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A patogênese das fendas orais envolve tanto fatores genéticos como ambientais. Mutações 

que causam fenda labiopalatal (FL±P) em camundongos apontam diretamente para genes 

candidatos em humanos. Por exemplo, as FL±P foram descritas em modelos animais 

deficientes ou com mutações nos genes TFAP2A e BMP4, sendo que mutações neste último 

foram detectadas em casos de FL±P não sindrômica na população chinesa. Os dois genes 

citados também estão associados, em modelos animais, a alterações da morfogênese de 

outros órgãos. Objetivou-se investigar o envolvimento dos genes BMP4 e TFAP2A na 

etiologia da FL±P em uma amostra de pacientes brasileiros por meio de reação em cadeia 

da polimerase (PCR), digestão com enzima HphI (PCR-RFLP) e sequenciamento direto. A 

casuística foi composta por 45 indivíduos, classificada, clinicamente, de acordo com a 

International Clearinghouse for Birth Defects and Surveillance and Ressearch (ICBDSR 

2007). Com a finalidade de comparar com a literatura, utilizou-se a divisão em dois grupos: 

FL±P sindrômica (20 casos), FL±P não sindrômica (25 casos). A análise estatística foi feita 

com o teste do qui-quadrado. A substituição 538T→C (rs17563)  no gene BMP4, 

anteriormente descrita como associada à FLP na  população chinesa e em alguns  

indivíduos com microforma de FLP, foi encontrada em 34 (75,5%) indivíduos. Utilizou-se 

grupo controle de 169 indivíduos normais, sem casos de fendas orofaciais em três gerações 

e sem ascendência oriental. Não houve diferença significativa na freqüência dos genótipos 

e alelos do polimorfismo rs17563 no gene BMP4 entre os casos com FL±P e o grupo 

controle (p=0,3347, OR=0,718255, 95%CI, 0,4-1,27). Entretanto, para que a análise 

estatística seja conclusiva, é necessário aumento do número amostral. Alterações de 

sequência no gene TFAP2A, descritas como polimorfismos em base de dados genômicos, 
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foram identificadas em cinco casos. Deste modo, não existem evidências de que os genes 

TFAP2A e BMP4 estejam envolvidos na gênese de FL±P nesta amostra.   
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Information regarding research throughout the years shows that the pathogenesis of cleft lip 

and palate (CL±P) involves genetic and environmental factors. Mutations that cause CL±P 

in mice point directly to candidate genes in humans, as TFAP2A and BMP4 gene. The 

phenotype of animal models with mutations in these genes included clefts. Mutations in 

BMP4 have also been detected in cases of nonsyndromic CL±P in the Chinese population. 

Considering this, the aim of our study is to investigate the involvement of BMP4 and 

TFAP2A genes in the etiology of CL±P in the Brazilian population. Mutation screening by 

direct sequence and enzyme digestion with HphI (PCR-RFLP) were applied. Casuistry was 

composed by 45 patients, clinically classified by International Clearinghouse for Birth 

Defects and Surveillance and Ressearch (ICBDSR 2007). To compare with the literature, 

they were divided in syndromic CL±P (20 cases) and nonsyndromic CL±P (25 cases).  

Statistical analysis was performed using the chi square. The sample included 45 

individuals, separated into two groups: The substitution 538T → C (rs17563) in the BMP4 

gene, previously described as associated with CL±P in the Chinese population and in some 

individuals with microforms of CLP was found in 34 (75.5%) subjects. A control group of 

169 normal subjects, which had no cases of orofacial clefts in three generations and no 

Oriental ascendancy, was used. There was no significant difference in frequency of 

genotypes and alleles of rs17563 polymorphism in the gene BMP4 between cases with CL 

± P and the control group (p = 0.3347, OR = 0.718255, 95% CI, 0.4 to 1.27). However, 

further studies with larger samples are necessary to elucidate this aspect. At TFAP2A gene 

was detected two single nucleotide polymorphisms. Thus, there is no evidence of 

involvement of TFAP2A and BMP4 genes in the CL±P in this sample.  
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1. ASPECTOS GERAIS 

 
As fendas orofaciais compõem um grupo heterogêneo de anomalias, que pode 

ser dividido em dois grandes grupos: as fendas orofaciais típicas (FOT), também chamadas 

de fendas orais, que são comuns e incluem as fendas labiopalatais e palatais, e as fendas 

orofaciais atípicas que são raras e compreendem as fendas faciais transversais, as oblíquas e 

as fendas do lábio inferior, entre outras classificadas por Tessier em 1976 (1,2).  

Tradicionalmente, as FOT são um grupo de anomalias composto por duas 

entidades distintas: fenda labial com ou sem fenda palatal (FL±P) e fenda palatal isolada 

(FP). Entretanto, existem evidências da existência de fenda labial isolada, determinada por 

genes específicos (3). As FOT podem ser classificadas anatomicamente como aquelas que 

incluem apenas o palato secundário (o palato duro e mole chamada fenda palatal isolada) e 

os que envolvem o palato primário e englobam uma fenda de lábio com ou sem o palato 

(4).  

Portanto, a fenda orofacial típica é uma malformação caracterizada por uma 

separação incompleta entre as fossas nasais e orais, ou seja, é derivada de uma embriopatia 

com a falha da: (1) fusão das proeminências nasais mediais e maxilares (fenda labial – FL; 

MIM 119530) ou (2) fusão dos processos palatais (fenda palatal – FP; MIM 119540). 

Alguns pacientes têm ambas as FL e FP (FLP; MIM 119530) (4).  

A incidência das FOT é estimada em 1/500-2500 nascidos vivos em diferentes 

populações, variando com a localização geográfica, grupo étnico e condições 

socioeconômicas (5-9). Populações de ascendência americana ou asiática têm a maior 

prevalência de FOT nos nascimentos (5,10,11).  
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Na América Latina, segundo dados do ECLAMC (Estudo Colaborativo Latino 

Americano de Malformações Congênitas), a incidência de fenda labiopalatal é de 

11,5/10.000 nascimentos (1/850) e a incidência de fenda palatal isolada é de 3,9/10.000 

nascimentos (1/2500) (12). Além disso, há uma incidência duas vezes maior no sexo 

masculino do que no feminino, sendo frequentemente unilateral, no lado esquerdo da face 

(5,13,14).  

As fendas labiopalatais podem ocorrer como uma anomalia isolada, como parte 

de uma seqüência, ou dentro de um quadro de anomalias congênitas múltiplas (ACM). Nos 

casos de ACM, a fenda pode ser encontrada em síndromes monogênicas conhecidas, 

associações, ou em quadros de ACM sem etiologia conhecida. Apesar dessa classificação 

feita por alguns autores, a grande maioria das publicações científicas, inclusive os estudos 

genéticos, divide as FOT apenas em sindrômicas e não-sindrômicas (15). Entretanto, 

mesmos nestes estudos não há consenso sobre a investigação ou menção a exame físico 

dismorfológico, o que pode gerar dificuldade na correta interpretação dos resultados.  

As FOT sindrômicas apresentam, muitas vezes, padrões de herança mendeliana 

e, portanto, favoráveis à identificação de causas genéticas (6). Embora várias síndromes 

mendelianas raras incluam FL±P entre seus sinais clínicos, a maioria dos casos de FL±P 

são não sindrômicos e não mendelianos (5,16,17). Aproximadamente, 70% dos casos das 

FOT são não sindrômicos; estes são caracterizados por FL±P sem anomalias associadas 

(3,8,16). 
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Grande parte dos casos de FL±P ocorre de forma esporádica, mas em algumas 

famílias há recorrência e até observa-se um padrão de herança mendeliana (16). Dessa 

maneira, as FL±P podem ser classificadas como esporádica ou familial. 

Apesar da patogênese da FL±P ser complexa e multifatorial (6,16,17,18), a 

importância dos fatores genéticos tem sido cada vez mais reconhecida, o que pode ser 

comprovado pelos resultados de alta agregação familiar, taxas de riscos de recorrência e 

elevação nas taxas de concordância de gêmeos monozigóticos quando comparadas aos 

dizigóticos (19). Por exemplo, em gêmeos com FL±P, a concordância é muito maior nos 

gêmeos monozigóticos (40%) do que nos gêmeos dizigóticos (4,2%). Em gêmeos com 

fenda palatal, a concordância também é maior em gêmeos monozigóticos (35%) do que nos 

gêmeos dizigóticos (7,8%) (20).  

A FL±P e a FP foram consideradas entidades separadas baseado em razões 

genéticas e de desenvolvimento (6,21,22). Os genes e fatores ambientais são largamente 

desconhecidos em FL±P. Em contraste com fenda do palato secundário isolado para os 

quais muitas mutações são conhecidas, apenas algumas mutações em camundongos são 

conhecidas por causar FL±P. As fendas labiais e palatais ocorrem juntas em 

aproximadamente 45% dos casos (23).  

É importante ressaltar que as FOT variam em suas características, podendo 

apresentar maior ou menor gravidade. Assim, o tratamento multidisciplinar é muitas vezes 

necessário e pode incluir cirurgia craniofacial, tratamento odontológico e ortognático 

especializado, intervenção auditiva e de fala, avaliação e intervenção educacional, 

psicológica e social (23)  
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As FOT são um problema significativo de saúde pública devido à morbidade 

significativa ao longo da vida e da etiologia complexa desses transtornos. Além do aspecto 

estético, as complicações que afetam a sucção e alimentação, a fala e o desenvolvimento 

psicológico do individuo afetado enfatizam a importância da compreensão das causas de 

FL±P para aperfeiçoar o planejamento do tratamento, prever a evolução em longo prazo de 

qualquer indivíduo afetado em desenvolvimento, melhorar a estimativa do risco de 

recorrência e realizar o aconselhamento genético (23).  

 

2. DESENVOLVIMENTO CRANIOFACIAL 

 

O complexo craniofacial primitivo se forma durante a 4ª semana pós-concepção 

após a migração do tecido da crista neural, precoce alargamento crânio-caudal da vesícula 

do cérebro e dobra tronco-lateral do disco trilaminar. A dobra do disco trilaminar ajuda a 

incorporar a endoderme no corpo, o que forma em parte a cavidade oral primitiva. Vários 

eventos indutivos entre o prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo e tecido da crista 

neural, que migra para o complexo craniofacial e aparelho do arco da faringe, ajudam a 

formar as cinco proeminências faciais (26-32). É a diferenciação, o crescimento e a 

eventual fusão desses processos que resultam na formação da face definitiva.  

As células da crista neural desempenham um papel integral na morfogênese 

facial. Pouco antes da fusão das pregas neurais para formar o tubo neural, células 

neuroectodermicas adjacentes à placa neural migram para a região do nervo facial, onde 

formam o esqueleto e tecido conjuntivo da face: ossos, cartilagens e todos os tecidos, 
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exceto o esmalte dental (33,34). Assim o mesênquima facial é de origem da crista neural. O 

endotélio vascular e muscular, no entanto, são de origem mesodérmica. 

Existem cinco proeminências durante os estágios iniciais do desenvolvimento 

embrionário que compõem a face dos vertebrados: frontonasal, nasal medial, nasal lateral, 

maxilar e mandibular (Figura 1) (35). As proeminências maxilares, derivadas a partir do 

primeiro arco faríngeo, contribuem para os lados da face, lábios e do palato secundário 

(36).   

 

Figura 1: Desenvolvimento facial. Os dois processos mandibulares (cinza escuro), os dois 
processos maxilares (cinza claro) e o processo frontonasal. Durante a quarta semana de 
gestação o processo mandibular funde-se na linha média para formar o maxilar inferior. 
Seguida da formação dos placóides nasais, os processos nasais laterais e mediais 
desenvolvem dentro do processo frontonasal. Durante a sexta e sétima semana o processo 
nasal medial se funde com cada um e com o processo maxilar (37).  
 

O movimento e o destino dos tecidos da crista neural para o primórdio facial 

são controlados em parte por várias famílias de genes, compreendendo genes homeobox 

regulatórios (HOXa-1- homeobox A1, HOXa-2- homeobox A2, HOXb-1- homeobox B1, 

HOXb-3- homeobox B3, e HOXb-4- homeobox B4), o gene OTX (homeobox orthodentical), 
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Processo nasal lateral 

Processo mandibular 

Placa nasal 

Olhos 

Calvária

Ouvido 
externo 

5ª Semana 7ª Semana 9ª Semana 



50 

 

genes DLX (Drosophila distal-less homeobox), genes MSX (muscle segment homeobox), 

genes LHX (LIM homeobox) (31,32).  

 

2.1. Desenvolvimento do lábio  

 

Parte do desenvolvimento do lábio superior e nariz iniciam-se no final da 4ª 

semana de gestação humana ou no início do décimo dia de gestação (GD) em camundongos 

(37). As proeminências medial e lateral de cada uma das placas nasais, áreas cujo 

mesênquima é derivado do prosencéfalo e de células da crista neural (38), crescem para se 

tornar proeminências projetando-se frontalmente, rodeando um par de sulcos nasais, que 

irão se desenvolver em narinas. Isto ocorre em GD10-11 nos embriões de camundongo e na 

5ª semana em humanos (24,39). Ao mesmo tempo, a região dorsal do primeiro arco 

branquial do crânio expande frontalmente abaixo da região de desenvolvimento do olho 

para formar a proeminência maxilar, enquanto a região ventral e mais caudal do primeiro 

arco torna-se o maxilar inferior (38,40).  

As proeminências nasais mediais (PNM), proeminências nasais laterais (PNL), 

e proeminências maxilares (PMX) sofrem um crescimento direcional para convergirem e se 

fundirem em três vias de junção. Na superfície externa no camundongo, as PNM e PNL 

parecem se encontrar em primeiro lugar, seguida pela reunião das PNM e PMX (24), e o 

contato na área interna do sulco nasal é entre a PNM e PNL. Na superfície externa, em 

humanos, as PNM e PMX parecem se encontrar em primeiro lugar, na parte frontal dos 
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sulcos nasais, seguida pela reunião das PNM e PNL e na área interna do sulco nasal 

(25,39).  

 

2.2. Desenvolvimento do palato  

 

O palato é formado pela união de três elementos: o palato primário pelos 

processos frontonasal, e o palato secundário pelos dois processos maxilares laterais.   

O palato primário é definido como a parte do primórdio facial que, 

inicialmente, separa a cavidade oral e nasal e inclui partes dos processos nasais mediais e 

laterais, do processo frontonasal e parte do processo maxilar que contribuem para a 

separação das cavidades (30,31,40). O desenvolvimento normal do palato primário envolve 

diversos eventos moleculares e celulares que estão intensamente cronometrados. O palato 

primário inicialmente se forma em torno dos placóide olfativo em desenvolvimento com a 

rápida proliferação do epitélio lateral e mesênquima subjacente. 

Esses eventos são controlados em parte por genes da família das FGFs 

(fibroblast growth factor) (FGF8 - fibroblast growth factor 8 e FGFR2 - fibroblast growth 

factor receptor 2), proteínas morfogenética óssea (BMP4-bone morphogenetic protein 4 e 

BMP7-bone morphogenetic protein 7), SHH (sonic hedgehog) e ácido retinóico (31,41,42). 

O desenvolvimento do palato secundário se inicia mais tarde, sendo na sexta a 

sétima semana em humanos e em GD12-15 em ratos (4,37). As prateleiras palatais 

desenvolvem verticalmente, elevam a uma posição horizontal, fazem contato e se fundem 

(4,43).  
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O palato secundário é definido como a parte do primórdio facial posterior ao 

palato primário e inclui os dois processos palatais laterais que se projetam medialmente 

para os processos maxilares. Os primórdios do palato secundário formam o palato duro 

(osso), o palato mole (o velum) e o osso alveolar e basal da maxila. Tal como acontece no 

desenvolvimento do palato primário, o encerramento e a fusão do palato secundário exigem 

uma interação complexa dos movimentos das prateleiras palatais, sendo a coordenação do 

crescimento entre os processos e a apoptose ao longo da margem medial do epitélio das 

prateleiras palatais (30,31 41) eventos criticamente cronometrados. 

Durante a oitava semana pós-concepção, as prateleiras palatais giram a partir de 

uma posição vertical em torno da língua e elevam em aproximação horizontal (30,31,41), 

com um ligeiro atraso neste processo observado em embriões do sexo feminino (44). A 

rápida elevação da prateleira palatal resulta de uma série de mecanismos que podem estar 

relacionados com a expressão dos genes FGF8 e SHH ao longo da borda medial da 

proeminência maxilar (31). Uma vez que as prateleiras palatais são elevadas e aproximadas, 

elas se aderem na superfície de contato, sendo a fusão na costura ao longo das bordas 

mediais e a apoptose do epitélio mecanismos essenciais para o desenvolvimento normal do 

palato secundário. 

 É também observada expressão aumentada de moléculas de adesão celular 

como TGF-b3 e caderina-N ao longo da margem medial das prateleiras palatais, sendo que 

as mesmas podem causar apoptose e diferenciação epitelial (30, 31, 45,46).  
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3. BASE EMBRIOLÓGICA DA FENDA LABIAL E PALATAL 
 

O momento exato do posicionamento das proeminências faciais durante o 

desenvolvimento embrionário é crucial. Qualquer alteração poderá resultar na formação de 

FL±P. Fatores genéticos e ambientais que inibem o fluxo de células da crista neural ou 

diminuem o seu número podem afetar as massas celulares, tornando o contato entre as 

proeminências faciais inadequado ou impossível. O epitélio que cobre o mesênquima pode 

não sofrer morte celular programada, impedindo a fusão dos placóides. Portanto, qualquer 

mudança na posição do placóide nasal ou crescimento direcional anormal das 

proeminências faciais pode resultar em fenda labial. 

Assim, a fenda labial resulta da falha da fusão da PNM com a PMX e da PNL, 

resultando em uma lacuna, lateral a linha mediana, estendendo-se até o lábio superior e 

maxilar na narina (24,30,36,41,42,39,47,48). As fendas podem ser unilaterais ou bilaterais. 

Os estudos genéticos em populações humanas têm demonstrado que a FP e FL±P têm 

origens genéticas distintas (4).  

Algumas estruturas adicionais que podem ser afetadas por fenda palatal são: a 

dentição, o osso alveolar e basal do palato primário e a musculatura labial. Indivíduos com 

fenda de palato primário podem apresentar deslocamento dental, agenesia dentária ou 

hipoplasia do pré-maxilar (30).  

As fendas palatais podem resultar de defeitos primários na palatogênese ou 

podem ser secundárias aos distúrbios em outras estruturas craniofaciais. Os defeitos 

primários incluem o crescimento deficiente dos processos palatais, falha da elevação dos 
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processos palatais, falha da fusão dos processos palatais e ruptura de pós-fusão nas 

prateleiras (4,43).  

Os defeitos secundários podem ser distúrbios de crescimento ou da morfologia 

de estruturas craniofaciais, incluindo a base craniana, e (ou) obstrução mecânica da 

elevação dos processos palatais pelo tamanho ou posicionamento anormal da língua (9,23). 

Em alguns casos a micrognatia é um fator que pode inibir a elevação dos processos palatais, 

como pode ocorrer, por exemplo, na seqüência de Robin (49).  

Além disso, a fenda palatal resulta em uma comunicação com a cavidade nasal 

e é um defeito de linha média relevante. Defeitos do palato secundário são expressos 

morfologicamente como falhas de elevação, falhas de contacto e adesão, ou falhas de fusão, 

resultando em fendas (30,31,41,42).  

 

4. FATORES ETIOLÓGICOS DAS FENDAS LABIOPALATAIS 

 

Fendas orais podem ocorrer como parte de síndromes mendelianas, como parte 

do fenótipo resultante de anomalias cromossômicas, ou como o resultado de exposição pré-

natal a certos teratógenos. Em mais de 300 síndromes que possuem fenda oral como parte 

do fenótipo, cerca de metade destas é devido à herança mendeliana de um único lócus 

genético. Muito progresso tem sido feito nos últimos anos para se delinear os distúrbios 

mendelianos e identificar os genes envolvidos em tais transtornos. No entanto, apenas uma 

pequena parcela de indivíduos com fenda oral tem uma etiologia conhecida (32,50). É 

importante citar que a maioria das FL±P é isolada e considerada um traço complexo, uma 
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vez que o desenvolvimento craniofacial normal resulta da interação de muitos genes 

reguladores e, possivelmente, de fatores ambientais envolvendo, assim, fatores ambientais e 

genéticos (6,16,18,22).  

 

4.1. Fatores ambientais 

 

A contribuição de fatores ambientais na etiologia das fendas orais é sugerida 

por diversos estudos. Alguns teratógenos humanos estão associados a fendas labiopalatais, 

entre eles: álcool etílico, trimetadiona, retinóides, aminopterina, ácido valpróico, talidomida 

e drogas anticonvulsivantes, como a fenitoína. (16,18,51,52).  

O estado nutricional de mulheres grávidas também tem recebido bastante 

atenção com respeito à incidência de fendas orais. Durante a gestação, a baixa ingestão de 

vitaminas do complexo B concomitante com a exposição excessiva ou deficiente à vitamina 

A foram associadas a um risco aumentado de fendas orais.  

O tabagismo materno durante a gestação também parece estar correlacionado 

com FL±P, (18,20,53,54) especialmente se o embrião tem uma deficiência genotípica 

GSTT1 (glutathione S-transferase theta 1) (55). O genótipo materno MTHFR 

(methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H)) pode afetar o risco de FL±P, mas os 

estudos são inconsistentes (3,55,56,57). Desse modo, observa-se que há interação de fatores 

genéticos com ambientais. 
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4.2. Fatores genéticos 

 

4.2.1. Expressão inicial dos genes embrionários e moléculas sinalizadoras no 

desenvolvimento  

Para entender o desenvolvimento patológico, é fundamental entender os 

mecanismos do desenvolvimento normal. Genes do tipo fator de transcrição têm grande 

atuação no desenvolvimento embrionário precoce. Estes genes atuam no controle da 

transcrição de outros genes codificadores de proteínas estruturais, reguladoras ou 

enzimáticas (30).  

Os fatores de crescimento estimulam a proliferação celular, diferenciação e 

permeabilidade através de dois mecanismos gerais. Um destes mecanismos envolve certos 

fatores de crescimento (por exemplo, esteróides, ácido retinóico, e tiroxina) que atravessam 

a membrana plasmática, ligando-se a receptores específicos, e agindo diretamente sobre os 

genes para controlar a função dos mesmos. O segundo mecanismo envolve alguns fatores 

de crescimento (por exemplo, fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) e fator de 

crescimento epidérmico) que se ligam à superfície de células receptoras específicas, 

ativando os caminhos de sinalização intracelulares (por exemplo, Smad, MAP-quinase) e, 

eventualmente, causando ativação do gene por mecanismos parácrinos (31). 

 A ativação direta do gene (o primeiro mecanismo) usa sinalização endócrina de 

“longa distância”', que é normalmente mais sistêmica, potente, de maior duração e menos 

suscetível à interrupção comparada com sinalização de “curta distância” e parácrina. Os 

fatores de crescimento e as moléculas que atuam através do sistema de sinalização 
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endócrino são tipicamente morfogenes poderosos e indutores mais potentes de 

malformações craniofaciais (31).  

Muitas moléculas de sinalização e seus receptores podem ser substituídas por 

outras moléculas e estão presentes ao longo da vida. Elas mudam sua função na presença de 

diferentes concentrações ou classes de fatores de crescimento ou receptores (30,31). Essa 

redundância pode ser explicada, em parte, pela “plasticidade de desenvolvimento” 

observada durante a embriogênese (31). 

O mecanismo de controle gênico, a indução de migrações celulares realizada 

por fatores de crescimento e a fusão entre as células são essenciais para a organogênese e o 

desenvolvimento embrionário normal (30,58). Consequentemente, interrupções nesses 

processos resultam em morte embrionária ou malformações congênitas (30,31,41).  

 

4.2.2. Fatores genéticos em modelos animais 

 

Modelos animais têm provado ser muito úteis na identificação de mutações 

genéticas responsáveis por malformações congênitas em humanos (22). Camundongos, 

com dismorfismos craniofaciais, são particularmente apropriados como modelos para a 

malformação do palato humano uma vez que o desenvolvimento facial precoce e a 

morfologia dos camundongos são semelhantes à dos seres humanos (24,25).  

Somente parte das mutações que determina fenda do palato secundário isolado 

em humanos está presente em camundongos, sendo que a expressão fenotípica nesses é 

mais complexa. Por outro lado, existem modelos de camundongos com FL±P não 
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sindrômica que se assemelham aos humanos com FL±P, tanto em complexidade genética 

como em interação ambiental (50). Desse modo, mutações que causam FL±P em 

camundongos apontam diretamente para genes candidatos para FL±P em humanos e 

indiretamente, para vários genes relacionados a mecanismos que podem levar a FL±P. 

Todavia, a maioria destes genes candidatos não tem sido analisada em casos humanos (59).  

Camundongos mutantes para os genes FGF10, FGF18, ou FGFR1 têm FP, mas 

não apresentam FL±P (60). Por outro lado, em camundongos mutantes para o gene IRF6 

(61,62) e MSX1 (63) foram detectadas apenas FL±P, e não FP.  

A revisão de Juriloff e Harris (59) indicou sete outros genes candidatos para 

FL+P em humanos, BMP4, BMPR1B, SOX4, SP8, TFAP2A, WNT3 e WNT9B, conforme a 

descrição de modelos animais com fenda e resultados positivos em estudos de ligação. São 

genes que codificam fatores de transcrição ou participam da sinalização celular e são 

expressos durante o desenvolvimento craniofacial, inclusive durante o desenvolvimento do 

lábio e do palato.  

 

4.2.3. Fatores genéticos em humanos 

 

As FL±P são observadas como parte do fenótipo de uma ampla variedade de 

tipos de rearranjos cromossômicos, incluindo trissomias, duplicações, deleções, micro-

deleções ou rearranjos críticos. Rearranjos que podem incluir fenda do palato primário 

incluem deleções de 4p (síndrome de Wolf-Hirschhorn) 4q ou 5p (síndrome do Cri-du-

chat); duplicações de 3p, 10p, 11p e trissomia do cromossomo 13 ou 18 (e trissomia do 
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cromossomo 9 em mosaico) (64,65,66). Já fenda do palato secundário é uma característica 

frequente na Síndrome Velocardiofacial (microdeleções de 22q11.2) (49). 

Uma vez que FL±P é uma malformação congênita bastante heterogênea, 

diferentes regiões cromossômicas como 1q, 2p, 4q, 6p, 14q, 17q, e 19q têm sido 

pesquisadas por conter genes possivelmente envolvidos na gênese de FOT. Portanto, pode-

se sugerir que estes loci estariam envolvidos de alguma forma na gênese desta 

malformação, e que os diferentes resultados obtidos por muitos grupos de pesquisa seriam 

devido a diferenças genéticas nas populações investigadas (20,50,65,67-75). 

Dentre os genes expressos durante o desenvolvimento craniofacial e palatal e 

associados à FL±P estão genes que codificam fatores de transcrição (genes IRF6, FOXE1, 

MSX1, TP63, TBX22), fatores de crescimento (gene TGFA), fatores e receptores de 

crescimento de fibroblasto (genes FGF8 e FGFR1), fatores de crescimento transformador 

(gene TGFB3), genes de sinalização celular (genes MTHFR e RARA) e genes que codificam 

moléculas de adesão celular (gene PVRL1) (6,32,60,76,77,78,79). 

Alguns genes parecem contribuir para a ocorrência de FL±P. O gene IRF6 

contribui com 12% dos casos, os genes FOXE1, GLI2, MSX2, SKI, SATB2, SPRY 

colaboram com 6% e os genes FGF8, FGFR1 com 3% dos casos, já o gene MSX1 contribui 

com 2% dos casos de FL±P (77). Apesar de ter sido sugerido que vários genes têm um 

papel importante na etiologia das FL±P, eles na verdade representam apenas uma pequena 

proporção das etiologias reconhecidas (76).  

O gene IRF6 (região 1q32) pertence a uma família de nove fatores de 

transcrição que regulam a expressão de interferon-alfa e beta após infecção viral. Mutações 
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nesse gene foram descritas como causadoras das síndromes de Van der Woude e Pterígeo 

Poplíteo. Ambas as síndromes apresentam FL±P como uma de suas características (80). 

Mutações neste gene também foram associadas a casos de FL±P não-sindrômicas (72,81) 

Portanto, o gene IRF6 tem um papel na etiologia de FL±P sindrômica e não sindrômica.  

Mutações no gene MSX1 (região 4p16) também causam FL±P ou FP como 

parte de uma síndrome (82) e as variantes deste também podem contribuir para uma 

pequena proporção dos casos de FL±P e FP não sindrômica (83,84). Do mesmo modo, 

Lidral et al. (74) concluíram que o gene MSX1 está potencialmente envolvido na 

patogênese de fenda palatal. Suzuki et al. (85) e Vieira et al. (77) identificaram uma 

mutação missense no gene MSX1 em pacientes vietinamitas e filipinos com FL±P, 

respectivamente.  

As variantes dos genes pertencentes à família FGF (FGF3, FGF7, FGF10, 

FGF18, ou FGFR1) também estão associados com FL±P ou FP não sindrômica, em 

pequenas proporções de casos de fenda em humanos (60).  

Embora estudos anteriores tenham identificado SNPs em vários genes 

candidatos, que estão associados com FL±P não-sindrômica, incluindo TGFA (67,68), 

TGFB3 (54), MTHFR (86), e MSX1 (51,54), esses polimorfismos representam apenas uma 

pequena porcentagem do total de variância. Além disso, estudos sobre os efeitos do 

polimorfismo nestes genes tiveram resultados conflitantes em diferentes populações. Isto 

sugere que a associação entre polimorfismos e FL±P não-sindrômica pode variar, pois as 

populações possuem diferenças em suas constituições genéticas e/ou exposições 

ambientais.  
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4.2.4. Gene BMP4 (MIM 112262) 

 

O gene BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4), que está localizado no 

cromossomo 14q22-q23 humano, é um membro da superfamília do fator de crescimento 

transformador-b (TGF-b), caracterizada por moléculas de sinalização e que desempenham 

papéis essenciais no desenvolvimento embrionário (87,88). Este gene codifica um fator de 

crescimento extracelular necessário para a formação da mesoderme (88,89). O gene BMP4 

possui cinco exons (apenas os exons 4 e 5 são traduzidos) e apresenta três isoformas 

diferentes. A isoforma representada na figura 2 codifica uma proteína de 408 resíduos 

(88,89).  

 

Figura 2. Estrutura do gene BMP4: em vermelho a porção traduzida e em azul a porção 

não traduzida do exon. 

 

O gene Bmp4 é amplamente expresso em embriões e adultos, no entanto, a 

perda de função do gene leva a uma letalidade embrionária precoce (90,91). O gene Bmp4, 

em camundongo, tem um número de papéis distintos no desenvolvimento embrionário, 

incluindo funções no desenvolvimento facial, através da regulação da proliferação celular, 

diferenciação, apoptose e quimiotaxia (88,89); na morfogênese cardíaca (96-97); no 
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desenvolvimento de membros (96,98), rins, olhos (98-101), pulmão (102), aparelho 

vestibular (103) e no desenvolvimento das estruturas craniofaciais (95).  

Além disso, o gene BMP4 pode ser detectado no ectoderma do primeiro arco 

faríngeo uma vez que o mesmo começa a se formar (104), e está envolvido na separação 

apoptótica dos arcos (105). Durante o desenvolvimento craniofacial, este gene é expresso 

no epitélio da borda, no ponto de fusão entre os processos nasal medial e maxilar 

(95,106,107). 

A inativação tecido-específico do gene Bmp4 revelou papéis adicionais para 

este gene em estágios posteriores da morfogênese do coração, como a septação do 

ventrículo, canal atrioventricular (93) e via de saída (94).  

Numerosos estudos têm revelado que a sinalização do gene BMP4 também é 

crítica para o desenvolvimento do olho durante a embriogênese (98,108-111).  

Na face do embrião de camundongo, o gene Bmp4 é expresso nas PNM, PNL 

(106,107) e PMX (95) antes do contato e da fusão, nas áreas que irão fundir estas três 

proeminências em conjunto. A maior expressão deste gene situa-se no ectoderma da metade 

posterior da fossa nasal. Durante a fusão, o gene Bmp4 é expresso no ectoderma do local de 

contato e ventral à área de fusão. Após a fusão das proeminências faciais, a expressão do 

gene Bmp4 diminui e parece se localizar no mesênquima da borda da fossa nasal (35).  

Uma mutação condicional foi criada na qual o gene Bmp4 é completamente 

inativado no epitélio e mesênquima da PMX no estágio de GD10.5, e parcialmente 

inativado no epitélio da PNL e PNM. A inativação é irreversível e, portanto, descendentes 

dessas células, como as da PMX que irão contribuir para o palato, também não expressam o 
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gene Bmp4. O mutante condicional do gene Bmp4 demonstrou atraso bilateral da fusão das 

PNM e PMX e, mais tarde, cerca de 20% (2/9) tinham FL unilateral isolada. A penetrância 

incompleta da FL poderia ser devido à inativação incompleta do gene Bmp4 no epitélio das 

PNM e PNL (95).   

Experimentos de interferência no RNA (knockdown) do gene Bmp4 causaram 

atraso no crescimento das PNM e PNL, mas posteriormente embriões foram recuperados e 

a fusão foi realizada novamente, talvez apontando a redundância dos mecanismos 

envolvidos neste processo (112).  

Além disso, o gene Tgfb2 é expresso de forma semelhante, mas seguindo um 

padrão mais restrito que o gene Bmp4, no ectoderma das bordas das PNM, PNL, e PMX, no 

local de fusão e durante a fusão (113). Mais tarde o gene Bmp4 se manifesta no 

mesênquima no desenvolvimento do palato secundário, e os mutantes nulos para Tgfb2 

tinham baixa penetrância em FP, mas não em FL±P (114). Assim, pode-se especular que há 

redundância entre as funções dos genes Bmp4 e Tgfb2 durante a etapa de fusão no 

desenvolvimento do lábio superior. 

O gene TGFB2 (1q41) não parece estar implicado em FL±P em humanos, já 

que estudos de ligação ou associação não identificaram participação do mesmo na etiologia 

da FL±P (74,116). Entretanto, outros genes pertencentes à mesma família como TGFB1 e 

TGFB3, provavelmente estão envolvidos, já que ambos parecem ser expressos 

anormalmente em pacientes com FL±P (116). Além disso, as regiões genômicas 14q24 

(TGFB3) e 19q13(TGFB1) mostraram ligação ou sugestão de ligação para FL±P (115). 
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Lin et al. (117) mostraram que o polimorfismo rs17563 (538T→C)  no gene 

BMP4 contribui para o risco de FL±P não sindrômica em uma população de crianças 

chinesas. 

Suzuki et al. (118) identificaram mutações missense no gene BMP4 em 

indivíduos com FL±P não sindrômica, mas a frequência de mutação no gene BMP4 nesses 

casos não foi significativamente maior do que nos controles.  

Desse modo, há indícios de que o gene BMP4, localizado numa região que está 

implicada em risco de FL±P não sindrômica por estudos de ligação em humanos e por 

estudos em modelos animais (115), é um excelente gene candidato na etiologia de FL±P.  

 

4.2.5. Gene TFAP2A (MIM:107580)  

 

O gene TFAP2A (transcription factor AP-2 alpha) codifica 21 isoformas 

diferentes, contém 16 exons e codifica um fator de transcrição do DNA (119,120). A 

isoforma representada na figura 3 codifica uma proteína de 439 resíduos.  

 

 

Figura 3. Estrutura do gene TFAP2A: em vermelho a porção traduzida e em azul a porção 

não traduzida do exon. 
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Em camundongos, o gene TFAP2A é expresso em células da crista neural 

cranial e seus derivados, incluindo o mesênquima das PNM, PNL e PMX. Outras regiões 

embrionárias de expressão incluem os gânglios sensoriais, membros, região meso-

metanéfrica e epiderme (121). Além disso, o gene TFAP2A tem expressão durante a 

embriogênese do olho, orelha, rosto, membros e tubo neural (91,122-125). 

Camundongos mutantes com alelos nulos para o gene TFAP2A (91,122) 

desenvolvem uma grave síndrome letal incluindo fenda facial, ou aparente falta de boca e 

focinho, deficiência de ouvidos, olhos e de membros anteriores. Contudo, embriões 

quiméricos constituídos por células portadoras de alelos com mutações nulas para o gene 

TFAP2A e células isoladas normais são viáveis, mas possuem vários defeitos tais como 

FL±P (126).  

O gene TFAP2A está localizado no cromossomo 6p24 humano, uma região 

implicada em estudos de associação de FL±P em humanos (72,127-129). Além disso, 

mutações no gene TFAP2A foram relatadas na síndrome branquio-óculo-facial, que inclui 

fenda labiopalatal como parte do fenótipo (130). Shi et al. (55) investigaram microdeleções 

em casos de fendas orais, em que foram genotipados 333 genes candidatos em 725 famílias 

de duas populações de ancestralidade escandinava, e identificaram entre outros achados, 

deleções envolvendo o gene TFAP2A. . 

O gene TFAP2A parece ser um excelente gene candidato na etiologia de FL±P 

em humanos. Entretanto, até o momento, não há estudos de triagem de mutações do gene 

TFAP2A em pacientes com FL±P.  
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Mutações que causam FL±P em camundongos indicam diretamente genes candidatos para 

FL±P humana e indiretamente, a vários genes candidatos relacionados. Estes também 

podem contribuir para o entendimento de mecanismos que podem levar à FL±P, uma vez 

que ainda existem várias lacunas para que se entendam os principais fatores envolvidos na 

formação do lábio e palato, que, se esclarecidas, poderiam contribuir para a busca de 

alternativas de prevenção de fenda oral. A maioria destes genes candidatos não foi 

analisada em casos humanos. Tendo em vista estes aspectos e os atuais conhecimentos dos 

genes BMP4 e TFAP2A, justifica-se a análise de mutações nesses genes em indivíduos com 

FL±P. 
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1. OBJETIVO GERAL: 

 

Contribuir para o conhecimento etiológico da fenda labial com ou sem fenda palatal. 

 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

1. Investigar mutações no gene BMP4 em indivíduos com fenda labial com ou sem 

fenda palatal.  

2. Investigar mutações no gene TFAP2A em indivíduos com fenda labial com ou sem 

fenda palatal.  
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1. CASUÍSTICA 

 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FCM / 

UNICAMP (n° 714/2008) (Anexo I). O convite para participação neste estudo foi realizado 

para as famílias e indivíduos atendidos no Ambulatório de Dismorfologia Craniofacial do 

Hospital das Clínicas da UNICAMP, e também foi estabelecido contato com outros centros 

de genética vinculados ao Projeto Crânio-face Brasil, sediado no Depto de Genética 

Médica/ FCM / Unicamp e coordenado pela Dra Vera Lúcia Gil da Silva Lopes. Assim, 

após anuência do participante ou de seu responsável, foi solicitada a assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo II).  

A casuística foi composta por indivíduos brasileiros com FL±P, previamente 

submetidos à avaliação genético-clínico e classificados como fendalabiopalatal isolada, de 

acordo com a International Clearinghouse for Birth Defects and Surveillance and 

Ressearch (ICBDSR 2007) (131) (Anexo III). Indivíduos com ascendência oriental e 

indivíduos com fenda palatal isolada foram excluídos da amostra. Os dados clínicos dos 

indivíduos estão descritos no Anexo IV.   

Para fim de comparação com a literatura, a amostra foi reclassificada em dois 

grupos de indivíduos com FOT e um grupo controle:  

 Grupo 1: 25 casos de fendas labiopalatais não-sindrômicos.  

 Grupo 2: 20 casos de fendas labiopalatais sindrômicos.   

Foi constituído um grupo controle, formado por 169 indivíduos sem história de 

fenda labiopalatal ou palatal em três gerações e sem ascendência oriental. Esses indivíduos 
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foram voluntários, aceitos no estudo após heredograma realizado pela pesquisadora 

responsável ou por pesquisadores participantes deste estudo.  

O grupo de casos com FL±P é composto por 24 indivíduos do sexo feminino e 

21 indivíduos do sexo masculino, enquanto que o grupo controle foi composto por 91 

indivíduos do sexo feminino e 78 indivíduos do sexo masculino. 

Todos os indivíduos com FL±P incluídos neste estudo apresentam cariótipo 

normal, com resolução de 500 bandas (coloração GTG). 

 

2. MÉTODOS 

 

A proposta inicial foi de realizar seqüenciamento direto dos genes BMP4 e 

TFAP2A. Entretanto, por problemas técnicos esta estratégia só pôde ser concluída para os 

primeiros 22 pacientes. Uma vez que foi observado um polimorfismo (rs17563) já 

associado à FL±P em outra população em vários pacientes da presente amostra, foi 

necessária mudança do foco inicial do trabalho. Assim, nos pacientes restantes (29 casos) e 

no grupo controle foi investigado apenas o genótipo do polimorfismo rs17563 através da 

técnica de PCR-RFLP. Por este motivo, a apresentação do método descreve todas as etapas 

laboratoriais. 
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2.1.  Obtenção das amostras 

 

Foram coletadas de 10 a 20 ml de sangue periférico em tubos cônicos, 

contendo 1,0 ml de EDTA (etilenediaminotetracetato dissódico 2H2O) 10 % pH 8,0 como 

anti-coagulante. Para obtenção das amostras de DNA genômico utilizou-se o método de 

extração fenol-clorofórmio descrito por Araújo et al. (132) (Anexo V). 

 

2.2.  Sequenciamento automático dos genes candidatos: BMP4 e TFAP2A  

 

2.2.1.  Desenho dos oligonucleotídeos 

 

Para a confecção dos pares de oligonucleotídeos utilizados na amplificação dos dois 

genes candidatos foi utilizado o programa Gene Runner, seguindo as seguintes recomendações de 

Mc Pherson e Moller (133): 

 Tamanho de 18-30 nucleotídeos 

 Seqüências não capazes de formar estruturas secundárias 

 Pares de primers com temperaturas de anelamento semelhantes 

 

Gene BMP4 

 

 Para a amplificação dos exons 4 e 5, os oligonucleotídeos foram desenhados 

utilizando-se o programa Gene Runner. A seqüência dos oligonucleotídeos, o tamanho dos 

fragmentos e as temperaturas de anelamento estão representados na tabela 1.  
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Tabela 1. Pares dos oligonucleotídeos e temperaturas de anelamento para amplificação dos 
exons do gene BMP4. G: ciclo gradiente.  

 

Exon Seqüência do primer (5'-3') Tamanho (pb) Tm (°°°°C) 

Exon 4 
sense: ACCTGCTTTCCATCTTGC 
antisense:  TGGGGCTTTGATGTAACC 600 G – 59 

Exon 5.1 
sense: CACCATTCATTGCCCAAC 
antisense:  GGCAGTTCTTATTCTTCTTCC 
 

655 
 

G - 54 
 

Exon 5.2 
sense: GTTACCTCAAGGGAGTGGG 
antisense:  CTGTGTAGTGTGTGGGTGAGTG 
 

558 G – 59 

 
 

Gene TFAP2A 

 

 Para a amplificação dos fragmentos de interesse, os oligonucleotídeos foram 

desenhados utilizando-se o programa Gene Runner. A seqüência dos oligonucleotídeos, o 

tamanho dos fragmentos e as temperaturas de anelamento estão representados na tabela 2.  

 

Tabela 2. Pares dos oligonucleotídeos e temperaturas de anelamento para amplificação dos 
exons do gene TFAP2A. G: ciclo gradiente.  

Exon Seqüência do primer (5'-3') Tamanho (pb) Tm (°°°°C) 

       Exon 1 
sense: CATCACTTCCCAGGTCAGC 
antisense:  CTGTCTTCGCTGTCTCCTG 430 

 
G – 58 

 

Exon 5 
sense: GATTGTGGTACTGGCGAG 
antisense:  CCCATTCTTAGGCACAGC 688 

 
G – 54 

 

Exon 6 
sense: GGAGAGCTAGTCGTGTCATC 
antisense: GAGGAAGGGAGGGAAAGAG 
 

625 G – 57 

Exon 7 
sense: GTGGTTCAAGTTCGGATG 
antisense:  GCAAATGGAGAGGGTGTC 345 

 
G - 56 

 

Exon 9 
sense: ATTTCCCACGCAGACTTG 
antisense:  CCTCAAAACGTCCCTCAC 

690 
 

 
G - 56 
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 Exon 10 
sense: GATTATTTGCTGGAGGAGG 
antisense:  ACCAACATACTGAAGGCTG 453 

 
G - 56 

 

Exon 11 
sense: GGAAGTAGCAGAGCCACAG 
antisense:  CTTGGCTCTACGCTCTTC 545 

 
G - 58 

 

Exon 12 
sense: CCTCCTTTAAATGTCTTGGG 
antisense:  TCAGGAAGTAATGGTCACGC 624 

 
G - 58 

 

Exons 13 e 
14 

sense: TGGAGGTTGGTGGATGAG 
antisense:  GAGGAAAAAGATGGGAGC 592 

 
G - 58 

 

Exon 15 
sense: CTGAGAGGAAAGAGAGAGAGAG 
antisense:  AGTAGCAGCAGCAGGAAG 642 

 
G – 58 

 

Exon 16 
sense: GGTGGAGGGAAGTAGAGTG 
antisense: GAGAATTGCTTGAACCCG 
 

653 G – 59 

 

 
 

2.2.2.  Amplificação dos fragmentos de interesse 

 

A partir do DNA genômico, foi realizada a técnica de amplificação em cadeia 

da polimerase (PCR) para amplificação dos fragmentos de interesse. A visualização dos 

fragmentos amplificados foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 1%. 

Para a padronização da amplificação dos fragmentos de interesse dos dois genes 

candidatos foram utilizados protocolos básicos já anteriormente estabelecidos em nosso 

laboratório, variando-se apenas a quantidade de cloreto de magnésio e DMSO. O protocolo 

para uma reação incluiu tampão (10X), MgCl2 (25 M), dNTP (2 M), primer (5pmoles), 

DMSO, Taq DNA Polimerase (5U), DNA (200ng/ l) e água até completar o volume final 

de 15 L. Os componentes e volumes para a amplificação de cada exon encontram-se no 

anexo VI (Tabelas 1 a 3) e VII (Tabelas 1 a 9). 
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2.2.3.  Condições das reações de PCR 

 

 As condições para a amplificação dos exons dos dois genes estão ilustradas 

na figura 4.  

 

Figura 4. Ciclos utilizados na amplificação de todos os fragmentos. 

 

2.2.4.  Sequenciamento automático 

 

Realizou-se seqüenciamento automático direto em dois seqüenciadores 

(MegaBACETM 1000 e ABI 3130). A utilização desses dois equipamentos se deve apenas a 

problemas técnicos ocorridos no seqüenciador MegaBACETM 1000, sendo necessário  a 

utilização de outra máquina para a continuidade da análise da amostra. 
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2.2.4.1. Sequenciador MegaBACETM 1000  

 

 Os fragmentos obtidos pela técnica de amplificação em cadeia da polimerase 

(PCR) foram diretamente seqüenciados. Para tanto foi necessária uma purificação anterior 

com a enzima Exo-Sap (GETM). Utilizou-se o kit de sequenciamento para MegaBACE 

1000  DYEnamic ET (Amersham Biosciences) para algumas amostras. Os componentes e 

volumes da reação estão representados na tabela 3. 

 

Tabela 3. Componentes e volumes utilizados nas reações de sequenciamento. 

 

 
Reagente 

 

 
Volume 

 
H20 

 
q.s.q. 10µl 

Pré-mix 4,0µl 
Primer 1,0µl 
PCR tratado 

 
2,0µl 

 
 

As condições para a reação estão representadas na figura 5.  

 

Figura 5. Ciclos utilizados na reação de sequenciamento. 
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Depois de prontas, as reaçes foram purificadas utilizando acetato de amônio e 

etanol, também para remover as impurezas que comprometeriam o sequenciamento.  

As reações foram corridas em seqüenciador MegaBACETM 1000 (Amersham 

Biosciences)  para a determinação da seqüência linear dos fragmentos amplificados. 

Posteriormente, foi utilizado o programa Chromas LiteTM para análise e 

determinação da sequência linear. 

 

2.2.4.2. Sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems) 

 

 Os fragmentos obtidos pela técnica de amplificação em cadeia da polimerase 

(PCR) foram diretamente seqüenciados. Para tanto foi necessária uma purificação anterior 

com a enzima Exo-Sap (GETM). Utilizou-se BigDye Terminator Cycle Sequencing 

(Applied Biosystems) para as reações para o sequenciaodor ABI 3130 (Applied 

Biosystems) para as outras amostras. Os componentes e volumes da reação estão representados 

na tabela 4. 

 

Tabela 4. Componentes e volumes utilizados nas reações de seqüenciamento para o ABI. 

 

Reagentes Volume 
Big Dye 1,0 µl 

Tampão 5X 3,0 µl 
PCR 2,0 µl  

Primer 1,0 µl 
H2O 4,0 µl 

 
 



85 

 

As condições para a reação estão representadas na figura 6.  

 

Figura 6. Ciclos utilizados na reação de seqüenciamento no ABI 3130. 

Depois de prontas, as reações foram purificadas utilizando isopropanol e etanol, 

também para remover as impurezas que comprometeriam o sequenciamento.  

As reações foram corridas em seqüenciador ABI 3130 (Applied Biosystems) 

para a determinação da seqüência linear dos fragmentos amplificados. 

Posteriormente, foi utilizado o programa Chromas LiteTM para análise e 

determinação da sequência linear. 

 

2.2.5. Análise in silico 

 As alterações que causam substituição de um único aminoácido na seqüência 

protéica, ou seja, não sinônimas, podem ou não modificar a estrutura e a função da 

proteína. A utilização de algoritmos computacionais pode ajudar na estimativa dessas 

informações (134). Foram utilizados dois testes in silico, escala Grantham e algoritmo 
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PolyPhen, para a análise de uma alteração não sinônima observada. O nível de 

concordância entre os resultados desses testes é de 88,1% (134).   

 A escala Grantham avalia o efeito da substituição de um aminoácido na 

conservação da estrutura protéica, tendo como base a composição, a polaridade e o volume 

molecular de cada aminoácido. Segundo a interpretação dessa escala por Li et al. (135), a 

substituição de um aminoácido pode ser considerada “conservativa” (valores entre 0-50), 

“moderadamente conservativa” (valores entre 51-100), “moderadamente radical” (valores 

entre 101-150) e “radical” (valores acima de 151), de acordo com as diferenças fisico-

químicas.  

 O algoritmo PolyPhen (Polymorphism Phenotyping; http:// genetics.bwh.- 

harvard.edu/pph) estima o efeito da troca de aminoácidos em uma proteína, levando em 

conta o nível de conservação da seqüência entre genes homólogos e a proximidade da 

substituição a domínios funcionais e estruturais da proteína (136). Para isso, a seqüência de 

aminoácidos “selvagem” e a seqüência de aminoácidos “alterada” são alinhadas a inúmeras 

seqüências homólogas. Esse alinhamento é utilizado para calcular um escore que aponta a 

probabilidade de ocorrência de um aminoácido em uma determinada posição e em qualquer 

posição (background frequency). O escore de ambas as seqüências são comparados para 

prever se a substituição tem efeito “benigno” ou “deletério” e determinar se a substituição 

observada é ou não notada na família protéica (134). Segundo Xi et al. (137), os resultados 

do escore são classificados em, “provavelmente deletério” (> 2.00), “possivelmente 

deletério” (1.50-1.99), “potencialmente deletério” (1.25-1.49), “limítrofe” (1.00-1.24) ou 

“benigno” (0.00-0.99).  
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Os testes in silico foram empregados para simular o efeito na proteína de uma 

alteração encontrada no exon 5 do gene BMP4.  

 

2.3. Restriction Fragment Lenght Polymorfism-Polimerase Chain Reaction (PCR-

RFLP)  

 

O genótipo do polimorfismo rs17563 no gene BMP4 foi determinado pelo uso 

da técnica de PCR-RFLP. As sequências dos primers para a reação de PCR estão 

representadas na tabela 5. A reação de PCR foi realizada em um volume total de 15 µl, 

contendo 1,5µl tampão (10X), 0,6µl MgCl2 (25 M), 1,5µl dNTP (2 M), 0,35µl primer 

sense (5pmoles), 0,35µl primer antisense  (5pmoles), 0,5µl DMSO,  0,2µl Taq DNA 

Polimerase (5U),  1µl DNA (200ng/ l) e 9µl  água. As condições dos ciclos da PCR 

consistiram em uma desnaturação inicial a 94ºC por 5 min, seguida por 35 ciclos de 1 min a 

94ºC, 1 min a 56ºC, 1 min a 72ºC, e uma extensão final a 72ºC por 7 min.  

A adequada enzima de restrição para o polimorfismo rs17563 (HphI) foi 

selecionada utilizando o software Gene Runner. Primers, enzima de restrição e o tamanho 

dos fragmentos digeridos para o polimorfismo estão listados na tabela 5. A reação de 

digestão foi realizada em um volume total de 20 µL, contendo 15µl PCR, 0,5µl enzima, 

2,0µl Tampão e 2,5µl água. Os produtos de PCR foram digeridos à temperatura de 37ºC 

overnight com a enzima HphI (New England BioLabs).  Foi realizada eletroforese em gel 

de agarose 1% dos produtos da PCR, depois estes foram corados em brometo de etídio e 

visualizados em luz UV. Os produtos de PCR digeridos foram revelados em gel de 

poliacrilamida 12%.  
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Tabela 5. Primers, enzima de restrição, e tamanho dos fragmentos para o Single Nucleotide 

Polymorphisms (SNP) rs17563 no gene BMP4. 

SNP Primer Temperatura 
de 
anelamento 

Enzima de 
restrição 

Tamanho dos 
fragmentos 

rs17563 Sense 
5’CACCATTCATTGCCCAAC3’ 

Anti-sense 
5’AGTTTGGCTGCTTCTCCC3’ 

 

     56ºC 

 

HphI 

Alelo T: 195pb + 
229pb 

Alelo C: 424pb 

 

 

2.3.1. Análise Estatística  

 

A frequência dos genótipos e alélica para o polimorfismo rs17563 no gene 

BMP4 foi estimada na amostra. Foi utilizado o software  HaploView para avaliar o 

equilíbrio de Hardy–Weinberg. A freqüência genotípica e alélica do polimorfismo rs17563 

no gene BMP4 entre casos e controles foi comparada através do teste do Qui-quadrado, 

odds ratios (OR) e foi utilizado 95% de intervalo de confianças (CI).  
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1. TRIAGEM DE MUTAÇÕES DOS GENES CANDIDATOS TFAP2A E BMP4 

 

1.1. Amplificação dos fragmentos 

•  Gene BMP4 e TFAP2A 

 

 A amplificação dos fragmentos de interesse desses genes foi realizada, como 

demonstrado na figura 7.  

 

 

 

Figura 7. Demonstrativo de amplificação dos fragmentos dos genes TFAP2A e BMP4. M: 

marcador de peso molecular 100pb.  

 
1.2.   Sequenciamento Automático 

 

 Gene BMP4 

Na leitura do sequenciamento do exon 5 do gene BMP4 detectou-se alterações 

de seqüência em 14 indivíduos. Os resultados estão representados na figura 8 e tabela 6.  

Ex 1 Ex 5 Ex 6 Ex 7 Ex 9 Ex 10 Ex 11 Ex12 Ex 13/14 Ex 15 Ex 16 Ex 4 Ex 5.1 Ex 5.2 M 

Gene TFAP2A Gene BMP4 
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Exon 5 

 

         

    NORMAL                                                                                             POLIMÓRFICO 

Figura 8. Substituição T →→→→ C, exon 5 do gene BMP4 (rs17563). 

 

Na tabela 6 está representado o resumo do polimorfismo observado no exon 5 

do gene BMP4 e que está descrito na base de dados Entrez SNP do NCBI. 

 

Tabela 6. Resumo do polimorfismo observado no gene BMP4.  

 

Indivíduos Posição SNP Troca Seqüência Aminoácido 

1,3,5,8,9,10,1T,
13,18,19, 
20,20M,21,22 

exon 5 rs17563 
 
 

T → C GAACGAGG[T/C]GATCTCC
T 

Não 
sinônimo, 
Val152Ala 

 

A leitura do sequenciamento do exon 4 do gene BMP4 não mostrou alterações 

entre os indivíduos analisados. 
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 Gene TFAP2A 

 A leitura do sequenciamento do exon 15 do gene TFAP2A detectou 

alterações de seqüência para os indivíduos 5,7,8,14,21. Os resultados estão representados 

nas figuras 9 e 10 e tabela 7. 

 

Exon 15 

                                                      
                       NORMAL                                                                                            POLIMÓRFICO 

 

Figura 9. Substituição G→→→→ T, exon 15 do gene TFAP2A (rs2230116). 

 

                      
                                      NORMAL                                                                                                             POLIMÓRFICO 

 

Figura 10. Substituição C→→→→ T, exon 15 do gene TFAP2A (rs3734391).  
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Abaixo segue o resumo dos polimorfismos observados no exon 15 do gene 

TFAP2A e que estão descritos na base de dados Entrez SNP do NCBI. 

 

Tabela 7. Resumo dos polimorfismos observados no gene TFAP2A.  

 

Indivíduos Posição SNP Troca Seqüência  Aminoácido 

8,21 exon 15 rs2230116 G→ T GCGGTCAC[G/T]GCCCTGCA 
Sinônimo, 
Thr390Thr 

5,7,14 exon 15 rs3734391 C→T 
 

AACCCCAA[C/T]AGCCACAC 
 

Sinônimo, 
Asn415Asn 

 

A leitura do sequenciamento dos outros exons do gene TFAP2A não mostrou 

alterações entre os indivíduos analisados.   

 

1.3.  Análise in silico 

 Para avaliar se a substituição T →→→→ C no exon 5 do gene BMP4, altera a função 

e a estrutura da proteína codificada por esse gene, foram aplicados dois testes in silico: 

escala Grantham e algoritmo PolyPhen. A seqüência de aminoácidos utilizada nos testes 

foi obtida na base de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os resultados dos testes 

in silico foram semelhantes. Pela escala Grantham, essa alteração foi considerada 

“moderadamente conservativa” (valor 64), sugerindo que as propriedades físico-químicas 

desses aminoácidos são semelhantes e, deste modo, tal troca não prejudicaria de forma 

significante a estrutura e a função da proteína. O algoritmo PolyPhen alinhou as seqüências 
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“selvagem” e “alterada” a 75 seqüências homólogas e estimou que essa alteração é 

“benigna” (escore 0.416).  

 

2. RESTRICTION FRAGMENT LENGHT POLYMORFISM-POLIMERASE CHAIN 

REACTION (PCR-RFLP) DO GENE BMP4 

 

2.1. Amplificação do fragmento 

 A amplificação do fragmento de interesse desse gene foi realizada, como 

demonstrada na figura 11. 

 

 

Figura 11. Demonstrativo de amplificação do fragmento do exon 5 do gene BMP4. M: 

marcador de peso molecular 100pb.  

 
2.2.   Digestão com enzima  

 

O resultado está representado na figura 12. As frequências genotípicas e alélicas 

do polimorfismo rs17563 no gene BMP4 entre controles e casos apresentam-se na tabela 8. 

M 

424pb 
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Os genótipos do polimorfismo estão em equilíbrio de Hardy–Weinberg (p=0,999) tanto 

para o grupo com FL±P  (0.6296) quanto para o grupo controle (p= 0,7203). 

 

 

Figura 12. Ensaio de PCR-RFLP para análise do polimorfismo rs17563 no gene BMP4. 

Produtos de PCR foram digeridos com a enzima HphI e separados por eletroforese em  gel 

de poliacrilamida 12%. Linha 1: genótipo homozigoto CC mostrando apenas um fragmento 

de 424pb; linha 2: genótipo heterozigoto TC mostrando três fragmentos de 424pb, 229pb e 

195pb; linhas 3,4: genótipo homozigoto TT mostrando dois fragmentos de 229pb e 195pb; 

linha M: marcador de peso molecular 100pb. 

 

 

 

M 1 2 3 4 

424pb 

195pb 

229pb 
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Tabela 8. Distribuição dos genótipos e alelos do polimorfismo rs17563 no gene BMP4 em 

pacientes e controles. 

Polimorfismo Pacientes FL±P  n=45(%) Controles 
n=169 (%) 

Genotipos Sindrômico n =20 Não-Sindrômico n=25   

  
TT 
TC 

6(30) 7(28) 43(25.44) 
8(40) 12(48) 88(52.07) 

CC 6(30) 6(24) 38(22.49) 
Alelos   
T 44(50) 62(50) 174 (51.48) 
C 44(50 62(50) 164 (48.52) 

 

Através da análise estatística, constatou-se que não houve diferença 

significativa na frequência dos genótipos e alelos do polimorfismo rs17563 entre os casos 

com FL±P e o grupo controle (p=0,3347, OR=0,718255, 95%CI, 0,4-1,27). 
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Tendo em vista a complexidade etiológica das FOT, as diferenças 

populacionais, as regiões cromossômicas já associadas a este defeito congênito e os estudos 

em modelos animais, a investigação dos genes BMP4 e TFAP2A estariam justificadas. O 

primeiro, principalmente, por existirem relatos de associação em população com etnia 

diferente (117,118) e o segundo, pelo fenótipo resultante de mutações em modelos animais 

(95). 

Nesta amostra, foram investigados indivíduos sindrômicos e não sindrômicos, 

diferentemente do estudo acima referido. De modo geral, a análise dos sequenciamentos 

dos genes candidatos revelou algumas alterações, mostrando-se necessária confirmação 

com relação à patogenicidade, o que foi realizada com a consulta a bancos de dados 

contendo polimorfismos já descritos na literatura (www.ncbi.nlm.nlh.gov/projects/SNP/).  

Com relação ao gene BMP4, 34 indivíduos, 14 casos sindrômicos e 20 não 

sindrômicos, apresentavam o polimorfismo rs17563. A presente amostra, avaliada por 

médico geneticista, foi rigorosa na separação entre casos sindrômicos e não sindrômicos, o 

que não costuma ocorrer em estudos populacionais. Considerando que este mesmo 

polimorfismo foi detectado nos dois grupos estudados, é possível que a ocorrência do 

polimorfismo rs17563 e sua associação com FL±P na população brasileira sejam eventuais.  

O polimorfismo rs17563 no gene BMP4 leva à troca T → C no exon 5 e à 

mudança do aminoácido valina por alanina na posição 152 da proteína. Os resultados dos 

testes in silico foram semelhantes. Pela escala Grantham, essa alteração foi considerada 

“moderadamente conservativa”, sugerindo que as propriedades físico-químicas desses 

aminoácidos são semelhantes e, assim, tal troca não prejudicaria de forma significante a 
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estrutura e a função da proteína. O algoritmos PolyPhen estimou que essa alteração é 

“benigna”. Todavia, os resultados desse tipo de análise não podem ser considerados 

conclusivos já que apenas a investigação experimental do efeito dessa mutação na proteína 

BMP4 poderá elucidar as suposições apresentadas.  

Além disso, a homozigose do alelo C codifica o aminoácido alanina, enquanto 

que o códon com alelo T codifica valina na posição 152 da molécula de proteína. Este fato 

suporta a hipótese de que a presença de um alelo C em homozigose poderia acarretar na 

codificação de uma quantidade insuficiente da proteína BMP4. Com isso, haveria uma 

alteração qualitativa ou quantitativa no local de produção de BMP4 ou na sua eficácia 

através de seu receptor cognato. Estudos da seqüência do peptídeo BMP4 no camundongo, 

rato e galinha revelam que a valina nesta posição é altamente conservada, e isto daria maior 

suporte para a afirmação de que a transição para uma citosina seria deletéria (117).  

Lin et al. (117) realizaram um estudo de caso/controle para avaliar se o 

polimorfismo rs17563 no gene BMP4, que resulta em uma mudança do aminoácido 

valina(Val) por alanina(Ala) (V152A), estava associado a FL±P não sindrômica em uma 

população de crianças chinesas. Os genótipos de 184 pacientes com FL±P não-sindrômica e 

205 controles foram testados utilizando Restriction Fragment Lenght Polymorfism-

Polimerase Chain Reaction (PCR-RFLP). Os resultados mostraram diferenças 

significativas na distribuição dos genótipos e alelos do polimorfismo rs17563 no gene 

BMP4 entre os casos e controles. Assim, os resultados desse estudo suportam a hipótese de 

que esse polimorfismo pode ser clinicamente importante no desenvolvimento e progressão 

de FL±P. No entanto, esta associação deve ainda ser confirmada por outros estudos em 
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populações de etnias semelhantes e distintas à população chinesa. Além disso, os potenciais 

efeitos dos polimorfismos observados sobre o desenvolvimento de FL±P não sindrômica 

necessitam de caracterização em estudos funcionais.  

Nesse mesmo estudo Lin et al. (117), observaram que a freqüência do alelo 

538C entre os controles saudáveis foi de 0,317. Esta foi superior à detectada em controles 

coreanos (0,27) (138). Contudo, outros estudos em populações saudáveis, revelaram que 

este polimorfismo aparecia em menor freqüência na população chinesa, quando comparado 

às populações alemãs (139), italiana (140) e caucasiana (141) (0,56, 0,50 e 0,40, 

respectivamente). Estes resultados ainda identificam heterogeneidade entre diferentes 

populações. 

Suzuki et al. (118) publicaram um estudo com 1614 indivíduos provenientes de 

diferentes países (Mongólia, Filipinas, Estados Unidos da America, Colômbia, Guatemala e 

Europa). Neste, 968 indivíduos apresentavam FLP, 30 microformas e 87 com defeito no 

músculo orbicular oral. Informação referente às formas sindrômicas ou não sindrômicas 

não é fornecida. Há menção de que foram encontrados indivíduos com microformas, entre 

os quais foram detectadas mutações de sentido trocado e sem sentido no gene BMP4. 

Entretanto, o artigo não deixa claro em qual o tipo de FOT o polimorfismo rs17563 foi 

detectado. Além disso, foi observada uma diferença limítrofe nas freqüências deste 

polimorfismo nos afetados e controles, a qual também não é referida em detalhes. 

Assim, considerando os achados na presente amostra foi analisado um grupo de 

169 indivíduos controle, previamente selecionados com base em heredograma de três 
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gerações, para verificação dos alelos para o polimorfismo rs17563 no gene BMP4 na 

população brasileira.  

No presente estudo, o polimorfismo rs17563 no gene BMP4 não foi associado à 

patogênese de FL±P (p=0,3347, OR=0,718255, 95%CI, 0,4-1,27). Contudo, a confirmação 

desta tendência necessita de ampliação do tamanho amostral, tanto nos de indivíduos com 

FL±P, quanto no grupo controle. 

As alterações observadas na região transcrita do exon 15 (rs2230116 e 

rs3734391) são sinônimas, ou seja, não há troca de aminoácido e estão validadas como SNP 

em base de dados Entrez SNP do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Essas 

alterações não apresentam relação com qualquer quadro de malformação 

(www.ncbi.nlm.nlh.gov/projects/SNP) e, até o momento, não foram investigadas em 

humanos, além da amostra deste estudo. Também, neste caso, o tamanho amostral não 

permite conclusões sobre o envolvimento deste gene na etiologia de FL±P. 
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      Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que: 

1. Este trabalho foi o primeiro a contribuir para o esclarecimento do papel dos genes 

BMP4 e TFAP2A na etiologia das FLP na população brasileira. 

2. Foi identificado o  polimorfismo rs17563 no gene BMP4 na presente amostra. 

Entretanto, seu significado depende de aumento do tamanho amostral.  

3. No gene TFAP2A foram encontrados polimorfismos não associados à FL±P até o 

momento. 
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1. ANEXO I. Parecer do Comitê de Ética 
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2. ANEXO II. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Responsáveis: Milena Simioni, Vera Lúcia Gil da Silva Lopes  

 Eu entendo que eu ou meu filho(a) fui(foi) convidado(a) a participar do projeto de 

pesquisa intitulado “Uso da técnica de SNP array para detecção de variações no número de 

cópias do DNA (copy number variation, CNV) em defeitos congênitos de herança 

complexa: as fendas orais como modelo”, envolvendo pessoas com fenda labial com ou 

sem fenda palatal e pessoas com fenda palatal isolada. O objetivo geral deste estudo é de 

contribuir para o entendimento e caracterização de como funcionam os genes envolvidos na 

determinação das fendas labiopalatais. Assim, neste estudo pretende-se investigar 

alterações no material genético em regiões já descritas como modificadas (mutações já 

conhecidas) em pessoas com fendas labiopalatais e também identificar outras regiões 

alteradas.  Para isso, técnicas de biologia molecular como Denaturing High Performace 

Liquid Chrormatography, (DHPLC), sequenciamento automático direto e SNP array, serão 

utilizadas.  

 Caso aceite participar desse estudo, será coletado sangue venoso meu e (ou) do meu 

filho (a) para posterior extração de DNA. Os riscos associados a esse procedimento são 

mínimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta. O 

desconforto será mínimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do 

braço, que será realizada por profissional treinado e devidamente habilitado para efetuar tal 

procedimento. Em alguns casos, será coletada saliva. Neste procedimento, não há nenhum 

tipo de risco associado ou desconforto aparente. Dependendo dos resultados iniciais, 

poderemos precisar de outra amostra de sangue para confirmação de dados, realizando 

cultura de células e verificação dos cromossomos (exames de citogenética).  

Entendi que não terei nenhuma vantagem direta com os resultados desta pesquisa e 

que estes podem demorar alguns anos para serem concluídos. Entretanto, se for de meu 

interesse e (ou) de minha família e caso eu queira tomar conhecimento, terei acesso a 

qualquer informação da pesquisa realizada com o meu material genético e (ou) do meu 

filho(a). Além disso, entendo que todas as conseqüências dos resultados serão devidamente 
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explicadas a mim em consultada agendada no Ambulatório Dismorfologia Craniofacial do 

HC/UNICAMP ou pelo médico responsável. Dependendo da informação, sei que poderei 

solicitar consultas adicionais para maiores esclarecimentos ou realizar aconselhamento 

genético direcionado sem nenhum custo. 

Em caso de dúvida ou para informação adicional, poderei contatar os pesquisadores 

do Departamento de Genética Médica, no telefone (19) 3521.8907, na pessoa da Dra. Vera 

L. Gil da Silva Lopes ou na pessoa de Milena Simioni. A fim de facilitar a comunicação, 

comprometo-me a manter atualizado meu endereço e telefone de contato. 

Eu entendo que toda informação médica, assim como os resultados dos testes 

genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, serão sigilosos. O sigilo será mantido em 

todo o estudo, a partir da utilização de um número de código para a identificação dos 

indivíduos participantes. Os resultados de exames e testes, bem como do prontuário serão 

acessíveis apenas aos pesquisadores envolvidos. Se os resultados ou informações 

fornecidas forem utilizados para fins de publicação científica, nenhum nome será utilizado.  

 Eu estou ciente que a minha participação neste projeto de pesquisa não me 

acarretará nenhuma despesa, já que a coleta de material será realizada em minhas consultas 

regulares à Unicamp ou com meu médico assistente. Entendo, ainda, que o meu 

acompanhamento médico ou de meu filho(a) não se modificará ou será diferenciado com a 

minha (nossa) participação ou não neste estudo.   

Eu entendo que a minha participação é voluntária e que eu posso me recusar a 

participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participação ou de minha 

família no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue do 

laboratório) sem comprometer os cuidados médicos que minha família recebe atualmente 

ou venha a receber no HC-Unicamp. No caso de investigações familiares, entendo que o 

TCLE será obtido de cada indivíduo ou responsável estudado.  

 Eu confirmo que a Dra. Vera L. Gil da Silva Lopes (ou médico responsável)  

explicou-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos 

ou desconfortos advindos desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim 
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como compreendi esse formulário de consentimento e estou de pleno acordo em participar 

desse estudo. 

______________________________________________________________ 

Nome e RG do sujeito da pesquisa  

 

_______________________________________________________________ 

Nome e RG do responsável legal 

 

____________________________________________                       ______________ 

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal                                 Data 

Fui informado que poderei autorizar que esse material genético seja guardado no 

Banco de Material Biológico do Laboratório de Genética Molecular/FCM/Unicamp. Caso 

este material venha a ser útil para outros estudos aprovados pelo Comitê de Ética, estou 

ciente que serei informado para que autorize ou não o uso da (s) amostra (s). 

 

__________________________________________________________________ 

Nome e RG do sujeito da pesquisa 

 

 

__________________________________________________________________ 

Nome e RG do responsável legal 
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_____________________________________________                   ______________ 

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal                                 Data 

 

 

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR 

 

 Eu expliquei a ______________________________________________ o objetivo 

do estudo, os procedimentos requeridos e os possíveis riscos que poderão advir do estudo, 

usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cópia desse 

formulário de consentimento ao responsável pelo participante. 

 

 

 

__________________________________________________________________ 

Nome e RG do pesquisador 

 

 

________________________________________                 ______________ 

Assinatura do pesquisador                                                                 Data 

 

PARTICIPAÇÃO DE INDIVÍDUOS CONTROLES 
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Eu estou ciente de que a minha participação no estudo intitulado “Uso da técnica de 

SNP array para detecção de variações no número de cópias do DNA (copy number 

variation, CNV) em defeitos congênitos de herança complexa: as fendas orais como 

modelo” será como um indivíduo controle em testes de biologia molecular.  

Entendi que todas as informações constadas neste termo quanto a procedimentos, 

sigilo, resultados e contatos para resultados (se eu desejar saber), serão iguais aos demais 

indivíduos não-controle deste estudo. Fui informado também que poderei autorizar que o 

meu material genético seja guardado no Banco de Material Biológico do Laboratório de 

Genética Molecular/FCM/Unicamp. Caso este material venha a ser útil para outros estudos 

aprovados pelo Comitê de Ética, estou ciente que serei informado para que autorize ou não 

o uso da (s) amostra (s). 

__________________________________________________________________ 

Nome e RG do indivíduo controle 

_____________________________________________                   ______________ 

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal                                 Data 
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3. ANEXO III. Nomenclatura e as definições clínicas adotadas pela International 

Clearinghouse for Birth Defects and Surveillance and Ressearch para a descrição e 

classificação das fendas orofaciais (ICBDSR 2007). 

 

Distúrbio congênito: compreende qualquer anormalidade da estrutura e/ou função do 
corpo, incluindo o metabolismo, que se faz presente a partir do nascimento. Pode, 
portanto, ser óbvio no recém-nascido, manifestar-se na infância ou em idades mais 
avançadas. 

Defeito major (grave): qualquer defeito morfológico e/ou funcional com impacto 
relevante sobre a saúde, podendo levar à morte ou incapacidade permanente. 

Defeito isolado: qualquer caso com apenas um defeito grave ou Seqüência. Exemplo: 
fenda labial bilateral + deformidades nasais. 

Seqüência: qualquer caso com dois ou mais defeitos que tem um defeito primário 
(grave) em comum. Esses defeitos devem fazer parte de uma cascata de eventos 
embriológicos ou estar patogenicamente relacionados. De acordo com essa definição, 
uma seqüência é um defeito isolado. Exemplo: Sequência de Pierre Robin, dois ou 
mais defeitos cardíacos. 

Defeitos não relacionados: aqueles que ocorrem em diferentes órgãos, sistemas ou 
locais do corpo e não fazem parte de uma cascata de eventos embriológicos, não são 
patogenicamente relacionados ou não têm um defeito primário grave em comum. 
Exemplo: fenda labiopalatal bilateral + anoftalmia. O quadro clínico pode ser 
reconhecido como uma “síndrome” quando um único fator etiológico é demonstrado 
ou considerado muito suspeito pela comunidade científica. 

Síndrome: qualquer combinação de dois ou mais defeitos graves devida a um fator 
etiológico único já demonstrado (ex.: anomalia cromossômica) ou fortemente suspeito 
com base em sua recorrência em determinado número de casos (ex.: Síndrome de 
Catel-Manzke). 

Síndrome conhecida: situação em que uma denominação específica pode ser atribuída 
ao quadro clínico e este pode ser codificado usando a CID 10 e/ou OMIM. Quando 
uma anormalidade cromossômica é identificada, a fórmula do cariótipo deve ser usada 
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como código. 

Defeitos múltiplos: Qualquer combinação de dois ou mais defeitos graves para os 
quais nenhum fator etiológico foi demonstrado ou suspeito. 

Defeitos aditivos randômicos: Qualquer combinação de dois ou mais defeitos graves 
com clara evidência de fatores etiológicos distintos. 

CID 10: Classificação Internacional de Doenças, 10ª revisão; OMIM: On-line Mendelian 
Inheritance In Man. 
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4. ANEXO IV. Dados Clínicos dos Indivíduos  

Indivíduo Sexo Tipo de fenda Grupo 
Aspectos faciais e 

cranianos Outros achados Cariótipo 

1 M FLP 1 Nd nd 46, XY 

3 M FL 1 Nd nd 46,XY 

4 F FLP 2 

Occipital plano, 
implatação dos cabelos na 
fronte baixa, hipoplasia 
malar, orelhas de 
implantação baixa e 
dismórficas, sinofre, 
fendas palpebrais oblíquas 
para cima, narinas 
assimétricas, filtro labial 
longo e fino 

Pescoço alado, peito 
escavado, fóvea coccígea, 
espinha bífida , 
clínodactilia de membros 
superiores e inferiores, 
braquidactilia 

46,XX 

5 
 

M 
FL 2 

Hisurtismo em fronte, 
implatação dos cabelos na 
nuca baixa, orelhas de 
implatação baixa e 
dismórficas, malformação 
auricular, sobrancelhas 
arqueadas, fendas 
palpebrais obliquas para 
cima 

Escoliose, braquidactilia de 
membros 
superiores,criptorquidia, 
cardiopatia congênita 

46,XY 

7 M FL 1 Nd nd 46,XY 

8 M FLP 1 Pregas epicânticas 

Mamilos hipoplásicos, 
aumento da distância 
intermamilar, prega palmar 
única completa direita e 

46,XY 
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esquerda 

9 M FLP 1 Nd Nd 46,XY 

10 F FL 2 

Braquicefalia, occipital 
plano, frontal abaulado, 
glabela proeminente, 
implantação baixa das 
orelhas, hipertelorismo, 
pregas epicânticas, base 
nasal alargada, 
retrognatismo 

Aumento da distância 
intermamilar, clinodactilia, 
calcâneo proeminente 

46,XX 

12 M FL 1 Nd Nd 46,XY 

13 M FLP 2 pregas epicânticas, fendas 
palpebrais obliquas para 
baixo 

MS: clinodactilia, 
hiperextensibilidade 
articular, esplenomegalia, 
cardiopatia, RDNPM 

46,XY 

14 F FLP 2 occipital proeminente, 
frontal alto, implantação 
dos cabelos na fronte alta, 
face alongada, hipoplasia 
malar, hipertelorismo, 
blefarotalmia, hipoplasia 
maxilar, alteração da 
pigmentação 

Nd 46,XX 

15 F FLP 2 orelhas baixas e 
dismórficas, face 
alongada, queda palpebral, 
microcefalia, prognatismo, 

cardiopatia congênita, 
RDNPM, atraso/disturbio 
de lingagem, dificuldade 
de aprendizagem, disturbio 
de comportamento, baixa 
estatura, hipoacusia 
neurossensorial profunda, 

46,XX 



140 

 

escoliose, alterações costo-
vertebrais 

16 M FLP 2 Catarata congênita, 
microtia, "pits" pré-
auriculares em lóbulo 
direito, fendas palpebrais 
obliquas para baixo, ptose 
palpebral, philtrum longo 
e apagado, palato alto, 
clinodactilia, prega palmar 
única direita, occipital 
plano, hipertonia 

 46, XY 

18 F FL 2   46,XX,t(4,5)(p10;
p10)pat, 

9qh+Pat,16qh+ma
t[50] 

19 F FL 2 Macrocefalia, Pit pre 
auriculares 

Polegares e halux 
alongados 

46,XX 

20 M FLP 1   46, XY 
21 F FLP 1 hipertelorismo ocular, 

fendas palpebrais obliquas 
para cima, narina esquerda 
fendada, 

 46,XX 

22 F FLP 2 pregas epicânticas, fronte 
plana, hipoplasia malar, 
fendas palpebrais para 
cima 

RDNPM, convulsões,  46,XX/47,XX, 
+mar 

23 F FLP 2   46,XX 

24 F FL unilateral 
direita 

1   46,XX 
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25 M 
FL 

2   46, XY 

26 F 
FLP 

2   46,XX 

27 M 
FLP 

2   46, XY 

28 F 
FLP 

2   46,XX 

30 F 
FLP 

2   46,XX 

31 F 
FLP 

1   46,XX 

32 F 
FL 

1   46,XX 

33 M FL unilateral 
esquerda 

1   46, XY 

34 F 
FLP 

2   46,XX 

35 F FLP unilateral 
esquerda 

2   46,XX 

36 F 
FLP 

1   46, XX 

37 M 

FLP 

1 fenda labial e alveolar 
incompleta do lado 
esquerdo e palato mole 
completo 

 46, XY 

38 M FL unilateral 
incompleta 
esquerda 

1   46, XY 

39 F FLP completa 
unilateral direita 

1   46,XX 

40 M 

FLP 

1 FLP fenda labial unilateral 
esquerda incompleta com 
fenda de palato duro e 
mole completa  

polidactia pós axial 
bilateral 

46, XY 
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41 F 
FL 

2   46,XX 

42 F 

FLP 

1 fenda de palato duro e 
mole com fenda labial 
bilateral  

 46,XX 

43 M 
FLP 

1   46, XY 

45 M 

FLP 

1 fenda labial completa 
unilateral esquerda e 
fenda de palato duro e 
mole  

 46, XY 

46 M 

FLP 

1 fenda labial unilatera de 
palato duro e mole 
completo 

 46, XY 

47 M 

FLP 

1 fenda de lábio bilateral e 
palato completa 

 46, XY 

48 M 
FLP 

1   46, XY 

49 F 

FLP 

1 Fenda de lábio unilateral 
com fenda de palato duro 
e mole 

 46,XX 

50 F FLP 1   46,XX 
52 M FLP 1   46, XY 
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5. ANEXO V. Protocolo de extração de DNA pelo método Fenol-Clorofórmio  

 
Extração de DNA – 1ª fase 
 
1. Coletar o sangue em EDTA ou ACD, em tubos de vacunteiner em 2 alíquotas de 7-10mL. 
 
2. Centrifugar o sangue por 10min a 2500rpm e descartar o plasma.  
 
3. Transferir os leucócitos (+- 4mL) para um tubo falcon. Adicionar tampão RSB 1x até 
completar o volume final de 11mL no tubo. Homogeneizar por 10min. 
 
4. Adicionar 6 gotas de nonidet P40. Homogeneizar por 10min. 
 
5. Centrifugar por 10min a 2500rpm e desprezar o sobrenadante. 
 
6. Ressuspender o pellet em 500 L de tampão RSB 1x. 
 
7. Lisar os núcleos com 3mL de SDS e misturar por inversão repetidamente. 
 
8. Adicionar 80 L de proteinase K. A concentração final deve ser de 100 g/mL. Encubar por 
2-3h ou overnight a 37ºC. 
 
9. Esperar 1 semana para a 2ª fase. 

 
Extração de DNA – 2ª fase 
 
1. Adicionar 3mL de fenol saturado. Misturar, invertendo o tubo gentilmente, e homogeneizar 
por 10min. Centrifugar por 10min a 2500rpm. 
 
2. Remover a porção superior do tubo (transparente) com uma pipeta pasteur para outro tubo 
falcon. Tomar cuidado para não agitar a porção inferior, a qual será descartada. 
 
3. Adicionar 1,5mL de clorofórmio álcool isoamílico e 1,5mL de fenol saturado. 
Homogeneizar por 10min e centrifugar por 10min, 2500rpm. Remover a porção inferior do 
tubo (fenol) com pipeta Pasteur e descartar. 
 
4. Adicionar 3mL de clorofórmio álcool isoamílico, misturar a solução e homogeneizar por 
10min. Centrifugar a 2500rpm por 10min. Remover completamente a porção inferior do tubo 
e descartar. 
 
5. Adicionar 6mL de etanol 100% gelado e misturar levemente, até observar a precipitação do 
DNA.  
 
6. Levar o frasco para a geladeira overnight. 
 
7. “Pescar” o DNA precipitado com pipeta Pasteur de vidro e ressuspendê-lo em 200-250 L 
de TE 1x. 
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6. ANEXO VI. Componentes e volumes das reações de PCR para amplificação dos exons do 

gene BMP4 

 
Exon 4 

Tabela 1. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 4 

 

Reagente Volume 

ddH20 7,7µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2 (25µM) 1µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 1,4µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 

Exon 5 fragmento 1 

 

Tabela 2. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 

5.1 

 

Reagente Volume 

ddH20 9,0µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2  (25µM) 0,6µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,5µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 
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Exon 5 fragmento 2  

 

Tabela 3. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 

5.2 

 

Reagente Volume 

ddH20 8,6µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2  (25µM) 0,6µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,9µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 
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7. ANEXO VII. Componentes e volumes das reações de PCR para amplificação dos exons 

do gene TFAP2A 

 
Exon 1  
 

Tabela 1. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 1. 

 

 
Reagente Volume 

ddH20 8,7µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2 (25µM) 0,6µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,8µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 

Exons 5, 10  
 
 

Tabela 2. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 

5,10. 

 
Reagente Volume 

ddH20 9µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2 (25µM) 0,6µl 

dNTP (2µM)  1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,5µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 
 
Exon 6 

Tabela 3. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 6. 
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Reagente Volume 

ddH20 8,4µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2 (25µM) 1,0µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,7µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 

 
Exon 7  

Tabela 4. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 7. 

 

Reagente Volume 

ddH20 8,9µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2 (25µM) 0,6µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,6µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 

Exon 9  

 

Tabela 5. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 9. 

Reagente Volume 

ddH20 8,8µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2  (25µM) 0,6µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,7µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 
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Exon 11 

Tabela 6. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 

11. 

 

Reagente Volume 

ddH20 µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2 (25µM) µl 

dNTP (2µM)  1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 
 

 
Exons 12, 13 e 14 
 
Tabela 7. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 

12, 13 e 14. 

 
 

Reagente 

 

Volume 

ddH20 9,5µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2 (25µM) 0,6µl 

dNTP (2µM)  1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 

 
 
 
 
Exon 15  

Tabela 8. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 

15 
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Reagente Volume 

ddH20 8,4µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2  (25µM) 0,8µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,9µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 
 
 
Exon 16  
 

Tabela 9. Componentes e volumes utilizados na técnica de PCR para amplificação do exon 

16 

 
 

Reagente 

 

Volume 

ddH20 8,5µl 

Tampão (10X) 1,5µl 

MgCl2  (25µM) 1,0µl 

dNTP (2µM) 1,5µl 

primer sense  (5pmoles) 0,35µl 

primer antisense  (5pmoles) 0,35µl 

DMSO4 0,6µl 

Taq DNA Polimerase (5U) 0,2µl 

DNA (200ng/µl) 1µl 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


