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RESUMO

As fissuras labiopalatinas (FLP) sdo as malformagdes craniofaciais mais
comuns em seres humanos. Sua etiologia € complexa, envolvendo tanto fatores
genéticos quanto ambientais. As fissuras labiopalatinas em pacientes nao-
sindrémicos (FLP-NS) parecem ter uma etiologia distinta das FLP associadas a
alguma sindrome. Desde o final da década de 1980, sao realizadas pesquisas com o
objetivo de testar genes que atuem na etiologia das FLP-NS, entre eles o TGFA
(fator transformador de crescimento epitelial alfa).

O objetivo deste trabalho foi testar o polimorfismo TGFA/Taq | em pacientes
portadores de FLP-NS, comparando os resultados obtidos com uma amostra
controle de individuos sem fissuras para averiguar a auséncia ou a presenga da
mutacao génica nesse locus. Além disso, foi feita a comparagao entre as técnicas de
extracdo de DNA obtidas através de sangue periférico e swab bucal.

A extracdo de DNA a partir de swab bucal se mostrou eficaz na determinacao
genotipica do locus TGFA e propicia para a coleta em populagées com FLP.

Mutacées no gene TGFA nao estao associadas a FLP-NS na amostra da
populagao do Rio Grande do Sul estudada ndo sendo, entdo, possivel concluir qual
seria o0 papel do TGFA na expressao da FLP-NS.

Palavras-chave: Fissura labiopalatina; Polimorfismo TGFA/Taq |; Genética.



ABSTRACT

Cleft lip and palate (CLP) are the most commom craniofacial anomalies
among humans. This etiology is complex, involving genetic and environmental
factors. Non-syndromic cleft lip and palate (NS-CLP) seem to have a distinct etiology
of the CLP associated to some syndrome. Since the late 1980’s, researches have
been carried with the objective to identify genes that act in the etiology of the NS-
CLP, amongst them the TGFA (transforming growth factor alpha).

The objective of this study was to test the TGFA/Taq | polymorphism in
patients with NS-CLP, and to compare the results with those gotten in a control
sample constituted by individuals without CLP, aiming to identify the inquiring the
existence of mutations in this locus. A comparison was carried between enters gotten
by the techniques of DNA extraction of buccal swab and peripherical blood.

Extration of DNA by buccal swab showed itself efficient for the determination
genotypical TGFA locus and propicia for the collection in population with CLP.

Mutations in TGFA gene are not associated to NS-CLP in the population of
Rio Grande do Sul studied, therefore it is not possible to conclude which would be
the role of the TGFA in the NS-CLP expression.

Key words: Cleft lip and palate; TGFA/Taq | polimorphysm; Genetics.
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1 INTRODUCAO'

Os ultimos avangos da Genética Molecular e da Bioquimica proporcionaram um
progresso importante no conhecimento da estrutura dos genes e no controle
genético das enzimas e das proteinas funcionais. A diferenciacdo celular € um
aspecto fundamental no desenvolvimento embrionario, sendo conhecido grande
numero de mecanismos de regulacao e diferenciacdo da atividade génica. Porém,
permanece sem resposta conclusiva o modo como as células de um embrido em

desenvolvimento precoce conseguem diferenciar-se em diversos tecidos.

As informacgdes sobre os fatores genéticos que atuam no inicio, na direcdo e na
manutencdo da embriogénese sio limitadas. A partir de estudos com Drosophila
melanogaster foram identificados varios genes que desempenham papel importante
nos processos de desenvolvimento. A maioria desses genes produz proteinas
chamadas fatores de transcricao, responsaveis pelo controle da transcricdo do RNA,
a partir de um molde de DNA. Os fatores de transcricdo podem ligar ou desligar
genes, ativando ou reprimindo a express&o génica (BORGES-OSORIO; ROBINSON,
2002).

Estudos recentes revelaram uma grande homologia de genes reguladores do
desenvolvimento entre humanos, camundongos e Drosophila. Mutagcbes nesse tipo
de genes podem resultar em malformacgdes isoladas ou sindromes com anomalias
congénitas, em qualquer um desses organismos (BORGES-OSORIO; ROBINSON,
2002).

As fissuras (ou fendas) labiopalatinas (ou labiopalatais) sdo as malformacdes
craniofaciais mais comuns em seres humanos, variando em prevaléncia de acordo
com fatores étnicos, origem geografica e situacao socioeconémica (SLAYTON et al.,
2003). Uma das maiores prevaléncias dessas malformacbes € encontrada entre
nativos norte-americanos (3,6/1000). Seguem, em menor prevaléncia, os asiaticos
(2,1/1000 — japoneses; 1,7/1000 — chineses), os caucasoéides (1/1000) e, por fim, os
afro-americanos (0,3/1000) (WYSZINSKI; BEATY; MAESTRI, 1996).

' * Texto redigido conforme as normas da ABNT NRB 14724 em vigor a partir de 2006.
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Os indios Bari, residentes nas planicies da floresta tropical do oeste da Venezuela
e noroeste da Colémbia, possuem a mais alta prevaléncia ja relatada de fissura
labial com ou sem fissura palatina (FL/P), onde foram identificados 12 afetados em
uma populagcdo de aproximadamente 1.200 individuos (BALLEW; BECKERMAN;
LIZARRALDE, 1993).

A etiologia das fissuras labiopalatinas (FLP) € complexa, envolvendo tanto fatores
genéticos quanto ambientais (SLAYTON et al., 2003). Clinicamente, elas causam
dificuldades na ingestdo de alimentos, desarmonia oclusal e hipoplasia maxilar
durante o crescimento. O tratamento efetivo compreende cirurgias recontrutivas e

corretivas e tratamentos ortoddntico e fonoaudiolégico associados.

Varios trabalhos relatam a ocorréncia de anomalias associadas as FLP. A
freqiéncia com que isso ocorre varia de 4,5% (JENSEN et al., 1988) a 63,4%
(SHPRINTZEN et al., 1985). Essas variacbes dependem da populagado, da amostra e
dos métodos utilizados nas diferentes analises. O estudo de uma amostra de 100
pacientes, em atendimento no entdo Servico de Defeitos da Face da PUCRS,
mostrou que 20% dos pacientes apresentavam anomalias associadas as FLP.
Destes, menos de 3% estavam associados a alguma sindrome ja conhecida, como
por exemplo, as sindromes de Van der Woude, Waardenburg e Treacher Collins
(FURLANETO; ROBINSON; BORGES-OSORIO, 2003).

As fissuras labiopalatinas em pacientes ndo-sindrémicos (FLP-NS) parecem ter
uma etiologia distinta das FLP associadas a alguma sindrome. Sua etiologia parece
ser mais complexa. Nao se trata de uma heranga mendeliana simples (recessiva ou
dominante), atribuida a um unico gene ou lécus, mas em geral, mostra uma forte
agregacao familiar, o que denota a existéncia de um componente genético
importante (WYSZINSKI; BEATY; MAESTRI, 1996).

Desde o final da década de 1980, s&o realizadas pesquisas com o objetivo de
testar genes que poderiam atuar na etiologia das FLP-NS. Alguns dos genes
estudados sdo: TGFA (fator transformador de crescimento alfa), TGFB 2 e 3 (fatores
transformadores de crescimento beta 2 e 3), MSX1 (proteina homeobox do grupo 7),
BCL3 (célula do tipo B do linfoma), RARA (receptor alfa para acido retindico),
MTHFR (5,10-metilenotetrahidrofolato redutase) e IFR6 (fator regulador do

interferon—6), uns com mais, outros com menos éxito.
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O conhecimento de mutagdes nesses e em outros genes candidatos a atuarem na
etiologia das FLP podera ser importante, ndo s6 para um aconselhamento genético
seguro, indicando as probabilidades de ocorréncia dessas malformagdes ou
recorréncia em familias com um membro ja afetado, como também para conseguir,
futuramente, através da manipulagdo génica, a prevencédo dessas malformagdes

faciais.
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2 OBJETIVOS

a. Determinar a frequéncia dos alelos C7 e C2 do polimorfismo TGFA/Taq | em uma
amostra de pacientes portadores de FLP-NS em uma populacao do Rio Grande do
Sul;

b. Testar a presenga do polimorfismo TGFA/Taq | em pacientes com FLP-NS e em
uma amostra controle de individuos sem fissuras, para averiguar a existéncia de

associacao entre mutagdes génicas no locus TGFA (alelo C2) e a malformagao;

c. Comparar as metodologias de extragcdo de DNA de sangue periférico e de células
da mucosa jugal coletadas com swab bucal, a fim de testar a eficacia desse ultimo

método para a determinagéo genotipica do l6cus TGFA nos pacientes com FLP-NS;

d. Constituir um banco de DNA de pacientes portadores de FLP-NS, com a
finalidade principal de sua utilizagdo neste e em futuros estudos de outros

marcadores genéticos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EMBRIOLOGIA DE LABIO E PALATO

A morfogénese de Iabio e palato ocorre como resultado de interagdes complexas
entre células, producdo de matrizes intercelulares, morte celular programada,
diferenciacdo celular e migragcdo da crista neural. Todas essas interagcbes sao
controladas por numerosas proteinas estruturais e reguladoras (PRESCOTT et al.,
2000).

Os primérdios comegam a aparecer no inicio da quarta semana de vida intra-
uterina. Na figura 1 pode ser observado que o desenvolvimento facial ocorre ao
redor de um estomddeo primitivo, a partir de proeminéncias e processos derivados
da proliferacdo de células da crista neural (SCHUTTE; MURRAY, 1999, MOORE;
PERSAUD, 2000; STAINER; MOORE, 2004). A proeminéncia frontal da origem aos
olhos, fronte, nariz, filtro labial e pré-maxila. O par de proeminéncias ou processos
maxilares forma as bordas laterais do labio superior, a maxila e as bochechas; o
processo mandibular forma o labio inferior, o mento e a mandibula (MOORE;
PERSAUD, 2000).

Froamingncia frontal

Oiho
Fossela.__
nasal
5 -~ Sulco
F'TCH-'% s nasolacrimal
maxikar

Processo mandibulan
= Arco hidideo
Estomodeo

31 dias

Figura 1 - Esquema representativo do inicio da formacgao facial a partir da proeminéncia frontal e
dos processos maxilares e mandibular.
Fonte: www.forp.usp.br/mef/embriologia/ alimentar_respiratério.htm
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O desenvolvimento da face ocorre entre a quarta e a décima segunda
semanas de vida intra-uterina. A mandibula e o labio inferior sdo as primeiras
partes que se formam, durante a quarta semana. Os processos maxilares
aumentam devido a proliferacdo do mesénquima, crescendo medialmente e
deslocando-os um em direcdo ao outro, bem como ao plano médio (Figura 2).
Cada proeminéncia nasal lateral fica separada do processo maxilar por uma
fissura chamada sulco nasolacrimal. Ao final da sexta semana, da-se a fusdo das
proeminéncias nasais e maxilares ao longo da linha do sulco nasolacrimal
(MOORE; PERSAUD, 2000).

Saliéncia nasal

ey, ey
- madia
Saliéncia
nasal
lateral

- Mealo auditivo externo™
& ouvido externo

35 dias

PJ pc bra

-, Saliéncias nasais

:m::c:ha-s fuirscl inucbo- s

uma com a oulra @

com as salincias maccilanes

48 dias

_ Sulen
nasolacrimal

. Segmento
10 semanas  intermaxilar
Figura 2 - Esquema representativo da formagéo facial no estégio de conformagdo da cavidade

nasal.
Fonte: www.forp.usp.br/mef/embriologia/ alimentar_respiratorio.htm
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Entre a sétima e a décima semanas, as proeminéncias nasais mediais
fundem-se entre si e com os processos maxilares. Isso resulta na continuidade da
maxila com o labio superior e na separacdo das cavidades nasais e bucais,
formando o filtro labial, a pré-maxila e a gengiva a ela associada, bem como o
palato primario (por¢ao palatina que compreende a regido de canino a canino,

indo até o forame incisivo) (Figura 3).

Froeminéncia
fromtal .

Processo
maxilar

Filtro do —
labio

Processo
mandibular E 1

E 14 semanas

Figura 3 - Esquema representativo da formagéao facial apos a fusdo da proeminéncia frontal e dos
processos maxilares e mandibular.
Fonte: www.forp.usp.br/mef/embriologia/ alimentar_respiratorio.htm

O palato secundario (primordios das partes dura e mole do palato que se
estendem posteriormente ao forame incisivo) comega a se desenvolver cedo, na
sexta semana, a partir de duas projegcdes mesenquimais das proeminéncias
maxilares, chamadas processos palatinos laterais (Figura 4A e B). Inicialmente,
esses processos projetam-se infero-medialmente, de ambos os lados da lingua
(Figura 4C e D). Com o desenvolvimento dos maxilares, a lingua fica
relativamente menor, deslocando-se inferiormente; € quando os processos
palatinos laterais assumem uma posi¢cao horizontal superior a lingua (Figura 4E e
F). Gradualmente, esses processos aproximam-se um do outro, fundindo-se no
plano médio com o septo nasal e a parte posterior do palato primario (MOORE;
PERSAUD, 2000).

As partes posteriores dos processos palatinos laterais ndo chegam a
ossificar. Elas estendem-se em sentido posterior, para além do septo nasal,

fundindo-se para formar o palato mole e a uvula.
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Fonte: MOORE; PERSAUD, 2000
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Um pequeno canal nasopalatino persiste na linha média do palato, entre a pré-
maxila e os processos palatinos do maxilar, terminando no forame incisivo. Uma
sutura irregular corre do forame incisivo até o processo alveolar do maxilar,
indicando onde os palatos primario e secundario se fundiram e onde as fissuras
palatinas anteriores ocorrem.

As fissuras do labio superior e palato sado classificadas de acordo com critérios de

desenvolvimento, tendo o forame incisivo como ponto de referéncia.

As malformagdes labiais incluem fissura labial com ou sem fissura da porcao
alveolar do maxilar. Essas malformagbdes resultam de uma deficiéncia do
mesénquima no(s) processo(s) maxilar(es) e no segmento intermaxilar (MOORE;
PERSAUD, 2000).

As fissuras labiais variam de pequenos defeitos do vermelhao labial até outras
maiores, que se estendem pelo assoalho nasal, através da parte alveolar do maxilar,
podendo ser uni ou bilateral. Esses defeitos decorrem da falta de unido do processo
maxilar, do lado afetado, as saliéncias nasais mediais fundidas, sendo consequéncia
da nao-fusdao das massas mesenquimais e da nao-proliferagcdo do mesénquima sob
o epitélio sobrejacente, resultando, entdo, uma fissura labial persistente. Além disso,
na fissura o epitélio torna-se distendido, e ocorre um rompimento de tecidos, no
assoalho da fissura persistente, levando a uma divisdo do labio em partes lateral e
medial (Figura 5). As vezes, uma ponte de tecido, denominada faixa de Simonart,
une as partes da fissura labial incompleta (MOORE; PERSAUD, 2000).
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Figura 5 - Esquema representativo da formagéo de fissura labial unilateral. (A) embrido de 5
semanas; (B) seccao horizontal da cabega, ilustrando os sulcos entre os processos maxilares e a
fusédo dos processos nasais mediais; (C) embrido de 6 semanas com sulco labial persistente no lado
esquerdo; (D) secgéo horizontal da cabega, sulco sendo preenchido gradualmente do lado direito
graca a proliferacdo do mesénquima (setas); (E) embrido de 7 semanas; (F) secg¢do horizontal da
cabeca,mostrando que o epitélio do lado direito foi quase empurrado para fora do sulco entre o
processo maxilar e o processo nasal medial; (G) feto de 10 semanas com fissura labial unilateral
completa; (H) seccao horizontal da cabega, apds a distensédo do epitélio e o rompimento dos tecidos
no assoalho do sulco labial persistente do lado esquerdo, formando uma fenda labial unilateral
completa.

Fonte: MOORE; PERSAUD, 2000
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Figura 6 - Esquema representativo da formagao de fissuras labiais e/ou palatinas. (A) Labio e palato
normais; (B) Fissura palatina envolvendo somente a regido da uvula; (C) Fissura palatina unilateral;
(D) Fissura palatina bilateral; (E) Fissura labial e de palato primario unilateral; (F) Fissura labial e de
palato primario bilateral; (G) Fissura labial e de palato primario bilateral e fissura palatina unilateral;
(H) Fissuras labial e de palato primario e palatina bilaterais.

Fonte: MOORE; PERSAUD, 2000

As fissuras palatinas podem envolver apenas a uvula (Uvula bifida) ou podem
estender-se pelas regides mole e dura do palato (Figura 6). A base embriolégica da
fissura palatina é a falta de unido das massas mesenquimais dos processos
palatinos laterais, uma com a outra, com o septo nasal e/ou com a margem posterior
do mesénquima do palato primario (MOORE; PERSAUD, 2000).

Varios fatores podem influir na malformacéo palatina congénita: (a) forca da
ldamina (quanto menor a for¢a da lamina na movimentagdo, menor velocidade e
maior a probabilidade de fissura); (b) resisténcia da lingua (quanto maior, mais
chance de ocorrer a malformacéo); (c) largura da cabega (quanto mais larga, maior a

dificuldade de fusao palatina); (d) forma da face (os braquicéfalos tém maior chance
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de possuir FLP do que os dolicocéfalos, por apresentar a face mais larga); (e)
alteracdes da cabeca e da mandibula (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2002).

O mecanismo de desenvolvimento mostra que a fissura labial isolada ocorre
de forma similar a fissura de labio e palato, as quais diferem do mecanismo de
formacao das fissuras somente de palato. De acordo com a Confederacao de
Cirurgias Plastica, Reconstrutiva e Estética e da Associacdo Americana de Fissuras
Palatinas e Craniofaciais, a classificacdo para fissuras labiais e palatinas foi assim
determinada: (1) fissura labial: fissuras anteriores ao forame incisivo, isto &, fissuras
que ocorrem no palato primario como resultado de falha na penetragao
mesodérmica. Esse grupo inclui desde pequenas fissuras labiais até as que
compreendem toda a pré-maxila; (2) fissura labiopalatina: fissuras que combinam
dois eventos embrionarios, ou seja, falha no desenvolvimento normal dos palatos
primario e secundario; (3) fissura palatina: fissuras que ocorrem posteriormente ao
forame incisivo, fruto de falha na fusdo dos dois processos palatinos, na formacao do
palato secundario (HARKINS et al., 1962). As fissuras labiais e labiopalatinas
normalmente sao analisadas em conjunto e as fissuras palatinas, analisadas
isoladamente (VIEIRA, 2006).

3.2 EPIDEMIOLOGIA DAS FLP

A frequéncia das FLP varia de acordo com o autor e a populacdo estudada.
Wyszinski, Beaty e Maestri (1996) encontraram uma prevaléncia de 3,6/1000
afetados na populagdo de nativos norte-americanos. Ja Vieira e Orioli (2001) em
uma revisao de estudos epidemioldgicos das FLP, de diferentes regides da Europa e
das Américas encontraram que essa freqliéncia varia de 1/1000 a 1,89/1000. Em
pacientes nao-sindrbmicos, ha maior prevaléncia de fissuras labiais com ou sem
envolvimento palatino (FL/P) do que fissuras palatinas isoladas (FP). Essas ultimas
sdo mais frequentes no género feminino, enquanto FL/P ocorrem mais no género
masculino. O lado esquerdo é duas vezes mais afetado do que o direito e a raga

negra € menos afetada do que a raga branca (VIEIRA; ORIOLI, 2001).
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Segundo Beaty et al. (1997 e 2002), Marazita et al. (2002) e Jugessur et al.
(2003a), ha maior prevaléncia de casos de FL/P em pacientes do género masculino,

enquanto as FP sao mais frequentes no feminino.

No Brasil, a incidéncia de FLP deve ser em torno de 1/650 nascimentos vivos,
embora esses dados nao sejam precisos (MAZZOTINI; FREITAS; SILVA FILHO,
1999).

Loffredo, Freitas e Grigolli (2001) relatam uma prevaléncia de 0,88 por 1000
nascidos vivos durante o periodo de 1970 a 1974, em Porto Alegre. No periodo de
janeiro de 1975 a dezembro de 1995, foram registrados, no Pais, 16.853 novos
casos de FLP, sendo 61% deles provenientes da regido Sudeste (Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo), com uma prevaléncia estimada em 0,19 por
1000 nascidos vivos, apresentando tendéncia ascendente, de 0,11, 0,17, 0,23 e
0,28, respectivamente aos qlinqiénios de 1975 a 1980, 1980 a 1985, 1985 a 1990 e
1990 a 1995. Assim, nos ultimos 20 anos, a prevaléncia aumentou em 2,6 vezes. Ha
duvidas se tal tendéncia é decorrente de melhoria continua na obtencdo da
informagcdo com o aumento das notificagdes, ou se é devida ao aumento real do
numero de casos. Do total de casos de FLP registrados nos ultimos 20 anos, 4.413
(26%) se referiram a FP; os outros 12.440 (74%) eram de FL/P.

Collares et al. (1995) monitoraram os nascimentos ocorridos no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre/RS no periodo entre 1983 e 1993. Relataram que a
prevaléncia de FLP foi de 1/758 nascimentos. As FP foram responsaveis por 26,8%
dos casos, FL por 34,1% e FL/P por 39,1%. Havia predominio de FP em pacientes
do género feminino e os autores acreditam que isto se deva ao fechamento mais

tardio do palato no género feminino.

Furlaneto e Pretto (2000), em um estudo epidemiolégico com 750 prontuarios de
pacientes fissurados do até entdo Servico de Defeitos da Face da PUCRS, hoje
chamado Centro de Reabilitagdo de Fenda Labiopalatal (CERLAP) da mesma
Universidade, encontraram que a maioria dos individuos afetados era de
eurobrasileiros (96,3%) e do género masculino (54,6%). As FL/P foram as mais
frequentes (84,45%), seguidas pelas FP (12,90%), sendo o lado esquerdo o mais
afetado. Os mesmos autores encontraram maior numero de FL/P no género

masculino e de FP no género feminino.
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Os indios Bari da Venezuela possuem a prevaléncia mais alta de FL/P ja relatada:
12 afetados em uma populacdo de aproximadamente 1.200 individuos.
Aparentemente, essas malformacgdes estdo presentes ha muitas geragdes nessa
populagao. O estigma social relativo a FLP nessa populacéo € insignificante, ja que
um chefe era portador de uma fissura labial. Normalmente, indios afetados casam e
tém filhos, casais que tém um filho afetado nao evitam concepg¢des futuras. Entre os
Bari € comum o casamento entre primos e entre pessoas com outros tipos de
consanguinidade. Como esses indios formam um isolado racial, a freqliéncia dessa
malformacdo aumentou, provavelmente, devido ao endocruzamento. Sua populagao
total parece nunca ter ultrapassado 2500 individuos. Eles permanecem
endogamicos e a maioria vive na reserva oficial, a certa distdncia de outros centros
populacionais. Sendo assim, os Bari sdo um isolado racial extremamente
empolgante para examinar-se a etiologia genética de FLP. Com os padrées de
distribuicdo da anomalia entre individuos aparentados e o ambiente relativamente
homogéneo da reserva, é improvavel que um teratégeno seja responsavel pela
ocorréncia de FLP nessa populacdo (BALLEW; BECKERMAN; LIZARRALDE, 1993).

Entre os estudos que investigam as causas das FLP-NS existe uma grande
variagdo no que se refere ao género. Para Marazita et al. (2002), 60% dos casos
eram referidos em pacientes do género masculino e 40% no feminino. No estudo de
Vieira et al. (2004), essa proporgéo se inverte, 64% s&o do género feminino e 36%
do masculino. Ja para Peanchitlertkajorn et al. (2003), os dois géneros pareciam
estar em equilibrio, pois 51% dos casos sao do masculino e 49% do feminino.

Blanco et al. (1998), estudando pacientes com FLP-NS da populagao chilena,
encontraram 52% de recorréncia familiar. Passos-Bueno et al. (2004), em anadlise de
populacbes dos estados de Sao Paulo e do Ceara, observaram que 18,7% das
familias com FLP-NS ja possuiam pelo menos mais um parente afetado. Suzuki et
al. (2004), em estudo semelhante com a populagdo vietnamita, observaram uma
recorréncia familiar de 4%.

Em relagdo ao tipo de FLP-NS, Lidral et al. (1997), analisando uma amostra da
populacao de lowa (EUA), encontraram que 76% dos casos eram de FL/P e 24% de
FP. Para Beaty et al. (1997), na populagdo de Maryland (EUA), 40% dos casos se
referiam a FP e 60% as FL/P, sendo que, quando essas ultimas eram analisadas
separadamente, 15,7% eram apenas FL e 44,3% eram FLP. Para os mesmos

autores em estudo na mesma populagdo, em 2002, foram encontrados 31% dos
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individuos com FP e 69% com FL/P (22% eram FL e 47% FLP). Suzuki et al. (2004),
na populagdo viethamita estudada, observaram que 9% dos pacientes
apresentavam FP e 91% FL/P (28% com FL e 61% com FLP).

As familias de pacientes com FL sao freqlientemente relutantes em participar de
estudos sobre FLP, aumentando assim a possibilidade do viés na selegcao dos
pacientes. Isso possivelmente ocorre porque esses pacientes podem ser tratados,
com sucesso, por um cirurgido plastico, com resultado bastante satisfatério, nao

requerendo tratamento e acompanhamento posterior (BEATY et al., 1997).

3.3 ETIOLOGIA DAS FLP

Em 1942, Fogh-Anderson forneceu a primeira evidéncia baseada em estudos
populacionais de que as FLP tinham um importante componente genético
(PRESCOTT et al., 2000).

Muitos grupos de pesquisa tém tentado elucidar a etiologia das FLP, com
limitado sucesso (MARAZITA et al., 2002). As FLP, como muitos dos defeitos
congénitos, mostram agregacéao familiar. Ambas as formas de fissuras bucais (FL/P
e FP) estdo envolvidas em mais de 300 diferentes sindromes genéticas, porém as
formas sindrébmicas (quando as criangas nascem com anomalias congénitas
adicionais) reconhecidas representam apenas uma fragéo de todos os casos (de 11
a 30% das FL/P e 14 a 47% de FP). E, portanto, de consideravel importancia
elucidar os fatores etioldgicos genéticos e nao-genéticos (exposi¢ao a teratégenos
conhecidos) que contribuem para a forma nao-sindrémica, a mais comum (FIELD et
al., 2004). Sua verdadeira causa €, por definicdo, diferente das formas sindrémicas.
Isso impde requisitos para os estudos baseados em populacdes, desde exame fisico
até histdérico familiar completo do paciente. Estudos familiares séo o unico caminho
para completar a identificacdo de fatores genéticos latentes em FLP (BEATY et al.,
1997; MARAZITA et al., 2002).

Uma associagdo estatistica entre um marcador genético e um defeito
congénito sugere alguma participagéo genética, mas nao identifica automaticamente

qual é o mecanismo bioldgico ou genético. Qualquer associagdo entre um marcador
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genético e uma doencga pode refletir: (1) um papel biolégico para o produto génico na
patogénese da doenca; (2) confusdo entre a frequéncia alélica do marcador e a
doenca em um substrato ndo reconhecido da doencga; (3) desequilibrio de Iigag:éwo2
entre o gene marcador € o gene causador da doenca. Para doengas multifatoriais,
nas quais tanto fatores genéticos quanto ambientais contribuem para a patogénese
da doenga, a distingdo entre essas alternativas, muitas vezes, ndo é tdo simples de
detectar-se (HWANG et al., 1995).

E possivel usar-se familias com um Unico individuo afetado para melhor
definir o papel potencial dos fatores de risco ambientais para fissuras, enquanto
familias multiplamente afetadas podem ser mais adequadas para pesquisar-se 0s
fatores genéticos (BEATY et al., 1997).

A existéncia do papel da genética e de fatores ambientais, na etiologia das FLP,
tem sido extensivamente demonstrada. Estudos com genes candidatos e analise de
desequilibrio de ligacdo fornecem uma boa aproximacgdo para a identificacdo de
genes causadores de fissuras em humanos (PASSOS-BUENO et al., 2004).

Estudos de Iigagéo3 € associacao alélica* ndo evidenciaram, até o momento, a
existéncia de um locus especifico que seja necessario para o desenvolvimento de
FLP. Ao contrario, a etiologia genética das FLP parece mais complexa, havendo a
participacdo de varios loci, nos cromossomos 2, 4, 6, 14, 17 e 19, que foram
primeiramente detectados nas populagcbes de descendéncia caucasoide europeéia
(MARAZITA et al., 2002).

3.3.1 Genética

Estudos em gémeos mostraram a importancia da genética no desenvolvimento

de FLP-NS, pela observagao da existéncia de uma taxa de concordancia de 25-50%

2 Ocorréncia conjunta de duas caracteristicas com uma frequiéncia maior do que a esperada pelo
acaso, isto €, com uma frequéncia maior do que o produto das freqiiéncias individuais de ambas as
caracteristicas.

® Genes localizados no mesmo cromossomo.

4 Determinados alelos, em dois ou mais locus vizinhos, demonstram associagao alélica se ocorrerem
juntos, em frequéncias significativamente diferente daquelas esperadas para frequéncias alélicas
individuais. (Strachan T.; Read A. P., Genética Molecular Humana. 2.ed., Porto Alegre: Artmed
Editora, 2002. p.545)
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entre monozigoticos e de 3-6% entre dizigoticos. Entretanto, sua contribuicdo ainda
nao foi claramente definida. Alguns estudos sustentam a hipotese de um gene
principal com heranga autossémica tanto dominante como recessiva. Outros estudos
sustentam um modelo oligogenético, no qual 2 a 20 genes podem atuar. Além disso,
fatores ambientais como fumo, consumo de alcool, nutricdo materna e consumo de
vitaminas sdo também cogitados como reguladores da suscetibilidade genética as
FLP (MORENO et al., 2004).

Alguns autores, como Carter (1969), Melnick et al. (1986) e Chung et al. (1986),
acreditavam, no entanto, na acdo de um gene principal autossémico dominante ou

recessivo.

Ballew, Beckerman e Lizarralde (1993) coletaram 200 amostras de sangue da
populagdo Bari da Venezuela. A pesquisa consistiu na investigagdo do modo de
transmissdo de FLP através da construgdo de genealogias para todos os Bari
venezuelanos. A avaliagdo das genealogias das familias com individuos afetados
mostrou que, nessa populacdo, as FLP poderiam ser transmitidas como uma
caracteristica autossémica recessiva.

Um estudo realizado na populagdo chinesa indicou que a causa principal das
FLP também poderia ser a presenga de um locus autossémico recessivo (VIEIRA;
ORIOLI, 2001).

De acordo com esses mesmos autores, o risco de recorréncia dessas
malformacgdes, em familias com histéria prévia, aumenta substancialmente quando
comparado com familias sem histéria de FLP, o que reforga a importancia de fatores
genéticos na sua etiologia. E sugerido por muitos autores que as FLP em humanos
apresentam uma etiologia genético-ambiental, compativel com o modelo de heranga
multifatorial com efeito limiar. Nesse modelo, como ocorre com grande parte das
malformagdes congénitas, existe um limiar que separa os individuos de uma amostra
em dois grupos: os normais e os afetados, com uma variagdo na gravidade da
anomalia de moderada a grave. Tal variagdo pode ser explicada por um limiar
genotipico, que é a quantidade minima de genes necessarios para que as anomalias
se manifestem num ambiente determinado. Em algumas malformagdes congénitas,
como no caso das FLP, o limiar genotipico parece diferir entre os géneros, sendo um
deles mais suscetivel, necessitando menos genes para manifestar a caracteristica

(fissura labial no género masculino e fissura palatina no género feminino) e o outro
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menos suscetivel, necessitando de mais genes para manifestar a caracteristica
(fissura labial no género feminino e fissura palatina no masculino).

Para Marazita et al. (2004), a ocorréncia de uma FLP depende de um vasto
numero de genes, cada um com efeito igual, menor e acumulativo, além de fatores
ambientais. No entanto, de acordo com os mesmos autores, testes desse modelo
realizados em grandes populagdes foram inconclusivos. Além do mais, praticamente
todos os estudos por eles realizados aceitam a hipdtese de haver genes de efeito

principal na determinacao da malformacéo.

Com evidéncias de que a histéria familiar de pacientes portadores de FLP é
compativel com a contribuicdo de um ou mais locus génicos, varios grupos de
pesquisadores estdo tentando identificar esses genes (genes candidatos), usando

as ferramentas de analise de ligacao e de associacdo (MARAZITA et al., 2004).

3.3.2 Genes candidatos que atuam na etiologia das FLP

Os estudos de FLP em populagbes humanas tém a vantagem de que essas
anomalias sao facilmente reconheciveis. Tém havido sugestdes intrigantes com
relacdo a genes especificos e fatores de risco ambientais, que podem combinar-se

para dar origem a esses defeitos (BEATY et al., 1997).

Os genes candidatos sdo aqueles que potencialmente podem fazer parte da
etiologia de um determinado disturbio. Podem ser identificados através de estudos
em modelos animais ou de tecidos em estagio embrionario especifico (LIDRAL et al.,
1997).

No caso das FLP, quando um gene especifico mostra estar relacionado com a
génese das malformagdes, seu conhecimento pode ser util na compreensdo do
desenvolvimento molecular de labio e palato, normal e anormal, podendo prever,
com maior precisdo, os riscos de recorréncia desses defeitos nos descendentes dos
afetados (VIEIRA; ORIOLI, 2001).

Estudos de ligacdo, bem como estudos de associagéo, tém sido utilizados

para testar genes candidatos na etiologia das FLP. Quando dois genes estdo
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ligados, as combinagbes especificas dos alelos, no lécus considerado, séo
transmitidas juntas (PRESCOTT et al., 2000).

Muitos genes e familias de genes podem, portanto, ser considerados como
candidatos adequados para as FLP. Estudos de associacdo e ligagdo dessas
malformacdes, bem como, delegcdes e translocagcbes cromossdmicas implicam na
existéncia de muitos l6cus suscetiveis possiveis, mas as vezes sao falhos no
fornecimento de evidéncias conclusivas (PRESCOTT et al., 2000). Esses estudos
freqlientemente suscitam dificuldades de replicagao.

O modelo triade caso-genitores € uma ferramenta poderosa para se identificar
associagdes entre variagdes génicas e doencas, tendo a vantagem de n&o requerer
controles externos (JUGESSUR, et al.,, 2003b; SUAZO et al., 2005). Além disso,
evita preocupagdes sobre falsos resultados que possam contribuir para confusdes
nos resultados ou estratificagdo da populagdo dentro da amostra, porque o caso, em
observacao, é sempre comparado com controles extraidos da mesma familia
(BEATY et al., 2002).

Varios l6cus ou regides nos cromossomos 2, 4, 6, 14, 17 e 19 tém apresentado
resultados positivos em estudos de ligagao ou de associacdo em FL/P, FP ou ambas
(WYSZYNSKI; BEATY; MAESTRI, 1996; GASPAR et al., 1999; CARINCI et al.,
2000; MARAZITA et al., 2002). Esses resultados necessitam de confirmacéo, pois,
nenhuma posi¢cao cromossdmica foi consistentemente positiva em todos os estudos
(MARAZITA et al., 2004), sugerindo a existéncia de heterogeneidade genética®.
Além disso, pode haver também heterogeneidade populacional® em genes
predisponentes a FLP (FIELD et al., 2004).

Prescott et al. (2000) relataram os achados resultantes de uma varredura
genbmica de 92 pares de irmaos afetados, com o objetivo de identificar I6cus
suscetiveis para as FLP. Embora nenhum Iécus tenha alcangcado o nivel exigido para
significancia estatistica, duas das areas escaneadas estavam envolvidas na etiologia
das FLP: uma no cromossomo 2 (2p13, que € uma area que abrange o gene TGFA)

e outra no cromossomo 6 (6p23-24).

° Situacdo na qual mutacdes em dois ou mais lécus distintos produzem o mesmo fendtipo ou
fendtipos semelhantes

® Genes diferentes, ou combinacao de genes atuando em diferentes populagdes

(Borges-Osodrio e Robinson, 2002, op. cit, p. 427)
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Alguns genes, como o TGFA, TGFB3, MSX1 e BCL3, tém sido testados com
0 objetivo de observar se fazem parte da etiologia das FLP. Assim, é importante o
conhecimento da acdo normal desses genes no desenvolvimento embrionario, para

que possam ser estudados os efeitos de suas mutagoes.

Gene TGFA

A proteina TGFA, codificada pelo gene TGFA (fator transformador de
crescimento alfa), € uma proteina secretora que se liga ao receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGF) que esta localizado no epitélio palatino durante o
fechamento do palato (JUGESSUR et al., 2003a; PASSOS-BUENO et al., 2004). A
proteina TGFA pode funcionar como uma versao embrionaria normal do fator de
crescimento EGF-relacionado. A proteina TGFA é considerada um potente mitégeno
epitelial, baseado em observa¢des nas quais hiperplasias epiteliais eram vistas em
pesquisas de tecidos transgénicos de ratos com produgdo excessiva de TGFA
(SANDGREN et al., 1990 apud TANABE et al., 2000). O gene TGFA, agindo
sinergicamente com a proteina TGFB (fator transformador de crescimento beta),
promove proliferagcao celular in vitro (VIEIRA; ORIOLI, 2001).

O gene TGFA se expressa durante o desenvolvimento craniofacial. Ratos
com deficiéncia da proteina TGFA mostraram anomalias oculares e pélos anormais,
mas nao anomalias dentarias (SATOKATA; MASS, 1994; MACHIDA et al., 1999). O
TGFA entdo foi selecionado como um gene candidato funcional para as FLP
(SATOKATA; MASS, 1994).

O gene TGFA tem de 70 a 100 quilobases (kb)’, localiza-se no brago curto do
cromossomo 2 (2p13) e codifica um polipeptideo formado por 50 aminoacidos.
(VIEIRA; ORIOLI, 2001). A figura 7B mostra a localizagdo cromossémica do gene
referido.

Ardinger et al. (1989) foram os primeiros a relatar associagao entre alelos
raros do TGFA em um estudo de caso-controle. Esses achados foram
subseqlentemente confirmados, principalmente em populagdes caucaséides, por

meio de analise de associacéo e ligacao.

" Quilobase (kb) — mil pares de bases de DNA
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Figura 7 — (A)Caridtipo de um individuo do género feminino (XX), obtido com hibridizac¢ao in situ por
fluorescéncia (FISH), mostrando no detalhe o cromossomo 2. (B) Cromossomo 2 com a localizagao
do gene TGFA (2p13) (vermelho).

Fonte: www.accessexcellence.org/AB/GG/sky.html ; BORGES-OSORIO; ROBINSON, (2002)

O gene TGFA constitui um polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP), apresentando a delegcdo de uma sequéncia de quatro bases
(TAAT) no alelo mutante, quando é usada a enzima de restricdo Taq |. Neste caso
mostra um alelo C7 com 178pb e outro C2 com 174pb (TANABE et al., 2000). O
polimorfismo TGFA/Taq | esta localizado no intron 5 e possui 602 pb no sentido %'
do sitio aceptor do éxon 6 (VIEIRA, 2006). A associagao entre FLP e o polimorfismo
Taq | no locus TGFA foi encontrada em algumas populagdes, mas ndo em outras, o
que pode ser devido a vieses nas avaliagdes caso-controle das populagdes (VIEIRA,;
ORIOLI, 2001).

Quando o gene TGFA é analisado com a enzima de restricdo Bam HI mostra
o alelo A7 com 7,0 kb e outro alelo A2 com 4,0 kb. Essa associagao foi menos
estudada, sendo que algumas pesquisas nao mostraram evidéncias de associacao
positiva em caucasodides; porém um estudo realizado no Chile, por JARA et al.,
(1995), mostrou um aumento de 9,3 vezes no risco de ocorréncia de FLP em
individuos homozigotos A2A2, quando comparados com aqueles de genoétipos ATA1
ou A1A2.

Varios estudos em populacdes caucasdides tém mostrado associacio entre o

marcador polimérfico Tag /, no lécus TGFA, e FLP. Embora vérios estudos
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publicados mostrem uma associagdo positiva entre ambos, 0 mecanismo bioldgico
que explica essa associagdo nao esta claro, uma vez que o marcador Taq | forma
um alelo polimérfico situado em uma regido inexpressiva do gene, o intron (BEATY
et al., 1997).

Ardinger et al. (1989) demonstraram uma associagéo significante entre alelos
raros de Taq | (C2) e BamH | (A2) do lécus TGFA em uma populagéao caucasoide de
lowa (EUA). Esses achados tém sido subsequentemente confirmados em outras
populagbes caucasoides, embora a associagdo seja apenas encontrada com o
polimorfismo Taq | (CHENEVIX-TRENNCH et al., 1991; HOLDER et al., 1992). Uma
metanalise combinando todos os dados publicados até 1996 demonstrou uma
associagcado significante entre TGFA e FLP, com a existéncia de uma
heterogeneidade de frequéncias de alelos C2 e A2 nos individuos afetados em
ambos os polimorfismos estudados (MITCHELL, 1997).

Em pesquisa realizada na populacdo Bari (BALLEW; BECKERMAN;
LIZARRALDE, 1993) foram estudados individuos afetados e seus parentes em
primeiro grau (irmaos, genitores e filhos) quanto ao polimorfismo TGFA, ndo se

encontrando resultado estatistico significativo.

Shiang et al. (1993) usando comparagao caso-controle, nas quais o0s
controles eram individuos sem qualquer malformagdo congénita, mostraram
associacdo entre TGFA e FP em populagdes caucasoides; Shaw et al. (1998)
encontraram resultados na mesma diregdo, porém sem significancia estatistica, e o
trabalho de Stoll et al. (1993) nao mostrou desequilibrio de ligacdo. E dificil fazer
uma comparacao entre os diversos estudos porque sdo usados marcadores e
amostras populacionais diferentes.

Hwang et al. (1995) utilizaram 183 pacientes com FLP-NS nascidos em
Maryland entre 1984 e 1992. Sessenta e nove foram diagnosticados com FP e 114
como FL/P. Os controles consistiram em 284 criangas com defeitos isolados, que
nao FLP. Foram estudados apenas pacientes caucasoides. Os casos de FP e FL/P
foram analisados separadamente, mas ambos os grupos foram comparados ao
mesmo grupo controle. A frequéncia do alelo C2 no polimorfismo TGFA/Taq | foi
significativamente maior entre os pacientes com FP (p<0,05). Entretanto, os
pacientes com FL/P e seus controles apresentaram freqliéncias idénticas para o
alelo C2 (p>0,05).
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Beaty et al. (1997) analisando um grupo de pacientes caucasoides portadores
de FLP-NS, testaram a associagcao da anomalia com o genétipo TGFA/Taq |. O alelo
C2 apresentou freqiéncia mais baixa nos controles, do que nos afetados (4,6% :
6,9% respectivamente). Esta diferenga ndo foi estatisticamente significante, néo
sustentando, portanto, a hipétese de associagao entre o marcador genético e as
FLP.

Lidral et al. (1998), utilizando a populagdo de lowa, que é 95% caucasodide,
nao encontraram associagao significativa entre o lécus TGFA e FLP. Compararam
esses resultados com os de Shiang et al. (1993) e Ardinger et al. (1989), que haviam
encontrado associagdo entre TGFA e FLP. Os autores consideram que essa
diferenca de resultados possa ser devida ao tipo de controles utilizados por esses
ultimos autores. O controle usado por Ardinger et al. (1989) era constituido por
funcionarios de laboratérios, placentas e individuos com outras doencas, em
contraste com o utilizado por Lidral et al. (1998), que era formado por uma
populagcédo controle homogénea.

Christensen et al. (1999) encontraram uma frequéncia consideravelmente
mais alta do alelo C2 do TGFA em pacientes dinamarqueses comparados com
pacientes dos Estados Unidos, Gra-Bretanha, Australia e Franga. Mesmo assim, a
distribuicdo do gendtipo TGFA era praticamente idéntica nos casos de FL/P, FP e
controles. Vinte e cinco por cento das criangas apresentavam um alelo C2 do TGFA.

Embora estudos de ligagdo sugiram que o TGFA nao seja um gene principal,
testes de transmissdo®, bem como de desequilibrio de ligacdo e estudos de
interacdes gene-ambiente sustentam a hipotese de ser o TGFA um gene modificador
das FLP (PRESCOTT et al., 2000, SUAZO et al., 2005).

Tanabe et al. (2000) realizaram um estudo em pacientes japoneses, no qual
os probandos tinham FL/P ou apenas FP. Na amostra analisada, constituida de 28
probandos e 73 controles, ndo foi observada diferenga significativa em relagao a
presenca do alelo mutante (C2), j& que nos dois grupos a presenga do alelo
selvagem (C7) predominou (p>0,05). Foi encontrada diferenga estatisticamente
significante quando analisada a variagcao alélica TGFA/K-primer (3’' — regido nao
codificada do mRNA do TGFA), usando enzimas de restricdo Nco | e Hinf | e

sequenciamento direto. Dos quatro alelos encontrados na utilizacdo do K-primer,

¥ Teste de desequilibrio de transmissdo — é um teste estatistico de associagdo alélica (Strachan;
Read, 2002, op. cit., p. 555)
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observaram que a presenca do alelo 4 é mais frequente nos pacientes com FL/P,
mostrando uma diferencga altamente significativa entre casos e controles (p<0,05).

O estudo de Marazita et al. (2002) incluiu 671 individuos de 60 familias com dois
ou mais membros afetados por FLP, totalizando 145 individuos afetados. Nenhum
dos marcadores estudados, incluindo o TGFA, mostrou associagao positiva com
FLP.

Passos-Bueno et al. (2004) examinaram a variante C2 do polimorfismo TGFA/Taq
| em 536 pacientes com FLP-NS e 412 controles. Os probandos e controles
correspondentes foram avaliados em diferentes centros do Brasil, como parte
representativa da mistura étnica de nossa populacdo. Os dados sugerem que o
TGFA nao é um lécus modificador relevante para a incidéncia de FL/P nas regibes
sudeste e nordeste brasileiras. De acordo com os autores, a populagdo brasileira
apresenta uma mistura étnica triibrida de eurobrasileiros, afro-brasileiros, e
amerindios, o que torna muito dificil relacionar perfeitamente a etnia de casos e
controles. Entdo, os autores especulam que alguns efeitos de estratificacao
populacional poderiam causar a auséncia de significacdo estatistica do estudo de
caso-controle em relacédo ao polimorfismo TGFA/Taq |. A discreta diferenca na
freqiéncia do alelo C2 observada entre as duas amostras de controle parece néo

ser suficiente para levar em conta tal efeito.

Marrero et al. (2005) analisaram 119 individuos classificados como caucasoides e
moradores de diferentes localidades do estado do Rio Grande do Sul. Nesses
individuos foram testados genes que conhecidamente sao provenientes de
populagdes européias: alguns no DNA mitocondrial (mtDNA), e outros sete
polimorfismos do cromossomo Y. Numa populacao especifica, de Veranépolis, uma
cidade caracterizada pela grande influéncia da colonizagao italiana no século XIX, os
resultados mostraram uma quase completa ancestralidade européia. Entretanto, em
uma outra parte da amostra parece estar presente uma significativa fragdo de outras
descendéncias: indigena (36%) e africana (16%) em relagdo ao estudo do mtDNA.
Esse estudo indica que a populagéo do Rio Grande do Sul é heterogénea: enquanto
alguns apresentam a maior parte do seu genoma proveniente da Europa com a
correspondéncia de seus fendtipos e ancestralidades, outros refletem a histéria de

extensiva miscigenagao com dissociacao entre a aparéncia fisica e a ancestralidade.
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Schultz et al. (2004) reuniram 36 familias Filipinas multiplex’ em um total de 1.066
individuos: 198 com FLP e 868 normais. Foram genotipados 126 individuos afetados
e 218 normais. Foi encontrado um valor significativo para o marcador TGFA
(p<0,05). Quando foram genotipados mais 149 individuos afetados de outras 70
familias da mesma populagdo os resultados encontrados (em relagdo ao mesmo
marcador) ndo foram significativos, possivelmente, segundo os autores, devido a
heterogeneidade genética da malformacéo ou a outros fatores ndo especificados.

Field et al. (2004) analisaram uma amostra de 38 familias multiplex de West
Bengal/india (14 familias com somente FL; 4 com FL/P e 20 outras familias com
pacientes com FL ou FL/P) averiguadas através de probandos com FLP-NS. Dessas
familias, 4 eram nucleares (formadas por pai, mae e filhos) e 34 estendidas (com
trés geragdes ou mais) (Figura 8). Os autores procuraram preferencialmente familias
multiplamente afetadas para maximizar a probabilidade de detectar genes principais
envolvidos na etiologia das FLP. O marcador TGFA ndo mostrou evidéncia de
associacado em relacdo as FLP, mas mostrou evidéncia de um modelo de heranga

dominante.

1 2 1 2

Il Il %6“

(A)

Figura 8 — Genealogias hipotéticas de familias: (A) nuclear e (B) estendida.

Legenda: [] Homem normal O Mulher normal
B Homem afetado @ Mulher afetada

I - lll = Geragdes

1 - 5 =Individuos de cada geragéo

° Familias com dois ou mais individuos portando a caracteristica
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Moreno et al. (2004) estudaram 49 familias multiplex ndo-sindrémicas, da Clinica
Noel em Medellin, Coldbmbia e 8 familias também multiplex ndo-sindrémicas do
Children’s Hospital em Columbus, Ohio/EUA. Foram avaliados 123 individuos
afetados e 198 normais da amostragem da Colémbia, e 26 afetados e 39 normais de
Ohio/EUA, incluindo, quando possivel, todos os parentes relacionados aos
individuos afetados. As familias colombianas ndo mostraram resultados significantes
para o TGFA, enquanto as familias de Ohio /EUA, sim (p<0,005). De acordo com os
autores, as diferencas encontradas entre as duas populagdes estudadas sugerem a

existéncia de heterogeneidade populacional para o lI6cus especifico.

Marazita et al. (2004) identificaram 18 individuos com FLP de familias
caucasoides, em Ancara, na Turquia, filhos de pais consanguineos. Os autores
encontraram que o marcador D2S1777, localizado no cromossomo 2 (2p11.1),
muito proximo do 2p13 (TGFA), esta fortemente envolvido na etiologia das FL/P na
populagao turca (p<0.05). Um modelo autossémico recessivo foi suposto para
explicar a hereditariedade de FL/P nessa populacgao.

Suzuki et al. (2004), em estudo familiar da populagdo do Vietna, analisando o
gene TGFA por sequenciamento, ndo encontrou significancia estatistica entre o
polimorfismo TGFA/Taq | e as FLP-NS.

Suazo et al. (2005), analisando 58 trios de pacientes de FLP-NS e genitores
da populagao chilena, encontraram que dos dois marcadores usados para o gene
TGFA somente um deles (D2S443) apresentou desequilibrio de ligacdo com a
malformacéao (p<0,005); sendo assim, ndo consideram o gene como o causador da
anomalia, mas acreditam ter ele um efeito modificador na embriogénese de labio e

palato.

Qutros genes candidatos

Além do TGFA, outros lécus em varias regides cromossOmicas tém mostrado
associagao positiva com as FLP. Entre eles o gene TGFB3, que é o predecessor do
fator de crescimento beta em humanos, sendo um dos trés fatores transformadores
de crescimento beta. O polipeptideo que ele codifica age de forma hormonal no
controle da proliferagédo e diferenciagdo de varios tipos de células. O gene esta

localizado no brago longo do cromossomo 14 (14g924). A sua funcado essencial é
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atuar na morfogénese normal de palato e pulmbes através de interagdes entre o
epitélio e o mesénquima (VIEIRA; ORIOLI, 2001).

Em ratos, quando a expressado do gene TGFB3 é inibida, ha o desenvolvimento
de fissura palatina bilateral; o mecanismo pelo qual o gene atua altera a fusao
correta e especifica do palato (JUGESSUR et al., 2003a).

O gene MSX1 é um gene do grupo homeobox (homeobox 7 ou HOX7). Mutagbes
em genes homedticos' (genes do grupo homeobox) resultam em anomalias
estruturais importantes. Eles contém uma sequéncia de 180 pares de bases,
denominada de homeobox, que parece caracteristica dos genes envolvidos no
controle e desenvolvimento do padrao espacial em geral. As proteinas determinadas
por genes que contém tal seqiéncia (também denominada de HOX) sao, portanto,
fatores de transcricdo que especificam o destino da célula e estabelecem um eixo
regional (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2002).

A maioria das mutagdes HOX é tao grave que o embrido ndo sobrevive. Mas,
pode ser que exista um alto grau de homologia entre os genes HOX em diferentes
grupamentos que pode causar uma redundancia funcional, ou seja, um gene HOX
pode compensar uma mutacdo com perda de fungdo em outro, e entao,
fenotipicamente nao havera alteracdo (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2002).

O gene MSX1 manifesta-se durante o desenvolvimento craniofacial e
cardiaco, bem como no desenvolvimento dos membros em ratos e galinhas; sdo
essas regides que mostram defeitos nos pacientes com delegcdo no cromossomo 4
(4p16.3) (VIEIRA; ORIOLI, 2001).

Analises do sequenciamento de MSX7 mostram uma mutagao, codificadora
de um polipeptideo que apresenta uma substituicdo do aminoacido arginina (na
posicao 31) por uma prolina. Essa mutagdo afetaria as interagdes de MSX7 no
desenvolvimento dentério normal, ja que individuos com alelos mutantes apresentam
agenesias dentarias (VIEIRA; ORIOLI, 2001).

O BCL3 (célula B para leucemia/linfoma-3) é um proto-oncogene, localizado
no brago longo do cromossomo 19 (19q13), que codifica um fator de transcrigdo
envolvido no ciclo de regulacdo celular, tendo sido considerado como um gene

candidato a formagao de FLP. Estudos de ligagao sugerem que ele assume padrao

% s30 genes do desenvolvimento em droséfilas, que pode substituir uma parte do corpo por outra por
meio de mutagéo (Passarge E. Genética texto e atlas. Porto Alegre: Artemed Editora, 2004. p.430)
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de heranca autossémico dominante, com penetrancia reduzida, na etiologia de FLP
(GASPAR, et al., 2002).

O gene MTHFR (5,10-metilenotetrahidrofolato redutase), localizado no
cromossomo 6, é responsavel pela absorgcdo do acido folico. Mutantes desse gene
(C677T — transi¢cado de uma citosina por uma timina na posi¢cao 677) foram estudados
na populagcado brasileira por Gaspar et al. em 1999. Os autores compararam 77
pacientes caucasoides com FLP e suas maes com um grupo controle de 90 mées
saudaveis e seus respectivos filhos com doengcas neuromusculares. Nao
encontraram diferenga alguma significativa entre os dois grupos em relagdo ao
polimorfismo C677T.

O gene IRF6 (fator regulador do interferon-6) regula a expressao dos
interferons alfa e beta, depois de uma infecgao viral. O Interferon € uma proteina
naturalmente produzida pelo organismo para combater os virus, através do
fortalecimento do sistema imunoldgico e regulacédo de outras fungdes pertinentes as
células. A mutagédo nesse gene foi descoberta a partir do seqlienciamento genético
em um par de gémeos monozigéticos, sendo apenas um deles portador de FLP.
Como somente um dos gémeos era afetado, provavelmente a mutagéo ocorreu s6
na crianga doente. Foi feito o sequenciamento de 15 genes candidatos, em ambas
as criangas, em regides previamente suspeitas. A analise do genoma dos dois co-
gémeos revelou uma delegédo de 18 pares de bases no gene IRF6 do co-gémeo
afetado. Esse gene codifica uma proteina reguladora que se expressa na face
durante o periodo embrionario. Uma vez descoberta essa mutagcdo génica, os
pesquisadores buscaram a confirmag¢ao do achado a partir da leitura da mesma
sequéncia genética em 120 pacientes com a sindrome Van der Woude. A partir dai,
a equipe de pesquisadores identificou e caracterizou, em ratos, a proteina codificada
pelo gene IRF6, o qual se localiza no cromossomo 1 (1g32-41), em humanos. A
mutacéo faz com que o processo de crescimento da regidao dos labios e do palato
nao se complete, gerando a malformacdo. O gene IRF6 esta envolvido no
desenvolvimento facial e uma mutagdo nesse lécus € responsavel pelo
desenvolvimento da sindrome Van der Woude e do pterigio popliteo. Os pacientes
com sindrome Van der Woude apresentam fissura labial, com ou sem fissura
palatina, apresentando heranca autossémica dominante com penetrancia incompleta
(KONDO et al., 2002).
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A sindrome Van der Woude é um bom modelo mendeliano de FLP-NS. E um
disturbio autossémico dominante caracterizado por depressdes no labio inferior, FLP
e ocasionalmente hipodontia. Essa sindrome n&o possui outras anomalias
craniofaciais e tampouco retardo mental (SCHUTTE; MURRAY, 1999; STAINER;
MOORE, 2004).

Zucchero et al. (2004) identificaram o gene que codifica o fator regulador do
interferon (/RF6) como um dos genes cujos mutantes sdo candidatos a atuarem no
desenvolvimento das FLP com base em seu envolvimento na sindrome Van der
Woude. Os autores relataram que o polimorfismo V2741 resulta na substituicio de
uma valina por uma isoleucina na posigéao 274 da proteina.

Field et al. (2004) analisaram marcadores em sete l6cus candidatos que
tiveram resultados positivos em estudos anteriores de FLP (TGFA, MSX1, D4S175,
F13A1, TGFB3, RARA e APOC2). Além disso, usaram marcadores de varredura em
intervalos de 12,6 cM'" para pesquisar outras regides que pudessem estar
envolvidas em FLP-NS em familias bengalesas. Como resultado desta varredura
gendmica, os autores sugerem que varias regides podem conter genes predispondo
as FLP-NS nos cromossomos: 7 (7p15), 5 (5q11), 15 (15926) e 20 (20g13), sendo a
mais significativa encontrada no cromossomo 5 (5q11).

Estudos de l6cus candidatos, situados nos cromossomos 2, 4, 6, 14, 17 e 19,
mostraram resultados positivos de ligacdo ou associagdo em pacientes com FLP. No
entanto, nenhum desses achados tem sido consistentemente positivo em todos os
estudos (MARAZITA et al., 2004).

Resultados positivos foram encontrados nos cromossomos 2, 4, 6, 10, 12, 16,
e 18 nos estudos de Marazita et al. (2002 e 2004) e Prescott et al. (2000) porém os
resultados positivos em cada cromossomo nao foram, em geral, nos mesmos locus.
Esse fato reforga a possibilidade de que possam existir I16cus suscetiveis as FLP em
cada um desses cromossomos e que o0 padrao de heranga seja consistente com o
modelo oligogénico, no qual poucos genes sao 0s responsaveis pela malformagao
(MARAZITA et al., 2004).

Schultz et al. (2004) compararam o estudo por eles realizado na populacao

filipina, com outros em populagdes distintas: européia (PRESCOTT et al., 2000),

" eM: centimérgan — unidade de comprimento em um mapa de ligacdo. Corresponde a frequéncia de
recombinagao entre dois l6cus génicos considerados de um mesmo cromossomo. Um centimdrgan
corresponde a frequéncia de 1% de recombinagéo entre os genes em questao.
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colombiana (MORENO et al.,, 2004) e chinesa (MARAZITA et al.,, 2002). Varias
regides tiveram resultados positivos em mais de um estudo, porém somente as
regides dos cromossomos 16 (16q22) e 2 (2p13/TGFA) tiveram resultados positivos
nos quatro estudos. Efeitos genéticos diferentes talvez estejam contribuindo para o
desenvolvimento de FLP nessas populagdes. Concluindo, os autores sugerem
investigacdes adicionais em lécus dos cromossomos 1 (1p36), 2 (2p13), 4 (4p16), 6
(6p23), 16 (16922) e 21 (21922) em relacdo as FLP-NS. Todas essas regides,
segundo eles, contém possiveis genes candidatos e tiveram ligagdes positivas e/ou

associacoes encontradas em pelo menos dois dos estudos.

3.4 PREDISPONENTES AMBIENTAIS AS FLP

Varios efeitos ambientais foram propostos como teratdégenos desencadeantes
de FLP. O risco ambiental mais bem documentado foi uso materno de drogas anti-
epiléticas no primeiro trimestre gestacional, porém elas influenciam apenas uma
pequena porgcao dessas malformagdes. Entre as exposigcdes maternas mais comuns,
relacionadas aos fatores de risco para FLP, no feto sdo: alcool, fumo, déficit
vitaminico (acido fdlico), ou intoxicagdes vitaminicas (vitamina A), porém estudos
relacionados a agao dessas exposi¢cdes tém mostrado resultados inconsistentes. O
fumo tem atraido especial atencdo por ser uma exposicdo muito comum
(FURLANETO et al., 1999).

Estudos de caso-controle foram usados para a associagdo entre FLP e
exposicao a teratégenos. Esses estudos mostraram que exposi¢oes ambientais,
principalmente ao fumo materno, nos trés primeiros meses de gestagdo, em
associagdo com mutagdes no gene MSX1, podem influir no risco de uma crianga
nascer com a malformacao (BEATY, et al., 2002).

Wyszynski et al. (1997), fazendo uma metanalise de 11 estudos sobre FLP,
sugerem que o habito de fumar da mée, durante o primeiro trimestre de gestacao,
estd associado ao aumento de risco de uma crianga nascer com essas

malformacoes.
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Ha evidéncias de que criancas expostas ao tabaco durante a gestacdo e
portadoras do gene mutante para TGFA tenham um maior risco de desenvolver FLP
(HWANG et al.,1995; WYSZYNSKI; BEATY; MAESTRI, 1996; SHAW et al., 1998).
Entretanto, Zieger, Beaty e Liang (2005) relatam que o fumo materno associado a
mutacdes no gene TGFA (Taq |) aumenta o risco de desenvolvimento apenas das
FP, embora Jugessur et al. (2003b), considerem discreto esse acréscimo.

Baseado em um estudo de caso-controle dinamarqués de FLP, Christensen et
al. (1999) investigaram os efeitos do fumo e os alelos de TGFA em uma amostra
etnicamente homogénea. A andlise revelou uma associacdo moderada do fumo com
o risco de ocorréncia dessas malformacdes. N&o foi observada associagdo alguma
entre o fumo e FP. O gendtipo TGFA nao foi associado com FL/P nem FP, e n&o foi

observado qualquer efeito sinérgico com o fumo.

Hwang et al. (1995) encontraram uma interagédo estatisticamente significante
entre o fumo materno e o gendtipo C2 do polimorfismo TGFA/Taq | infantil, para a
FP. Interacdo similar foi encontrada para FL/P em um estudo californiano relatado
por Shaw et al. (1998).

Mitchell et al. (2001) realizaram um estudo de caso-controle de FLP na
Dinamarca, durante trés anos, com o objetivo de obter informagbes sobre a
exposicao materna a teratdégenos, no primeiro trimestre gestacional, através de
entrevistas e de registros de nascimentos. Mulheres que deram a luz criangas
nativivas com FLP sem outra malformacédo ou sindrome foram selecionadas como
maes-caso. Criangas (caso e controle) com outras malformagdes, além de FLP, ndo
foram incluidas no estudo. Os autores n&o evidenciaram influéncia do fumo e do
alcool nas FLP, na analise envolvendo os genes MSX1 e TGFBS3.

A deficiéncia nutricional de &acido fdlico durante o desenvolvimento
embrionario tem sido proposta como um fator ambiental importante na etiologia das
FLP, porém varios estudos mostraram resultados inconsistentes. Gaspar et al.
(2004) acreditam na hipotese de que variacbes genéticas nas enzimas que
controlam o metabolismo do folato possam ser responsaveis, também, pela
suscetibilidade as FLP.

De acordo com esses autores, € possivel que o efeito de alguns genes
predisponentes somente sejam observados, quando analisados em conjunto com

outros l6cus ou com fatores ambientais. O gendtipo materno pode ser considerado
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como um fator ambiental, cujo aumento ou diminuicdo de substancias poderia atuar
no desenvolvimento embrionario. Levando isso em consideragao, a analise do efeito
dos genes maternos € de particular interesse, especialmente aqueles relacionados
com o metabolismo de nutrientes essenciais, que podem ter importante papel
durante os primeiros estagios do desenvolvimento embrionario, diminuindo a
capacidade de proliferacao ou migragcao das células durante a embriogénese.

Foi demonstrado por Shaw et al. (1999) que a administragao periconcepcional
materna de multivitaminas contendo acido folico esta associada a uma redugéo no
risco de nascimento de criangcas com FLP. Os mesmos autores, em 1998,
pesquisaram a relagdo potencial existente entre o gendtipo C2 do polimorfismo
TGFA/Taq |, o uso materno de multivitaminas e o risco de FLP. Para investigar o
efeito dessa potencial interagcdo gene-nutriente, realizaram um amplo estudo de
caso-controle baseado em uma populacdo de recém-nascidos afetados da
Califérnia/EUA. Os resultados sugeriram que criangas com gendtipo C2 para o
polimorfismo TGFA/Taq |, cujas maes nao ingeriram, periconcepcionalmente
multivitaminas contendo acido folico, apresentavam um risco elevado de nascerem
com anomalias como FLP. Esse foi o primeiro estudo a explorar as influéncias das

interagcdes gene-nutriente no risco de FLP.

3.5 ACONSELHAMENTO GENETICO E TERAPIA GENICA

E importante para o cirurgido-dentista compreender os aspectos do
desenvolvimento embrionario e as possiveis causas de um desenvolvimento
anormal que levam a malformacgdes de |abio e/ou palato. E comum, entre os pais de
pacientes afetados, a preocupacdo com a causa do defeito e por que ele ocorreu
com o seu filho. Além disso, é importante o profissional poder avaliar os riscos de o

mesmo evento ocorrer novamente nessa familia (VIEIRA, ORIOLI, 2001).

Individuos com histéria de FLP ou qualquer outra doenca grave (principalmente
se ela tiver algum componente hereditario) necessitam de aconselhamento para

programar suas vidas reprodutivas. O conjunto de procedimentos que visa informar e
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orientar esses individuos é o que se chama de aconselhamento genético (BORGES-
OSORIO; ROBINSON, 2002).

Faz parte desses procedimentos o estabelecimento do diagndstico, etiologia,
prognéstico e risco de repeticdo da doenga na familia, bem como o fornecimento de
esclarecimentos que possibilitem aos casais de risco tomar decisdes sobre seu
futuro reprodutivo (FURLANETO; ROBINSON; BORGES-OSORIO, 2003).

Para fornecer um aconselhamento genético preciso € necessario o correto
diagndstico da doenga em questdo. E essencial o exame fisico do paciente afetado,
solicitar analise laboratorial apropriada, quando necessaria, e obter todas as
informacdes médicas relevantes. O exame de um paciente portador de FLP deve ser
realizado com especial atencdo para se detectar anomalias associadas, pois a
presenca das mesmas pode servir como indicio de se tratar de uma sindrome da
qual a fissura € apenas uma de suas manifestacbes e, portanto, ndo se tratar
apenas de um caso de FLP-NS (FURLANETO; ROBINSON; BORGES-OSORIO,
2003).

Segundo Lie et al. (1994) apud Wyszynski, Beaty e Maestri (1996), o risco de
uma familia vir a conceber uma segunda crianga com o mesmo tipo de fissura da
primeira é de 31,4% para FL/P e de 44,5% para FP.

3.6 COMPARACAO DE METODOLOGIAS DE EXTRAGCAO DE DNA ATRAVES DE
SANGUE PERIFERICO E SWAB BUCAL

A extracdo de DNA de leucdcitos periféricos € o meio de obtengdao de DNA
mais amplamente utilizado. Entretanto, a coleta de células a partir de swab bucal,
geralmente utilizada em medicina forense, é util para a obtencdo de amostras de
DNA de recém-nascidos, criangas e pacientes que vivem em locais onde a coleta e 0
envio da amostra de sangue nao sao factiveis. O objetivo do estudo de Abrao et al.,
(2005) foi padronizar a técnica de extracdo de DNA a partir de swab de células de

mucosa bucal utilizando NaCl, comparando-a com a extragdo pelo kit comercial.
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Para testar a qualidade do DNA, os autores amplificaram trés polimorfismos
relacionados com hipopituitarismo hipofisario em 12 pacientes com a doenca,
usando DNA extraido simultaneamente de células da mucosa bucal e de sangue
periférico. Ambos os métodos resultaram em DNA de boa qualidade, permitindo o
estudo molecular. O método por NaCl mostrou-se mais rapido e mais barato,
produzindo maior quantidade de DNA, quando comparado ao kit comercial e
indicando ser essa uma forma confiavel de obtencdo de DNA para estudos

genéticos.

Dos trabalhos aqui averiguados, a maioria utilizou sangue periférico como
forma de obtencdo de DNA (BALLEW; BECKERMAN; LIZARRALDE, 1993; HWANG
et al., 1995; LIDRAL et al., 1997; BARBER et al., 1998; BLANCO et al., 1998 e 2001;
SHAW et al., 1998 e 1999; TOLAROVA et al., 1998; CHRISTENSEN et al., 1999;
EVERET et al.,, 1999; PRESCOTT et al., 2000; TANABE et al., 2000; 2001;
MITCHEL et al., 2001, CARRENO et al.,, 2002; MARAZITA et al., 2002 e 2004;
PEANCHITLERTKAJORN et al., 2003; FIELD et al., 2004; MORENO et al., 2004;
SCHULTZ et al., 2004; SUZUKI et al., 2004). Ardinger et al. (1989) usaram, ainda,

material placentario.

Vieira et al. (2004) adotaram somente a técnica de obtencdo de DNA a partir
de swab bucal. Ja Wyszynski et al. (1997), Beaty et al. (1997 e 2002), Lidral et al.
(1998), Jugessur et al. (2003a e b), Gaspar et al. (2004) e Passos-Bueno et al.

(2004) realizaram as duas técnicas.

Em todos esses trabalhos a genotipagem foi realizada com sucesso, nao
importando se a extragdo de DNA tenha sido feita através de sangue periférico ou
swab bucal. Apenas na pesquisa de Ballew, Beckerman e Lizarralde (1993) em
alguns casos n&o conseguiram a extracido de DNA, devido ao mau armazenamento

e a deteriorizagcdo do material coletado.
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4 METODOLOGIA

4.1 PARADIGMA

Esta pesquisa foi realizada através do paradigma tradicional, quantitativo,

com uma abordagem descritiva, comparativa, relacional.

4.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA DE PACIENTES ESTUDADOS

Grupo Teste:

O grupo teste foi constituido de 140 pacientes portadores de FLP-NS de
ambos os géneros, com idades entre sete meses e 50 anos. Participaram da
pesquisa os individuos que aceitaram e apds assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (anexo A). Em cada paciente foi realizado exame clinico
detalhado por uma médica geneticista, cujas informagbes foram coletadas conforme
ficha clinica (anexo B), sendo selecionados apenas aqueles que nao possuiam
qualquer outra malformacgao associada. Desses pacientes, foi coletada uma amostra
de células da mucosa jugal, por meio de raspagem com swab, e a seguir extraido o
DNA. A extracdo do DNA gendémico do material coletado com swab foi realizada de

acordo com o protocolo exposto no anexo C.

Grupo Controle:

O grupo controle esta constituido por 142 individuos higidos, cujo material
coletado para a extragdo de DNA foi obtido para testes de investigagdo de
paternidade no ano de 2002 no Servigo de Genética do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Esse material é estocado em condi¢cdes adequadas no Biobanco de
DNA do Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Faculdade de Biociéncias

da PUCRS e serve de grupo controle para todas as pesquisas la realizadas. E um
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grupo de adultos saudaveis, de ambos os géneros, que estao dissociados dos dados

de identificacdo dos sujeitos doadores.

4.3 GENOTIPAGEM

Foi feita a genotipagem do polimorfismo Taq | do gene TGFA da seguinte
maneira:

A determinacéo genética do polimorfismo TGFA/Taq | foi realizada usando a
tecnologia de Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em termociclador PTC-100
Peltier-Effect Cycling MJ Research Inc. usando primers12 flanqueantes ao
polimorfismo de interesse.

Para amplificar o segmento de DNA com 178pb contendo o sitio polimdérfico
TCGA foram utilizados os primers forward: 5 - TCA CTT CCC CTT TTT CAT CTG -
T3 e reverse 5’ - CGA GGA GGC TCT GAG GTG - 3’ (Quadro 1). Para uma reagéao
de 25ul de volume final foram usados 10 uM de cada primer (forward e reverse),
10uM de desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 50 mM de MgCl, , 1,5 unidades de Taq
Polimerase e 0,1 A 1ng de DNA. As condi¢cdes da PCR consistiram em um ciclo de
desnaturagao inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 36 ciclos de desnaturagao a
94°C por 30 segundos, anelamento em 56°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por
10 segundos, e um ciclo de extensédo final a 72°C por 5 minutos. Cerca de 5ul do
volume do produto da amplificagao foi visualizado, usando um marcador com peso
molecular de 123pb, para verificar a amplificagdo adequada do fragmento. Para a
genotipagem dos individuos, um volume de 20ul do produto de PCR foi digerido com
10 unidades da enzima de restricdo Taq | e tampao (10mM Tris-HCI, 5SmM MgCly,
100mM NaCl e 0,1ng/ml BSA), ambos fornecidos pela manufaturadora (Life
Technologies, Gaithersburg, Maryland), a 65° C durante 3 horas, e o produto desta

digestao foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%. O gendtipo TGFA/Taq |

"2 Primer: um oligonucleotideo curto, geralmente de 15 a 25 nucleotideos de comprimento, que se
pareia especificamente com uma seqiéncia-alvo para permitir que uma enzima polimerase inicie a
sintese de uma fita de DNA complementar. Também chamado iniciador.
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de cada individuo foi, entdo, determinado pelo tamanho dos fragmentos no gel de
agarose (Figura 9). Foi realizada a andlise de cada amostra de pacientes,
determinando a presenga de mutagdes génicas no lécus em estudo. O mesmo
procedimento de amplificagdo por PCR e digestdo enzimatica foi aplicado ao grupo

controle.

Sequéncia PCR Digestao

Alelo selvagem (C7)

416 TAAA AGGAGGAATT TGGCCTATGA 178 pb 178 pb
461 AAGGTCTCTA ATGACCTTAA AACCCTTAGA TCCTATGATC TTCATTTTAAGT
511 TTACCTTGTT TCCTGGATAT TTTCGCCAAC ATCCATGAAG ACATCAGGAT ngo digere
561 GTGGGGCCCA GCTTG
Alelo mutante (C2)
416 TAAA AGGAGGAATT TGGCCTATGA 174 pb 122 pb
461 AAGGTCTC - - - - GACCTTAA AACCCTTAGA TCCTATGATC TTCATTTTAAGT
52 pb

511 TTACCTTGTT TCCTGGATAT TTTCGCCAAC ATCCATGAAG ACATCAGGAT

561 GTGGGGCCCA GCTTG

Quadro 1 — Representagéo da sequéncia de DNA do polimorfismo TGFA/Taq | nos seus dois alelos.
A regido dos primers esta em verde. A regiao polimérfica (em vermelho) existe apenas no alelo C1 ja
que o alelo C2 mostra delegdo dessas 4 bases (TAAT), permitindo que a enzima Tagq | clive a regiéo,
uma vez que essa enzima reconhece a sequéncia TCGA (em azul) onde é feito o corte. Na reagéo
de PCR o produto amplificado € de 178pb no alelo C71 e 174pb no alelo C2. Apos a digestéao o alelo
C1 permanece com o mesmo tamanho e o alelo C2 passa a apresentar dois fragmentos, um com
122pb e outro com 52pb.

Fonte: TANABE et al., (2000)

A regidao do gene TGFA digerida pela enzima de restricdo Taq | apresenta
dois tipos de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP)': um
apresenta um local de restrigdo para a Taq | devido a falta das bases TAAT (alelo
C2) e outro mostra a presenca dessa sequéncia (alelo C7) (Tanabe et al., 2000).

A visualizagado dos gendtipos foi através de analise dos segmentos de DNA
amplificados e digeridos co a enzima de retrigdo Taq |. Apos esse procedimento foi
realizada a andlise eletroforética em gel de agarose (2%) / brometo de etidio / TBE

com transiluminador ultra-violeta.

B Eum polimorfismo na sequéncia do DNA, que pode ser detectado com base em diferengas no
tamanho de fragmentos de DNA produzidos pela agdo de uma enzima de restricao especifica.
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Quando o produto da PCR e o marcador sao colocados no gel e deixados
migrarem, as bandas maiores, como sdo mais pesadas, migram menos. Entdo, pode
ser observado que as bandas do polimorfismo TGFA/Taq | (178pb) estao situadas
entre as bandas de 123 e 246pb do marcador; sendo assim, averiguamos a correta

amplificacédo génica.

M 01 02 03

M 01 02 03

[ N I I I
246pb

R 178pb
246pb

201 mE O W PP

o O

(A) (B)

Figura 9 - Representacao esquematica (A) e fotografia (B) da analise eletroforética em gel de agarose
2% com brometo de etidio da digestdo do gene TGFA. O produto amplificado por PCR (178 e 174
pares de bases) foi digerido com a enzima de restrigdo Taq |. M = padrdo de bandas do marcador de
peso molecular de 123 pb, 01 = padrdo de bandeamento esperado para o individuo homozigoto C1C1
em que a enzima Taq | ndo reconhece o sitio de clivagem nos dois cromossomos, 02 = padrao de
bandeamento esperado para individuos heterozigotos C7C2 em que a enzima Taq | reconhece o sitio
de clivagem em apenas um dos cromossomos e 03 = padrdo de bandeamento esperado para
individuos homozigotos C2C2 em que a enzima Taq | reconhece o sitio de clivagem nos dois
Cromossomos.

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

4.4 COMPARACAO DE METODOLOGIAS DE EXTRAGAO DE DNA ATRAVES DE
SANGUE PERIFERICO E SWAB BUCAL:

A extracao do DNA dos pacientes portadores de FLP foi realizada a partir de
células da mucosa jugal, coletadas com swab bucal, conforme protocolo no anexo 3.
Nos pacientes do grupo controle, o material utilizado consistiu em leucdcitos do
sangue periférico, seguindo a técnica descrita no protocolo do anexo 4. Foi realizado

teste prévio comparativo com os dois tipos de material (sangue e swab) em trés
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individuos sadios. Foram feitas PCR, digestdo e checagem genotipica dessa
amostras, constatando-se ser possivel a utilizacdo e a comparagdo dos dois

métodos.

4.5 SEQUENCIAMENTO DO GENE TGFA

Para a confirmagdo da correta amplificacdo do segmento de DNA
correspondente ao polimorfismo TGFA/Tag | foi feita uma reacdo de
sequenciamento em um individuo heterozigoto (C71C2). Essa reagao € similar a uma
reacdao da PCR, onde uma pequena amostra de DNA é amplificada milhares de
vezes in vitro, porém de forma diferente da reacdo da PCR, apenas um primer é
utilizado por vez para a sintese das fitas, no sequienciamento de DNA. Durante a
reacdo, o primer liga-se a sequéncia complementar e o0s nucleotideos sé&o
incorporados de acordo com a fita-molde. Ocorre tanto a incorporacdo dos
nucleotideos livres (dNTPs idem aos utilizados na reagcdo normal da PCR) quanto a
de nucleotideos marcados com fluorescéncia. Esses nucleotideos sédo chamados de
nucleotideos de terminacéo, porque, cada vez que um deles é incorporado, a leitura
da fita-molde é interrompida, gerando um fragmento de tamanho respectivo ao local
onde o nucleotideo de terminagao foi incorporado. No final da reagao sdo gerados
fragmentos de varios tamanhos diferentes. Tais fragmentos sao submetidos a
eletroforese, apds a purificagao, e lidos por um feixe de laser no sequenciador
automatico de DNA (FIGUEIREDO et al., 2003).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagéao, entre os grupos, das variaveis quantitativas foi utilizado o
teste Qui-quadrado. Para a realizagdo do teste foi retirado o gendtipo C2C2, pois
apenas um caso observado o possui. Para o processamento e analise desses dados

foi utilizado o software estatistico SPSS versio 10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FREQUENCIAS GENICA E GENOTIPICA

Em relagcdo ao polimorfismo TGFA/ Taq |, a maioria dos pacientes (114 ou
81,4%) apresentou o gendtipo C71C1, ou seja, os dois alelos selvagens. Vinte e cinco
deles (17,9%), foram genotipados como C7C2, um dos alelos selvagem e o outro
mutante. Somente em um paciente (0,7%) foi detectada a presenga de dois alelos
mutantes: C2C2. Esse individuo foi retirado da amostra para a analise estatistica por
se tratar de um Unico caso, pois poderia comprometer os resultados de qualquer
teste estatistico (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo do numero de pacientes portadores de

FLP-NS segundo o genétipo para o polimorfismo TGFA na
amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Gendtipo N° Pacientes %
ci1cC1 114 81,4
Cc1C2 25 17,9
Cc2C2 1 0,7
Total 140 100,0

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

A tabela 2 mostra a freqiéncia génica, do polimorfismo TGFA/Taq | nos
pacientes investigados. Nessa tabela pode ser observado que os alelos C7 e C2
apresentaram as frequéncias de 0,9036 e 0,0964, respectivamente. O quadro 2
mostra uma comparagao dos estudos realizados por varios autores com o marcador
polimérfico TGFA/Taq | em pacientes com FLP-NS. As frequéncias variam de 0,85 a
0,95 para o alelo selvagem (C17) e 0,05 a 0,15 para o mutante. Os resultados da
presente pesquisa encontram-se entre os limites encontrados pelos demais autores

comparados.



Tabela 2 - Distribuicao da frequéncia alélica do gene TGFA nos individuos

portadores de FLP-NS na amostra investigada, em

Porto Alegre/RS, no
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ano de 2005
Alelos N° Cromossomos Frequéncia
C1 253 0,9036
Cc2 27 0,0964
Total 280 1
Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)
Autor(ano) Populagcao N° N° Tipo Frequéncia
afetados | controles estudo génica
Cc1 | C2

Ardinger et | lowa (EUA) 78 98 Caso- 0,87 | 0,13
al. (1989) controle
Hwang et Maryland (EUA) 183 284 Caso- 0,88 | 0,12
al. (1995) controle
Lidral et al. | lowa (EUA) 1.518 1.552 Caso- 0,92 | 0,08
(1997) controle
Lidral eta. | lowa (EUA) 502 428 Caso- 0,89 | 0,11
(1998) controle
Christensen | Dinamarca 302 567 Caso- 0,87 | 0,13
et al. (1999) controle
Tanabe et | Japao 43 73 Caso- 0,88 | 0,12
al. (2000) controle
Jugessur et | Noruega 262 524 Familiar 0,85 | 0,15
al. (2003a)
Slayton et lowa (EUA) 120 502 Caso- 0,90 | 0,10
al. (2003) controle
Passos- Sao Paulo e 536 412 Caso- 0,95 | 0,05
Bueno et al. | Ceara (Brasil) controle
(2004)
Presente Rio Grande do 140 142 Caso- 0,90 { 0,10
estudo Sul (Brasil) controle

Quadro 2 - Distribuicao das frequéncias dos alelos C1 e C2 do polimorfismo TGFA/Tag | em
diferentes estudos

5.2 GENERO

A tabela 3 mostra a distribuicdo de pacientes entre os géneros. Pode ser
observada uma predominédncia do género feminino (86 pacientes, 61,4%), em
relacdo ao masculino (54 pacientes, 38,6%), estabelecendo uma proporcao de
1,59:1.
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Os dados referentes ao género ndao constam na maioria dos estudos de FLP-NS
avaliados. No entanto, para Vieira et al. (2004), existe uma maior prevaléncia de
individuos do género feminino assim como na presente pesquisa. Porém, para
Marazita et al. (2002), essa proporcao se inverte e para Peanchitlertkajorn et al.
(2003) elas praticamente se equivalem.

Tabela 3 — Distribuicdo do numero de pacientes portadores de

FLP-NS segundo o género acometido na amostra investigada,
em Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Género N° Pacientes %
Feminino 86 61,4
Masculino 54 38,6

Total 140 100,0

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

Considerando a distribuicdo genotipica do polimorfismo aqui estudado em
relacdo ao género, foi observado que entre pacientes com gendtipo C1C17, 63,2%
eram do género feminino e 36,8% do masculino. Os pacientes com genoétipo C1C2
eram, em 52,0% dos casos, do género feminino e em 48,0% do masculino. O
gendtipo C2C2 foi encontrado em apenas uma paciente do género feminino. Nao foi
constatada associagao significativa (X2= 1,07; p>0,05) entre o0 gendtipo e o género
dos pacientes (tabela 4). Da mesma forma Passos-Bueno et al. (2004), analisando
trés populagdes distintas no Brasil: Sdo Paulo (capital), interior de Sao Paulo (Bauru,
que possui um centro de referéncia para o tratamento de FLP) e Ceara, também nao
encontraram relagdo positiva entre género e distribuicdo genotipica em nenhuma

das populagdes averiguadas.

Tabela 4 - Distribuicdo do gendtipo para o polimorfismo TGFA em relagdo ao género do individuo
afetado na amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Genodtipo
Género c1C1 c1C2 ca2c2 Total
Feminino 72 (63,2%) 13 (52,0%) 1 (100%) 86 (61,4%)
Masculino 42 (36,8%) 12 (48,0%) - 54 (38,6%)
Total 114 (100%) 25 (100%) 1 (100%) 140 (100%)

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)
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5.3. PROCEDENCIA

Em relagéo a procedéncia dos pacientes, 60,7% dos casos eram provenientes
da capital e da regidao metropolitana e 39,3% do interior do estado do Rio Grande do
Sul (tabela 5). Marrero et al. (2005) consideram essa divisdo importante porque a
populacdo do interior do Estado, principalmente a regido nordeste, possui uma
ancestralidade eurobrasileira maior em relacdo a procedente da capital e regiao
metropolitana. Mutagbes estatisticamente significativas no lécus TGFA séao
encontradas preferencialmente em populagbes caucasoides (ARDINGER et al.,
1989; CHENEVIX-TRENNCH et al., 1991, HOLDER et al., 1992; SHIANG et al.,
1993, HWANG et al., 1995; CHRISTENSEN et al., 1999; JUGESSUR et al., 20033;
MARAZITA et al., 2004). A populagdo do Rio Grande do Sul foi a que recebeu a
maior imigragao européia no Brasil (MARRERO et al., 2005), diferindo dos estados
de outras regides que possuem uma ancestralidade africana significante. Sendo
assim, a populacdo sul-riograndense, principalmente a do interior, teria uma
probabilidade maior de possuir a mutagdao no gene TGFA quando utilizada a enzima
de restricdo Taq |.

Tabela 5 - Distribuicdo do numero de pacientes portadores de FLP-NS
segundo a procedéncia na amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no ano

de 2005
Procedéncia N° Pacientes %
Capital e regiao metropolitana 85 60,7
Interior 55 39,3
Total 140 100,0

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

Na anadlise da procedéncia dos pacientes, 61,4% dos individuos que possuem
0 gendtipo C71C1 sao da capital e regidao metropolitana e 38,6% provenientes do
interior do Estado. Por sua vez, 56% dos individuos com gendtipo C7C2 séo da
capital e 44% do interior (Tabela 6). Nao foi encontrada, portanto, associagao
significativa entre o genétipo e a procedéncia dos pacientes. (3*=0,25 ; p>0,05)
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Tabela 6 - Distribuicao do gendtipo para o polimorfismo TGFA em relagédo a procedéncia do individuo
afetado na amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Gendtipo
Procedéncia ci1C1 Cc1C2 c2Cc2 Total
Capital e regido metropolitana 70 (61,4%) 14 (56,0%) 1(100%) 85 (60,7%)
Interior 44 (38,6%) 11 (44,0%) - 55 (39,3%)
Total 114 (100%) 25(100%) 1 (100%) 140 (100%)

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

5.4 RECORRENCIA FAMILIAR E CONSANGUINIDADE ENTRE OS PAIS DOS
AFETADOS

Na maioria dos pacientes avaliados (57,9%) esse era o primeiro caso de FLP
na familia (Tabela 7). Porém, em 42,1% dos casos havia pelo menos um caso de
recorréncia familiar, com parentesco de 1°, 2°, 3° ou 4° graus, entre os afetados. De
acordo com Beaty et al. (1997), familias multiplamente afetadas podem ser mais
adequadas para pesquisar fatores genéticos envolvidos em FLP, enquanto familias
com um unico individuo afetado podem ser mais adequadas para definir os fatores
de risco ambientais.

Os resultados desta pesquisa estdo em harmonia com os estudos de Passos-
Bueno et al. (2004) e Suzuki et al. (2004), que também encontraram maior proporgao
de casos isolados de FLP-NS, 81,3% e 96%, respectivamente, ao contrario de
Blanco et al. (1998), que referiram um numero maior de casos de recorréncia familiar
(52,1%).

Tabela 7 - Distribuicdo do nimero de pacientes portadores de FLP-NS

segundo a presenca de outro(s) afetado(s) na familia dos pacientes
estudados em Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Outro(s) afetado(s) N° Pacientes %
Sim 59 42,1
Nao 81 57,9
Total 140 100,0

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)
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A tabela 8 mostra a distribuicdo dos gendtipos para o polimorfismo
TGFA/Taq | em relagao a recorréncia familiar. Pode ser observado que 41,2% dos
individuos C71C171 apresentam um ou mais membros da familia com a mesma
malformacgéo, sendo que em 58,8% dos casos o paciente é o primeiro afetado da
familia. Da mesma forma, 48% dos que possuem o gendétipo C71C2 tém mais algum
afetado na familia e 52%, ndo. Nao foi encontrada associagao significativa entre o
gendtipo e a presenga de outros afetados nas familias dos pacientes. Passos-Bueno
et al. (2004) também nao encontraram associagao entre casos isolados ou familiares
e o gendtipo mutante, em nenhuma das populagbes estudadas (Sao Paulo/SP,
Bauru/SP e Ceara).

Tabela 8 - Distribuicdo do gendtipo para o polimorfismo TGFA em relagéo a presenga de outro(s)
afetado(s) na familia na amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Gendtipo
Outro(s) Afetado(s) na ci1cC1 ci1C2 cac2 Total
Familia
Sim 47 (41,2%) 12 (48,0%) - 59 (42,1%)
Nao 67 (58,8%) 13(52,0%) 1 (100%) 81 (57,9%)
Total 114 (100%) 25 (100%) 1 (100%) 140 (100%)

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

Nao foi encontrada consanguinidade na maioria das familias dos pacientes
(97,1%). Em apenas quatro familias havia consanguinidade, caracterizada pelos pais
serem primos em até 5° grau. Nenhum dos individuos com genotipo C71C2 possuia
familia consanglinea e 3,5% dos que tém gendtipo C1C71 as possuiam (tabela 9).
Nao foi encontrada associagao significativa entre o gendétipo e a consanguinidade
entre as familias dos pacientes, diferentemente de Marazita et al. (2004) que, em um
estudo com familias consangtiineas na Turquia, mostrou que o marcador D2S1777,
no cromossomo 2 (2p11.1), localizado muito préximo do 2p13 (TGFA), estava
fortemente envolvido na etiologia das FL/P (p<0.05). Os casamentos consanguineos
sdo importantes em malformagdes congénitas, como as FLP, uma vez que essa
condicdo aumenta o risco de recorréncia da anomalia em filhos de casais
consanguineos. O risco maior € para filhos de consanguineos de primeiro grau (filho-

genitor e irmaos) caindo bruscamente para parentes em segundo grau e
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gradualmente do terceiro grau em diante pois trata-se de uma caracteristica de
heranca multifatorial (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2002).

Tabela 9 - Distribuigdo dos genotipos para o polimorfismo TGFA em relagdo a consanglinidade nas
familias afetadas na populagéo estudada, em Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Gendtipo
Consanguinidade c1C1 c1C2 cac2 Total
Sim 4 (3,5%) - - 4 (2,9%)
Nao 110 (96,5%) 25 (100%) 1(100%) 136 (97,1%)
Total 114 (100%) 25 (100%) 1 (100%) 140 (100%)

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

5.5 TIPO DE FISSURA

A tabela 10 mostra a distribuicdo do numero de pacientes de FLP-NS da
amostra estudada, de acordo com o tipo de fissura. As fissuras labiais e palatinas
associadas foram encontradas em 84,3% dos pacientes; a fissura labial isolada em
10,7% e a fissura palatina isolada em 5,0%. Quando analisadas, em conjunto, as

fissuras labiais com ou sem envolvimento palatino perfazem um total de 95,0.

Tabela 10 - Distribuicao do numero de pacientes portadores de FLP-NS
segundo o tipo de fissura acometida na amostra investigada, em Porto
Alegre/RS, no ano de 2005

Fissura N° Pacientes %
Fissura labial 15 10,7
Fissura labiopalatina 118 84,3
Fissura palatina 7 5,0
Total 140 100,0

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

Esses achados encontram-se em harmonia com os dados da literatura, uma vez
que numa revisao de estudos epidemiolégicos das FLP, na Europa e nas Américas,
foi observado que em pacientes nao-sindrémicos ha maior prevaléncia de fissuras

de labio com ou sem envolvimento do palato (FL/P) do que fissuras de palato
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isoladas (FP) (VIEIRA; ORIOLI, 2001). Dos 183 pacientes avaliados por Hwang et al.
(1995) em Maryland (EUA) com FLP-NS, 38% foram diagnosticados com FP e 62%
como FL/P. Lidral et al. (1997), analisando a populagao de lowa (EUA), encontrou
que 76% dos casos eram de FL/P e 24% de FP. Para Beaty et al. (1997), na
populagao de Maryland (EUA), 40,1% dos casos se referiam a FP e 59,9% as FL/P,
sendo que quando estas Ultimas eram analisadas separadamente, 15,6% eram
apenas FL e 44,3% FLP. Para os mesmos autores na mesma populacao em 2002,
30,6% dos individuos possuiam FP e 69,4% FL/P (21,8% eram FL e 47,6% FLP). No
estudo de Suzuki et al. (2004), 9,1% dos pacientes eram portadores de FP e 90,9%
de FL/P (28,6% de FL e 62,3% de FLP).

Pode ser observado que a distribuicdo dos casos de FLP-NS em relacdo ao
tipo de fissura segue o mesmo padréao das FLP em geral. Loffredo, Freitas e Grigolli
(2001) observaram que, do total de 16.853 casos de FLP registrados nos ultimos 20
anos no Brasil, 4.413 (26%) se referiram a FP e 12.440 (74%) eram de FL/P. Em um
estudo de recém-nascidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre/RS no periodo
entre 1983 e 1993, Collares et al. (1995) encontraram que as FP foram responsaveis
por 26,8% dos casos, FL por 34,1% e FL/P por 39,1%. Além disso, as FL/P no
estudo de Furlaneto e Pretto (2000) foram as mais frequentes (84,45%), seguidas
pelas FP (12,90%).

Deve ser considerado que muitas vezes os pacientes com FL isolada ndo sao
tratados em servicos de atendimento odontoldgico, pois esses pacientes nao
apresentam defeitos dentarios e podem ser tratados, com sucesso, por um cirurgiao
plastico, com resultado bastante satisfatério ainda bebés, ndo requerendo
tratamento e acompanhamento posterior (BEATY et al., 1997), ou seja, pode existir
viés de selegcado em pesquisas epidemiolégicas de FLP.

Foi encontrado, na presente investigagdo, que dos individuos com gendétipo
C1C1, 5,3% possuem FP e 94,7% FL/P. O gendtipo C1C2 aparece somente nos
individuos com FL/P (tabela 11). Mesmo assim, ndo foi encontrada associacao
estatisticamente significante, entre o gendtipo e o tipo de fissura dos pacientes. (X2=
1,37; p>0,05)
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Tabela 11 - Distribuigdo dos gendtipos para o polimorfismo TGFA em relagdo ao tipo de fissura do
individuo afetado considerando-se FL/P e FP, na amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no ano
de 2005

Gendtipo
Fissura ci1cC1 ci1c2 cac2 Total
Fissura Palatina 6 (5,3%) - 1 (100%) 7 (5%)
Fissura Labiopalatina + 108 (94,7%) 25 (100%) 133 (95%)
Fissura Labial
Total 114 (100%) 25 (100%) 1(100%) 139 (100%)

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

Ardinger et al. (1989), Chenevix-Trennch et al. (1991), Holder et al. (1992) e
Jara (1995) encontraram associagcdo entre o gene TGFA e FL/P. Ja Lidral et al.
(1997 e 1998), Christensen et al. (1999), Slayton et al. (2003) e Passos-Bueno et al.
(2004) nao observaram associagdo da malformagdo com o gendtipo mutante no
gene TGFA, quando usada a enzima Tagq |, assim como no presente estudo.

Shiang et al. (1993) e Hwang et al. (1995) encontraram associagdo apenas
quando se tratava de fissura palatina isolada. Jugessur et al. (2003a) afirmaram que
quando um individuo € homozigoto para o alelo C2 ele possui um risco trés vezes
maior de possuir FP. Nesta pequisa o unico individuo com gendtipo C2C2 é portador
de FP, porém como se trata de um caso isolado ndo se pode afirmar que esse
gendtipo seja o causador da fissura. Uma amostra maior de casos de FP seria

necessaria para esta comprovacao.

5.6. LADO ACOMETIDO

Na tabela 12 é apresentada a distribuicdo dos pacientes portadores de FLP-
NS segundo o lado acometido. A maior prevaléncia de fissuras ocorreu apenas no
lado esquerdo (49,3%). As fissuras bilaterais foram encontradas em 30,0% dos
pacientes e as no lado direito em 20,7% deles. Estes resultados estao de acordo
com os obtidos por Vieira e Orioli (2001) e Furlaneto e Pretto (2000) que relatam ser

o lado esquerdo duas vezes mais afetado do que o direito, aproximadamente.
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Tabela 12 - Distribuicdo do numero de pacientes portadores de
FLP-NS segundo o lado acometido, na amostra investigada, em
Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Lado N° Pacientes %
Direito 29 20,7
Esquerdo 69 49,3
Bilateral 42 30,0
Total 140 100,0

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

Quando séo analisados os gendtipos, para o polimorfismo aqui estudado, em
relacéo ao lado de ocorréncia da fissura no individuo verifica-se que, daqueles com
gendtipo C1C1, 21,1% possuem a fissura no lado direito, 48,2% no lado esquerdo e
30,7% em ambos os lados. Ja dos que tém o gendtipo C1C2, 20% apresentam a
fissura a direita, 56% a esquerda e 24% nos dois lados (tabela 13). Nao foi
encontrada associagao significativa entre o gendtipo e o lado de ocorréncia da
fissura. (x*=0,57 ; p>0,05)

Tallll/bela 13 - Distribuicdo dos gendtipos para o polimorfismo TGFA em relagéo ao lado da fissura do
individuo afetado, na amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no ano de 2005

Gendtipo
Lado ci1cC1 C1C2 C2C2 Total
Direito 24 (21,1%) 5 (20,0%) - 29 (20,7%)
Esquerdo 55 (48,2%) 14 (56,0%) - 69 (49,3%)
Bilateral 35 (30,7%) 6 (24,0%) 1(100%) 42 (30,0%)
Total 114 (100%) 25 (100%) 1(100%) 140 (100%)

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

5.7. COMPARAGCAO ENTRE O GRUPO DE AFETADOS E O GRUPO CONTROLE
EM RELACAO A DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS C1C1, C1C2 E C2C2

Na comparagao entre os grupos de pacientes e controles foi observada uma
prevaléncia menor de individuos com genétipo C1C71 (114, 81,4%) no grupo de

pacientes do que no grupo controle (121; 85,2%). O gendtipo C1C2 foi o segundo
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mais encontrado: 25 (17,9%) e 21 (14,8%) dos grupos caso e controle,
respectivamente, e apenas um individuo do grupo caso (0,4%) possuia o genoétipo
C2C2, nao encontrado no grupo controle (Tabela 14 e Grafico 1). Nao foi encontrada
associagdo significativa entre as amostras de pacientes e controles (°=0,52;
p>0,05).

Tabela 14 - Comparagao dos gendtipos para o polimorfismo TGFA entre os
pacientes e o grupo controle na amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no

ano de 2005
Grupo
Gendtipo Total
Caso Controle
ci1cC1 114 (81,4%) 121 (85,2%) 235 (83,3%)
ci1c2 25 (17,9%) 21 (14,8%) 46 (16,3%)
c2c2 1(0,7%) - 1(0,4%)
Total 140 (100%) 142 (100%) 282 (100%)

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)
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Grafico 1 - Comparagéo das frequéncias genotipicas do polimorfismo TGFA entre os pacientes e o

grupo controle na amostra investigada, em Porto Alegre/RS, no ano de 2005.
Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

O quadro 3 apresenta estudos que analisaram o gene TGFA em variadas

populagdes, alguns utilizando a enzima de restricdo Taq | e outros sequenciamento
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direto. Em relacdo ao tamanho da amostra percebe-se que a presente pesquisa,
com 142 individuos avaliados, possui um tamanho compativel com outros
semelhantes, ja que o numero de probandos variou de 43 a 1518 em estudos de
caso-controle. A falta de associagao estatistica, assim como nesta pesquisa, foi

prevalente nos estudos avaliados.

Desde a publicagdo do trabalho de Ardinger et al. (1989), varios estudos em
populagdes caucasodides tém mostrado associagdo entre o marcador polimérfico
TGFA/Taq | e FLP. Uma comparacao direta entre os diversos estudos se torna dificil,
porque sado usados marcadores e amostras populacionais diferentes. Embora alguns
estudos publicados mostrem uma associagao positiva entre as FLP-NS e as
mutacdes do gene TGFA/Taq |, o mecanismo biolégico que explica essa associagao
nao esta claro, uma vez que o marcador TGFA/Taq | € um alelo polimérfico situado
em uma regido inexpressiva do gene, o intron (BEATY et al., 1997).

Esses ultimos autores, bem como Lidral et al. (1997 e 1998), Christensen et al.
(1999), Tanabe (2000), Slayton et al. (2003) e Passos Bueno et al. (2003) também
nao encontraram diferenca estatisticamente significante entre o l6cus TGFA e FLP,
quando foi usada a enzima de restricdo Taq | na comparacido entre pacientes e
grupos controles, ou em estudos familiares, assim como na presente pesquisa. Stoll
et al. (1993), Ballew, Beckerman e Lizarralde (1993), Shaw et al. (1998), Beaty et al.
(2002), Marazita et al. (2002), Field et al. (2004), Schultz et al. (2004), Suzuki et al.
(2004) e Suazo et al. (2005) também ndo encontraram essa associagdo, usando
outros marcadores para 0 mesmo lécus, como mostra o quadro 3. Ainda como Shaw
et al. (1998) e Beaty et al. (1997), o alelo C2 apresentou freqiéncia mais baixa nos

grupos controles, porém sem significancia estatistica.

De acordo com Passos-Bueno et al. (2004) o TGFA nao é um lécus modificador
relevante para a incidéncia de FL/P nas regides sudeste e nordeste brasileiras. A
populacao brasileira representa uma mistura étnica triibrida de eurobrasileiros, afro-
brasileiros e amerindios, o que torna muito dificil relacionar perfeitamente a etnia de
casos e controles. Especulava-se que, devido a diferenca entre a colonizacdo das
regides sul (européia, preferentemente) e nordeste (africana principalmente) e a
intensa migragao de nordestinos para a regido sudeste, pudesse haver diferenga da
distribuicdo genotipica do Rio Grande do Sul, uma vez que mutagdes no gene TGFA

sdo predominantemente encontradas em populagdes caucasodides. Pode-se
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Autor (ano) | Populagao N° N° Tipo estudo Tipo de Associacao
afetados | controles Andlise Estatistica

Ardinger et | lowa 78 98 Caso- RFLP S
al. (1989) (EUA) controle
Hwang et Maryland | 183 284 Caso- RFLP S
al. (1995) (EUA) controle
Beaty et al. | Maryland | 149 138 Caso- RFLP NS
(1997) (EUA) controle
Lidral et al. | lowa 1.518 1.552 Caso- RFLP NS
(1997) (EUA) controle
Lidraleta. | lowa 502 428 Caso- RFLP NS
(1998) (EUA) controle
Shaw et al. | Califérnia | 571 640 Caso- RFLP S
(1998) (EUA) controle
Christensen | Dinamarca | 302 567 Caso- RFLP NS
et al. (1999) controle
Prescott et | Reino 92 271 Familiar Sequencia- | S
al. (2000) Unido mento
Tanabe et | Japao 43 73 Caso- RFLP S
al. (2000) controle
Mitchell et | Dinamarca | 266 473 Caso- RFLP NS
al. (2001) controle
Beaty et al. | Maryland | 269 538 Caso- Sequencia- | NS
(2002) (EUA) controle mento
Marazita et | China 145 526 Familiar Sequencia- | NS
al. (2002) mento
Jugessur et | Noruega 262 524 Familiar RFLP S
al. (2003a)
Slayton et lowa 120 502 Caso- RFLP NS
al. (2003) (EUA) controle
Field etal. |India 82 190 Familiar Sequencia- | NS
(2004) ento
Marazita et | Turquia 18 Familiar Sequencia- | S
al. (2004) mento
Passos- Sao Paulo | 536 412 Caso- RFLP NS
Bueno et al. | e Ceara controle
(2004) (Brasil)
Schultz et Filipinas 126 218 Familiar Sequencia- | NS
al. (2004) mento
Suzuki et Vietna 175 350 Familiar Sequencia- | NS
al. (2004) mento
Moreno et | Ohio 26 39 Familiar Sequencia- | S
al. (2004) (EUA) e mento

Coldbmbia | 123 198 NS
Presente Rio 140 142 Caso- RFLP NS
estudo Grande controle

do Sul

(Brasil)

Quadro 3 — Representagao de estudos que analisaram o gene TGFA em variadas populagoes.
S = Significante; NS = Nao significante
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especular, entdo, que alguns efeitos de estratificacdo populacional poderiam causar
a auséncia de significacao estatistica do estudo de caso-controle em relagdo ao
alelo C2/TGFA. Nesta pesquisa realizada na PUCRS, confirma-se que a discreta
diferenca na frequéncia do alelo C2 entre pacientes e controles nao é suficiente para
levar em conta tal efeito (PASSOS-BUENO et al., 2004). Uma metanalise de estudos
realizados até o ano de 1996 (MITCHELL, 1997) concluiu que havia uma grande
evidéncia da associacao entre FLP e o polimorfismo TGFA/Taq |. Essa associagao
seria, provavelmente, devida a gravidade da malformagcao e nao as diferencas
étnicas. Sendo assim, mutagdes nesse gene nao estariam restritas as populagdes

caucasoides.

Shiang et al. (1993) e Hwang et al. (1995) mostraram associagéo entre as FP e o
polimorfismo TGFA/Taq |. Ardinger et al. (1989) encontraram os mesmos resultados,
embora a populagdo controle, utilizada por esses autores, ndo tenha sido
homogénea. Schultz et al. (2004) mostraram primeiramente desequilibrio de ligagao
entre TGFA e FLP, porém quando os autores aumentaram o tamanho da amostra
essa correlagdo desapareceu. O trabalho de Moreno et al. (2004), que analisou duas
populagdes distintas (Ohio/EUA e Colémbia), mostrou diferenga estatisticamente
significante na comparagao do polimorfismo TGFA e pacientes portadores de FLP na
populacdo norte-americana, ndo encontrando os mesmos resultados na populacao
colombiana; isso sugere que havia heterogeneidade populacional na amostra por
eles estudada, ja que a primeira populagao é considerada caucasoide e a segunda

uma mistura de eurodescendentes e amerindios.

As fissuras sao decorrentes da falta de unido entre as proeminéncias nasais e
maxilares, devido ao ndo fusionamento das massas mesenquimais e da nao
proliferacdo do mesénquima sob o epitélio sobrejacente (MOORE; PERSAUD,
2000). Sendo assim, a razdo de nao ter sido encontrada associagdo entre o gene
TGFA e as FLP-NS pode ser explicada pelo fato de o gene em questao estar
relacionado a producdo epitelial, e o rompimento epitelial seria apenas uma
consequéncia da malformagdo mesenquimal. O gene TGFB3 seria um gene
candidato as FLP mais apto que o TGFA, ja que ele atua na morfogénese do palato,
nas interagdes entre epitélio e mesénquima. Pode ser que o TGFA seja um
coadjuvante ou modificador, como relatado por Prescott et al. (2000) e Suazo et al.

(2005), na formacao das FLP; nesses casos ele poderia agir sinergicamente com
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outros genes, como o TGFB3, por exemplo, e entdo ser um dos responsaveis pela

anomalia. Somente outras pesquisas poderéao elucidar tal fato.

5.8 SEQUENCIAMENTO DO GENE TGFA

Para a comprovagao de que as amostras foram amplificadas para o lécus
desejado foi realizada uma reacado de sequenciamento do DNA de um individuo
genotipado como C71C2, apds a digestdo com a enzima de restrigdo Taq | com
primers especificos e a visualizagdo do gendtipo em gel de agarose a 2%, corado
com brometo de etidio em eletroforese. Utilizando a ferramenta BLAST, que
compara as sequéncias de DNA com um banco genbmico universalmente
conhecido, confirmou-se que o fragmento estudado correspondia exatamente ao
gene TGFA na espécie Homo sapiens. No sequenciamento do fragmento de DNA
amplificado do referido individuo (C71C2), pode ser visto que, a partir da delegéo da
sequéncia nucleotidica TAAT ha uma nédo correspondéncia dos pares de base nos
dois cromossomos, o que confirma o gendtipo antes realizado com a enzima de

restricdo Taq | (figura 10).

50 60 ] ] 70 an
s CTCG® C G TALAE GGT N GEHT|ClA|C|G|lA C C TTAAAE A CC CTTAGATC

c1 —saaggtoctcit tlgjac cttaaaacccttaga....

c2 — ggltjc|t|c

accttaaaacccttaga....

[ @ |_

Figura 10 - Sequenciamento de DNA de um individuo heterozigoto para o polimorfismo TGFA. Note-
se a concordancia nos pares de base a direita e, apos a delecdo TAAT em um dos cromossomos, a
sequéncia fica alterada.
Fonte:dados da Pesquisa (PUCRS/2006)

Muitas pesquisas tém utilizado apenas o sequenciamento na testagem de
genes candidatos as FLP-NS (PRESCOTT et al., 2000; BEATY et al., 2002;

MARAZITA et al., 2002 e 2004; FIELD et al., 2004; SHULTZ et al., 2004; SUZUKI et
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al., 2004; MORENO et al., 2004). Nesses casos pode-se fazer uma varredura
gendmica e encontrar-se novas mutacdes. A desvantagem desse método seria

apenas o seu custo elevado.

5.9 COMPARACAO ENTRE TECNICAS DE EXTRAGAO DE DNA

Comparadas as metodologias de extragdo de DNA, a partir de sangue
periférico e das células da mucosa jugal, foi constatado que ¢é possivel aplicar a
técnica da PCR em ambas as amostras de DNA, obtendo-se um 6timo resultado.
Entretanto, o método de obtencdo de DNA por swab bucal se adequa mais aos
procedimentos de investigacdo genética de pacientes portadores de FLP, uma vez
que € um método de coleta menos invasivo e menos amedrontador, ou seja, mais
facil de os pacientes e seus responsaveis concordarem em participar desse tipo de
pesquisa. Além disso, a obtengdo do DNA por swab tem ainda a vantagem de ser
mais rapida e menos dispendiosa do que a obtengcdo de DNA pelos métodos “salting
out” ou kit. A figura 11 mostra o padrédo da PCR, para o gene TGFA, entre as duas
metodologias indicando claramente que a técnica de obtengcdo de DNA por swab
bucal pode ser utilizada satisfatoriamente para o polimorfismo em questdo. Os
resultados desta pesquisa estdo de acordo com Abrao et al. (2005), que mostraram

semelhanca entre os métodos de extragcdo de DNA.

246 pb
178 pb
123 pb

Figura 11 - Visualizagdo da PCR com as técnicas de extracao de DNA através de sangue periférico
(esquerda) e swab bucal (direita) em um gel de agarose 1% com brometo de etidio em eletroforese.
Na coluna central ha o marcador de 123pb. Foi utilizado blue juice como corante para que a
visualizagdo no gel fosse conseguida. As bandas correspondentes ao polimorfismo TGFA (trés a
direita e trés a esquerda) observadas possuem 178pb.

Fonte: dados da pesquisa (PUCRS/2006)

A maioria dos trabalhos aqui referidos utilizou como forma de obtencédo de
DNA o sangue periférico (ARDINGER, et al. 1989; BALLEW; BECKERMAN;
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LIZARRALDE, 1993; HWANG et al.,, 1995; LIDRAL et al., 1997; BARBER et al.,
1998; BLANCO et al., 1998 e 2001; SHAW et al., 1998 e 1999; TOLAROVA et al.,
1998; CHRISTENSEN et al., 1999; EVERET et al., 1999; PRESCOTT et al., 2000;
TANABE et al., 2000; MITCHELL et al., 2001, CARRENO et al., 2002; MARAZITA et
al., 2002 e 2004; PEANCHITLERTKAJORN et al., 2003; FIELD et al., 2004;
MORENO et al., 2004; SCHULTZ et al., 2004; SUZUKI et al., 2004). Vieira et al.
(2004) adotaram somente a técnica de obtencado de DNA a partir de swab bucal. Ja
Wyszynski et al. (1997), Beaty et al. (1997 e 2002), Lidral et al. (1998), Jugessur et
al. (2003a), Gaspar et al. (2004) e Passos-Bueno et al. (2004) realizaram as duas

técnicas.

Independentemente da técnica utilizada, se a extragcdo € bem executada, o
material pode ser utilizado e trara resultados satisfatérios. Em todos os trabalhos a
genotipagem foi realizada com sucesso, ndo importando se a extragdao de DNA
tenha sido feita através de sangue periférico ou swab bucal. Apenas na pesquisa de
Ballew, Beckerman e Lizarralde (1993), em alguns casos, ndo foi obtida a extragédo
de DNA devido ao armazenamento inadequado e da deterioracdo do material
coletado. O uso de swab bucal tem a vantagem de ndo necessitar de um
acondicionamento especial, como € o caso do sangue; sendo assim, a coleta pode
ser realizada em qualquer local, fato que ndo ocorre com a coleta de sangue
periférico, que necessita de estocagem imediata em ambiente refrigerado.

Com o banco de DNA de pacientes com FLP-NS, cujo material genético
encontra-se armazenado em condi¢coes adequadas (em tubos eppendorf individuais,
catalogados e a uma temperatura de -20°C), novos estudos poderao ser realizados
para a testagem e a identificacdo de outros genes candidatos, principalmente
aqueles que atuam no desenvolvimento embrionario, com énfase ao periodo de
formagdo do labio e do palato, cujas mutagbes podem contribuir para o
desenvolvimento dessas malformagoes.

Avancos na identificacdo de genes, cujos mutantes podem atuar no
desenvolvimento das FLP, sdo importantes para melhorar o conhecimento da
etiologia dessas malformagdes, tornando mais eficiente seu diagndstico clinico e

pré-natal, aprimorando, assim, seu tratamento e aconselhamento genético.
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6 CONCLUSOES

a. As freqléncias génicas dos alelos C1 e C2 do polimorfismo TGFA/Taq | na
amostra de pacientes com FLP-NS da populacdo do Rio Grande do Sul estudada,

foram respectivamente, 0,90 e 0,10.

b. Nao foi encontrada associacdo entre mutagdes (alelo C2) no polimorfismo

TGFA/Taq | de paciente com FLP-NS na populagao estudada.

c. A extragdo do DNA a partir de células da mucosa jugal, coletadas com swab
bucal, mostrou ser eficaz na determinagao genotipica do polimorfismo TGFA/Taq |

nos pacientes com FLP-NS estudados.

d. O banco de DNA extraido de células da mucosa jugal dos pacientes com FLP-NS,
cujo material genético esta armazenado em condi¢gées adequadas, encontra-se apto
e disponivel para estudos de outros marcadores genéticos, na continuidade desta

linha de pesquisa.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Estudos realizados com o objetivo de averiguar a existéncia de associagao entre
FLP-NS e marcadores genéticos podem contribuir para o conhecimento da evolugao da
patologia e identificar caracteristicas herdadas responsaveis pelo aumento da
suscetibilidade de um individuo as doencas multifatoriais como as FLP. Estudos de
mutagbes em outros genes como MSX1, IRF6 e TGFB3, por exemplo, podem fornecer
argumentos que auxiliem os cirurgides-dentistas na pratica clinica, quando forem
implantados programas de prevengdo e controle das patologias bucofaciais.
Presentemente os genes ainda ndo podem ser mudados, mas uma vez identificados, se
tornara mais facil, no futuro, direcionar as modificagdes para evitar os quadros
patolégicos. Assim, o conhecimento dos polimorfismos genéticos pode ter aplicabilidade
na obtencdo de indicadores genéticos que poderdo auxiliar no diagnéstico, prevencgao,
tratamento e aconselhamento genético das pessoas portadoras da malformagao

estudada, bem como de seus familiares.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pagina 1 de 3.

Titulo da pesquisa:

Estudo de Alelos do Léocus TGFA Envolvidos na Etiologia das Fissuras Labiopalatinas em uma
Amostra de Pacientes Nao-Sindromicos do Servigo de Defeitos da Face da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

Justificativa e objetivos da pesquisa:

Esta pesquisa tem por objetivo estudar algumas caracteristicas genéticas das pessoas que
apresentam alteragbes no labio e no palato (céu-da-boca). Essas alteragées sdo chamadas “fissuras
labiopalatinas” ou “fendas labiopalatais”.

Cada pessoa tem suas proprias caracteristicas genéticas. As fissuras labiopalatinas podem
acontecer mais facilmente em alguns tipos de pessoas, mais do que em outros, dependendo das
caracteristicas genéticas. Sabe-se que um segmento do nosso material genético, chamado gene
TGFA, pode estar associado a predisposicao de algumas pessoas virem a desenvolver a fissura
labiopalatina.

Hoje em dia, estudar este gene e outros segmentos genéticos em pessoas que apresentam
fissuras labiopalatinas podera ser util para:

e melhorar as estratégias de diagnosticos das fissuras labiopalatinas nas pessoas afetadas;
e oferecer aconselhamento genético para casais com chances de gerar um bebé com fissura
labiopalatina;

No futuro, este estudo também podera contribuir para o tratamento destas alteragbes da face.

Nesta pesquisa, nés analisaremos o material genético (DNA) dos pacientes que estiverem em
atendimento no Centro de Reabilitacdo de Fenda Labiopalatal da PUCRS e de seus pais. O material
genético (DNA) sera obtido através de uma amostra de células da bochecha que sera coletada
durante o atendimento de rotina do paciente ou em visita especial.

Com este DNA, serda estudado um segmento genético, chamado gene TGFA, de cada
pessoa. ApOs a analise genética, serdo comparados os resultados dos pacientes com os dos seus
pais ou outras pessoas sem o problema (os controles).

Com este estudo esperamos compreender melhor como as fissuras labiopalatinas ocorrem,
se ha um componente genético especifico para esta caracteristica.

Quando isto for desvendado, a odontologia podera contar com mais um indicador bioldgico
que auxiliara no diagnéstico e na compreensao do desenvolvimento do labio e do palato normal e
anormal.

Os procedimentos a serem utilizados:
Para realizar este trabalho, vamos recolher uma amostra de células da bochecha de cada
participante da pesquisa com uma haste (similar a um “cotonete”).

Os desconfortos ou riscos esperados:
Havera o possivel desconforto da raspagem da bochecha.

Garantia de resposta a qualquer pergunta;
Os participantes da pesquisa devem se sentir a vontade para fazer qualquer pergunta a fim
de esclarecer suas duvidas. Os responsaveis pela pesquisa garantidamente responderéo.

Rubrica do Paciente (ou responsavel) Rubrica do Pesquisador
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Pagina 2 de 3.

Os beneficios que se pode obter:

Neste momento, o participante da pesquisa ndo recebera nenhum beneficio direto em
decorréncia deste estudo. Ainda ndo sdo bem conhecidos os efeitos que a heranga genética tem
sobre as pessoas. No entanto, havera beneficios para a ciéncia, pois os dados da pesquisa estarao
contribuindo na descoberta de indicadores genéticos que auxiliardao futuramente o diagnéstico, a
prevencao e o aconselhamento genético das pessoas portadoras ou com risco de ocorréncia de
fissuras labiopalatinas.

No futuro, caso alguma informagédo considerada importante seja identificada no material
genético analisado em decorréncia desta pesquisa, os pesquisadores buscardo o participante da
pesquisa (ou familiares) para oferecer-lhe acesso a tal informagéao.

Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si:

Caso o participante da pesquisa tenha vontade de ser retirado da pesquisa, isso podera ser
feito a qualquer momento, sem necessidade de que se apresentem justificativas e sem que se ele
sofra qualquer tipo de prejuizo. Unicamente o participante da pesquisa devera comunicar aos
pesquisadores sua decisdo de abandonar a pesquisa, retirando-se o consentimento dado.

Compromisso com informacgao atualizada do estudo;

Toda e qualquer informagéo atualizada sobre este estudo estara a disposicédo de todos os
participantes. Os resultados deste estudo poderdo ser comunicados aos participantes da pesquisa,
sempre que solicitados.

Garantia de acompanhamento adequado;

A equipe de profissionais de saude que atende no Centro de Reabilitagdo de Fenda
Labiopalatal tem uma rotina estabelecida no acompanhamento dos pacientes portadores de fissuras
labiopalatinas. Esta rotina de atendimento ao paciente ndo sera alterada em nada por ocasido deste
estudo. Assim, garantimos que a concordancia ou néo na participagédo deste estudo ndo implicara em
qualquer modificagao na rotina do tratamento ja estabelecido para os pacientes. Os resultados destes
exames nao teréo efeito algum sobre o participante da pesquisa.

Garantia de Privacidade:

A dignidade e a privacidade do participante da pesquisa, em relagao a qualquer dado utilizado
nesta pesquisa, serdo mantidas. Os dados dos participantes da pesquisa estardo protegidos pelos
pesquisadores responsaveis contra qualquer tipo de uso que néo os previstos na investigagdo. Aléem
disto, os dados receberdao um numero pelo qual serdo identificados, garantindo assim, também, o
anonimato dos participantes da pesquisa. A identidade o participante da pesquisa sera, portanto,
totalmente desconhecida pela equipe do trabalho de pesquisa ou por qualquer outra pessoa.

Permissdo para uso da amostra de DNA e outros dados em estudos futuros:

A partir da mesma amostra do material genético, poderdo ser futuramente estudados outros
segmentos de DNA. Para isso, o participante da pesquisa podera permitir que sua amostra de DNA
seja usada em novos estudos. Mesmo que esta permissao seja dada, estudos futuros sé poderao ser
realizados desde que sejam aprovados antes por um Comité de Etica em Pesquisa.

Rubrica do Paciente (ou responsavel) Rubrica do Pesquisador
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Eu, (preencher com nome ou nome do responsavel)
fui informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi informacéo a
respeito dos procedimentos do estudo e esclareci minhas dividas. Sei que em qualquer momento
poderei solicitar novas informag¢des e modificar minha decisdo se assim eu o desejar. A equipe da
Dda. Angela Ehlers Bertoja certificou-me de que todos os dados referentes ao participante desta
pesquisa serdao confidenciais, bem como o seu tratamento ndo sera modificado em razdo desta
pesquisa e que, ainda, terei a liberdade de retirar meu consentimento de participagdo na pesquisa se
assim o] desejar. Assim, como responsavel pelo paciente
(preencher com nome do paciente, no caso),

dou consentimento para que ele participe da pesquisa.

Paralelamente,

( ) permito que a amostra de material genético seja usada em pesquisas futuras, sem a
necessidade de nova consulta, desde que os novos estudos sejam devidamente aprovados por um
Comité de Etica em Pesquisa e estejam sob responsabilidade do mesmo Pesquisador Coordenador.
Fui informado que, também nesta situagédo, caso alguma informagao considerada importante seja
identificada no material genético analisado em decorréncia da pesquisa, os pesquisadores poderéao
buscar ao participante da pesquisa (ou familiar) para oferecer-lhe acesso a tal informacgao.

Caso eu tenha novas perguntas sobre este estudo, posso telefonar para Dda. Angela Ehlers Bertoja
no telefone (51) 81515274. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como participante deste
estudo, ou se penso que fui prejudicado pela minha participagdo, posso chamar também a Dra.
Clarice S. Alho nos telefones (51) 9113 6334 ou (51) 3320 3568. As ligacdes para estes telefones
poderao ser realizadas a cobrar.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

/ ! 20
Assinatura do participante da pesquisa Nome do participante da pesquisa Data
(ou responsavel) (ou responsavel)
/ /20
Assinatura do Pesquisador Nome do Paciente Data

Na impossibilidade de autonomia para a leitura deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o
mesmo foi lido para (preencher com nome
do participante da pesquisa ou do responsavel) pelo pesquisador
(preencher com nome do pesquisador) enquanto

eu estava presente como testemunha.

/ /20

Assinatura da Testemunha Nome da Testemunha Data



ANEXO B
Paciente N° : Nome:
Idade: Género: Raga:
Responsavel: Telefone:
Endereco:
Anamnese

Parentesco dos pais?

Numero de cirurgias realizadas:

Avaliacao cardiolédgica pré-operatoria:

Outros afetados na familia?

Descendéncia/Raca:

Local moradia durante gestacao

Aspecto Geral:

Exame Fisico

Cranio e Face:

Tipo de Fissura:

PC: Orelhas:

Diastancia Intercantal Interna: Diastancia Intercantal Externa:
Pescoco:

Térax:

Membros Superiores e Inferiores:

Manchas:

Ausculta Cardiaca:

Ausculta Pulmonar:

AbdoOmen:

Altura: Peso:

Diagnostico:

Observagdes:
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ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

Pré-natal (1) S (2) N (3) Néo sabe Uso medicacdo (1) S (2) N (3) Ndosabe
Uso de vitaminas (1)S (2) N (3) Nao sabe
Alcool

Bebeu alcool durante os 3 meses antes de engravidar (1) S (2) N (3) Nao sabe

Durante que meses antes de engravidar bebeu alcool (1) (2) (3)

Bebeu alcool durante a gestagdo (1) S (2) N (3) Nao sabe

Durante que meses bebeu alcool durante a gestagdo (1) (2) (3) (4) (5) (6) ( ) meses
Quantidade: (1) 1-3 drinks/ més (2) >4 drinks/més

Fumou durante a gestacdo (1) S (2) N (3) Nao sabe

Durante que meses da gestagdo fumou meses

Meédia de cigarros por dia: (1) 1 a 9 cigarros (2) 10 a 20 cigarros (3) > 20 cigarros

Gestacao (1) <37 sem (2) 37-41 sem (3) >41 sem (4) Nao sabe Parto (1) Normal (2) Cesaria
PN: g Comp cm PC cm  Apgar

Intercorréncias perinatais (1) S (2) N (3) Nao sabe

HISTORICO FAMILIAR
Consangiiinidade (1) S (2) N (3) Nao sabe
Outros casos na familia (1) S (2) N (3) Nao sabe

Parente afetado (1) 1° grau: gémeo MZ, DZ, irmdo, pai, mae
(2) 2° grau: tios e tias
(3) 3° grau: primos
(4) outros

Antepassados: (1) Europeu Latino (2) Europeu ndo latino  (3) Judeu (4) Nativo
(5) Turco (6) Negro (7) Oriental (8) Outros
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ANEXO C

EXTRAGAO DE DNA DE SWAB BUCAL COM NaOH

Material Necessario:

TRIS HCI 1M (pH = 8,0)

Pesar 47,299 de Tris-HCI e dissolver em 100m| de agua deionizada (ultra-

pura) sob agitagdo. Completar o volume com agua deionizada para 500ml. Ajustar o

pH até 8,0 e conservar em geladeira entre 2 — 8°C (validade: 6 meses).

NaOH 50mM

Pesar 1g de NaOH e dissolver em 100ml de agua deionizada sob agitacao e

completar o volume com agua deionizada para 500ml. Conservar em temperatura

ambiente 20 — 25°C (validade: 6 meses).

Procedimentos:

1.

Pipetar 600ul de NaOH 50 mM dentro de um tubo eppendorf de 1,5ml e cortar
a parte do swab contendo o material dentro do tubo;

Agitar o tubo em alta rotac&o no vértex por 5-10 segundos;

Incubar a 95°C por 5 minutos;

Remover o swab cuidadosamente com o auxilio de uma pinc¢a;

Agitar o tubo em alta rotac&o no vértex por 5-10 segundos;

Neutralizar a solugdo com 60ul de Tris HCI pH 8,0;

Agitar o tubo em alta rotagéo no vortex por 5-10 segundos;

DNA extraido;

Conservar o DNA a 0 — 20°C.
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APENDICE A

EXTRAGAO DE DNA GENOMICO A PARTIR

DE CELULAS SANGUINEAS
(Lahiri &Nurnberger, 1991)

Em um tubo de 15ml com tampa acrescentar 5ml de TKM1 e seis gotas de Igepal ou Triton X-
100 (o detergente deve ser colocado na parede do tubo para facilitar a dissolugdo do
mesmo);

acrescentar a amostra de sangue e mexer bem até formar espuma dentro do tubo;

centrifugar 2500 RPM /10’ / TA;

4. descartar o sobrenadante invertendo o tubo (com cuidado para nao perder o pellet com os
nucleos);
5. adicionar ao pellet 5ml de TKM1;
6. agitar o tubo até dissolver completamente o pellet;
7. repetir passos 3 e 4;
8. adicionar ao pellet 800ul de TKM2;
9. agitar o tubo até dissolver completamente o pellet;
10. transferir o conteudo (pellet+TKMZ2) para um tubo de microcentrifuga de 1,5ml;
11. adicionar 50ul de SDS 10% e agitar o tubo até ressuspender e dissolver completamente os
nucleos;
12. incubar 65°C/ 5’;
13. agitar o tubo;
14. incubar 65°C / 10’;
15. retirar da incubacgao e adicionar 300ul de NaCl 6M;
16. misturar invertendo o tubo algumas vezes;
17. centrifugar 13000 RPM /5 / TA;
18. transferir o sobrenadante para tubos de 1,5ml : 375ul de sobrenadante em trés tubos
(cuidado para néo transferir o precipitado de proteinas!);
19. adicionar 2 volumes de etanol absoluto em cada tubo;
20. incubar a -20°C overnight
21. centrifugar 13000 RPM / 20’ / TA;
22. descartar o sobrenadante e deixar o pellet secar (pode ser em estufa 65°C);
23. ressuspender em 100ul de H,O Milli-Q;
Reagentes:
TKM1 TKM2 . Igepal ou Triton X-
o Tris HCI pH7,6 — . Tris HCI pH7,6 — 100
10mM 10mM SDS 10%
. KCI - 10mM . KCl - 10mM NaCl 6M
o MgCl, — 10mM . MgCl, — 10mM Etanol absoluto
. EDTA - 2mM . NaCl — 400mM gelado
. EDTA - 2mM H-O Milli-Q
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EXTRAGAO DE DNA GENOMICO A PARTIR DE

CELULAS SANGUINEAS I
(Eisenberg, A. 1995)

Usar o cédigo de cores de tubos para a manipulagao das amostras

Filho/Filha Pai Alegado

i}

1. Misturar bem a amostra de sangue para ressuspender as células;

2. Remover uma aliquota de 300ul de sangue e colocar em um tubo de 1,5ml devidamente
rotulado;

Adicionar 1ml de tampao de lise celular gelado (4°C);

Vortex de 10 a 15 segundos para ressuspender e lisar as células;

Centrifugar as amostras 4000 RPM / &’ para formar o pellet de nucleos de leucdcitos;
Descartar sobrenadante;

Repetir passos 3-6;

© N o o ko

Preparar o mastermix contendo o tampéao de digestdo de proteina com SDS e proteinase K.
Determinar o nimero total de amostras a serem processadas para o calculo de volume de
mastermix a ser feito. Adicionar 2 ao total de amostras (N+2):
a. Tampéo de digestédo de proteinas com SDS = (N+2) x 395ul
b. Proteinase K (20mg/ml) = (N+2) x 5yl
Misturar tampé&o de digestdo de proteina com SDS e proteinase K;
9. Adicionar 400ul de mastermix em cada tubo. Pipetar e dispensar a amostra varias vezes para
lisar o pellet nuclear e passar no vortex por 15 segundos;
10. Colocar os tubos em banho seco a 55°C;
11. Incubar as amostras a 55°C por 2 horas. Passar no vortex a cada 30’ por 15 segundos para
resuspender o pellet.
12. Apods 2 horas de incubagao, centrifugar os tubos 13000 RPM / 5’ para pelletar debrit celular;
13. Se necessario parar o procedimento, parar neste ponto.
14. Adicionar 200pul de Cloreto de Litio 7,5M;
15. Vortex por 5 segundos e incubar amostras no gelo por 10’;
16. Centrifugar 13000 RPM / 15’ para pelletar proteinas e outros contaminantes;
17. Transferir o sobrenadante para um novo tubo de 1,5ml devidamente rotulado;

EVITAR TRANSFERIR O MATERIAL PRECIPITADO! Descartar o tubo com o pellet de
proteinas
18. Adicionar 1ml de etanol 100% em cada tubo, invertendo aproximadamente 50 vezes até um

floco de DNA ser visivel;
19. Centrifugar 13000 RPM / 10’ para pelletar o DNA,;
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20. Cuidadosamente descartar o sobrenadante de uma s6 vez e secar o tubo com papel
absorvente;
21. Adicionar 1ml de etanol 70% e passar no vortex para dissolver o pellet de DNA,;
22. Centrifugar 13000 RPM / 5’ para precipitar o pellet de DNA,
23. Cuidadosamente descartar o etanol 70% de uma s vez e secar o tubo com papel
absorvente;
24. Secar as amostras em Speed Vac por 30’ ou na bancada até evaporar todo o etanol. O
procedimento pode ser parado neste ponto se necessario;
25. Adicionar 250ul de tampao TE estéril;
26. Vortex por 10 segundo e incubar a 55°C por 5’ para resuspender o DNA,;
27. Retirar da incubagéo e passar no vortex por 10 segundo para ressuspender por completo o
pellet de DNA;
28. Spin de 10 segundos 13000 RPM,
29. Armazenar amostras em -20°C.
Reagentes:
Tampao de lise celular Tampao de digestao de Tampao TE*
. Sacarose - 320mM proteinas com SDS e Tris-HCI , pH7,5 — 10mM
. Tris-HCI , pH7,5 — e Tris-HCI, pH7,5 - 10mM e EDTA- 0,1mM
10mM e EDTA-10mM Acondicionar a TA
. MgCIl — 5mM e NaCl-10mM
. Triton X-100 — e SDS-0,5%
1%(Vv/Vv) Acondicionar a TA
. Etanol 100%
. Etanol 70%
. Cloreto de Litio 7,5M
. Proteinase K
INrmmalml




APENDICE B %

Comissdo Cientifica e de Etica
Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 23 de fevereiro de 2005.

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n° 0100/04

Intitulado: Estudo de alelos dolocus TGFA envolvidos na etiologia
das fissuras labiopalatinas em uma amostra de pacientes
néo sindrémicos do servigo de defeitos de face da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.

do(a) aluno(a): Angela Ehlers Bertoja

Programa de: Odontologia

do curso de: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial
Nivel: Doutorado

Orientado pelo(a):  Profa. Dra. Wanyce M. Robinson

Foi aprovado pela Comiss&o Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 217 de janeiro de 2005.

fica e de Etica da
da PUCRS

Presidente da Comissao Cig
Faculdade de Odontolag

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 FonefFax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: edontologia-pg@pucrs.br

90619-900
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APENDICE C

#9-0%  PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
i PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

Oficio n® 188/06-CEP Porto Alegre, 07 de marco de 2006.

Senhor(a) Pesquisador(a)

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e
aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 05/02864, intitulado: “Estudo de
alelos do licus TGFA envolvidos na etiologia das fissuras labiopalatinas em uma
amostra de pacientes n&o-sindrémicos do Servico de defeitos da face da Pontificia
Universidade Catdlica dc Rio Grande do Sul".

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao
CEP. Inicialmente, em 07/09/20086

Sua investigacdo esta autorizada a partir da presente

data.
Atenciosamente,
]
B v BT U R
Prof. Dr. Caio Coelho Marques
COORDENADOR EM EXERCICIO
limo(a) Sr(a

Dout Angela Ehlers Bertoja
N/Universidade
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APENDICE D

Projetos Aprovados - RS no ano de 2006

Busca de Projeto de Pesquiza por palavra chave: | ’ Filtrar ]

Total de Projetos encontrados: 1

CAAE Titulo do Projeto Instituicdo Sediadora

Estudo de alelos do Lécus TGFA Envolvidos na Etiologia das Fissuras Labiopalatinas
1480,0.002.265-05 em uma Amostra de Pacientes Mao-Sindrdmicos do Servico de Defeitos da Face da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul - PUCRS

OVoltar



