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REZUMAT

Malformatiile embrionare sunt multiple, iar factorii care contribuie la aparitia lor sunt
variabili, diagnosticul si tratamentul acestora fiind o provocare pentru specialistii in
domeniu. Problema cea mai mare in cercetarea malformatiilor embrionare o reprezinta
lipsa materialului de studiu. Tn ciuda celor descrise, incd nu existi un acord general cu
privire la momentul, de ce si cum se realizeaza dezvoltarea anormala. Tn zilele noastre,
evaluarea embriologica a numeroase anomalii congenitale la specia umana este inca o
problemd de speculatie, in special datoritd lacunelor in cunoasterea deficitard a tuturor
factorilor implicati, in ciuda dezvoltarii extraordinare a tehnologiei. Ca urmare, multe
malformatii tipice nu sunt inca explicate in mod satisfacator, iar personalul medical din
toate specialitatile este Incd suficient de confuz atunci cand se confruntd cu fondul
dezvoltarii embriologice normale si anormale. Diagnosticarea unei malformatii embrionare
are un impact major atat asupra mamei, familiei dar si asupra sistemului de sanatate care
trebuie sd gestioneze eficient situatia delicatd din punct de vedere economic, social si
medical. Prin urmare, pentru un diagnostic clar si rapid si un tratament adecvat este
necesard studierea tuturor aspectelor care tin in primul rand de factorii declansatori,
mecanismele implicate si tratamentele selectate.

Lucrarea de fata trateaza un subiect de mare interes, atat la nivel local, regional, national si
international, si anume cel al malformatiilor embrionare. Studiile de cercetare asupra
acestui subiect sunt numeroase si totodata foarte diversificate. Materialul este structurat
conform normelor de redactare in trei parti principale: (1) partea generala, (2) partea
speciala si (3) concluziile si contributiile proprii. In partea generald sunt redate cele mai
noi aspecte legate de: (a) embriologie — epidemiologia defectelor la nastere, diagnosticul
prenatal al malformatiilor, (b) dezvoltarea cerebelului — diagnosticul prenatal al
anomaliilor fosei posterioare, tipuri de afectare embrionard cerebeloasd, (C) modele
animale utilizate pentru embriologie aplicata — embrioni de diferite specii pentru studiul
embriologiei normale, modele chirurgicale, modele chimice, modele genetice si preocupari
biologice cu privire la selectia modelelor de animale pentru testarea teratogena si (d)
influenta hormonilor sintetici in posibila aparitie si dezvoltare a malformatiilor embrionare.
Partea speciald este structuratd pe patru mari capitole, cate un capitol dedicat fiecérei
directii originale de cercetare abordata: (a) contributii legate de specificitatea publicatiilor

asociate malformatiilor embrionare in bazele de date specifice, (b) contributii legate de
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abordarea malformatiilor embrionare in vitro si in vivo prin intermediul folatilor, (c) studiu
in vivo legat de asocierea hormonilor sintetici cu radiatiile ultraviolete si (d) contributii la
evaluarea statistica a incidentei riscului de dezvoltare a sindromului Down 1n zona de sud-
vest a Romaniei.

Tema abordatd este una de actualitate care se incadreazd in preocuparile

internationale si nationale deoarece trateaza un subiect care afecteazd milioane de femei
din intreaga lume, din medii sociale diferite si care necesitd abordarea si adaptarea
diagnosticarii si tratdrii In functie de provenienta, gravitate si politicile aplicate la nivelul
fiecdrei societati. Malformatiile fetale reprezinta principala cauzd a decesului antepartum,
intrapartum sau postpartum la nivel mondial. Investigatia lor epidemiologica a fost
determinatd de recunoasterea sindromului de rubeold congenitala si a focomeliei legate de
talidomida. Specialistii in domeniu necesitd date relevante despre malformatiile fetale la
nastere, ca baza pentru raportarea propriilor rezultate.
Obiectivele specifice ale lucrarii au fost reprezentate de: (1) documentarea riguroasa prin
intermediul diferitelor baze de date stiintifice — Pubmed, Science Direct, De Gruyter,
Wiley Online Library si Cochrane Library in vederea identificdrii informatiilor specifice de
actualitate; (2) testarea anumitor compusi frecvent utilizati in tratamentele aferente
anomaliilor embrionare (folati) dar si a celor care tintesc aceeasi receptori si pot exercita
un dublu efect cu urmari nefavorabile (anti-folati) prin metode in vitro si in vivo, (3)
evaluarea in vivo prin teste specifice pentru cuantificarea parametrilor fiziologici,
serologici si analiza histopatologicd a influentei hormonilor sintetici in prezenta radiatiilor
si (4) screeningul in vederea diagnosticarii trisomiei 21 prin corelarea markerilor
sonografici si serici aldturi de varsta maternd, pe o perioadd de patru ani la gravidele din
zona de Sud-Vest a Romaniei.

Metodele de cercetare adoptate in lucrarea de fata sunt folosite in prezent in diferite
studii de cercetare la nivel international. Studiul in bazele de date stiintifice a presupus
selectarea termenilor cheie specifici pentru o selectie avansatd a publicatiilor in vederea
gasirii celor mai relevante informatii. Studiul in vitro s-a realizat pentru keratinocitele si
fibroblastele umane prin metoda colorimetrica Alamar Blue (eficientd, rapida si
economicd) care presupune evaluarea activitatii mitocondriale a celulelor si cuantificarea
numdrului de celule viabile in prezenta acizilor folic, dihidrofolic si tetrahidrolofic,
metotrexatului si combinatiilor dintre acestia. Efectele exercitate asupra procesului de
angiogeneza, s-au realizat prin testul CAM, o tehnica in vivo simpla si usor de aplicat care
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implica utilizarea oualor de pui fecundate si se realizeaza in mai multe etape fiind analizate
reactiile particulare induse de compusi: hemoragie, liza vasculara, coagulare stabilindu-se
un scor de iritare. Importanta suplimentarii cu folat in timpul sarcinii, in special pentru
prevenirea defectelor tubului neural la fat este recunoscutd dar, existd o serie de
controverse legate de alte beneficii posibile ale acestei suplimentari si diferitele forme
moleculare de folat care ar trebui administrate. Suplimentarea cu folat este o practica
medicald frecventd, dar personalul de specialitate nu tine cont permanent de mecanismele
farmacodinamice care stau la baza beneficiilor pentru sandtate ale folatului. Dezvoltarea si
cresterea adecvatd a fatului si prezenta bolilor sunt legate de greutatea la nastere, durata
sarcinii si locatia geografica. S-a gasit o relatie semnificativd Intre nasterea prematura,
greutatea micd la nastere si sistemul imunitar precar, prezenta infectiilor, deficit de
vitamina D si dezechilibre hormonale asociate perioadelor pre- si post-conceptie. In functie
de conditiile meteorologice, Tn special asociate diferitelor anotimpuri, pot fi corelate efecte
psihologice, biologice si comportamentale, fiind afectatd inclusiv ovulatia si sarcina.
Radiatiile ultraviolete joaca un rol principal, iar cantitatea de radiatii solare ultraviolete
este variabila si diferita in functie de anotimpuri. Studiul in vivo legat de evaluarea actiunii
hormonilor sintetici s-a realizat pe model animal. Parametri fiziologici ai pielii au fost
analizati prin metode non-invazive, parametrii serologici prin teste biochimice uzuale si
evaluarea histopatologicai a organelor prin metode uzuale de colorare cu
hematoxilina/eozind si analizd microscopica. Screeningul pentru identificarea riscului de
dezvoltare a trisomiei 21 (sindromului Down) s-a efectuat pe o perioada de patru ani de
zile si s-a masurat translucenta nucala (TN, marker sonografic), valorile proteinei A
plasmatica asociatd sarcinii (PAPP-A) si gonadotrofinei corionice beta umana libera
(BHCG) facandu-se corelarea cu diferiti factori precum varsta maternd, statutul de
fuméatoare/nefumatoare, tipul sarcinii si existenta sau nu a diabetului.

Dupa cum s-a mentionat anterior, pentru studiul practic lipsa materialului este o
problema majord. In prezent, cercetirile se deruleaza pe diferite directii, atat in vitro, in
silico si in vivo. Orice contributie adusa din aceste directii este una importantd deoarece
contribuie la realizarea unui tot cat mai unitar care in final are drept scop intelegerea

aprofundata, prevenirea si abordarea cat mai corecta a acestor tipuri de afectiuni.

Tn urma studiului bazelor de date specifice pentru a analiza literatura de specialitate

in ceea ce priveste specificitatea publicatiilor asociate malformatiilor embrionare, S-a ajuns



la concluzia ca, bazele de date ofera o serie de informatii importante legate de subiectul
malformatiilor embrionare. Importanta utilizarii teremnului/termenilor cheie specifici este
una de notorietate deoarece doar printr-o utilizare corectd avansata se poate accede la
ultimele informatii din domeniu. In ceea ce priveste malformatiile embrionare cele asociate
sindromului Down sunt cele mai frecvete. Tn ciuda acestui fapt, progresele din ultimii ani
nu sunt unele rasundtoare, iar constientizarea populatiei Vis-a-vis de importanta
dispensarizarii corecte a sarcinii, alaturi de testarea in masd reprezinta cele mai bune
variante de abordare a acestei probleme medicale. Bazele de date Pubmed, Science Direct
si Wiley Online Library contin un numar insemnat de publicatii, in special dedicate unui
anumit termen cheie, in schimb baza de date Cochrane ofera mult mai putine informatii
referitoare la un anumit termen cheie dar Tnsumeaza informatii din mai multe articole si

baze de date clinice.

Grupul folatilor, numiti si vitamina B9, apartin familiei de vitamine B hidrosolubile
si sunt alcatuiti din structuri chimice derivate din poliglutamati. Folatii sunt micronutrienti
esentiali pentru functiile celulare, crestere si dezvoltare. In timpul sarcinii, cererile de folati
cresc de 5 pana la 10 ori, datoritd importantei lor in procese precum vasculogeneza si
angiogeneza, ambele procese cheie in functia placentard, cresterea fatului si dezvoltarea
acestuia. Dovezile acumulate pe parcursul anilor indica faptul ca, riscurile de dezvoltare
defectd sunt semnificativ reduse de suplimentarea adecvatd a folatului in perioada atat
preconceptie cat si pe parcursul primului trimestru de sarcind. In lucrarea de fat,
viabilitatea celulelor sdnatoase, keratinocitelor si fibroblastelor umane a fost evaluatd in
prezenta a trei folati (acizi folic - AF, dihidrofolic - DHF si tetrahidrofolic - THF), un anti-
folat (metotrexat - MTH) si combinatii intre acestia, prin testul Alamar blue. Potentialul
antiangiogen a fost, de asemenea, evaluat prin tehnica in ovo, testul CAM. Datele au
relevat ca MTH a indus o usoard scadere a keratinocitelor la cele mai mari concentratii
testate, activitatea a fost dependenta de doza si niciunul dintre compusi nu a exercitat o
toxicitate semnificativa. Chiar si in cazul combinatiei de doud tipuri de compusi, folat cu
anti-folat, nu a existat o scadere semnificativa a numarului de celule viabile. Fibroblastele
umane in prezenta folatilor nu au prezentat modificari semnificative ale viabilitatii, acidul
dihidrofolic a avut o influenta mai pronuntata asupra viabilitatii comparativ cu ceilalti doi
folati (acizii folic si tetrahidrofolic) testati. In cazul testarii combinatiilor dintre metotrexat

st acizii folic, dihidrofolic si respectiv tetrahidrofolic, procentele de viabilitate au variat
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dupa cum urmeaza: combinatia AF:MTH (1:2) a redus viabilitatea fibroblastelor la
aproximativ 89%, THF:MTH (1:2) pana la aproximativ 79% si efectul cel mai pronuntat a
fost observat in combinatia DHF:MTH (1:2) unde s-a Inregistrat o scadere de pana la 68%.
Reactiile care implica folatul sunt de o importantd majora, mai ales daca avem 1n vedere ca
inhibarea transportorilor duce la efecte devastatoare, cum ar fi malformatiile la fat. In ciuda
numeroaselor studii din ultimii ani care au implicat administrarea de folat pentru a reduce
defectele la fat si nu numai, exista tot mai multe studii care asociaza folatul cu progresia
proceselor tumorale. Astfel, este necesar sa se evidentieze reactiile implicate si sd se
elucideze anumite efecte in contextul asocierii mai multor factori care sunt fie benefici
pentru corectarea anumitor defecte, fie devastatori pentru replicarea celulard. Studiile
efectuate necesitd o corelatie cu experimentele care implicd stres oxidativ pentru o mai
buna Iintelegere a importantei administrarii compusilor pentru prevenire, dar si a
compusilor pentru vindecare. De cele mai multe ori pentru prevenirea malformatiilor
embrionare se recomanda administrarea de folat pentru viitoarea mama sau pentru gravida
aflata la Tnceputul primului trimestru de sarcina. Pentru a stabili recomandarile optime cu
privire la administrarea de folat, trebuie luate Tn considerare efectele negative posibile
produse, si anume: mascarea deficientei de vitamina B12 si un posibil metabolism deficitar
cu cresterea compusului nemetabolizat care poate duce la aberanta si deficienta, proliferare
cu consecinte patologice grave. Atat folatii cat si antifolatii pot produce modificari
semnificative la nivel de celuld care intr-un final au consecinte nefaste, fie asupra fatului,
fie asupra mamei. Studiile in vitro ofera dovezi ale efectelor adverse ale deficientei de folat
asupra functiei placentare. Pentru a elucida mecanismul exercitat de compusii mentionati si
combinatia acestora, a fost analizat efectul angiogen aplicand testul CAM iar datele
obtinute au indicat ca folatii au fost cel mai bine toleranti, neinducand modificéri asupra
procesului angiogen normal, pe cand metotrexatul a evidentiat o densitate a vaselor usor
mai mare, dar fard a induce toxicitate asupra arhitecturii si functionalitdtii vasculare.
Procesul angiogenezei placentare este crucial in mentinerea unui flux de sange adecvat la
dezvoltarea fatului, modificarea acestuia ducand la efecte devastatoare pentru mama si fat.
Folatii impreuna cu acizii grasi moduleaza receptorii specifici in timpul angiogenezei

placentare atét direct (prin factori angiogenici) cat si indirect (prin modulare specifica).



Etinilestradiolul (EES), un estrogen chimic este substanta activd cea mai frecvent
utilizata in formuldrile hormonale orale ale medicamentelor contraceptive la nivel mondial.
Levonorgestrelul (LNG), un hormon progestogenic sintetic, este utilizat in mod obisnuit in
sistemele intrauterine care elibereaza LNG pentru efectul sau contraceptiv puternic.

Studiul efectuat in lucrarea de fata se bazeaza pe teoria conform careia multe femei
se expun voluntar la cantititi potential ddunatoare de lumind UVB simultan cu utilizarea
contraceptivelor hormonale. In acelasi timp, unele utilizeazi intentionat produse pe baza de
estrogen, mai ales cd majoritatea celor cu aplicare topicad fac parte din categoria
medicamentelor fird prescriptic medicald si sunt usor de procurat. In cercetarile
experimentale actuale, s-a studiat evaluarea efectelor in vivo ale: (i) EES, (ii) LNG si (iii)
asocierii dintre EES si LNG pe soareci expusi timp de 21 de zile la radiatii UVB,
urmdrindu-se parametrii fiziologici ai pielii evaluati prin metode neinvazive, parametrii
clinici si hematologici si evaluarea histopatologica. In acest studiu, nu a fost Tnregistrat
niciun deces in trei saptamani de monitorizare in toate cele patru grupuri de animale de
experientd utilizate. Au fost observate modificari sau diferente nesemnificative in ceea ce
priveste aspectul general si procentul de greutate al goarecilor. Parametrii serici ai
soarecilor din toate grupurile au fost analizati pentru a monitoriza starea de sanatate
hepatica si renald, si valori semnificative statistic, au fost inregistrate in grupurile care au
implicat administrarea de hormoni si expunerea la UVB.

In grupul de animale supuse la UVB, s-au identificat urmatoarele: la nivelul
rinichilor, capilarul corpusculilor renali a prezentat hiperemie usoara si corpi bazofili in
lumina unor tubuli renali; la nivelul plamanilor, au existat hiperemii vasculare moderate si
putine celule inflamatorii au fost formate din limfocite mici si o ingrosare usoara a
septurilor alveolare; splina a prezentat hiperplazie moderata a pulpei rosii, depozite de
hemosiderina in tesutul conjunctiv al stromei si hiperemie a vaselor subcapsulare; ficatul a
prezentat infiltrat inflamator usor la nivelul spatiilor portale, compus din limfocite mici si
hiperemie a venei centrilobulare si a venulelor spatiului port iar exemplarele de inima
recoltate au prezentat histologie cvasi-normald cu urme de edem interstitial. In grupul de
studiu n care soarecii au fost expusi la radiatii UVB si tratati cu EES, esantioanele de
rinichi recoltate au prezentat mai multe modificari: hiperemie a corpusculilor capilari
renali si peritubulari, vacuolizarea portiunii apicale a nefrocitelor si a corpilor bazofili din
sistemul tubular al nefronului; plamanii au prezentat ingrosarea septelor interalveolare,
hiperemie a vaselor mici de septuri interalveolare, numar crescut de mastocite peribronsice
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si emfizem compensator; splina hiperplazie usoara a depozitelor de pulpa rosie si
hemosiderind, in timp ce ficatul a prezentat hiperemie usoara a venulelor din spatiile
centrilobulare si portale si, de asemenea, capilare sinusoidale dilatate si vacuole cromofobe
intracitoplasmatice; esantioanele de inima au prezentat edem interstitial. Tn cazul soarecilor
expusi la radiatii UVB si tratati cu LNG, rinichii au prezentat hiperemie a corpusculilor
renali capilari si capilare peritubulare; plaméanii o 1ingrosare usoara a septurilor
interalveolare, hiperemia vaselor de sept interalveolare si infiltratul inflamator usor au fost
formate din limfocite; s-a observat si o hiperemie usoara a vaselor subcapsulare; ficatul a
prezentat hiperemie usoara a venei centrilobulare si a vaselor din spatiile portale iar
probele de inimd nu au prezentat modificari ale histologiei normale. Tn grupul in care
animalele au fost expuse la UVB si tratate cu EES si LNG au fost observate cele mai multe
modificari de organ. Astfel, la nivelul rinichilor s-au observat: corpuscul renal mic, atrofic,
cu hiperplazie mezangiald usoara, hiperemie a capilarelor corpusculilor renali, cilindri
hialini in unii tubuli nefronici si infiltratii acidofile Tn vasele arteriale. Plamanii au
prezentat o ingrosare ridicata a septurilor interalveolare, cu hialinizare moderata a peretilor
arteriolari, hiperemie usoard a vaselor mici de sept interalveolare. Prezentul studiu
reprezintd un prim pas in analiza parametrilor fiziologici ai pielii corelati cu modificarea
parametrilor biologici si evenimentele care au loc la nivel de organ cu expunerea la radiatii
UVB si administrarea substantelor active din clasa contraceptivelor hormonale. S-a
demonstrat ca asocierea dintre cei doi hormoni, EES si LNG, in prezenta radiatiei UVB,
afecteaza atat parametrii pielii, cat si parametrii biochimici si a condus la modificari
specifice ale organelor. Estrogenul fiind un promotor poate stimula proliferarea celulara cu
efecte negative asupra ciclului celular cu consecinte ale replicarii eronate. Sunt necesare
studii viitoare pentru a investiga mecanismele implicate in prezenta radiatiilor UVA, dar si
o variatie a varstei, cu accent pe biomarkeri specifici care se coreleaza cu posibila aparitie
a proceselor maligne.

Tulburarea cauzatd de trisomia cromozomului 21 este asociatd cu o serie de
Down au o anomalie cardiaca majord, in timp ce alte defecte congenitale majore fara
leziuni cardiace sunt, de asemenea, frecvente. Prin urmare, un alt obiectiv major al lucrarii
de fata a fost de a studia datele Tnregistrate pentru o perioada de patru ani, pentru femeile
insarcinate din sud-vestul Romaniei din zonele rurale. S-au realizat combinatii de varsta
materna, masurarea grosimii TN fetale si evaluarea markerilor biochimici pentru a evalua
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incidenta a riscului asociat trisomiei 21, subliniind in acelasi timp necesitatea
implementarii bazelor de date pentru evidentierea cazurilor de trisomie 21. Variatiile
procentuale legate de incidenta sindromului Down de la tard la tard si de la zond la zona
sunt semnificative. In zonele rurale din Romania, accesul la serviciile medicale este mai
limitat, iar aplicarea programelor de screening este o solutie pentru a contribui la o
evaluare realista a incidentei anomaliilor fetale asociate cu sindromul Down. Pentru a
obtine o performantd diagnostica imbunatatita, s-a utilizat o combinatie de teste, inclusiv
varsta materna si evaluarea markerilor serici specifici sau combinatii de varstd materna,
markeri serici specifici si masuratori sonografice. Markerii individuali cu ultrasunete sau
combinatii ale acestora cu unul sau mai multe teste de markeri serici au fost examinati n
primul trimestru, cu sau fard ajustare pentru varsta materna. in studiul de fatd, 269 de
paciente au fost supuse investigatiilor (prin ultrasunete si cuantificarea markerilor serici -
dublu test), intre ianuarie 2015 si decembrie 2018.

Pacientele din grupa de varsta 21-29 de ani au reprezentat cel mai semnificativ
procent (56.1%), iar cel mai mic procent a fost reprezentat de pacientele cu varsta peste 40
de ani (0.7%). In cei patru ani, corelati cu varsta, opt minore s-au prezentat si ele la
investigatii: doud in varstd de 17 ani In 2015, trei n varsta de 17 ani in 2016, doua 1n varsta
de 16 ani in 2017 si 0 tanara de 16 ani in 2018. In ceea ce priveste starea de fumitoare sau
nu, din cele 269 de paciente incluse Tn prezentul studiu pentru anii 2015-2018, 31 dintre ele
s-au declarat fumatoare, in timp ce restul de 238 au declarat ca nu sunt fumatoare. Niciuna
dintre paciente nu a fost raportata cu diabet zaharat. Din cele 269 de cazuri studiate, un
procent de 5.6% au fost incluse in grupul de risc (>1: 250) si un procent de 1.5% a fost la
limita (in intervalul de risc 1: 251-1: 300). TN a fost initial implementata pentru a aprecia
probabilitatea unui fat cu sindrom Down. Varsta maternd poate fi combinatd cu
dimensiunea TN fetale si biochimia sericd materna (BHCG liber si PAPP-A) la 11* ° pani
la 13* ® sdptaimani pentru a identifica aproximativ 90% dintre fetusii afectati. In studiul de
fatd, nu s-au inregistrat valori ale TN >3. O valoare unica de 2.9 a fost inregistrata in 2015,
pacienta a fost inclusa intr-un grup de risc dupa asocierea cu markeri serici, varsta si alti
factori au fost luati in considerare. Valorile PAPP-A au fost determinate prin metode
imunochimice de fluorescentd bine cunoscute. Au existat doar 20 de valori MoM <0.5
pentru PAPP-A care ar putea semnaliza teoretic unele riscuri asociate (restrictie de crestere
intrauterind, nastere prematura, preeclampsie, avort spontan sau deces fetal la >24
saptamani). Valorile f-hCG au fost, de asemenea, determinate prin metode imunochimice
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de fluorescenta bine cunoscute. Au existat valori de 23% >1.5 si din cele 269 de paciente
incluse Tn grupul de risc 60% au avut valori >1.5 ale MoM asociate B-HCG. Screening-ul
pe baza varstei materne, TN fetala si cei doi markeri serici suplimentari au dus la o rata de
detectie >85% si o rata fals pozitiva de 3%.

Cercetarea de fatd necesitd o continuitate pe cel putin doud directii: (a) dezvoltarea unei
baze de date pentru a contribui la un registru national care si centralizeze informatii
actuale legate de incidenta si diagnosticarea trisomiei 21, nu doar in zona de Sud-Vest a
tarii si (b) evaluarea mecanismelor exercitate de compusii din clasa folatilor utilizati
frecvent de catre femeile insarcinate dar si a anti-folatilor utilizati de asemenea frecvent in
cazul existentei anumitor patologii, tinand cont de dublul efect pe care il pot exercita — fie
benefic, fie negativ atat in prezenta cat si in absenta diferitilor alti factori cum ar fi

radiatiile ultraviolete.



