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RESUMO

As fissuras labiais com ou sem fissura palatina (FL/P) e as fissuras palatinas (FP)
sdo anomalias orofaciais comuns. As fissuras quando constituem a Unica
malformagado sao classificadas como nao sindrémicas (FL/PNS ou FPNS) e em
sindrémicas, quando associadas a outros sinais clinicos. Tém-se postulado um
modelo de heranca multifatorial para as FL/P e FP n&o sindrémicas. Nestes casos, o
risco de repeticdo de um segundo caso na genealogia € baixo, estimado em 4%. Ja
as fissuras sindrbmicas podem ser causadas por aberragbes cromossémicas,
mutagdes génicas ou ter origem teratogénica. Entre as formas sindrébmicas, se
destaca a sindrome de Van der Woude (SVW), que é uma condicdo mendeliana de
heranga autossémica dominante. Mutagcdes no gene IRF6 s&o responsaveis pela
maioria dos casos desta sindrome. Esta sindrome se caracteriza pela presencga de
comissuras (“pits”) no labio inferior, fissura labial e palatina. Sendo o espectro de
variabilidade clinica destas alteragbes muito amplo, torna-se dificil distinguir
clinicamente os pacientes com a SVW que nao apresentam “pits” daqueles
portadores das formas de FL/P ou FP nao sindrémica. A distingao clinica entre estas
duas formas €& extremamente importante, pois o risco de recorréncia é muito
diferente entre os casos de fissura ndo sindromica (4%) e SVW (50%). A Uunica
maneira de se distinguir os casos de SVW sem “pits” daqueles com fissuras nao
sindrémicas € por meio da analise do gene IRF6. Estima-se que 2% dos casos de
fissurados nao-sindrémicos representem casos de SVW. Assim sendo, este trabalho
teve como objetivo principal verificar qual a propor¢do de casos com mutagéo
patogénica em IRF6, que sédo portadores da SVW, entre pacientes diagnosticados
com fissura labio-palatino ou fissura palatina nao-sindrébmica (FL/PNS e FPNS,
respectivamente). Os éxons com maior frequéncia de mutagdo entre os pacientes
com SVW foram analisados por sequenciamento direto em 37 pacientes com fissura
nao sindrémica. Ndo encontramos nenhuma mutagdo patogénica nesses [éxons
entre estes pacientes, porém, foi verificada qualquer presenca dos SNPs e suas
frequéncias, rs225371 de 2.2% (1 alelo/ 44 cromossomos); rs2235373 de 6.8% (3
alelos/44 chromossomos). Nossos resultados mostraram que numa amostra obtida
de um banco de DNA de fissurados nao sindrébmicos de uma populacao brasileira
especifica ndo se observou nenhum caso de SVW dada pela analise do gene IRF6.
A fim de melhor caracterizar a SVW numa populacao brasileira representativa dever-
se-a aumentar o numero de individuos analisados e expandir o estudo a populagdes
de fissurados de outras regides no Brasil.

Palavras-chave: fissura labio-palatina; /RF6; sindrome de Van der Woude;

sequenciamento; estudos clinicos.



ABSTRACT

Cleft lip and palate (CLP) are common orofacial anomalies. Clefts, as single entities,
are classified as either non-syndromic or syndromic, whenever the characteristic
clefts are associated with additional clinical signs. It has been proposed that non-
syndromic CLP alterations are related to multifactorial inheritance and in these cases
the risk of a second familial case is low, around 4%. On the other hand, syndromic
clefts may be caused by chromossomic aberrations, mutations or alterations of
teratogenic origin. Among the syndromic forms of CLP, the Van der Woude
Syndrome (VWS) is a mendelian autossomic dominant alteration. Mutations of the
IRF6 gene have been linked to this alteration, which manifests the presence of pits
located in the lower lip along with CLP. These are highly variable clinical entities,
whose clinical overlapping signs make it difficult to properly diagnose the disease
solely by its clinical features. A sound distinction between the two forms, non-
syndromic and the VWS, however, is imperative since the familial recurrence risk
differs significantly between the non-syndromic (4%) and the VWS (50%). One of the
molecular approaches to properly discriminate between the non-syndromic CLP and
the VWS is through the analysis of the IRF6 gene. It has been estimated that two-
percent of the non-syndromic CLP clinically diagnosed are indeed VWS cases. The
aim of the present investigation was to assess pathological mutations of the IRF6
gene in a population originally diagnosed as non-syndromic CLP carriers in an
attempt to disclose cases of the VWS syndrome. To that end, the three /RF6 exons
most frequently associated with the VWS, namely exons 3, 4 and 7, were analysed
through amplification and direct automated sequencing of genomic DNA isolated
from 37 subjects presenting non-syndromic clefts. In this population, no pathological
mutation yet characterized in the aforementoioned exons were detected.
Nevertheless, two non-pathological SNPs that have been previously reported were
found, the SNP rs225371 (2.2%; 1 allele/ 44 chromossomes) and the SNP
rs2235373 (6.8% ;3 alleles/44 chromossomes). The results presented here in failed
to detect VWS cases among patients diagnosed as non-syndromic L/PC as
determined by sequencing of the IRF6 gene. In order to more efficiently characterize
the VWS from a representative brazilian population, further studies involving more
subjects, as well as individuals from other regions of the country are warranted.

Key words: Clefts lip and palate; IRF6 polimorphism; Van der Woude Syndrome;
DNA sequencing; clinical trials.
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1. INTRODUGAO

As fissuras labiais com ou sem fissura palatina (FL/P) e as fissuras palatinas
(FP) sdo anomalias orofaciais bastante comuns, que representam um problema de
saude publica relevante, sendo considerado a segunda anomalia congénita mais
comum (Fick e Marchioro, 1998). Correspondem a aproximadamente 25% de todos

os defeitos congénitos (Slavkin, 1992).

Observa-se que as fissuras labiais e palatinas apresentam alta incidéncia que
varia entre as diversas populagdes estudadas (Fraser, 1970; Vanderas, 1987; e
Tolarova e Cervenka, 1998). Ha varias evidéncias de que essas malformacgdes
podem ser de ordem genética e/ou ambiental, podendo estes fatores atuarem
separadamente ou em conjunto, de acordo com o modelo multifatorial e com limiar

(Vieira e Orioli, 2001; Murray, 2002).

A investigagao dos fatores genéticos relacionados a formagao da face tem sido
realizada por varios pesquisadores em diversos paises e envolve diferentes
estratégias metodologicas. Nestes ultimos 20 anos, varios genes responsaveis para
as formas sindrbmicas e nao-sindromicas de fissuras faciais tém sido identificados
em alguns grupos populacionais. Contudo, é ainda necessaria a confirmagéo destes
achados em outras populagdes (Schutte e Murray, 1999). Uma vez confirmada a
participacdo desses genes na formagédo das fissuras, seria possivel compreender
melhor o desenvolvimento do labio, palato e mandibula ao nivel molecular e avaliar
com maior preciséo e confiabilidade os riscos de ocorréncia dessas fissuras (Vieira e

Orioli, 2003).
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Assim sendo, estudos que contribuam com a identificagdo destes genes sao de
grande importancia, ndo s6 para a compreensao da etiologia desta malformacéo,

como também para o aconselhamento genético.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Desenvolvimento Embrionario do Labio e Palato

Para uma melhor compreensao do mecanismo que leva as fissuras orofaciais,
€ importante que se entenda o desenvolvimento normal das estruturas envolvidas
nestas patologias, através da descricdo das principais etapas da formacéo facial

embrioldgica (Martins, 2002).

O desenvolvimento facial na espécie humana ocorre no periodo embrionario,
que vai do 12. a 22 més gestacional (Moore e Persaud, 1994). A Figura 2.1 apresenta
os quatro arcos branquiais na 52. semana de gestagdo. Na imagem menor observa-
se o primeiro arco branquial colorido em verde, o segundo em laranja, o terceiro em

amarelo e o quarto em rosa.

Figura 2.1: Arcos branquiais na 52 semana de gestacéao (Sulik et al., 2006)

O desenvolvimento facial ocorre ao redor de um estomaédio primitivo, a partir de

cinco proeminéncias derivadas da proliferagdo de células da crista neural (células
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ectodérmicas), sendo uma frontonasal, duas maxilares e duas mandibulares. Essas
proeminéncias aparecem no inicio da quarta semana de vida intra-uterina e migram
para as regibes da face e da cabega, onde atuam como mesénquima
(ectomesénquima) (Gorlin et al., 1990; Moore e Persaud, 1994). A Figura 2.2 ilustra

as proeminéncias das regides frontonasal e mandibular.

Proeminéncia Frontonasal

Proeminéncia Mandibular

Figura 2.2: Proeminéncias das regides frontonasal e mandibular (Sulik et al., 2006).

A face se desenvolve, entdo, a partir dessas cinco proeminéncias durante a
quarta e a oitava semana de gestacao. Ao final desse periodo, a face ja apresenta
um aspecto humano (Moore e Persaud, 1994). A rapida expanséao proliferativa e os
eventos morfogenéticos complexos que coordenam o desenvolvimento facial
determinam a importante influéncia desta estrutura através dos estimulos genéticos
e ambientais, fornecendo uma explanacdo para a incidéncia elevada de
malformagdes do terco médio da face. Dentre as malformagdes congénitas que
ocorrem durante a formacao da face, as fissuras do labio e/ou palatina (FL/P) s&o

mais frequentes e merecem estudos mais detalhados (Cox, 2004).
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As células da crista neural (células ectodérmicas) participam da formacéo do
tecido esquelético e conjuntivo da face e de todos os tecidos do dente (exceto o
esmalte), exercendo, entdo, um papel fundamental na morfogénese facial (Gorlin et

al., 2001).

As porcbes laterais do labio superior, a maior parte da maxila e o palato
secundario se formam a partir da fusao lateral das proeminéncias maxilares e
mandibulares (Moore e Persaud, 1994). A Figura 2.3 ilustra as proeminéncias
maxilares, em laranja; nasais laterais, em verde e nasal mediana, em amarelo e a

Figura 2.4 representa um ilustragdo esquematica dessa imagem embirioldgica.

Figura 2.3: Proeminéncias nasal mediana (amarelo); nasal lateral (azul); maxilar
(laranja) e mandibular (Sulik et al., 2006)

Entre as cinco proeminéncias citadas, a frontal da origem aos olhos, a testa, ao
dorso nasal e a ponta nasal, ao filtro labial e a pré-maxila. As asas nasais sao
derivadas das proeminéncias nasais laterais e o septo nasal das proeminéncias
nasais mediais. O par de proeminéncias maxilares forma as bordas laterais do labio
superior, a maxila e as bochechas. Ja o par de proeminéncias mandibulares da
origem a mandibula, ao mento, ao labio inferior e a porgao interior da face. Isto

ocorre quando as proeminéncias mandibulares se fundem, normalmente na quarta
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semana e o sulco entre elas desaparece antes do final da quinta semana (Moore e

Persaud, 1994).

Proeminéncia
Nasal lateral

Proeminéncia
Nasal medial

Proeminéncia
Maxilar

Proeminéncia
Mandibular

Cavidade

Nasolacrimal .
Filtro nasal

Figura 2.4: Esquema representativo das proeminéncias nasal medial (amarelo);
nasal lateral (azul); maxilar (vermelho) e mandibular (Sulik et al., 2006)

Ao final da quarta semana, espessamentos ovalados se desenvolvem de cada
lado no ectoderma da proeminéncia frontonasal, os quais recebem o nome de
placoides nasais, conforme ilustrado na Figura 2.5, destacado em azul. Em seguida,
ocorre uma rapida proliferacdo celular de ectomesénquima em torno dos placdides,
tornando possivel a formagdo das proeminéncias nasais laterais e mediais,
representados na Figura 2.5 em amarelo. Ja a Figura 2.6 destaca a proeminéncia
nasal lateral (verde), a proeminéncia nasal medial (amarelo) e a proeminéncia
maxilar (vermelho). Através da apoptose celular seletiva e proliferagdo dos tecidos,
as fossetas ou fossas nasais s&o formadas e alojam os placoides nasais (Gorlin et

al., 1990; Ten Cate, 1994 e Moore e Persaud, 1994).
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Figura 2.5: Placoides Nasais nasal lateral (verde), a proeminéncia nasal medial
(amarelo) e (Sulik et al., 2006)

-

Figura 2.6: Proeminéncias Nasais (laterais-verde; mediais-amarela) e Maxilar
(vermelha) (Sulik et al., 2006)

Os processos nasais mediais dos dois lados e o frontonasal formam a porgao
medial do nariz, a porcédo anterior da maxila e do palato primario. O labio superior é
formado pelos processos maxilares e nasais que vao crescendo em direcédo a linha

mediana, onde se fundem. Dessa maneira, o processo frontonasal € deslocado,
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deixando de ocupar a regido do labio superior. O labio inferior &€ formado pela fuséo

dos dois processos mandibulares na linha mediana.

Quando os processos maxilares ndo se fundem na porcao anterior, ficando
entre eles os processos nasais mediais, forma-se uma fenda labial que pode ser uni
ou bilateral. A fenda do tipo central, formada pela fusdo incompleta dos processos

nasais mediais, é de ocorréncia rara (Katchuburian e Arana, 1999).

A formagdo do palato primario ocorre no final da 52 semana, como
consequéncia da fusdo das proeminéncias nasais média e maxilares. Ela esta a
parte do segmento intermaxilar, que também consiste da maxila anterior com os

quatro dentes anteriores e o filtro do labio superior (Fick e Marchioro, 1998).

O palato secundario se torna aparente pela sexta semana de desenvolvimento
embrionario quando aparecem duas protuberancias originadas das proeminéncias
maxilares chamadas de processos palatais (primérdios palatinos laterais ou conchas
palatais). Nesse periodo do desenvolvimento embrionario, a lingua apresenta
crescimento acelerado em direcdo a cavidade buconasal, quando preenche toda a
cavidade oral e forga os primordios palatinos a crescer em posigao vertical (Moore e
Persaud, 1994). A Figura 2.7 apresenta um corte frontal no qual a lingua esta
inicialmente interposta entre os processos palatinos secundarios, ressaltados na

menor ilustragcdo em vermelho.

A Figura 2.8 ilustra que os processos palatinos ficam posicionados sobre a
lingua no momento da fusdo do terco médio da face. Para melhor entendimento da

figura, salienta-se a lingua em vermelho e os processos palatinos em laranja.
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Figura 2.7: Lingua (vermelho) Interposta entre os palatinos secundarios (laranja)
(Sulik et al., 2006)

Cavidade
nasal

4

Cavida \'/
de oral
~ J§ Lingua

Figura 2.8: Fusao dos processos palatinos (laranja), acima da lingua (vermelho)
(Sulik et al., 2006)

Processo
palatina

Entre a sétima e a oitava semana de gestagdo, o desenvolvimento do palato
secundario faz fusdo medial das cristas mediais das cristas palatinas, em uma
posicéo horizontal superior a lingua, através de uma sequéncia de eventos de morte
celular programada que culmina nessa fusédo entre elas e com o palato primario e
septo nasal. Essa fusdo continua em diregcdo a uvula e promove o fechamento

gradual e completo dos palatos duro e mole. A Figura 2.9 ilustra este processo, onde
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os processos do palato secundario se aproximam um do outro proximo ao ponto

central e fundem-se anteriormente e posteriormente deste ponto.

Figura 2.9: Fusao dos Processos do Palato Secundario (Sulik et al., 2006)

A horizontalizagdo das conchas palatais € promovida pela chamada “forga
intrinseca das conchas palatais” e possui uma base bioquimica e fisioquimica

bastante complexa (Gorlin et al., 2001).

Estudos experimentais demonstram que a horizontalizagdo dos primérdios
palatinos requer uma complicada sequéncia de eventos relacionados ao crescimento
da lingua, da mandibula e da cabega, que deve levar ao aparecimento de um

espaco supra lingual adequado (Poerner, 200).

Falhas na sincronizacdo dos movimentos e do crescimento das cristas
palatinas e de elementos da lingua, da mandibula e da cabega em geral, podem

afetar o fechamento normal do palato (Katchburian e Arana, 1999).

Na sétima semana, os processos palatais, que inicialmente sdo direcionados
em uma posi¢ao obliqua e descendente de cada lado da lingua, sobem acima da

lingua e se estendem horizontalmente a esta. Os processos se fundem formando os
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palatos duro e mole, constituindo, assim, o palato primario. Este se funde

anteriormente com o palato secundario.

O forame incisivo representa o marco da linha média entre os palatos primario
e secundario. As fendas labiopalatinas resultam da fusdo parcial ou auséncia total
de fusdo da proeminéncia maxilar com a proeminéncia nasal média, em um ou
ambos os lados anteriores ao forame incisivo e/ou resultam da falta de fusao
posterior dos processos palatinos ao forame incisivo (Fick e Marchioro, 1998). Esta
formacgao fica mais bem ilustrada através da Figura 2.10, onde o processo nasal
mediano se encontra destacado em amarelo, os nasais laterais em verde e os

maxilares em vermelho.

Figura 2.10: Processos nasais e maxilares (Sulik et al., 2006)

Quando o osso membranoso se desenvolve no palato primario, formando a
parte pré-maxilar da maxila, porgdes dos ossos maxilares e palatino se direcionam
para o interior dos processos palatinos laterais, formando o palato duro, conforme

ilustrado na Figura 2.11, onde destaca-se a pré-maxilar em amarelo.
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As porgdes posteriores dos processos palatinos laterais ndo se ossificam, mas
se estendem para a regido posterior do septo nasal e se fundem para constituir o
palato mole e a uvula, que é a ultima por¢cao do palato a se formar. A rafe palatina
indica a linha de fusdo dos processos palatinos. O fechamento do palato secundario
depende de forgas intrinsecas nos processos palatinos e do deslocamento da lingua
do espaco entre os processos palatinos, devido ao padrdo de crescimento da

cabeca (Gorlin et al., 1990 apud Martins, 2002; Moore e Persaud, 1994).

relo) (Sulik et al., 2006).

Figura 2.11: Pré-maxila (ama

A fissura palatina é resultado do “fracasso” de fusdo dos processos palatais,

que fisiologicamente seguem a sequéncia de crescimento vertical e posteriormente
horizontal, fundindo-se durante a sexta e nona semana gestacional (Ghassibe,

2004).

O fechamento final do palato ocorre um pouco mais tarde nos embrides do
sexo feminino (Gorlin et al., 2001), o que possivelmente determina as diferengas de
freqUéncia encontradas nos tipos de fissura em pacientes de géneros diferentes

(Poerner, 2005).
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O controle basico do desenvolvimento, tanto em magnitude quanto em época,
€ realizado por genes especificos, bem como o potencial de crescimento. O
resultado final do crescimento depende da interacéo entre os fatores genéticos e os
ambientais (Johnsen, 2004). Nas malformagbes faciais, que tém origem
principalmente no primeiro arco branquial, esses fatores atuam durante a fase de
histodiferenciagdo e morfogénese. Aproximadamente entre o 20° dia e a 12° semana
do desenvolvimento embrionario, estes fatores podem inibir a migragéo das células
derivadas da crista neural ou impedir a proliferagdo do mesénquima, tornando,
assim, inadequado ou impossivel o contato entre as proeminéncias. Ainda, o epitélio

gue recobre o0 mesénquima pode n&o sofrer apoptose e a fusdo nao ocorrer.

Quaisquer mudancas na posicdo dos placdides nasais, na direcdo do
crescimento das proeminéncias maxilares e do segmento intermaxilar e a falta de
unido das proeminéncias maxilares as nasais mediais, pode distender o epitélio

bucal e este, ao se romper, resultara em uma fissura labial.

Uma fissura palatina pode resultar da falha no crescimento das proeminéncias
maxilares, inibindo a elevagdo dos processos palatinos e gerando um crescimento
defeituoso destes, seja pela falta de fusdo ou por uma ruptura apos a fusdo inicial
(Ferguson, 1998 apud Martins, 2002; Moore e Persaud, 1994; Katchburian e Arana,

1999; Johnsen, 2004).

As fissuras faciais variam em grau de complexidade de acordo com a época do
desenvolvimento em que ocorrem e com a duragao das interferéncias que as

originam (Rocha e Telles, 1990 apud Poerner, 2005).
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2.2. Epidemiologia das Fissuras Labiopalatinas

Fissura labio e/ou palato (FL/P) € um defeito comum do nascimento encontrado
em mais de 300 sindromes conhecidas, mas pode ocorrer também como a unica
malformagao e nestes casos é classificada como ndo-sindrémica (Gorlin et al, 1990;

Gorlin et al., 2001).

Observa-se uma variagdo consideravel da frequéncia das FL/Ps em grupos
étnicos distintos. S&o mais frequentes entre indios americanos (3,6:1000), japoneses
(2,1:1000) e chineses (1,4:1000) do que entre caucasianos (0,7-1,3:1000), e
aparecem com menor frequéncia entre negréides (0,3:1000) (Gorlin et al., 2001).
Localizagdo geografica (Schutte e Murray, 1999 e Vanderas, 1987) e classe
socioeconOmica (Schutte e Murray, 1999 e Lidral et al, 1997) podem contribuir

também com a variacéo da incidéncia das FL/Ps.

A Figura 2.12 apresenta o diagrama de varios tipos de fissuras FL/Ps. Na
primeira ilustracdo tem-se a morfologia normal do labio e palato; a, e representam a
fissura unilateral e bilateral do palato mole isolado; b, ¢ ilustram a fissura labial e
varios graus de fissura labial e palatina envolvendo o palato duro (c,g) e palato mole
(d,g) labiopalatina.

s -
/;-t\ A% Labio superior
‘ Y ‘ Palato duro

Palato mole f - ‘.

Unilateral

Figura 2.12: Tipos de fissura (Muenke,2002)
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Aproximadamente 80% das fissuras s&o unilaterais e o lado esquerdo € o mais
afetado em 70% dos casos. O palato esta envolvido em 86% dos casos bilaterais e
em 68% dos unilaterais (Tolarova, 1987; Lynch e Kimberling, 1981, Zhou, et al

,2006).

O sexo feminino é mais acometido pela fissura palatal isolada (FP), em uma
proporcado entre mulheres e homens de 1,5:1, respectivamente. O sexo masculino é
mais comumente afetado pela fissura de labio (FL/P), com ou sem envolvimento do
palato, em uma proporgéo de 2:1 (homens para cada mulher). E importante ressaltar
que as mulheres, em geral, apresentam as manifestagbes mais graves (Fogh-

Andersen, 1967; Silva Filho e Ferrari, 1990 e Vieira et al., 2004, Zhou, et al 2006),).

No Brasil, a incidéncia de FL/P esta em torno de 1:650 nascimentos vivos
(Furlaneto, Robinson e Borges-Osério, 2003). No periodo de Janeiro de 1975 a
Dezembro de), foram registrados no Brasil, 16.853 casos novos de fissura
labiopalatina, tendo a regido Sudeste contribuido com 61% deles. Desse total, nos
ultimos 20 anos, 4.413 se referiram a fissura isolada, sendo a maior proporcédo de

fissuras labiopalatinas, totalizando 74% (Loffredo, Freitas, Grigolli, 2001).

Em uma amostra de pacientes, nascidos no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, no periodo de 1983 a 1993, Collares et al. (1995) encontraram uma
prevaléncia de 1/758 para FL/P, sendo 26% dos casos de FP, 14% de FL e 39% de
FLP. Furlaneto e Pretto (2000), em um estudo epidemiolégico com prontudarios de
750 pacientes fissurados do entdo Servico de Defeitos da Face da PUCRS
(atualmente Centro Multidisciplinar de Atendimento de Portador de Fissura),
encontraram que 96,3% dos individuos afetados eram da raca branca e 54,6%

pertenciam ao género masculino. As fissuras labiais com ou sem envolvimento
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palatino foram as mais frequentes (84,45%), seguidas pelas fissuras palatinas
isoladas (12,90%), sendo o lado esquerdo o mais afetado. Os mesmos autores
encontraram maior numero de fendas labiais com ou sem envolvimento palatino no

género masculino, e predominio do género feminino nas fissuras palatinas isoladas.

A Sindrome de Van der Woude (SVW) é a mais comum dentre as que podem
manifestar fissura labial e/ou palatina, afetando 1 em cada 35.000-100.000 pessoas
(=1:70.000). Estima-se que aproximadamente 1-2% de pacientes com fissura labio

e/ou palatina tém SVW (Ghassibé, 2004).

2.3.  Etiologia: Fissuras Labiopalatinas e Genética

Desde 1942 (Fogh-Anderson) tém sido desenvolvidas pesquisas na tentativa
de se elucidar a etiologia das FL/P e das FP. Estas malformagdes constituem um
grupo etiologicamente heterogéneo e estudos na area de genética, epidemiologia e
embriologia sugerem que estas 2 (duas) malformagdes sao etiologicamente distintas

na grande maioria dos casos (Poerner, 2005)

As fissuras sindrbmicas, que s&o aquelas associadas a outras alteracdes
clinicas, estéo relacionadas a mais de 350 desordens mendelianas (Muenke, 2002).
Dentre estas, se destaca a sindrome de Van der Woude, que € uma condicdo de
heranga autossdbmica dominante e que difere das fissuras ndo sindrémicas apenas
pela presenca de “pits” (covas) (Muenke, 2002). Por outro lado, as fissuras labio-
palatinas ou fissuras palatinas ndo-sindromicas (FLPNS ou FPNS), que sdo aquelas
ndo associadas a outras malformagcdes ou sinais clinicos, tém uma etiologia

complexa.
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As FLPNS e FPNS nao se encaixam perfeitamente em nenhum modelo de
herangca mendeliana: de 50 a 75% dos casos sao esporadicos e os casos familiais
apresentam risco de recorréncia diferente do esperado para os padrdoes de heranca
mendelina (Gorlin et al.,, 2001). Ao contrario do observado para os portadores da
SVW que tem risco de 50% de virem a ter descendentes afetados, os portadores de
FL/PNS ou FPNS tém risco baixo, estimado em aproximadamente 4% quando se
trata de caso unico na familia, de virem a ter descendentes com esta malformacéo.
Existem varias outras evidéncias da participagdo de fatores genéticos no
aparecimento destas malformacgdes (Poerner, 2005). Suportando essa premissa, as
FL/P sado consideradas, pela maioria dos autores, como disturbios de heranga
multifatorial, com efeito limiar, em que fatores genéticos e ambientais desempenham

papel importante na sua etiologia.

Essa expressdo multifatorial com efeito limiar se refere a existéncia de um
limiar genotipico - quantidade minima de genes necessarios para o desenvolvimento
da anomalia em um ambiente considerado. Assim, aqueles individuos que possuem
maior quantidade de alelos predisponentes para a doenga associados a fatores
ambientais adversos estdo mais predispostos a ultrapassar aquele limiar e expressar

o disturbio (Mitchell et al., 2001; Lidral, 2002).

Embora a fissura tenha alguns tratamentos ainda na inféncia, estas podem
resultar em significativa morbidade. Tem sido postulado que FL/PNS é caracterizada
por grande variabilidade fenotipica e heterogeneidade genética, o que complica a

identificacdo das causas genéticas.

Devido a complexidade da etiologia das fissuras labio-palatino, acredita-se que

ha uma contribuigdo de varios genes na etiologia destas malformagdes (Poerner,
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2005). Alguns genes do desenvolvimento embrionario tém sido testados com o
objetivo de observar sua participagao na etiologia dessas fissuras, tais como o TGF-
a (Transforming Growth Factor Alpha - Fator de Crescimento Transformador Alfa), o
TGF-p (Transforming Growth Factor Beta - Fator de Crescimento Transformador
Beta), o MSX1 (Muscle Segment Homeobox - Segmento Muscular Homeobox), o
IRF-6 (Interferon Regulatory Factor 6 - Fator Regulatorio do Interferon 6), o BCL3
(Célula do tipo B do linfoma) e o RARA (Receptor Alfa para Acido Retindico- Retinoic
Acid Receptor Alpha) (Murray, 2002; Vieira e Orioli, 2001; Gaspar, 2002; Gaspar,

2004).

Ha um esforgo mundial na tentativa de se identificar tanto os fatores genéticos
como ambientais que tenham um papel importante na ocorréncia das FL/Ps e FPs.
Certamente uma melhor compreensao dos mecanismos que levam a ocorréncia
destas malformagdes podera contribuir para o estabelecimento de medidas

preventivas das mesmas.
2.4. Fatores Reguladores de Interferon (IRFs)

Os Fatores Reguladores de Interferon (/IRF-Interferon Regulatory Factor)
formam uma familia de fatores de transcricdo que tem uma extensa homologia em
sua sequéncia de consenso de reconhecimento do DNA (DNA-binding domain-DBD)
(Au, et al., 1995; Nguyen et al., 1998 e Li, et al., 1999). Os membros dessa familia
de reguladores transcricionais tém em comum a habilidade de se ligar a uma
sequéncia homodloga do gene do interferon-p e varios genes regulados pelo
interferon. A principal fungcdo da familia IRF é a regulacdo de respostas imunes,
especialmente contra a infecgéo viral ou de ligagao ao Interferon tipo |, resultando na

amplificacdo do ataque antiviral e ativacdo da defesa adaptativa (Nehyna, 2002). A
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resposta inata € a primeira linha de defesa contra uma infecgao viral e envolve a
producao de interferons (IFNs) e citocinas; ativagcdo do sistema complemento e das
células natural killer cells-NKC. Estes eventos estimulam a resposta imune
adaptativa que habilita o reconhecimento de antigenos de alto grau na

especificidade natural.

Em perspectiva a constatacdo de que a expressao e/ou funcido dos membros
da familia IRF sao reguladas por citocinas imunomoduladoras e que alguns de seus
membros sdo expressos seletivamente em linhagens de células hematopoiéticas,
provavelmente eles participam na regulagdo do desenvolvimento e fungdo do
sistema imune, mais especificamente na atuacédo da resposta antiviral (Mamane et
al.,, 1999). Atualmente ja se conhecem nove membros dessa familia, que incluem
ICSBP, ISGF3g/p48, IRF1, IRF2, IRF4/LSIRF/Pip/ICSCAT, IRF5, IRF6, IRF7 e vIRF
(Nguyen et al., 1998 e Li, et al., 1999). Dentre esses, os mais bem caracterizados
sédo o IRF-1 e IRF-2, que foram originalmente identificados através dos estudos de
regulacdo da transcricdo do gene humano /FN-B. Respostas celulares complexas
séo frequentemente coordenadas por uma rede regulatoria genética, onde os fatores
de transcrigdo controlam a expresséo de diversos genes alvos. O IRF1 e IRF2 foram
originalmente identificados como ativadores e repressores do Interferon-g (IFN-[3),
bem como, indutores de genes IFN. Entretanto, estes fatores foram mostrados n&o
s6é como moduladores da resposta celular dos IFN, mas, como também, atuam no
crescimento celular, oncogénese, indugado de apoptose e ativagdo de células T na
resposta imune. Além disso, evidéncias sugerem que a inativagao e/ou delegcédo do
gene IRF-1 possa ser uma etapa critica no desenvolvimento de alguns neoplasmas

hematologica humanos (Vaughan et al., 1997; Nguyen et al., 1998).
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O IRF5, outro membro da familia tem estrutura bastante semelhante ao IRF6 e

sua expressao é induzida pela estimulacao dos IFNa/p (Taniguchi, et al.,2001).

As pesquisas revelam que cada membro dessa familia mostra um papel
distinto em processos bioldgicos, como nas respostas imunoldgicas a patogenias,
sinalizagdo de citocinas, regulagdo do crescimento das células e desenvolvimento

hematopoiético (Nguyen et al., 1998).

Os Interferons (IFNs) formam uma familia de citocinas envolvidas na resposta
celular antiviral que tém um papel importante no crescimento celular e diferenciacao
(Vaughan et al.,, 1997).. O IFN é um indutor importante dos genes /RFs, MHC
(Complexo de Histocompatibilidade Principal) e de gene que regula a sintase do
oxido nitrico. Alguns IRFs s&o ativados diretamente através de estimulos dos
antigenos ou por estimulo de proliferagao. As fungdes dos fatores de transcricdo IRF
durante a resposta antiviral sdo amplas, envolvendo também diferenciacao,
proliferacdo e apoptose das células do sistema imune. Defeitos nesse sistema de
regulacdo levam ao desenvolvimento de tumores, como comprovado pela
associacao de cancer com o defeito na expressao dos /IRF1 ou IRF8, com mutacdes

do /IRF2 e com a superexpresséo do IRF4 (Nehyna, 2002).

Estruturalmente, os diferentes IRFs possuem em comum um dominio hélice-
alca-hélice de ligacdo ao DNA (Taniguchi, et al., 2001 e Nehyna, 2002). Uma
intensiva analise funcional tem sido realizada sobre o /RF1, revelando uma
extraordinaria diversidade de fung¢des sobre os fatores de transcrigdo e na regulagéo
da resposta imune celular (Taniguchi, et al., 2001). A atividade do IRF é regulada em
parte por modificacbes pos-traducionais e subsequente interagdo entre os membros

da familia IRF (Nguyen et al., 1998). A compreensao dos mecanismos moleculares
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pelos quais os IRFs afetam estes eventos celulares (quais!'!! Colocar?) e a
expressao de IFN poderia contribuir para uma melhor compreensdo de eventos
imunes, oncogénicos e embriolégicos, auxiliando na determinacdo de possiveis
estratégias terapéuticas futuras (Nguyen et al., 1998; Mamane et al., 1999 e

Taniguchi, et al., 2001).

2.5. IRF6 (Fator Regulador de Interferon-6)

A exata fungdo do /IRF6 ainda é desconhecida, com estudos que sugerem um
importante papel na cascata de eventos de transdugao intracelular do TGF-g
(Nehyna, 2002 ; Srichomthong, Siriwan e Shotelersuk, 2005). Recentemente foi
demonstrado que mutagdes no gene IRF6 podem estar relacionadas a sindrome de
Van de Woude, sugerido pela primeira vez a importancia deste gene na formagao do

labio e palato (Kondo et al., 2002).

O IRF6 consiste de 9 (nove) exons e pertence a uma familia de fatores de
transcricdo que tém um dominio de ligagcdo com DNA altamente conservado hélice-
alca-hélice, codificado pelos exons 3 e 4, e um dominio de ligagado com proteina,
codificado pelos exons 7 e 8, chamado SMIR (Smad-interferon regulatory factor—
binding domain) ou dominio de ligagdo SMAD-IRF (Kondo, et al, 2002; Nehyna,
2002). O autor Ghassibé (2004) relata que o IRF6 possui 10 (dez) exons, o primeiro

e o ultimo ndo-codificantes.

A expressao do IRF6 tem sido estudada em ratos (Kondo et al., 2002). Através
da analise da transcricdo do DNA, essa expressdo do /RF6 foi verificada, nesses
ratos, nos seus tecidos embrionarios: nas proeminéncias medianas do palato, germe
dentario, tubo tireoglosso foliculo capilar, pele e érgéo genital externo, como também

em tecidos adultos (Nehyba, 2002 e Ben et al., 2005).
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Em embrides de Xenopus o IRF6 é expresso inicialmente na transcricao
materna e depois nos somitos posteriores do mesoderma e do estagio de tubo

neural embrionario (Hatada et al., 1997).

O IRF6 é necessario para a morfogénese normal da camada de revestimento
epitelial das estruturas embrionarias na fase de clivagem e blastula (Ben et al.,
2005). Nehyba (2002) descreveu a atuagéo do /RF6 nas diversas fases de formacéo
do embrido. Durante a fase de gastrulagdo a expressao do IRF6 fica concentrada
em células predecessoras (forerunner cells). Na fase de broto para fase de 3 (trés)
somitos, ele foi expresso na vesicula de Kupffer. Nenhuma expressao foi observada
nas fases 6 (seis) e 10 (dez) somitos. Na de 14 (quartoze) somitos, sua expressao
foi descoberta no placoide auricular. Na fase de 17(dezessete) somitos, apresentou-
se fortemente expresso na regido de cloaca. Da fase faringula até o periodo laval de
5 (cinco) dias pos-fertilizagdo, apresenta o IRF6 expresso nos arcos faringeo,
olfatério e placoide auricular nas células do epitélio derivado do tecido endodermal.
Os tecidos posteriores incluem a boca, faringe, es6fago, figado, pancreas e seus

ductos associados.
2.6. IRF6, Sindrome de Van der Woude (SVW), FLPNS e FPNS

A Sindrome de Van der Woude (SVW, OMIM # 119300) & autossOGmica
dominante, caracterizada pela presenca de fissura labial com ou sem envolvimento
de palato (FL/P), fenda palatina isolada (FP), covas (“pits”) na mucosa externa do
labio inferior e hipodontia (Figura 2.13) (Kayano, 2003, Matsuzawa, et al., 2004 e
Wong e Hagg, 2004). E a forma mais comum entre as fissuras sindrémicas.

Observa-se que 15 a 50% dos casos de SVW sao indistinguiveis das FL/P nao-
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sindrémicas (Zucchero et al, 2004). Por outro lado, estima-se que 2% dos casos de

FL/P ndo-sindrémicos, correspondam a casos de SVW (Gorlin et al., 2001).

Ha uma grande variabilidade do quadro clinico na SVW, mesmo entre
individuos pertencentes a mesma familia. Aproximadamente 25% dos individuos
com a sindrome tém algum sinal, mesmo que minimo, como apenas defeitos
dentarios, a fissura labio-palatina esta presente em aproximadamente 50% dos
casos. As covas em labio sdo as caracteristicas principais desta sindrome,
presentes em 70-80% dos portadores. Normalmente, no fundo dessas covas, existe
uma associacdo com glandulas salivares acessorias, causando, as vezes,
extravasamento visivel de saliva ao meio externo labial (Matsuzawa, 2004,
Ghassibe, 2004). Os mecanismos responsaveis pela variabilidade clinica sdo ainda
desconhecidos e tem-se sugerido a existéncia de genes modificadores para explicar

a expressividade variavel da sindrome.

A doencga apresenta alta penetrancia (96,7%) e expressividade muito variavel,
observando-se pacientes que apresentam apenas discretas covas nas comissuras
labiais, até aqueles que, além dessas covas labiais, apresentam fissuras bilaterais
de labio e palato completas (Janku et al., 1980; Kondo et al.,2002; Kayano, 2003). A
prevaléncia da SVW varia de acordo com a populacdo estudada de 1:40.000 até
1:100.000 nascimentos (Rintala e Ranta, 1981; Burdick, 1986; Gorlin et al., 1990;

Shotelersuk, 2003).
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Figura 2.13: Sindrome de Van der Woude (SVW, OMIM # 119300), (a) FLP com
covas no labio inferior; (b) FLP bilateral (Matsuzawa, 2004)

As pesquisas sobre o gene relacionado com SVW foram realizadas seguindo
as estratégias tradicionais de analise de ligagcédo e clonagem posicional, que levaram
ao mapeamento dessa sindrome no cromossomo 1932-g41. Um mapeamento mais
detalhado da regido critica para a SVW culminou com restricdo de uma regiao
gendmica de 350kb no intervalo compreendido entre mais de 20 genes candidatos

(Matsuzawa, 2004).

O estudo de um par de gémeos monozigéticos discordantes no diagnostico
permitiu a identificacdo do gene IRF6 na etiologia da SVW. Uma mutacéo nonsense
em /RF6 no gémeo portador e ndo presente em seu irméo ou pais foi o primeiro
passo para essa descoberta, e posteriormente, foram achadas mais 70 mutacdes
adicionais (Tabela 2.1) em outras familias SVW (Kondo et al., 2002; Ye, et al, 2005).
A maioria das mutagdes patogénicas € do tipo nonsense (coédigo de parada
prematuro) ou missense (troca de sentido). Estas mutagcdes podem levar a perda de

funcao da proteina.



Tabela 2.1: Mutagdes em IRF6 (Kondo, et al., 2002).
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As mutagdes que se acumulam tanto no dominio de ligagdo com o DNA quanto
no dominio SMIR, podem levar a perda de fungdo da proteina (Figura 2.14).
Portanto, tém-se sugerido que a sindrome é decorrente de um mecanismo de
haploinsuficiéncia (Kondo et al., 2002). A haploinsuficiéncia se da pela perda da
funcdo proteina no caso de mutagdes que introduzem um cédon de parada
prematura (stop codon) ou pela incapacidade desta de ligar ao DNA ou a outras

proteinas (Oliveira, 2006).

DMA binding SMIRAAD

truncation

1 2 10

/|

£ I'E'u-'::ﬂl:.-' ¢
B His

|
Se
Aspl

*AsnBBHis—

Figura 2.14:Distribuicao das mutacdes presentes nos exons do gene /RF6 (Kondo
et al., 2002).

Dada a semelhancga do quadro clinico entre SVW e FLPNS ou FPNS, levantou-
se a hipotese de que mutagdes polimérficas no gene /IRF6 poderiam estar

associadas com a predisposicdo as FLPNS.

Alteracdes no IRF6 sao as causas geneéticas conhecidas mais comuns nos
defeitos congénitos de FL/P (Srichomthong, Siriwan e Shotelersuk, 2005). Zucchero
et al (2004) mostrou evidéncia de associagao entre um polimorfismo de base uUnica
(SNP) no gene IRF6 e FL/PNS, onde um dos alelos (IRF6 820G) confere um risco
de 11.6% de um individuo desenvolver FL/PNS em uma populagéo de Filipinos.

Srichomthong, Siriwan e Shotelersuk (2005), observaram resultados semelhantes
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nas populagdes Tailandesas, onde o risco do alelo G do /IRF6 (IRF6 820G) para
FL/PNS é de 16.69%. Embora o IRF6 820G seja muito raro ou ausente entre os
europeus (inibindo a estimativa do risco atribuivel ao polimorfismo), estudos
recentes nas populacdes italiana e da América do Sul mostraram uma forte
evidéncia de desequilibrio de ligagdo entre polimorfismos nos locos do IRF6 e
FL/PNS (Blanton et al., 2005). Estes achados sugerem que o IRF6 tem uma

importante contribuicdo na etiologia de FL/PNS em varias populagdes.

Talvez a variante de sucessdo mais intrigante em IRF6 seja a substituicdo de
uma isoleucina por um residuo de valina evolutivamente conservado no cdédon 274,
no dominio de ligagcédo a proteina (dominio de ligacdo do fator regulatério de smad-
interferon) Esta variante foi achada em pacientes com SVW, em 3% dos
caucasianos e 22% de asiaticos (Muenke, 2002; Srichomthong, Siriwan e

Shotelersuk, 2005).

O gene IRF6 esta envolvido no desenvolvimento embriolégico do labio, palato,
pele e genitalia externa, mas sua forma de acao e seu gene alvo ainda ndo foram
esclarecidos. Como, também, a associagao entre as mutagdes no IRF6 e a SVW.
Anadlises dessas mutacbes, em animais, revelaram que MSX7 e TGF -8
desempenham papéis importantes no desenvolvimento do labio e do palato. Além
disso, essas moléculas podem ser genes alvos regulados pelo [RF6.
Alternativamente, a sinalizagdo transduzida por MSX71 e TGF-B pode regular a
expressdo do IRF6 (Matsuzawa, 2004). Segundo os autores Muenke (2002),
Matsuzawa (2004), Ben et al, (2005), € provavel que substituicbes de aminoacidos
nas estruturas conservadas do /RF6 (porgdo N-terminal e dominio de ligagdo ao
DNA, hélice-alga-hélice), possam abolir a capacidade de ligagdo e reconhecimento

ao DNA, ligacdo a outras proteinas ou mesmo delegdo desse gene, que resulta em
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haploinsuficiéncia, com isso afetando o desenvolvimento craniofacial. Kondo et al.,
2002, nao identificaram mutagao patogénica em uma proporgéo de casos com SVW,
apos terem sequenciado o gene IRF6 dessa amostra de DNA destes pacientes.
Estes resultados reforcam a existéncia de heterogeneidade n&o alélica em SVW ou,
alternativamente, a presenca de mutagdes que nao sdo detectadas pelas técnicas
convencionais de analise de sequenciamento de exons e de introns flanqueadores.
Tais mutagdes poderiam ser mudangas de nucleotideos em regides promotoras ou
intrénicas, deleg¢ao, duplicagédo ou rearranjo (Kayano, 2003). Pesquisas identificaram
uma grande delegdo no cromossomo 1932-g41 em uma crianga com SVW.
Microdelecdo cromossémica também foi identificada como causa de SVW em um

grupo de pacientes (Kayano, 2003).

Apesar do fato de que polimorfismos do IRF6 podem estar relacionados ao
aumento da ocorréncia de FLPNS, estima-se que 2% dos casos sejam causados por
mutagdes patogénicas no gene IRF6, representando, portanto, pacientes com SVW.
Contudo, até o presente momento, ndo ha nenhum estudo que tenha avaliado esta

hipétese numa populagao brasileira.

Assim sendo, o presente trabalho tem como objetivo principal verificar qual a
proporgao dos pacientes com FLPNS portadores de mutagdo patogénica no gene
IRF6. A identificagdo destes casos poderia possibilitar a realizacdo de um
aconselhamento genético mais preciso bem como avaliar a importancia de se

oferecer este teste nos casos de FLPNS.
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3. HIPOTESE

Uma parcela dos pacientes clinicamente diagnosticados com fissura labio-
palatino n&o-sindrémica (FL/PNS) s&o portadores da Sindrome de Van der Woude

(SVW) causada por mutagdes no gene IRF6.

4. PROPOSIGAO

Verificar a frequéncia de casos clinicamente diagnosticados como FL/P n&o-
sindrémicas (FL/PNS) que apresentam mutacdo patogénica no gene IRF6, o que
representaria casos com a Sindrome de Van der Woude (SVW) em uma

amostragem de populagao brasileira com fenda.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Aspectos Eticos

Este projeto foi apresentado para aprovagédo nas Comissdes Cientificas e pelos
Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade de S&o Paulo (USP) e
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), nos CEP da
Faculdade de Odontologia (FOPUCRS) e do Hospital S&do Lucas (HSLPUCRS). Este
estudo foi conduzido segundo (a) as Diretrizes e Normas Regulamentadoras
Internacionais de Pesquisa envolvendo Seres Humanos - Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude e (b) Declaracdo Internacional sobre os Dados
Genéticos Humanos - UNESCO de outubro de 2003; (c) Resolugdo 340 de 8 de
julho de 2004 do Conselho Nacional de Saude. Foram selecionados apenas aqueles
pacientes (ou seus responsaveis) que consentiram em participar da pesquisa, por

meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A).
5.2.  Amostra e Seqliéncias Alvo do Estudo

Foram selecionadas amostras de DNA gendmico, que ja extraidos de células
da mucosa bucal ou de células sanguineas de pacientes com fissura labio-palatina
clinicamente n&o-sindrémica, do banco de DNA do Centro de Estudos do Genoma
Humano da USP. As amostras de DNA foram quantificadas usando 5 yl de DNA
diluidos em 495 ul de H,O Millig, através de espectometria (Spectrometer-Ultrospec
3000 pro®). Foram analisados os exons 3, 4 e 7 do gene IRF6- Fator de Regulacéo
de Interferon 6 (Interferon Regulatory Factor 6) (Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3), o quais
apresentam cerca de ~70% das mutagdes patogénicas que ocasionam a Sindrome

de Van de Woude ( Kondo et al., 2002).
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5.2.1. Amplificagdo dos exons de interesse

Para a amplificacdo das sequéncias de interesse dos exons 3, 4 e 7 foi
utilizada a tecnologia de reagdo em cadeia da polimerase (“Polymerase Chain
Reaction”, PCR) em termociclador (GeneAmp-PCR Sytem 9700-PE Appllied
Biosytems®), no qual o tamanho em pares de base de cada exon é: exon 3 com
373pb, exon 4 com 523pb e exon7 de 597pb. O método de PCR permite a
amplificacédo in vitro de sequéncias especificas de DNA, utilizando a enzima DNA
polimerase, os quatro nucleotideos e um par de primers’ em fitas de DNA

complementares (Saiki et al, 1985).

Os primers sao usados para direcionar a sintese de DNA em ciclos repetidos.
Em cada ciclo, ambas as fitas servem como moldes para a formacgao de fitas novas,
obtendo-se assim um aumento exponencial do produto. Desta forma, tem sido
permitido o estudo de sequéncias de interesse pelos métodos convencionais de

analise de DNA.

A fim de circunscrever a amplificacdo a area alvo de analise, primers
especificos flanqueando os exons de interesse e/ou eventualmente anelando a
introns flanqueadores foram utilizados (Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3). Foi realizada a
padronizacdo das técnicas de PCR e o sequenciamento com pacientes controles

tanto para amostras de sangue, quanto para amostras de mucosa bucal.

! Primer: 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.



Figura 5.1: SeqUéncia de bases do amplicon do exon 3 do gene IRF6

Amplicon exon 3
Agctctagtagatgggaaaggtggctgggaagggttcccagtggcetggcctaattettetgetcetteccatttctecctetgacceeeccag
ATCATGGCCCTCCACCCCGAGAGTCCGGCTAAAGCCCTGGCTGGTGGCCCAGGTGGATAG
TGGCCTCTACCCTGGGCTCATCTGGCTACACAGGGACTCTAAACGCTTCCAGATTCCCTGGA
AACATGCCACCCGGCATAGCCCTCAACAAGAAGAGGAAAATACCATTTTTAAACGCTTCCAGA
TTCCCTGGAAACATGCCACCCGGCATAGCCCTCAACAAGAAGAGGAAAATACCATTTTTAAGG
Taaaggacttcttctaccatcagacctttctgg

* Bases destacadas: sequéncias dos primers F (foward) e R (reverse) que estao sendo utilizados.
**Letras minusculas representam introns

Figura 5.2: Sequéncia de bases do amplicon do exon 4 do gene IRF6

Amplicon exon 4
gtotctatgagaaagggtaagcacATGCTTTGCAGTGGCTCTGGGCAATGATAGGACTCACT
GTGGTTTCTTGTTCTCAGGCCTGGGCTGTAGAGACAGGGAAGTACCAGGAAGGGGTGGATGA
CCCTGACCCAGCTAAATGGAAGGCCCAGCTGCGCTGTGCTCTCAATAAGAGCAGAGAATTCA
ACCTGATGTATGATGGCACCAAGGAGGTGCCCATGAACCCAGTGAAGATATATCAAGTGTGT
GACATCCCTCAGCCCCAGGGCTCGATCATTAACCCAGGTGAGGCCCCAGGTGCTGGGGAGAA
GGTGGGCAGCATGCCAGATTCTGGGCTGCACTCTTAAGAGATAGTCAACTTGAAAACAGCCT
GATTTACACAGTTTAAGATGGATAAAGCAAGAAAGCCTTTCTCTGGGAAGGACCCAGAAAAC
AAAAGATGCAGACTCAGCAAAATCTTGCTTACTTAGGGGAATGTTTTTTAACCTGGTTACTT
AAA(gcattagaaagtggaggggtatac

* Bases destacadas: sequéncias dos primers F (foward) e R (reverse) que estao sendo utilizados.
**Letras minusculas representam introns

Figura 5.3: Seqliéncia de bases do amplicon do exon 7 do gene IRF6

Amplicon exon 7
Cttectgaatgctggttgaaaggtggcttgatcttastggacttgcatgagtcacagggatgaacaggcagagcagtgaagcaggactctc
actgtcatctctaaccttgcagTGACTGACCTGGACATCAAGTTTCAGTACCGTGGGAAGGAGTACGGGC
AGACCATGACCGTGAGCAACCCTCAGGGCTGCCGACTCTTCTATGGGGACCTGGGTCCCATG
CCTGACCAGGAGGAGCTCTTTGGTCCCGTCAGCCTGGAGCAGGTCAAATTCCCAGGTCCTGA
GCATATTACCAATGAGAAGCAGAAGCTGTTCACTAGCAAGCTGCTGGACGTCATGGACAGAGG
ACTGATCCTGGAGGTCAGCCGGTCATGCCATTTATGCCATCAGGCTGTGCCAGTGCAAGGTGT
ACGGTCTGGGCCATGTGCCCCATCACTTGTTGCTCCCAACCTGATTGAGAGACAAAAGAAGGT
CAAGCTATTTTGTCTGGAAACATTCCTTAGCGGtaagtcatttctcagaaagttgatcgtgggaatcactctetggaa
gtacattccttccactatcectgtctttcaccttcetgcetttect

* Bases destacadas: sequéncias dos primers F (foward) e R (reverse) que estao sendo utilizados.
**|_etras minudscul as representam introns

As condic¢des gerais de PCR dos DNAs amplificados neste trabalho seguem o

protocolo padrao abaixo descrito.

Reagentes necessarios a amplificagdo foram misturados em um microtubo de
troca térmica (200 pl) seguindo concentragdes finais especificas otimizadas,

conforme a Tabela 5.4.



Tabela 5.4: Concentracgao final dos componentes da reacdo de PCR.

Concentracgao final

10XPCR buffer 1X
dNTP’s (2,5mM) 0,20mM
Primers F e R (20uM) 0,8 uM
Taq polimerase (5U/ul) 1U/uMI
DNA molde 50-100ng

As misturas foram entdo transferidas ao termociclador e o seguinte protocolo

de amplificagao foi utilizado:

4’ -94°C
30" - 94°C
30” - 60°C 35X
1'30” - 72°C
15 - 72°C
«-4°C

Além deste protocolo, foi utilizado o programa de otimizag¢ao adicional chamado
“touch down PCR’: as condi¢des otimas de anelamento para os exons 3 e 4 foram
63°C e do exon 7 de 62°C; empregando essa técnica a temperatura inicial para
todos esses exons foi estabelecida a 69°C sendo entdo submetida a decréscimos de
0,5°C por ciclo até a temperatura de anelamento especifica de cada exon. Isso foi
feito durante 15 ciclos para os exons 3 e 4 e 14 ciclos para o exon 7, até chegar na
temperatura especifica de anelamento seguindo-se dos ciclos restantes, no total de
35 ciclos finais totais. Cada corrida consistiu de 1 (um) ciclo de 5 min de
desnaturagao a 95°C; seguido de 45 seg a 94°C — 45 seg a 69°C — 45 seg a 72°C,
até chegar a temperatura de anelamento (15 ou 14 ciclos); 94°C por 45 seg — 62 ou

63°C (temperatura de anelamento) - 72°C por 45 seg; 72°C por 10min € 10°C <.

Os exons amplificados do IRF6 foram analisados como produtos de PCR em 2

ul de PCR produto-amostra com 2ul de BFB (“Bromophenol Blue”), em gel de



agarose a 1,5%. O gel foi preparado utilizando 6 ml de tampao TBE 10x (89 mM
acido bdrico, 1.2 mM de EDTA, pH 8.0), completando com agua destilada até 60 ml

e 0,9 g de agarose.

As amostras de DNA e tamp&o foram transferidas para o gel e submetidas a
eletroforese a 120 V por 30-40 min. Ap6s checagem da amplificacdo no gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etidio a 5% diluido em TBE, a imagem do gel
foi exposta a luz ultra-violeta (UV), foi visualizada e fotografada (Pharmacia Biotech
FujiFilm-Thermal Imaging System-FTI 500°). S6 foram utilizados os produtos de
PCR que apresentaram uma banda consistente depois de corados com Brometo de

Etideo (Figuras 5.1 € 5.2).

Figura 5.1: Check-gel do produto de PCR do exon 7.

Figura 5.2: Check-gel do produto de PCR do exon 3.
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5.2.2. Amplificacdo dos DNA degradados

Algumas amostras mais antigas de DNA extraido de células bucais
(bochechos) mostraram-se degradadas na verificagcdo de bandas em gel de agarose
1,5%, apods técnica de PCR. A fim de tentar resgatar a informagdo contida nesses

DNAs, foi seguido o seguinte protocolo do Genomi Phi u DNA Ampilification kit ®:
1- Desnaturacado do DNA

e Mix (1) com 1ul de DNA com 9ul de Sample Buffer, aquecemento a 95°C

por 3 min, em seguida resfriamento a 4°C(gelo);
2- Preparacéao para reagao de amplificagao

e Mix (2) com 9ul de Reaction Buffer, mais 1ul de enzima, realizando esse

processo no gelo. Adicionando esse mix (2) no (1);
3- Incubar a 30°C por 16-18horas;

4- Apés a amplificagdo, aquecimento da amostra a 65°C por 10 min, em
seguida resfriamento a 4°C. As amostras foram analisadas em gel de agarose 1,5%

(Figura 5.3).

Figura 5.3: Check-gel da amplificagdo das amostras de DNAs degradados (Genomi
Phi TM DNA Ampilification kit ®)
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5.2.3. Purificagdo dos amplicons

A purificacdo do produto de PCR separado por eletroforese foi realizada
através de coluna de afinidade cromatografica (Q/ Aquick PCR Purification Kit,
Qiagen®), através de centrifugacéo, ou purificacdo por enzimas utilizando 1U da
enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase; Amersham Biosciences®) e 0,5U da
enzima EXO (Exonuclease |, USB®) para cada 8pul de produto de PCR. Usando o
termociclador com o seguinte programa, aproximadamente 40ng do produto da PCR

foram purificados.

60’ - 37°C
15’ - 80°C
« -10°C

A quantificagdo do produto de PCR foi conduzida através da checagem em gel
de agarose a 1,5%, usando marcador de peso molecular como referéncia para
confirmacdo do tamanho dos amplicons (Low DNA Mass Ladder®, Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA).
5.2.4. Reacgao de sequenciamento

Para reacdo de sequenciamento foram utilizados os componentes descritos na

Tabela 5.5. Esta reacdo segue o seguinte protocolo no termociclador:

20" - 95°C
35X

75 - 60°C

w - 10°C
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Tabela 5.5: Componentes da reagcdo de sequenciamento

Componentes Volume utilizado
Produto de PCR ul (~40ng)
tampao MB (pré mix)
(Kit DYEnamic IT Dye Terminator, 4 ul
Amersham Biosciences)
Primer *F/R(5uM) 0,6 ul
Agua destilada * ...l
Volume final 10 ul

*o volume da agua destilada varia, pois completa o volume final de 10
ul

5.2.5. Precipitacdo da reacéo de sequenciamento por Sephadex®

Para reagbes de 10uL: completa-se o volume com agua bidestilada (Milliq®)

caso o volume esteja muito menor que 10ulL, adicionando, em seguida, 5uL de agua

bidestilada em cada amostra. O volume final teve um valor de aproximadamente

15uL.

1)

2)

Sobre uma folha de papel aluminio, coloca-se um pouco de Sephadex G-50
sobre um dos cantos do Multiscreen column loader (enchedor de colunas) e
com o auxilio da espatula de acrilico que acompanha o enchedor, espalha-
se 0 Sephadex em todas as cavidades do mesmo. Repete-se este processo
até que todos os buracos fiquem cheios, sem transbordar e sem sobrar

espaco.

Encaixa-se a placa Multiscreen HV sobre o enchedor de colunas de
maneira que cada pogo da placa corresponda a um pog¢o do enchedor,
transferindo, entdo, o Sephadex para a placa, virando o conjunto (placa +

enchedor).
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3) Adiciona-se 300ul de agua bidestilada em cada pogo da placa, embrulhando
com filme plastico para evitar evaporacado. Entdo, incubou-se por 3 horas
(ou no maximo overnight) a temperatura ambiente. Se a placa nao for usada
no mesmo dia, esta deve ser armazenada a 4°C. Porém, antes de sua
utilizagdo, espera-se de 1 a 2 horas para o Sephadex chegar a temperatura

ambiente.

4) Colocou-se uma placa de PCR de 96 orificios embaixo da placa
Multiscreen, fixando-a com fita adesiva. Centrifuga-se, entdo, a 650g
(2100rpm na nossa centrifuga) durante 5 minutos. Descartou-se 0 volume
gue passou para a placa coletora e fixando novamente a placa Multiscreen
a placa coletora com fita. As centrifugagbes foram feitas a temperatura

ambiente.

5) Posteriormente, acrescentou-se 140yl de agua bidestilada por pogo.
Centrifugou-se novamente a 650g (2100rpm na nossa centrifuga) durante 5
minutos. Descartou-se o volume que passou para a placa coletora e fixou-

se, novamente, a placa Multiscreen a placa coletora com fita.

6) Sem adicionar mais agua, um novo ciclo de centrifugamento foi realizado a
650g (2100rpm na nossa centrifuga) durante 2 minutos. Retirou-se a placa

coletora e acoplou uma outra placa de PCR limpa na placa Multiscreen.

7) Adicionaram-se os 15ul do produto de sequenciamento ao centro de cada
poco da placa. Centrifugou-se novamente a 650g (2100rpm na nossa

centrifuga) por 5 minutos. Descartou-se, entdo, a placa Multiscreen.

2*Primers: F= Forward e R= Reverse
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As amostras foram processadas em sequenciador automatico MegaBACE™

1000 DNA Analysis Systems (Amersham Biosciences®).
5.2.6. Estatistica e Analise dos Polimorfismos

A analise demografica bem como da ocorréncia de variagdes polimérficas dos
genes estudados foi feita e apresentada através de estatistica descritiva. Foram
analisados os resultados desses sequenciamentos através dos programas
(softwares) Sequencher 4.5 Demo® e Bio Edit ® e os SNPs (polimorfismo de um
unico nucleotideo) pelo site da National Center for Biotechnology Information-NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.qov/SNP).
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6. RESULTADOS

6.1.  Caracterizagcdo da Amostra

Para o melhor entendimento da amostra estudada, inicialmente fez-se uma

analise geral das caracteristicas dos pacientes, conforme as Tabelas 6.1, 6.2 e 6.3.

Ao caracterizar os pacientes por sexo e raga (Tabela 6.1), observa-se que a
amostra estudada apresenta uma predominancia do sexo masculino, totalizando 26
pacientes (57%). Pouco pode ser observado quanto a raga do paciente uma vez que
em 22% da amostra este dado ndo estava disponivel. Porém, em termos de
frequéncia absoluta, os pacientes de cor clara predominaram. Ainda, n&o foi possivel

identificar o sexo e a raga do paciente em 2 fichas clinicas.

Tabela 6.1: Distribuicdo dos pacientes por sexo e raga.

Sexo
Total
Raca do Paciente Feminino Masculino N3ao

Abs. Rel.  Abs. Rel. Ident. Abs. Rel.
ME (mulato escuro) 2 11% 0 0% 0 2 4%
MM (mulato médio) 2 1% 8 31% 0 10 22%
MC (mulato claro) 3 17% 7 27% 0 10 22%
C (claro) 7 39% 6 23% 0 13 28%
Asiatico 1 6% 0 0% 0 1 2%
Nao identificado 3 17% 5 19% 2 10 22%
Total 18 100% 26 100% 2 46 100%

Quanto a regido geografica da qual os paciente sao oriundos,
Tabela 6.2, foi possivel observar que a maioria deles era da regido Nordeste do

Brasil (62%), seguida pela regido Sudeste (20%).

Tabela 6.2: Distribuicdo dos pacientes por regiao
Freqliéncia




Regido do Paciente

Absoluta Relativa

Nordeste 24 52%
Sudeste 9 20%
Sul 1 2%
Nordeste x Sudeste 2 4%
Nordeste x Sul 1 2%
Outros 2 4%
N&o identificado 7 15%
Total 46 100%
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Esta predominancia ocorre tanto entre o sexo feminino - 50% das pacientes

mulheres sdo do Nordeste — como no sexo masculino — 58% dos pacientes homens

s&o do Nordeste — conforme apresentado na Figura 6.1.

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

—

Nordeste Sudeste Sul

Nordeste x Nordeste x Sul
Sudeste

‘ O FEMININO m MASCULINO ‘

Outros

Tl |

Nao
identificado

Figura 6.1:Distribuicido dos pacientes por sexo e regiao de origem.

No que se refere ao tipo de fissura, observa-se uma predominancia de FLP

sem identificacdo do lado da fissura (30%). Nos casos em que o lado da fissura foi

identificado, a FLP bilateral predominou entre os pacientes. A Tabela 6.3 apresenta

a distribuicao dos pacientes por tipo de fissura.
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Tabela 6.3: Distribuicido dos pacientes por tipo de fissura.

Frequéncia

Tipo de Fissura Absoluta Relativa
FL bilateral e FP pré-forame 1 2%
FL direita 4 9%
FL esquerda 3 7%
FLP bilateral 9 20%
FLP esquerda 3 7%
FP submucosa 1 2%
FP 8 17%
*FL 1 2%
*FLP 14 30%
Nao identificado 2 4%
Total 46 100%

*|_ado dafissura ndo identificado

Ao avaliar os tipos de fissura com identificagdo do lado por sexo, Figura 6.2,
observa-se que a FL direita e FP prevalecem entre as mulheres (22% das mulheres
amostradas apresentaram FL direita e 22% FP). Ja entre os homens ndo apareceu
nenhum caso de FL, embora a FP também prevaleca, representando 27% dos

pacientes do sexo masculino

45%
40% +
35%
30%
25%

20%
15% -
10% -
ol m
0% T T
© © 3] © (] (3] |
SS9 o = o o B ° @ & [ o
L5 g 1 O g2 oo 8 * L
E = | [$] x
Sc§ © T3 ©= F3 a3
—
(] >
L ®

‘ o FEMININO m MASCULINO ‘

*|_ado da fissura ndo identificado

Figura 6.2: Distribuigdo dos pacientes por sexo e tipo de fissura.
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E importante observar que em 38% das fichas clinicas dos pacientes do sexo
masculino ndo constava o lado da fissura FLP, dificultando a analise do tipo de

fissura para os pacientes do sexo masculino.
6.2. Anaélise do gene IRF6 em pacientes FLPNS

Obtivemos resultados de sequenciamento de 78 sequéncias de pelo menos 37
diferentes pacientes, sendo 37 do exon 3, 19 do exon 4 e 22 do exon 7. A Tabela 6.4

apresenta a frequéncia absoluta de pacientes para cada exon avaliado.

Tabela 6.4: Distribuicio das avaliacdes por tipo de Exon

Sexo Exon3 Exon4 Exon7
Feminino 13 8 10
Masculino 22 9 10
Nao identificado 2 2 2
TOTAL 37 19 22

No que se refere a presengca de alteragdo das sequéncias dos exons

estudados, observou-se que esta foi negativa para os exons 3 e 4.

Na analise da sequéncia do exon 7, observou-se duas formas de polimorfismo
de base unica (SNPs) em 3 (trés) dos pacientes, 2 (dois) do sexo masculino (F1304-

1; F1511-1) e 1(um) do sexo feminino (F1423-1) conforme detalhado abaixo.



55

F1304-1 (paciente do sexo masculino):

v" SNPs

rs2235371= G por A, no exon 7, em heterozigose.

TGGTCCCGTCAGCLTGOAGCAGMTCAAATTCCCAGGTCCTGAGCATATT «— Selvagem
TGGETCCCGTCAGOC TG GAGCAGMTCALATTCCCAGGTCCTGAGCATATT F!ta R
TGGTCCCGTCAGCCTEGAGCAGITCAAATTCCCAGGTCCTEAGCATATT —— FitaF

lzz0 lzc0 lz70 lzz0 EE
TGGTCCCGTCAGCCTGEAGCAGMTCALATTCCCAGGTCCTGAGCATATT

Fragment base #266. Base 231 of 581 =
T C A& A A T T C C 0
M T C ARA AR T T OC CC

s

Figura 6.3: Imagem do SNP rs2235371, analisada através do soft Sequencher
Demo 4.5°.



56

F1423-1 (paciente do sexo feminino)

v" SNP:

rs2235373 = C por T, no intron 7 e em heterozigose.

GARAGTTGATCGTGGG: AATCA CTCTGGAAGTACATTCCTTC ¢ demem
GAAAGTTGATCGTGGGCAATCA CTCTGGAAGTACATTCCTTC«—— FitaR
GAAAGTTGATCGTGGG:: AATCANTCTCTGGAAGCACAT : CCNTCe——  Fita F

.1 | IEEY: Isz7.1 Isso Issn
GAAAGTTGATCGTGGGCAATCANTCTCTGGAAGYACATTCCOTTC
- - - - +

12f_1423-1_ewon? Fragment base 8543, Base 531 of 571
G G E A 0 A T C ay T C T C T
G GCRHR A T C A T T C T C T

[y iy

=12r_1423-1_exon¥ Fragment base #543_ Base 528 of £
T C GT G Gaaa TC AT C T C T GGA A5 C
A d 1A 1 313T7TT Ad T W A d A d A 21T T14d

Figura 6.4: Imagem do SNP rs2235373, analisada através do soft Sequencher
Demo4.5®.
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F1511-1 (paciente do sexo masculino)

v" SNP:

rs2235371= G por A, no exon 7, em homozigose.

TEGTOCCEGTCAGCCTGGAGC A CABATTCCCAGGTCCTGS €&— Selvagem
TzGETCCCGTCAGCCTGGAGC A CAaaTTCCCAGGTCCTGA «—— FitaR
TEGETCCCGTCAGCCTGGAGC A CAALATTCCCAGGTCCTGA «<—— FitaF

lz70
acMTCAAATTCCCAGSG

] —

Ir_f1511-1_prmemrm_exon? FrAagment ba=se #266. Base 252 of 553
[E] G £ [E] C o [E] gﬂ T C o L T
1 1 T 1 d T a T A d T T T A I

1f_f1511-1_primerf_exon? FrAagment base #2665, Base 243 of 570
P C_ A G T C P o

T G G T T
G z A L C A = A T C A A A TT

Figura 6.5: Imagem do SNP rs2235371, analisada através do soft Sequencher
Demo 4.5°.
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v' SNP

rs2235373= C por T, no intro e em homozigose.

GAAAGTTGATCGTGGGAATC AMTCTCTGGAAGTACATTCCTTCC: € S?WGQGm
CAAAGTTGATCGTGG: AATC AMMTCTCTGGALGTACAT: ccTToc:z <—— FitaR
GAAAGTTGATCGTGGGAATCANTCTCTGGAAGTACATTCCTTC: «—— FitaF

20 Isz0 Isa Iss0 Iseso
GAAAGTTGATCGTGGOAATC ANTCTCTGGAAGTACATTCCTTCCE

Ir_f1511-1_primerm_exon? Fragment base #5432, Baze 529 of 553

CG T G G4 48 T C .-ﬁ-. T C T CTGG & AGT &
dd1 A 1 T T1TTAAT d A dAI1T T TIAT
1f_f1511- 1_|:-nrnerf e:-:-:-n? Fm ment bEEE #543 BEEE 52[! of 470
- T G G
G G A A T E H T T E T E T G G

Figura 6.6: Imagem do SNP rs2235373, analisada através do soft Sequencher
Demo4.5°
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Tabela 6.5: Polimorfismos ja caracterizados identificados no exon e intron 7

SN - .
- i Numero no Numero de pacientes da
Gene Posicdo Localizagao SNP SNPbank NCBI nossa amostra
IRF6 Fragmento Intron 7 cIT rs225373 2
552
IRF6  Fragmento Exon 7 AIG rs2235371 2
275

Os SNPs rs225371 e rs2235373 apresentaram, em nossa pesquisa, a
frequéncia rs225371 de 2.2% (1 alelo/ 44 cromossomos) e rs2235373 de 6.8% (3
alelos/44). Um dos pacientes o apresentou esses dois tipos de SNP em homozigose,
enquanto os outros dois pacientes apresentaram um dos SNPs mencionados ambos
em heterozigose. Visto que pesquisas internacionais anteriores ja descreveram este
fendmeno, ndo se fez necessaria a realizagdo de caso controle dos polimorfismos na

amostra deste estudo (http://www.ncbi.nim.nih.qov/SNP/snp_ref.cqi?rs=225371).

Estes resultados, portanto, sugerem que as alteragbes encontradas no gene
IRF6, na amostra analisada, ndo estdo associadas ao quadro clinico de FLPNS.
Nesse contexto € importante ressaltar que nao foi identificada na amostra estudada

qualquer mutacao do gene IRF6 que pudesse explicar o fenotipo.

3Fonte:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cqi?rs=225373;http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cqgi
?rs=2235371.
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7. DISCUSSAO

A relativa frequéncia dos defeitos da face em diferentes populacdes tem feito
deste um tépico de suma importdncia na pesquisa genética de anomalias do
desenvolvimento cranio-facial. O diagndstico preciso se faz imperativo e nesse
contexto o exame clinico de um portador de fissura labio-palatina tem papel
preponderante. Este deve ser realizado com especial atencdo na deteccado de
anomalias associadas, independente de sua extensdo (Charrow,1990). Essa
observagao, na presenca de anomalias adicionais, pode se apresentar como sinal
da presenca de uma sindrome da qual a fissura € apenas uma das manifestacoes
clinicas. Mais recentemente, gragcas a varios avangos da medicina e biologia
molecular que culminaram na implementacdo do projeto genoma, uma série de
testes moleculares anteriormente restritos a comunidade cientifica se tornou também
aplicavel ao diagnostico genético. O sequenciamento gendmico automatico tem
aumentado sua participagdo na rotina médica e constitui uma ferramenta de

complementacéo clinica imprescindivel atualmente.

Tém-se postulado um modelo de heranga multifatorial para as FL/P e FP nao-
sindrémicas. Nestes casos, o risco de repeticdo de um segundo caso na genealogia
€ baixo, estimado em 4% (Gorlin et al., 2001). Ja as fissuras sindrémicas podem ser
causadas por aberragbes cromossémicas, mutagbes génicas ou tem origem
teratogénica (Gorlin et al., 2001). Dentre as formas sindrémicas destaca-se a
sindrome de Van der Woude (SVW), que € uma condi¢cdo mendeliana de heranca
autossOmica dominante (Muenke, 2002). Mutagbes no gene /IRF6 sao responsaveis
pela maioria dos casos desta sindrome, que se caracteriza pela presenca de

comissuras (“pits”) no labio inferior, fissura labial e palatina. O espectro de
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variabilidade clinica € muito amplo e ndo é possivel distinguir clinicamente os
pacientes com a SVW que ndo apresentam “pits” daqueles portadores das formas
de FL/P ou FP nao-sindromica. A distincdo entre estas duas formas é extremamente
importante, pois o risco de recorréncia difere significativamente entre os casos de
fissura ndo sindromica (4%) e SVW (50%) (Gorlin et al., 2001). Isso posto, torna-se
necessario o correto diagndéstico para fins de acompanhamento e aconselhamento
genético das familias envolvidas. Borges-Osoério e Robinson (2001) relatam que o
aconselhamento genético deve ser transmitido através de sélidas fundamentagdes
diagndsticas sobre a doenga ou anomalia, que constituira risco para a familia do
portador de tal doenga genética. Consequentemente, diagndsticos imprecisos
podem levar a aconselhamentos imprecisos. A analise do gene IRF6 tem sido
empregada como um meio de se distinguir os casos de SVW sem “pits” daqueles
com fissuras nao sindrébmicas. Estima-se que 2% dos casos de fissurados nao-
sindrémicos representem casos de SVW (Kondo, et al., 2002; Ghassibé, 2004). Com
a identificacdo do gene IRF6 como o responsavel pela SVW, é possivel atualmente

testar-se esta hipétese.

Visando avaliar a existéncia de pacientes portadores da sindrome de Van der
Woude (SVW) inicialmente diagnosticados com fissura labio-palatino ndo-sindrémica
(FLPNS), decidiu-se realizar um estudo de caso com pacientes com este diagnostico
a partir de um banco de DNA de paciente com fenda representativo da populagao
brasileira. Buscou-se ainda tragar o perfil da amostra, cruzando os dados das
sequéncias do gene IRF6 e com as caracteristicas dos pacientes amostrados.
Devido a limitagbes logisticas optou-se por utilizar uma técnica de amostragem nao-
probabilistica por conveniéncia, de acordo com a disponibilidade para analise de

amostras de DNA. Embora esta técnica n&o seja ideal para inferir conclusées
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generalizadas sobre a populagdo alvo como um todo, pois resulta em uma amostra
eventualmente ndo representativa, ela pode ser bastante util na obtencdo de
informagbes sobre o grupo avaliado. E importante ressaltar que a técnica de
amostragem escolhida € a mais indicada para o referido estudo de caso, uma vez
que a escolha por uma técnica de amostragem probabilistica seria impraticavel em
nosso caso: a coleta de DNA exigiria a utilizagdo de recursos nao disponiveis

durante o periodo da pesquisa.

A FLP é um disturbio multifatorial causado por uma combinagcdo de fatores
genéticos e interacbes ambientais. Cada fator pode contribuir diferentemente nesse
tipo de defeito em populagdes diferentes (Srichomthong, Siriwan e Shotelersuk,
2005). O objetivo do presente trabalho foi investigar um possivel diagnostico sub-
clinico da Sindrome de Van der Woude (SVW), ou diagndstico genético. Contudo,
nao foi encontrada nenhuma nova ou previamente reportada mutagéo no gene IRF6
que poderia enquadrar os pacientes estudados, classificados clinicamente como
nao-sindrémicos, como na realidade portadores da SVW. Outros estudos mostram
que a SVW pode se apresentar através dos sinais clinicos como nao-sindrémica em
2% desses casos (Gorlin et al 2001; Ghassibé 2004; Zucchero, et al, 2004). Tal
prevaléncia é relativamente baixa, mas difere de nossos resultados onde nenhum
caso de SVW foi encontrado relacionado a analise do /RF6. Isso se deve,
provavelmente, a diferengcas na populacdo analisada e/ou ao numero restrito de
individuos incluidos no presente trabalho. Essas diferengas suscitam investigacdes

adicionais envolvendo um numero significativamente maior de individuos.

Além disso, € importante mencionar que existem precedentes de casos de
SVW néao relacionados ao gene IRF6 (Kondo et al., 2002), achados esses que

reforcam a existéncia de heterogeneidade n&o alélica na SVW ou, alternativamente,
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a presenca de mutacdes que ndo sao detectadas pelas técnicas convencionais de
analise de sequenciamento de exons e de introns flanqueadores. Tais mutagdes
poderiam ser mudangas de nucleotideos em regides promotoras ou intrénicas,
delecao, duplicagao, rearranjos, delecdo no cromossomo 1932-g41 e eventualmente
microdelegdo cromossémica (Kayano, 2003). Considerando o foco do presente
estudo, ndo se pode descartar a possibilidade de um ou mais pacientes serem
portadores de alteragdes distintas daquelas inflingidas por mutagdes do gene IRF6.
Futuras analises deverao rastrear outras possiveis causas de SVW nessa mesma

populacao.

Por outro lado, nas amostras utilizadas neste trabalho foram identificados 2
SNPs (rs2235371 e rs3335371), presentes em 2.2% e 6.8% dos pacientes,
respectivamente. Estudos anteriores ja haviam detectado esses polimorfismos e nao
encontraram nenhuma evidéncia que sugerisse que estes SNPs estivessem
associados a alguma alteragéo relacionada ao fendtipo do paciente (UCSC Genome
Bioinformatics, 2006; NCBI, 2006). Outros polimorfismos ja foram descritos no gene
IRF6, porém nao foram encontrados na amostra coletada.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cqi?rs=225371.

Em relagdo aos dados clinicos da amostra, conforme ja conhecido na literatura,
a maior parte dos afetados era do sexo masculino, estando esse achado de acordo
com outros relatos (Marazita et al., 2002 e Jugessur et al., 2003). Em pacientes n&o-
sindrbmicos, ha maior prevaléncia de fissuras labiais com ou sem envolvimento
palatino (FL/P) do que fissuras palatinas isoladas (FP) (Vieira e Orioli, 2001). De
acordo com os dados coletados neste trabalho, sobre o tipo de fissura, a que mais
predominou foi a FLP sem o lado relatado, demonstrando-se assim inconclusiva a

analise. Contudo, a classificagdo que omite o lado acometido € semelhante aos
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dados descritos dos autores Cohen, et al (1998); Schutte e Murray (1999) e Vieira e
Orioli (2001), que verificam também uma maior incidéncia desse tipo de fissura sem

descreverem o lado acometido.

Segundo Gorlin et al. (2001), Cohen et al. (1998) e Vieira e Orioli (2001), a
fissura palatina isolada (FP) é mais frequente no sexo feminino. Este achado
também foi observado nessa pesquisa visto que, a maioria das incidéncias de FP
observadas também foi do sexo feminino, com 22%, enquanto que no sexo
masculino tal percentual foi de 15% em relacdo a amostra total. A despeito da
similaridade de resultados nesse quesito, uma explicacio plausivel substanciada por
bases biologicas para essa prevaléncia de alteragdes no sexo feminino n&o foi

encontrada.

O presente trabalho constitui o primeiro esforgco concentrado em validar
achados que estabelecem mutagées no gene IRF6 como sendo diretamente
relacionadas a manifestacdo da sindrome de Van der Woude em uma populacéo
brasileira. Os resultados aqui apresentados divergiram de relatos prévios, pois na
amostra analisada ndo foram encontradas mutagdes patologicas do gene IRFG.
Estudos adicionais avaliando esses mesmos polimorfismos em um numero maior de
individuos e em populagdes de outras regides poderdo fornecer importantes

informagdes demograficas sobre a ocorréncia e distribuicdo da SVW no Brasil.
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8. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o diagndstico clinico proferido na populagéo
estudada foi propriamente conduzido, compativel com a condicdo apresentada por
esses pacientes. Assim, esse grupo podera obter um aconselhamento e
planejamento genético com melhores informagdes diagndsticas sobre seu perfil
genético. Sera fundamental acompanhar essas familias e verificar em progenias

futuras a ocorréncia de FL/P

A necessidade de amostras maiores pode ser considerada para identificar
mutacdes no gene IRF6, sendo necessaria a realizagdo de estudos adicionais, onde,
além de procurar ampliar a amostra, deve discriminar melhor as populagdes
analisadas com base em suas caracteristicas demograficas e raciais. Além disso, a
analise de um numero maior de polimorfismos e a identificacdo de novas alteracoes
na sequéncia do IRF6, que possam ser correlacionadas a deformidades faciais
sindrébmicas ou n&o, constituem uma importante etapa no correto diagnéstico e

aconselhamento genético de pacientes de risco.
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Universidade de Sao Paule
Instituto de Biociéncias

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(maiores deld anos)

ESTUDO: Triagem de mutacies no gene IRF6 em casos de fissura labio-
palatina nio sindrémica

Voed estd senda convidado(a) a participar do profeie de pesguisa acima cifado. O documerntto
ahaixa contém fodas ay informacdes necessarias sobve a pesquisa que estamos fazendn. Sua

colaboragdo nesle estudo yerd de muita importdneta para nés.

USROS . portador da Cilula de
identidade, RG .....c.oceoeveviierivnennnn 5 € in5crito no CPFMF . veeeee. NAscidoda)
em fo . abaixo assinado{a), concorde de livre 2 espontinea vontade em

participar do estudo de Tragem de mutagdes no gene IRFA em casos de fissura lao-palatina

ndo sindrdmica, e esclarego que obtive todas as informagdes.

Estou ciente que:

[ ) estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possivels causas da doenga
denominada fisswra libio-palatinag,

m Sera feita uma coleta de 10 ml. de sangue;

I} Essa coleta sera feita apenas para este estudo e em nada influenciard o meu tratamento;
nda vai me curar, nao val me causar nenhum problema, exceto o pequeno incémodo de
dor no momento da coleta {(introduedo da agulha para retirada do sangue);

IVy  Tenmho a hiberdade de desistiv ou de interromper a cclaboragic neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagio;

V) A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo & minha satde ou ben estar fisice. Nio vird
interferir no atendimento ou tratamento madico:

Wiy Os resultados obtidos durante este ensaio serfio mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publicagdes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados:

V) Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados, ac final desta pesquisa:

{ ) Desejo conhecer o3 resultados desta pesguisa.

{ ¥ Nao deseio conhceer o8 resultados desta pesauisa.
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Unlversidasde de Sho Paulo
Instidmin de Eleidacias

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

{maicres del8 amo]

ESTUDME Triagem de mutagles no gene IRF6 em cases de fissura 4bio-
palating ndo sindrimicn

Faci extd sandy convidadafa) o partielper do projens de pesguise acima climda. O dospmenio
abalva conrde Tades oy frformapder meoeidrial sobve @ perguira gaw esnmeeos fasti Sug
colirtoregdo meie asdinde serd de mulia Deparndvela para wds.

— — e —

E" ------------------------------------------------- R FRIRRE RN IR Rk ) 1reemrr e mnr | m’jm h-{lﬂnh *
ihenisdade, RO . — o & dmring ne CPREME__ niracido(s}
£ o, ehaixo asslando(a), concoedo de Bivre & espantinen vontade &

participar do emodo de Trisgem de muisgbes no gene IRF6 em casos de fissura lihio-palatina
ndo sindrisica, ¢ esclarspo o obiive todas as informanies.

Estou Giente que:

I () esnds 3¢ fag necessdnio par que 5 possam descobnir as possivels causas da doenga
denominoda fissura fdhfo-prletms

Iy Serd feils uma coleia de 10 ml. de sagoe;

My Exsacoleta serd feila apenas pam e2te eslindi ¢ em mala mnfhtndiani o mes mlamento;
e val me curar, nho vai me cousir nenhum problesa, sxeesn o peguend incimado &
diar wu monsesin da colets (imrodozio da agalha peea retimda do sangue);

[Vy  Tenho a liberdade de desistir oo de interromper o colobomclo neste esmdo no
maments em e desgjar, sem pecessidade de qualjuer exphicag o

Wl A desistEncan nfio ciusird nenbom peeiuizo § minha sk ou bem exstar fson Ndo vard
imerderir o mendimena ou lrtamento mbdicn;

¥ij  Os resultados obtidos duraste eqie snsabo s2fin mantidos em sigilo, mas coseondo que
sejam divulgados em poblicagdes centificas, desde que meus dodos pessoais rio s&jam
rrvemci ol

VII)  Caso eu desejar, poderei tomar conbesimento dos nesaindos, o final dists pesquisac

{ 1 Dwsgji ¢onhecer os resaliados desia pesquisa,
{ ) Wio desepo conbecer o5 ressliados destn pesquisa



Y[ Casoienkam sido timdas foiogmiias,
[ beomcords que sejam inchiidas em puhlicagbes cientlfieas, se necessdni
[ Jeoncosda que gxjam apreseniadas em aola: para profissionaiz da sabde
[ Imioconcorde que sejam incloides em neshom lipo de publicsgfio oo seesenagio.
] 0 material colbife seoh anazemde por wm empo comdidersdo nicssinio para a
identifbeac®o & caracierizecho do gens e de s EaEE0 U isscanind penélico
resporsdvel pelo doenpn ohservedn ne sua famnllia.

Sy Mauk, e i PO

Pesqpubsdor responadvel (oflentaderl Prof. Dr. Eraldo Batises Fimior, felefone para
coniale = {51 1841621112

Comitd de Etiea ¢ Fesguisa do Hospilal Sfie Luces da FUCRS, telefomed 513320 2=
rameal 5545
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Unlversidade de 5850 Paalo
Imsiituto de Biociincias

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECTD()

{Esnores do 18 anig)

ESTUDD: Triagem de mutaches nio gene IRF6 em casos de fissura l&lsio-

palafina nfa sindrémica

Sew (Sna) filkofa) exid semide comeidado @ particlpar de projern de pesguisa solma cifadp, O
cdocimenio abmivg contém fodar o infrmagies necessiriay Todrd o pesguisg que esfomar
Srzendn. Swr coloboracis pene enydo serd o ik impeekinei pora s,

EI:I ............................................................................... -,Hﬁ P TTEP T PR PP R

ahain mssinado(a), concordo de livee & espantinea vontade que meu (misha) fikho(a)
...................................................... nascidoa) #m ! / , participe

e exiidda de Triapem di mistacies o geme TRFS om casos e (rssura Likso-palatl v rillc

sindrimica, ¢ esclareqo que abtive fodas informandes necessinas

Estou citnle que:

I}

I
1

¥}

¥}

¥l

Vil

0 estude 6 oz necossirio am que possam desoobnr as possiveis casas dy doimea
denoninuda s Litio-potnine;

Sk feita ama eolera de 100l de sangoe doja) e rminka) filbofa);

Fssas cobetas serlo feitas apenos para este estoudo & 2o nade influencisnd no tratamenio
de mew (minha) fihoa); nbo vai cord-ho (2 nBo causanh nentum problema, excelo a
dor da picada da agulha no bocal da coleta;

Tenko a Bberdsde de demstir ou mberromper 2 colabirsdo meste cabado B0 momento
em que desefar, sem pecessidade di quabquer eaplican b

A desisiéncia ndo cousard neshum prejulzo 2 mim, nem oofo) mea (minta) flhoda), &
sem que venha inkerferir no sendimento oo aamento mddico:

O resmliackos ebtidos deranie c8le ensaic s mantidos em sigilo, mas concondo que
sejum divalgados em publicagles clentifiess, desde que nem o mea some nem o de
il filhe sejom mencionados,

Caen eu desejar, poderei tomar combeciment dos resulindos w0 final dew pesguise

{ }[Desejo conhecer as resuliados desta pisquisa.

[ YN0 desejo conhecer os resaltados. diests pesspaisa,

Y Casor tenbam sido tiradas fologmfias,

78



{ Jenncoede que sejam incluidas em publicogtes cientifices, s necessiirio

{ Jenneordo que sejom apreseniadas em walas pam profiasionsis dn saide

()} mdo comcordn que sejam inchides em pendm tipo de pobiengio ou spresentagdo.
18y O maierial colhide serd armammade pelo fompo consldemdo secessino pora a

identificacfio e camclerizagho & pene € de sin mutagio sow mecantsmo genético

respansével pela doenga chéervad m sua familia,

%o Pauls, Je ide 200

Pesquisador responsivel [srsentados) Prof. Dr. Erldo Batista Jinior, telefone pars
contato ; (51984162112

Comité de Etica o Pesquisa do Hospilal S50 Lucas da FUCRS, telefone($1133203000-
ramal: 1345
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Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 0178/07-CEP Porto Alegre, 26 de janeiro de 2007.
Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 06/03475, intitulado:
‘Estudo do gene IRF6 em uma amostra de pacientes portadores de fissuras
labiopalatinas ndo-sindromicas através da triagem de mutagdo por
seqiienciamento automatico™.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da
presente data. -

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser

enfregues a este CEP.

Atenciosamente, Q

¥

timo(a) Sr(a)
Prof Dr Eraldo Luis Batista Junior
N/Universidade

Campus Central :
HKRS Av. Ipiranga, 6690 - 3%ndar - CEP: 90610-000

FonefFax: (51) 3320-3345

E-mall: cep@pucrs.br -
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