalo, apoiou-se a regido
occipital na palma da mao, com o dedo indicador e 0 meio de cada lado do pescoco do feto, inclinando
0 cranio para tréas, delicadamente; os primeiros nervos cranianos foram inspecionados e cortados
suavemente; os hemisférios cerebrais foram, sucessivamente, empurrados para trds e oS nervos
cranianos restantes seccionados, no sentido antero-posterior; talo da hipofise cortado rente ao encéfalo
(Fig.1.K). A superficie inferior do tronco cerebral e do segmento cervical da espinal medula ficou
exposta. A tenda do cerebelo foi entdo cortada, em torno da sua insercao 6ssea lateral, sem danificar o
tecido cerebelar subjacente (Fig.1.L). O segmento cervical da espinal medula foi seccionado o mais
inferiormente possivel. O encéfalo caiu facilmente na palma da mao, j& posicionada. Foi inspecionado,
pesado e fixado (Fig.1.M). (37, 50) (51)

Os encéfalos marcadamente macerados foram removidos debaixo de agua, pelo mesmo método
descrito acima (Fig.1.A). (37, 50)

19



Figura 1- Evisceragdo do encéfalo (A a M)

2.1. Fixacao

Os encéfalos foram fixados numa solucéo previamente feita contendo 7,500 litros de formol a
40% com 2,100 litros de acido acético e 2,650 gramas de sal, perfazendo com agua para um total de
50 litros; sendo que a percentagem de formol foi de 15%, de &cido acético de 4,2% e de sal de 5,3%.

Esta solucdo permite que os encéfalos flutuem (ndo sofrendo alteragcdes por contacto com o

recipiente) e que fixem melhor, enrijecendo o tecido e tornando-o mais facil de manusear.
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3. Avaliacdo Morfométrica

3.1 Avaliagédo macroscopica dos encéfalos dos casos de trissomia 21

Foram realizadas fotografias de todos os encéfalos, exemplificando-se um dos casos (caso 13)
na figura 2: aspeto superior (A), inferior (B), lateral (C) e medial (D), apds separacao dos hemisférios
pela sutura sagital. Foi realizada a avaliacdo da maturidade, usando tabelas internacionais (37) e no
endereco http://autopsy.jarchie.com/.

Foram registados os seguintes parametros cranio-encefalicos: peso do encéfalo, didmetro
fronto-occipital e biparietal (determinados através de radiografia do esqueleto com Faxitron), didmetro
transverso do cerebelo, maturidade estimada e avaliagdo da superficie cortical.

Figura 2 - Registo macroscopico de encéfalo de um caso de trissomia 21
(caso 13) aspeto superior (A), inferior (B), lateral (C) e medial (D)
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3.2 Avaliacéo microscopica dos encéfalos dos casos de trissomia 21

Apds tempo de fixacdo adequado, pelo menos 15 dias, foi realizado em cada um dos
hemisférios, um corte Unico, desde a transi¢do frontoparietal anterior e o hipocampo (Fig.3), e um
corte unico transversal do cerebelo, na regido do vérmis (Fig.4).

Figura 4 - Corte do cerebelo de um caso de trissomia 21 (caso 13)

Figura 3 - Corte do encéfalo de um caso de trissomia 21
(caso 13)

Técnica de hematoxilina e eosina

Apos processamento dos tecidos, foi realizada coloragéo de H&E de forma automatizada - a coloragdo
de Hematoxilina-Eosina - é a principal técnica de coloragdo de tecidos em histologia. Com esta técnica,
sdo diferenciados componentes celulares basofilos (pela hematoxilina), de componentes celulares
aciddfilos, ou eosinofilos (pela eosina). A hematoxilina tem afinidade para as substancias acidas
(basofilas) dos tecidos, como as proteinas ricas em radicais amina, o reticulo endoplasmatico rugoso e
0s acidos nucleicos. A eosina, sendo cida, tem afinidade predominantemente para o citoplasma, as
fibras de colagénio e outras estruturas compostas por substancias basicas (acidofilas).
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Foram analisadas 3 regides encefélicas e 2 regibes cerebelares:

Encéfalo:
- regido parietal postero-ventral (PPV)
- regido temporal médio-inferior (TMI)
- hipocampo (HC)

Cerebelo:
- vérmis (V)
- hemisfério cerebelar (C)

Na regi&o do hipocampo, vérmis e hemisfério cerebelar foram avaliadas as espessuras maximas dessas
mesmas regides (Fig. 9, 10 e 11). Na regido parietal pdstero-ventral e temporal médio-inferior foram

avaliadas as espessuras das seguintes sub-regides (Fig. 7 e 8):

. PC - placa cortical (zona marginal e placa cortical);
. ZSC - zona subcortical;
. ZI - zona intermédia (substancia branca fetal);

. ZV - zona ventricular (zona subventricular e zona ventricular).
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PPV

Figura 5 — Histologia (H&E, digitalizagéo) do encéfalo
de um caso de trissomia 21 (caso 11). Representacdo
das regides encefalicas avaliadas: parietal pdstero-
ventral (PPV); temporal médio-inferior (TMI);
hipocampo (HC).

TMI

HC

Vérmis

Hemisfério
Cerebelar

Figura 6 — Histologia (H&E, digitalizagdo) do cerebelo de
um caso de trissomia 21 (caso 8): Representacao das regides
cerebelares avaliadas.
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Figura 8 — Histologia (H&E, x25) do cortex, na regido
temporal médio-inferior (TMI) de um caso de trissomia 21
(caso 11). Representacdo das sub-regides corticais cuja
espessura foi avaliada: placa cortical (PC); zona subcortical
ZSC); zona intermédia (Z1); zona ventricular (ZV).

Figura 7 — Histologia (H&E, x25) do cortex, na regido

parietal pdstero-ventral (PPV) de um caso de trissomia 21

(caso 11). Representacdo das sub-regides corticais cuja

espessura foi avaliada: placa cortical (PC); zona subcortical

(ZSC); zona intermédia (Z1); zona ventricular (ZV). Figura 9 — Histologia (H&E, x25) do cortex, na
regido do hipocampo (HC) de um caso de trissomia
21 (caso 11). Representacdo das sub-regides
corticais cuja espessura foi avaliada.
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Figura 10 — Histologia (H&E, x25) do cerebelo, na regido dos
hemisférios cerebelares de um caso de trissomia 21 (caso 8):
Representagdo das sub-regies corticais cuja espessura foi
avaliada.

Figura 11 — Histologia (H&E, x25) do cerebelo,
na regido do vérmis de um caso de trissomia 21
(caso 8): Representacdo das sub-regides
corticais cuja espessura foi avaliada.

De todos os casos de trissomia 21 submetidos a IMG as 17 semanas de |G, durante o periodo de estudo
(18 casos), foram excluidos 3 casos por ma preservacado e fragmentacéo do corte histolégico impedindo

uma avaliagdo correta das espessuras das regides e sub-regides descritas.
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3.3 Avaliagéo macroscopica dos encéfalos dos casos de controlo

Foram realizadas fotografias de todos os encéfalos, exemplificando-se um dos controlos
(controlo 6) na figura 12: aspeto superior (A), inferior (B), lateral (C) e medial (D), apds separacéao
dos hemisférios pela sutura sagital. Foi realizada a avaliagdo da maturidade, usando tabelas

internacionais (37) e no endereco http://autopsy.jarchie.com/.

Foram registados os seguintes pardmetros cranio-encefalicos: peso do encéfalo, didmetro fronto-
occipital e biparietal (determinados através de radiografia do esqueleto com Faxitron), diametro

transverso do cerebelo, maturidade estimada e avaliacdo da superficie cortical.

Figura 12 — Registo macroscopico de encéfalo de um caso de controlo (controlo 6): aspeto superior (A), inferior (B),
lateral (C) e medial (D).

27



3.4 Avaliacéo microscopica dos encéfalos dos casos de controlo

Ap6s tempo de fixacdo adequado, pelo menos 15 dias, foi realizado em cada um dos
hemisférios, um corte Gnico, desde a transi¢éo frontoparietal anterior e o hipocampo (Fig.13), e um
corte unico transversal do cerebelo, na regido do vérmis (Fig.14).

Figura 14 - Corte do cerebelo de um caso de controlo
(controlo 10).

Figura 13 - Corte de encéfalo de um caso de controlo
(controlo 6).

Ap0s processamento, foi realizada coloragdo de H&E.

Nos controlos também foram analisadas 3 regides encefalicas e 2 regides cerebelares:

Encéfalo:
- regido parietal postero-ventral (PPV)
- regido temporal médio-inferior (TMI)
- hipocampo (HC)

Cerebelo:

- vérmis (V)

- hemisfério cerebelar (C)
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Na regido do hipocampo, vérmis e hemisfério cerebelar foram avaliadas as espessuras maximas dessas
mesmas regides (Fig. 19, 20 e 21). Na regido parietal postero-ventral e temporal médio-inferior foram

avaliadas as espessuras das seguintes sub-regides (fig. 17 e 18):

. PC - placa cortical (zona marginal e placa cortical);
. ZSC - zona subcortical;
. ZI - zona intermédia (substancia branca fetal);

. ZV - zona ventricular (zona subventricular e zona ventricular).

PPV

TMI

HC

Figura 15- Histologia (H&E, digitalizacdo) do
encéfalo de um caso de controlo (caso 6).
Representacdo das regides encefalicas avaliadas:
parietal postero-ventral (PPV); temporal médio-
inferior (TMI); hipocampo (HP).

Hemisfério Vérmis
Cerebelar

Figura 16 — Histologia (H&E, digitalizacéo) do cerebelo
de um caso de controlo (caso 10): Representacdo das
regides cerebelares avaliadas.

29



Figura 19 — Histologia (H&E, x25) do
cortex, na regido do hipocampo (HC) de
um caso de controlo (caso 6):
Representacdo das sub-regies corticais
cuja espessura foi avaliada.

Figura 17 — Histologia (H&E, x25) do cortex, na regido parietal
postero-ventral (PPV) de um caso de controlo (caso 6).
Representacdo das sub-regifes corticais cuja espessura foi
avaliada: placa cortical (PC); zona subcortical (ZSC); zona
intermédia (Z1); zona ventricular (ZV).

Figura 18 — Histologia (H&E, x25) do cortex, na regido temporal
médio-inferior (TMI) de um caso de controlo (caso 6).
Representacéo das sub-regides corticais cuja espessura foi avaliada:
placa cortical (PC); zona subcortical (ZSC); zona intermédia (ZI);
zona ventricular (ZV).
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Figura 20 — Histologia (H&E, x25) do cerebelo, na regido
do vérmis de um caso de controlo (caso 10): Representagao
das sub-regides corticais cuja espessura foi avaliada.

t

Figura 21 — Histologia (H&E, x25) do cerebelo, na regido
dos hemisférios cerebelares de um caso de controlo
(caso 10): Representacdo das sub-regides corticais cuja
espessura foi avaliada.

De todos os encéfalos de controlo estudados as 17 semanas de IG, durante o periodo em estudo (16
casos), foram excluidos 4 casos, por ma preservacdo e fragmentacéo do corte histologico impedindo

uma avaliacéo correta das espessuras das regides e sub-regides descritas.
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5. Analise Estatistica

Para a colheita de dados, procedeu-se a anélise estatistica descritiva, utilizando o programa
SPSS (statistical package for the social sciences) na sua versdo 23.0 para Windows, onde se utilizou
medidas de frequéncias, célculos de médias, medianas e desvio padrdo, com recurso a tabelas de

frequéncias.

Para utilizar o teste T-Student, verificou-se a normalidade das variaveis. Pela anlise do histograma

considerou-se a variavel com distribui¢do normal.

O teste T- Student ou somente teste t € um teste de hipotese que usa conceitos estatisticos para rejeitar
ou ndo uma hipotese nula. E utilizado para saber se existe diferenca entre a média das amostras, se é
significativamente diferente. E usado tanto como categorial (sexo) como quantitativo (idade materna).
O nivel de significancia utilizado foi p <0,05.

O teste T- Student foi utilizado neste trabalho para parametros independentes (comparac¢do do grupo

com trissomia 21 com o grupo de controlo).

Foi criada uma base de dados no programa Excel.
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Variaveis e sua categorizacao

As variaveis em estudo foram:

Idade materna

L

# Relativo ao feto
o género
o peso total
o comprimento do pé

o comprimento cranio-coccix

# Relativo ao encéfalo
o peso
o diametro transverso do cerebelo
o didmetro biparietal

o didametro fronto-occipital

# Espessura de diferentes areas em duas regides do cortex
#* Regido parietal postero-ventral (PPV)
#* Regido temporal medial inferior (TMI)
# placa cortical (PC)
# zona subcortical (ZS)
#* zona intermédia (Z1)
# zona ventricular (ZV)
# Espessura do hipocampo
# Cerebelo
#* Espessura do vérmis

#* [Espessura dos hemisférios cerebelares
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Resultados

Os resultados encontram-se resumidos em tabelas para facilitar a sua identificacdo e

interpretacéo, seguidos de algumas observacoes.

Foram realizados testes estatisticos para os diferentes pardmetros, para comparar o grupo de estudo

(T21) com o grupo de controlo.

Pardmetros biométricos: foram comparados 18 casos de T21 com 16 casos do grupo controlo como

apresentado nas tabelas 1 e 2, respetivamente.

Espessuras das regides do cortex e do cerebelo: foram comparados 15 casos de T21 com 12 casos do
grupo controlo no cortex, e 5 casos de T21 com 8 casos do grupo controlo no cerebelo (tabelas 8, 9,
10 e 11).

Esta diferenca no nimero de casos, na avaliagdo biométrica e histolégica, foi devida a fragmentacéo
do corte histolégico, o que impossibilitou a avaliacdo precisa da espessura em alguns dos casos de T21

e de controlo.
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Nos resultados apresentados na tabela 1 verifica-se que o grupo com T21 tem um total de 18 casos,
sendo 9 fetos do género feminino e 9 fetos do género masculino; 1 dos fetos do género feminino nao
apresenta trissomia do cromossoma 21, mas uma translocacao (5,5%): neste caso verificou-se uma
translocacéo reciproca herdada por via paterna, 46, XY, t(10;16) (q22;922). Todos o0s outros casos

representam uma triplicacao completa do cromossoma 21 (trissomia 21 “classica”).

A maioria dos encéfalos apresentou superficie lisa (94,1%), apenas um caso com aumento do nimero

de sulcos (caso 5).

Também se verificou que a IG estimada pela avaliacdo da maturidade encefalica foi equivalente a

determinada por ecografia.

Na tabela 2 verifica-se que no grupo de controlo 7 fetos sdo do género feminino e 9 fetos do género
masculino.
A maioria dos encéfalos apresenta uma superficie lisa, mas 3 (18,8%) apresentaram irregularidades

evidentes.

A IG estimada pela avaliacdo da maturidade encefalica foi equivalente a determinada pelos parametros

ecograficos.
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Tabela 1 Casos com Trissomia 21 — dados clinicos e paramétricos

Casos dade i Pelso . A
(1G 175) Materna Caridtipo Pesofetal (gr) [ CCC(mm) CP(mm) | encéfalo [ DTC(mm)| Percentil DTC |DFO(mm)| DBP(mm) Superficie cortical MEE (s de 1G)
(anos) (g
1 33 47, XX,+21 160 134 24 21 15 P5 ND 41 Lisa 17
2 37 47 XX,+21 1235 128 22 16,5 14,2 P5-P50 ND 37 Lisa 17
3 34 47 XY,+21 174,5 142 26 26 16,7 P5-P50 38 38 Lisa 17
4 38 47, XX,+21 128 119 23 19 15 P5 43 38 Lisa 17
5 30 47 XY,+21 116,5 125 21 145 15 P5 40 ND Microgiria 17
6 41 47 XY,+21 197 145 24 29 16 P5 42 35 Lisa 17
7 37 47 XY,+21 143 138 23 21,5 15* P5 45 36 Lisa 17
8 43 47 XX,+21 117,5 129 22 15,5 15,2 P5 42 37 Lisa 17
9 38 47,XX,t(10;16)(q22;922)+21 125,5 123 22 18 15,5% P5 41,5 36 Lisa 17-20
10 42 47 XY,+21 150 138 24 18,5 15* P5 45 38 Lisa 17
11 42 47 XX,+21 130,5 133 24 21 17 P50 46 39 Lisa 17-18
12 36 47, XX,+21 148 134 24 19,5 ND ND 45 36 ND 17
13 35 47 XY,+21 119,5 121 23 17,5 17 <P5 41 38 Lisa 17
14 37 47 XY,+21 124 123 22 5 16 P5-P50 38,5 37 Lisa 17
15 43 47 XY,+21 142 133 24 19,5 17 <P5 43 38 Lisa 17
16 36 47 XX,+21 156 125 23 20 18 P50 44,2 42 Lisa 17
17 41 47 XX,+21 97 137 22 6,7 ND ND ND 31 Lisa 17
18 37 47 XY,+21 107,5 123 11 12 14 P5 42 ND ND 17

. IG - idade gestacional; CCC - comprimento cranio-coccix fetal;

CP - comprimento do pé; DTC - diametro transverso do cerebelo; DFO - diametro fronto-occipital; DBP - diametro biparietal.

* - valores ap0s fixacdo do encéfalo; ND - ndo disponivel; MEE (s de IG) - maturidade encefélica estimada em semanas de 1G

Valores esperados para as 17 semanas de gestacdo: peso-148,6gr; CCC-132mm; CP-24mm; DTC-17mm; DFO-ND; DBP-37,3mm
(http://autopsy.jarchie.com/).
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Tabela 2. Casos de controlo - dados clinicos e paramétricos

Casos  [ldade Materna . Peso fetal Pe’so Percentil L. .
(6175 (anos) Cariotipo (] CCC(mm) CP (mm) encéfalo | DTC (mm) - DFO (mm)| DBP(mm) Superficie cortical MEE (s de 1G) Causa de morte
(1)
1 41 46,XX 101,5 121 21 17 ND ND ND 37 Lisa 16-17 Anoxia
2 37 ND 148,5 132 24 23,5 17 P50 45 38 Lisa 17 Andxia
3 32 46,XY 145,5 133 23 25 17 P5-P50 49 39 Lisa 17 Anodxia
4 19 46,XX 126,5 124 23 21 17,7 P50 48 39 Lisa 17-18 Anodxia
5 35 46,XY 150,5 145 24 27,5 15 P5 49 39 Lisa 17 DPPNI
6 37 46,XY 123 130 22 20 15 <P5 ND 35 Lisa 17 Anoxia
7 31 46,XY 166,5 133 25 23,45 16 P5 49 35 Lisa 17 Malformagdo renal
8 37 ND 148,5 140 25 23 17 P50 45 36 Lisa 17 Malformagdo cardiaca
9 34 ND 139 127 24 24 14 P5 42,5 37 Irregular cortex occipital 17 DPPNI
10 3 ND 191 145 29 30,5 19 P50-P95 48 39 Irregular cOrtex sagital 17 Sepsis
11 39 46,XX 101,5 116 21 19 17 P50 415 34 Lisa 17 Anoxia
12 42 ND 215,5 145 28 36 21 P95 51,5 47 Lisa 17-18 Pneumonia
13 29 46,XX 142,5 129 22 24 15,3 P5-P50 47 31 Irregular 17 Infecdo
14 43 46,XY 1335 136 24 23 17 P50 46 37 Lisa 17 Anoxia Aguda
15 27 ND 155 143 26 22,5 17 P50 47 37 Lisa 17 Sepsis Listeria Monocyt
16 41 46,XY 68 107 19 12,05 ND ND 38 25 Lisa 17 Macerado

ND — ndo disponivel (na auséncia de critérios ecograficos, bioquimicos e morfolégicos, ndo ha indicacdo clinica para a realizacéo de cari6tipo);
IG - idade gestacional; CCC - comprimento cranio-cdccix fetal; CP - comprimento do pé; DTC - diametro transverso do cerebelo; DFO - diametro
fronto-occipital; DBP - diametro biparietal.

MEE (s) - maturidade encefalica estimada (semanas de 1G); DPPNI - descolamento prematuro de placenta normalmente inserida.

Valores esperados para as 17 semanas de gestacdo: peso-148,6gr; CCC-132mm; CP-24mm; DTC-17mm; DFO-ND; DBP-37,3mm
(http://autopsy.jarchie.com/).
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Nos resultados apresentados na tabela 3 verifica-se que, quando comparadas as diversas variaveis em
estudo entre os dois grupos, os fetos do grupo controlo tém uma média de peso total (141,0+34,8)
superior a dos fetos do grupo T21 (136,7+24,8). Verifica-se diferenca idéntica no peso do encéfalo: no
grupo de controlo, com média de peso de 23,23+5,39, enquanto no grupo da T21 foi de 17,95+5,98.

A média da idade materna foi mais alta no grupo T21 (38,0+4,0) do que no grupo de controlo

(35,046,0).

Na tabela 4, no grupo controlo, verifica-se que existem diferencas no peso total e no peso do enceéfalo,
sendo que os fetos do género feminino apresentam valores mais altos (146,7+43,2 e 24,43+6,609,
respetivamente). No grupo dos fetos com T21, também se verifica maiores diferencas nas médias das

mesmas variaveis, sendo que o peso total € maior no género masculino (141,6+29,2).

Analisando os resultados apresentados na tabela 5, verifica-se que entre o grupo controlo e o grupo de
T21 hé diferencas estatisticamente significativas no peso do encéfalo (p=0,012) e no diametro fronto-
occipital (p=0,004.).
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Tabela 3. Média/Desvio-Padrao (DP) e mediana dos parametros avaliados nos casos de controlo e nos casos com T21

Casos controlo Casos T21
Média + DP Mediana Média + DP Mediana

Idade materna (anos) 35,0+6,0 36 38,0+4,0 37

Peso total (gramas) 141,0 + 34,8 144,0 136,7 + 24,8 129,3
Comprimento cranio-céccix (mm) 132,0+11,0 133 131,0+8,0 131

Comprimento do pé (mm) 2,39+0,25 2,40 2,24+0,31 2,30
Peso do encéfalo (gramas) 23,23 +5,39 23,25 17,95 + 5,98 19,00
Diametro biparietal (mm) 3,66 + 0,46 3,70 3,73+0,25 3,75
Diametro fronto-occipital (mm) 4,59 + 0,35 4,65 4,24 +0,24 4,20
Diametro transverso cerebelo (mm) 16,07 £1,91 15,65 15,07 + 0,96 15,00

DP — desvio padréo
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Tabela 4. Média/Desvio-Padrao (DP) e mediana por género e grupos nos casos de controlo e nos casos com T21

Feminino Masculino
Controlo T21 Controlo T21
MédiatDP Mediana MédiatDP Mediana MédiatDP Mediana MédiatDP  Mediana

Idade materna (anos) 34,0+8,0 37,0 38,0+ 3,0 38,0 35,0+5,0 35,0 37,0+4,0 37,0
Peso total (gramas) 146,7+£43,2 1425 131,8 £ 19,9 128,0 136,6 + 28,6 1455 141,6 + 29,2 142,0
Comprimento cranio-coccix 130,0 +11,0 129,0 129,0 + 6,0 129,0 133,0+ 11,0 133,0 132,0+9,0 133,0
(mm)

Comprimento do pé (mm) 2,44 + 0,30 2,40 2,29+ 0,09 2,30 2,36 £ 0,21 2,40 2,20+ 0,44 2,30
Peso do encéfalo (gramas) 2443 +6,69 23,50 17,71 +£4,70 19,25 22,29 £ 4,32 23,00 18,17 £ 7,22 18,50
Diametro biparietal (mm) 3,79+050 3,80 3,74+ 0,32 3,70 3,56 + 0,42 3,70 3,71+0,12 3,80
Diametro fronto-occipital 4,68 + 0,34 4,75 4,36 + 0,18 4,36 4,52 + 0,36 4,55 4,16 + 0,25 4,20
(mm)

Diametro transverso cerebelo 16,50+ 253 15,65 15,28 + 0,94 15,00 15,75+ 1,39 16,00 1493 +1,01 15,00

(mm)

DP — desvio padréo
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Tabela 5. Teste T-Student dos parametros avaliados nos casos de controlo e nos casos com T21

ControlotDP T21+DP p

Idade materna (anos) 35,0+6,0 38,0+4,0 0,092
Peso total (gramas) 141,0 £ 34,8 136,7 + 24,8 0,674
Comprimento cranio-coccix 132,0+£11,0 131,0+ 8,0 0,742
(mm)

Comprimento do pé (mm) 2,39+0,25 2,24 £0,31 0,132
Peso do encéfalo (gramas) 23,23 £5,39 17,95 + 5,98 0,012
Diametro biparietal (mm) 3,66 + 0,46 3,73+£0,25 0,567
Diametro fronto-occipital 4,59 +0,35 4,24 +£0,24 0,004
(mm)

Diametro transverso cerebelo 16,07 + 1,91 15,07 + 0,96 0,083

(mm)

DP — desvio padrédo
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Nas tabelas 6 e 7, sdo apresentados os valores das espessuras das regides do cortex parietal e temporal,
do hipocampo e do cerebelo do grupo com T21 e do grupo controlo. Na tabela 8 apresentam-se 0s

valores das espessuras obtidas do vérmis e dos hemisférios cerebelares para os grupos T21 e controlo.

Nas tabelas 9 a 11, apresentam-se os resultados da analise estatistica. A regido parietal apresenta
valores médios do grupo controlo superiores ao do grupo da T21, em todas as sub-regides, no entanto
esta diferenca ndo é estatisticamente significativa (tabela 9). Os valores médios das espessuras no
temporal, nas ZSC e ZV, sdo superiores no grupo controlo em comparagdo com o grupo da T21 e o
inverso nas regides PC e ZI, no entanto estas diferencas ndo sao estatisticamente significativas (tabela
10). Na tabela 11, verifica-se que as espessuras das regibes do hipocampo ndo diferem

significativamente entre o grupo controlo e o grupo de T21.

Na tabela 12 verifica-se que a espessura dos hemisférios cerebelares é significativamente inferior no

grupo T21 do que no grupo de controlo, mas ndo ha diferenca significativa na espessura do vérmis.
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Tabela 6 Casos com T21: valores das espessuras das regides corticais e do
hipocampo

Casos <

™1 Areas PC (um) ZSC (um) Zl (um) 2V (um) HC (um)
PPV 621,13 1588 2148,27 301,43

1 1996,98
T™MI 578,16 1011,63 704,36 639,81
PPV 589,01 1332,3 1251,41 196,94

2 1364,33
T™MI 652,48 1165,48 1132,33 293,08
PPV 544,01 1368,82 1666,42 281,52

3 1846,56
T™I 604,21 1370,19 2003,89 538,74
PPV 504,72 1055,62 727,79 157,57

4 1144,56
T™MI 419,07 819,19 1286,14 111,42
PPV 637,55 1402,74 1653,28 313,55

5 1448,15
T™MI 589,88 1131,23 1053,96 263,29
PPV 534,93 1211,19 1734,09 290,55

6 1496,89
T™MI 583,01 1190,54 1078,88 194,72
PPV 699,92 1314,32 1627,26 260,21

7 1325,61
T™MI 553,97 1259,99 927,47 406,97
PPV 494,92 1127,16 1820,79 311,94

8 1484,04
T™MI 640,49 1097,39 1018,71 211,41
PPV 504,72 1825,95 1311,53 176,46

9 1414,15
T™MI 635,07 1129,9 1258,9 337,76
PPV 502,99 1750,96 1721,97 304,87

10 1751,49
T™MI 709,49 1393,79 1220,02 306,07
PPV 585,08 1539,09 1888,36 273,79

11 1439,88
T™MI 438,56 1211 1233,11 437,18
PPV 468,09 1663,48 1434,44 295,02

12 1183,51
T™MI 412,29 1000,26 534,93 223,6
PPV 343,87 1163,61 1376,89 221,18

13 1068,1
T™MI 483,95 1026,98 1079,26 261,37
PPV 600,03 1906,9 1898,74 296,73

14 1363,42
T™MI 488,92 1243,92 1233,4 289,63
PPV 542,41 1560,72 2113,36 326,24

15 1458,54
T™MI 581,11 1407,71 1150,65 421,31

PPV - regido parietal péstero-ventral; TMI - regido temporal médio-inferior;

PC - placa cortical; ZSC - zona subcortical; ZI - zona intermédia; ZV - zona ventricular; HC — hipocampo
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Tabela 7. Casos de controlo: valores das espessuras das regides corticais e do
hipocampo

Casos de ,
Contrlo Areas PC (um) Z5C (lm) ZI (um) 2V (um) HC (um)

PPV 51349 141345 164143 2511

1 1436,19
™I 547,64 128851 136711 510,08
PPV 540,98 119527 1370,19 295,93

2 1096,75
™I 524,35 128136 116847 383,89

: PPV 925,44 2458 39 193874 352,35 156
™I 293,66 2112 477,18 121,78
PPV 558,02 169646 205,92 336,17

4 1710,38
™I 486,72 47492 212,68 242,05
PPV 629,56 1972,89 17 2112

: ™I 666,18 124049 117154 308,37 L
PPV 449,89 116,49 1276,27 2036

6 112922
™I 501,99 1168,13 866,38 2186
PPV 619,67 168351 21259 282,83

1 137433
™I 479,42 121948 1069,89 510,08
PPV 538,74 134,78 1889,67 398,64

8 1495,73
™I 524,86 126181 163817 11142
PPV 498,3 143173 1310,97 252,89

9 1253,19
™I 531,22 1159,56 174,63 265,32

0 PPV 44403 1879,18 2011 264,18 —
™I 544,63 1630,04 1419 106,81 ’
PPV 521,46 1471,32 1203,11 208,86

1 1376,65
™I 423,22 12928 985,36 439,09
PPV 846,99 188843 232863 6548

12 1937,05
™I 863,28 1936,95 121459 1125,26

PPV - regido parietal péstero-ventral; TMI - regido temporal médio-inferior;
PC - placa cortical; ZSC - zona subcortical; ZI - zona intermédia; ZV - zona ventricular; HC - hipocampo
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Tabela 8. VValores das espessuras do vermis e dos hemisférios cerebelares nos casos com T21 e nos casos controlo

Casos T21 Casos Controlo

6 8 9 14 15 2 3 5 6 7 10 11 12

Espessura do vérmis (um) | 3711,29 | 3113,34 | 4063,98 | 3228,01 | 35724 | 3799,57 | 46459 | 4184,33 | 4234,89 | 310545 | 32113 | 3257,67 | 444825

Espessura cortex dos
hemisférios cerebelares | 1756,87 | 1252,11 | 1987,88 | 1528,65 | 1161,82 | 1644,04 | 1807,31 | 2231,3 | 204578 | 1688,26 | 2015,29 | 206542 | 2196,69

(Um)
pm - micras

Foram utilizados apenas 5 casos no grupo de T21, e 8 casos no grupo de controlo devido a inadequacdo do material dos casos restantes para

avaliacao das espessuras das regides do cerebelo.
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Tabela 9. Comparacao das espessuras das regides do cortex parietal pdstero-ventral (PPV) do grupo de controlo com
0 grupo T21 (teste T- Student)

Casos de controlo Casos com T21 p
Placa cortical (PC) (umzDP) 590,55 + 149,84 544,89 + 84,06 0,326
Zona subcortical (ZSC)

1633,49 + 373,73  1454,06 + 262,56 0,155
(um=DP)
Zona intermédia (Z1)

1761,18 £ 395,01  1624,97 + 364,44 0,361
(um=DP)
Zona ventricular (ZV)

317,10 +£119,28 267,20 + 90,54 0,159

(um=DP)

pum — micras; DP — desvio padrao
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Tabela 10. Comparacéao das espessuras das regides do cortex temporal médio-inferior (TMI) do grupo de controlo com
0 grupo T21 (teste T- Student)

Controlo T21 p
Placa cortical (PC) (umzDP) 532,26 + 135,72 558,04 + 90,40 0,560
Zona subcortical (ZSC) 1185,94 + 440,51 1163,95 + 162,04 0,859
(um=DP)
Zona intermédia (ZI1) 1068,75 + 397,81 1127,73 + 320,06 0,673
(um=DP)
Zona ventricular (ZV) 361,89 + 280,52 329,09 + 138,75 0,694
(um=DP)

pMm- micras; DP — desvio padréo
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Tabela 11. Comparacgéo das espessuras das regides do hipocampo do grupo de controlo com o grupo T21 (teste T-
Student)

Controlo T21 p

Hipocampo (um=DP) 1535,91 £ 454,01 1452,41 + 252,49 0,550

pUm- micras; DP — desvio padréo

Tabela 12. Média/Desvio-Padréo e mediana das espessuras do vérmis e hemisfério cerebelar no cerebelo nos casos de
controlo e dos casos com T21 (teste T-Student)

Controlo T21
Media Mediana Média Mediana p
Espessura Vérmis (um=DP) 3860,92 + 605,45 3991,95 3537,80 + 382,20 3572,40 0,312
Espessura Hemisférios Cerebelares 1961,76 + 223,00 2030,53 1537,47 + 344,10 1528,65 0,020

(um=DP)

pMm — micras; DP — desvio padrao
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Discussao

As manifestacdes da sindrome de Down variam muito de individuo para individuo, dependendo
do background genético e de fatores ambientais, entre outros fatores.

Neste estudo pretendeu-se avaliar as alteracGes encefalicas no 2° trimestre de fetos com
trissomia 21, considerando a idade gestacional (1G) de 17 semanas, comparadas com controlos, usando
0s mesmos parametros e IG. Identificaram-se diferencas entre os dois grupos, algumas com significado
estatistico.

Este estudo baseia-se no maior nimero de casos de T21 (n=18) e de controlos (n=16), na idade
gestacional de 17 semanas, quando comparado com resultados publicados: Kanaumi T et al. (7)
reportaram um estudo de quantificacdo das células ndo-neuronais de encéfalos de fetos com T21,
usando apenas um caso de T21 e um caso de controlo com IG de 17 semanas; Zdaniuk G et al. (8)
compararam 12 fetos com T21 com 12 fetos de controlo com IG de 18-20 semanas, e realizaram
quantificacdo celular apenas numa sub-regido da area frontoparietal; Larsen KB et al. (9), no seu estudo
de quantificacdo neuro-glial, compararam 4 fetos com T21 com 8 fetos controlo, sendo que apenas
dois tinham IG de 17 semanas; Guidi S et al., no conjunto dos seus dois trabalhos (42-43) compararam
os diferentes tipos celulares de encéfalos e cerebelos, usando 6 fetos com T21 e 7 fetos controlo, sendo
que apenas um tinha IG de 17 semanas. Nenhum dos estudos publicados avaliou de forma sistematica
a medicdo das varias sub-regifes corticais (biometria) em duas areas encefalicas diferentes, nem
avaliou a espessura do hipocampo, do vérmis ou dos hemisférios cerebelares, realizados no presente
estudo original e Unico, que constitui eventualmente um avan¢o substancial no conhecimento do

desenvolvimento encefalico de fetos com T21 com IG de 17 semanas.

O peso do enceéfalo, nos casos de T21 deste estudo, foi inferior ao dos controlos e esta diferenca
foi estatisticamente significativa, o0 mesmo acontecendo com o didametro fronto-occipital. Estes
resultados estdo de acordo com os dados reportados por outros autores (6-8, 23, 52), em estudos
baseados predominantemente em avaliacdo ecografica, um dos quais incluindo casos deste trabalho.
No Unico estudo baseado em autdpsias fetais (52), que avaliou as carateristicas biométricas da face e
de encéfalos de fetos com T21 (entre as 15 e as 38 semanas de IG) também o peso do encéfalo e o
didmetro fronto-occipital foram inferiores aos do grupo de controlo, o que refor¢a a convic¢do de que
a braquicefalia é frequente nos fetos com T21.

No cerebelo, a espessura dos hemisférios cerebelares parece ser significativamente reduzida

nos fetos com T21. Vérios autores (42, 43) descreveram que os cerebelos de fetos com sindrome de
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Down (entre as 17 e as 21 semanas de IG) apresentam reducéo de volume, hipocelularidade grave em
todas as camadas e diminuicdo da espessura de todas as que incluem células granulares, indiciando
que a disfuncdo da histogénese e da citogénese sdo determinantes na T21. Embora sem significado
estatistico, também o valor do didmetro transverso do cerebelo nos casos de T21 do presente estudo
foi inferior ao dos controlos. Estes achados coadunam-se com a possibilidade de, desde muito cedo no
desenvolvimento fetal, ocorrerem anomalias na proliferacdo/apoptose celular, que sdo consideradas
importantes na patogénese de encéfalos e de cerebelos mais pequenos em fetos com T21. De facto,
Guidi S et al. (42, 43) reportaram que esta diferenca era devida a hipocelularidade generalizada do
encéfalo e do cerebelo dos fetos com T21 (comparando 7 fetos com T21 com 6 controlos, entre as 17
e as 21 semanas de IG) e atribuiram a causa a presenca de défice grave na proliferacdo celular. Estes
autores mediram a espessura das camadas do cortex cerebelar e quantificaram a presenca de celulas
neuronais e gliais nas diferentes camadas do cortex cerebelar e avaliaram marcadores imuno-
histoquimicos de proliferacdo celular e de apoptose, indicando que os fetos com T21 tém padréao
cerebelar imaturo e volume reduzido, com menor numero de células granulares, de células de Purkinge
e de glia de Bergmann. (43)

Nos fetos com T21 incluidos neste trabalho o didmetro biparietal parece ser maior, embora sem
significado estatistico. Este resultado podera relacionar-se com a conformacdo anémala do cranio nos
casos de T21: diametros antero-posteriores pequenos, com aplanamento marcado da regido occipital,
e didmetros biparietais maiores. Este achado, também reportado num trabalho (52) baseado em
medidas biométricas de autdpsias de fetos com T21, coaduna-se com braquicefalia, carateristica
precoce em fetos com T21; contudo, o aumento do didmetro biparietal em fetos com T21 nédo foi
confirmado em estudos baseados em dados exclusivamente ecograficos e diferem de outros reportados

em autdpsias.

A idade materna foi superior nos casos com T21 deste estudo, tal como reportado na literatura;
porém, é percetivel a sobreposicdo dos intervalos de confianga: 34-42 anos nos casos com T21 e 29-
41 anos nos casos de controlo. Estes resultados s&o idénticos aos reportados em trabalhos recentes (20,
21): a medida que a idade materna aumenta, a raz&o dos casos com T21 em mulheres com mais de 35

anos relativamente as mées com idade inferior a 35 anos aproxima-se da unidade. (20, 21)

Encéfalos mais pequenos apresentam reducdo na espessura do neocortex, como se observou
neste estudo na regido parietal, nas diferentes sub-regides corticais dos fetos com T21. Resultados
publicados em encéfalos de fetos com 19 semanas de IG (9), em que se avaliou o nimero de células

neuronais e gliais nestas areas, indicam que o nimero de células € inferior nos fetos com T21, quando
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comparado com o dos controlos; ainda assim, neste trabalho (9) néo foi avaliada a espessura da regiao
parietal nem comparada com a da regido temporal. A quantificacdo celular (neuronal vs glial) fazia
parte dos objetivos iniciais do presente trabalho mas (por motivos técnicos) ndo foi possivel quantificar
os diferentes tipos celulares nas véarias sub-regibes corticais. Varios autores (6-8, 52) favorecem a
hipdtese de um défice marcado na proliferacdo celular como causa da reducéo do tamanho encefalico
nos fetos com T21, baseados em resultados reportados em ratos e fetos humanos. Estimar e comparar
nas varias sub-regides corticais o indice proliferativo celular, era também um objetivo deste estudo,
que pelas razdes ja indicadas ndo foi possivel. Ndo obstante, embora tenha sido impossivel a
quantificacdo dos componentes celulares, a avaliacao das espessuras nas sub-regides PC, ZSV, ZI, ZV

no cortex parietal nunca foi publicada em fetos com T21 nesta idade gestacional.

Na regido temporal observaram-se algumas diferencas. A espessura das regides da placa
cortical e da zona intermédia apresentam valores superiores nos fetos com T21 deste estudo, o que
difere do reportado na literatura (7). Por outro lado, parece que ha uma simplificacdo do lobo temporal
na T21, com reducdo do numero de células neuronais. No entanto, um aumento da espessura nas
regides da placa cortical e na zona intermédia podera ndo significar um aumento de células neuronais,
mas um aumento de células ndo neuronais como macrofagos, microglia, astrocitos ou
oligodendrocitos. Um estudo recente reporta (7) que as 18 semanas de IG o cortex temporal de fetos
com T21 tem maior quantidade de oligodendrdcitos e de astrocitos quando comparados com controlos,
tendo os autores sugerido a possibilidade de se tratar de uma resposta compensatéria a reducdo da
proliferacdo dos precursores neuronais e ao atraso na mielinizacdo na regidao ventricular; porém, a
avaliacdo das espessuras das sub-regides PC, ZSV, ZI, ZV no cortex temporal ndo foi reportada neste

estudo.

No presente estudo encontraram-se diferencas nas espessuras das sub-regides corticais, em
duas areas encefalicas diferentes, parietal e temporal, em fetos com T21 as 17 semanas de 1G; parece
que a regido parietal pode ter um grau de alteracGes diferente da regido temporal. Na regido temporal
ha duas sub-regides (PC e ZI) que apresentam valores de espessura superiores nos fetos com T21. No
entanto, estes resultados carecem de validacdo numa populagdo maior de casos e de controlos e,
adicionalmente, com quantificacdo diferencial de vérios tipos celulares, neuronais e ndo-neuronais,
para estabelecer esta presumivel diferenca, e com impacto potencial nas manifestacfes da sindrome

de Down.
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No hipocampo ha resultados publicados (7) indicando que numa fase precoce do
desenvolvimento (14-16 semanas de IG) ocorre aumento do numero de macréfagos na regido
CA1/subiculum do hipocampo de fetos com T21, o que podera indiciar um aumento da atividade
fagocitica, que se associa a aumento da apoptose e a alteracdes da neurogénese. O hipocampo pode ser
simplificado e mais pequeno nos casos de T21. Os valores encontrados para o0 hipocampo, no presente
trabalho, foram inferiores nos casos de T21 relativamente ao grupo controlo, mas a diferenca nao foi

estatisticamente significativa.
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Conclusao

Este estudo é unico em Portugal e também, de acordo com a revisdo bibliografica apresentada,
em publicacbes internacionais. A medicdo sistematica das espessuras das sub-regides do cortex
cerebral, do hipocampo e de duas regides do cerebelo, em fetos com trissomia 21 com 17 semanas de
idade gestacional, nunca tinha sido publicada, permitindo este estudo um esclarecimento mais objetivo
das alteragdes morfometricas e biométricas em encéfalos de fetos com T21.

Pela revisdo da literatura dos estudos publicados por outros autores (7, 8, 9 42, 43), em que foi
realizada a comparacao histoldgica de encéfalos de fetos humanos com T21 e controlos, verifica-se
que este trabalho é o que apresenta 0 maior nimero de casos e de controlos, na idade gestacional de
17 semanas. Nenhum dos estudos publicados reportou a medicdo das varias sub-regides corticais em
duas areas encefalicas diferentes, nem a espessura do hipocampo, do vérmis ou dos hemisférios
cerebelares, 0 que torna este estudo original, contribuindo para um melhor conhecimento do

desenvolvimento encefalico de fetos com T21.

Este estudo revela a presenca de diferencas cranio-encefalicas significativas entre fetos com
T21 as 17 semanas de idade gestacional quando comparadas com controlos, indicando que as
alteracbes da neurogénese se iniciam precocemente no desenvolvimento fetal, provavelmente
resultantes de alteraces no nimero de células neuronais e de células ndo neuronais.

Os resultados deste trabalho permitem esclarecer alteracdes encefalicas biométricas em fetos
humanos com T21, quando comparados com resultados de estudos de outros autores, na sua maioria
realizados em modelos animais e baseados maioritariamente na quantificacdo, indice de proliferacao
e apoptose de subtipos celulares, mas sem quantificacdo biométrica sistematica das regides avaliadas.
As limitacBes dos estudos publicados parecem resultar da inclusdo de fetos de varias idades
gestacionais (o que dificulta avaliacdo precisa das alteracbes em cada idade gestacional) assim como
da utilizacdo frequente de modelos de ratos (TS16 e TS65 DN), bem como de avaliacdo quase

exclusivamente biométrica ecogréafica.

O ligeiro aumento do valor da espessura na placa cortical e zona intermédia da regido temporal
nos casos de fetos com T21 é presumivelmente diferente do espectavel as 17 semanas de 1G, dada a
hipocelularidade (neuroglial) generalizada encefélica referida nos raros estudos publicados em
encéfalos de fetos humanos desta idade gestacional. Apesar da hipocelularidade na T21, permanece

por esclarecer se este defeito é causado por um processo neurodegenerativo, por diminuicdo da
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producdo de neurdnios, ou pela combinacdo variavel de ambos mecanismos patogénicos, porque a
neurogénese na T21 pode ser variavelmente alterada durante as fases iniciais do desenvolvimento do
encéfalo.

Pode-se especular que 0 aumento observado na espessura da placa cortical e da zona intermédia
daregido temporal em fetos com T21 resulta do aumento de células ndo neuronais: macréfagos, células
oligodendrogliais, astrocitarias e da microglia. No entanto esta possibilidade carece de mais estudos.
A caraterizacdo dos varios tipos celulares presentes nas varias regides corticais e cerebelares estudadas
é fundamental para o melhor esclarecimento das alteragdes da T21 em humanos num trabalho com

mais casos, que se pretende prosseqguir.

Sendo uma das principais causas de IMG no 2° trimestre de gravidez, a avaliacdo sistemética
das alteracOes tecidulares que ocorrem na trissomia 21 pode ser muito relevante para esclarecer
diferencas (com expressao variavel) no desenvolvimento encefalico humano, e contribuir para a
identificacdo precoce da gravidade do potencial défice mental, fornecendo aos pais esclarecimentos
mais precisos em termos de capacidades motoras e intelectuais de fetos diagnosticados com T21,
facilitadores da sua deciséo informada.
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Beneficios pessoais:

Este tema proposto para a Tese de Mestrado, deveu-se a enorme e crescente vontade de desenvolver e
conhecer melhor as alteracdes encefalicas existentes em Fetos com Trissomia 21. Poder aprofundar
um tema da minha area profissional (Patologia do Desenvolvimento) e ser orientada por docentes e

profissionais experientes, que promoveram o apoio nesta Tese de Mestrado.
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