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EPIGRAFE

‘Ao homem pertencem o0s planos do coragcdo, mas do
Senhor vem a resposta da lingua. Todos os caminhos do
homem |he parecem puros, mas o Senhor avalia o
espirito. Consagre ao Senhor tudo o que vocé faz, e os
seus planos serdo bem-sucedidos. O Senhor faz tudo
com um propdsito; até os impios para o dia do castigo. O
Senhor detesta os orgulhosos de coragdo. Sem duvida
serdo punidos. Com amor e fidelidade se faz expiacao
pelo pecado; com o temor do Senhor o homem evita o
mal. Quando os caminhos de um homem sdo agradaveis
ao Senhor, ele faz que até os seus inimigos vivam em paz

com ele.”

Provérbios 16:1-7
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RESUMO

Fissuras do labio e/ou palato (FL/P) representam as anomalias
congénitas mais comuns da face, correspondendo a aproximadamente 65% de
todas as malformacdes da regiao craniofacial. Em 70% dos casos, as FL/Ps se
apresentam como fenoétipos isolados, recebendo a denominacdo FL/P ndo-
sindrdmica (FL/PNS). Embora estudos recentes de larga escala gendmica
descreveram varias regides cromossoémicas e genes candidatos a etiologia das
FL/PNS, apenas poucos foram confirmados em diferentes populagcdées. Um dos
possiveis fatores que podem induzir uma discrepancia nos resultados € a
diferenca na composicao (mistura) étnica das populagbes. Entdo, como o Brasil
€ composto por uma populagédo altamente miscigenada € importante confirmar
se tais marcadores também mostram suscetibilidade a FL/PNS na populacao
brasileira. O propoésito deste estudo caso-controle foi avaliar o envolvimento de
polimorfismos genéticos que foram recentemente descritos como marcadores
de risco para o desenvolvimento de FL/PNS em um grupo brasileiro de
pacientes com FL/PNS. A influéncia da ancestralidade populacional na
suscetibilidade a FL/PNS destes marcadores genéticos também foi avaliada.
Os polimorfismos rs560426 em 1p22.1, rs2013162 em 132, rs987525 e
rs1530300 em 8924, rs1443434 e rs3758249 em 9921, rs7078160 em 10925.3,
rs17085106 em 18022 e rs13041247 em 20912 foram genotipados em 338
individuos saudaveis (grupo controle) e 345 pacientes com FL/PNS pelo
método de discriminacdo alélica com sondas fluorescentes. A ancestralidade
gendbmica de cada individuo foi determinada pela caracterizacdo de 40
marcadores bialélicos de insercao/delecao (INDELs). A distribuicao genotipica
de todos os polimorfismos no grupo controle respeitou o equilibrio de Hardy-
Weinberg. A frequéncia do alelo G no polimorfismo rs560426 foi
significantemente maior no grupo FL/PNS comparado ao grupo controle,
gerando um odds ratio (OR) de 1,44 (IC 95%: 1,16-1,78; p=0,0008). A
distribuicao dos polimorfismos da regidao 8924 (rs987525 e rs1530300) também
foi significantemente correlacionada com a suscetibilidade ao desenvolvimento

de FL/PNS como marcadores individuais ou em haplétipo. Os 3 polimorfismos
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(rs560426, rs987525 e rs1530300) revelaram associacao com a fissura labial
isolada (FL) e a fissura labio-palatina (FLP), mas ndao com o risco de
desenvolver fissura palatina isolada (FP). Apds o ajuste para a ancestralidade
gendmica, as correlagdes dos polimorfismos rs560426, rs987525 e rs1530300
com FL/PNS foram mantidas. Em conclusao, os resultados do presente estudo
demonstram a associa¢dao dos polimorfismos localizados em 1p22.1 (rs56042
6) e em 80924 (rs987525 e rs1530300) com a suscetibilidade genética ao
desenvolvimento de FL/PNS na populagao brasileira.

Palavras-chave: Fissura labial e/ou palatina nado-sindrémica; Fator de risco;
Ancestralidade; Polimorfismo; 1p22.1; 8924.



ABSTRACT

Cleft lip and/or palate (CL/P) is the most common congenital
anomaly of the face, corresponding to approximately 65% of all malformations
in the craniofacial region. In 70% of the cases, CL/Ps are found as an isolated
phenotype, receiving the denomination nonsyndromic CL/P (NSCL/P). Although
recent genome-wide association studies have been identified a varied of
chromosomal loci and candidate genes in association with NSCL/P
development, just few of them has been replicated in different populations.
These contradictory results may be related to the differences in the ethnicity of
the populations. Thus, as the Brazilian population is one of the most
heterogeneous in the world, it is important to confirm the susceptibility of those
markers identified in genetically homogenous populations in the Brazilian
population. The purpose of this case-control study was to verify the association
of single nucleotide polymorphisms, which were identified as NSCL/P risk
markers, with NSCL/P in a Brazilian population. The influence of the genetic
ancestry of the population on susceptibility of those markers was also
investigated. The polymorphisms rs560426 in 1p22.1, rs2013162 in 1932,
rs987525 and rs1530300 in 8924, rs1443434 and rs3758249 in 9g21,
rs7078160 in 10925.3, rs17085106 in 18922, and rs13041247 in 2012 were
genotyped in 338 samples from healthy individuals (control group) and 345
NSCL/P patients by the allelic discrimination method with fluorescence probes.
The genomic ancestry of each individual was determined by genotyping 40
biallelic short insertion-deletion polymorphic markers (INDELs). The genotype
frequencies observed for all studied polymorphisms in the control group did not
reveal statistically significant differences compared to those expected under
Hardy-Weinberg equilibrium. The percentage of the G allele of rs560426
polymorphism was found to be significantly higher in the NSCL/P group as
compared to the control group, revealing an odds ratio (OR) of 1.44 (95% CI
1.16-1.78; p=0.0008). The distributions of both 8924 polymorphisms (rs987525
and rs1530300) were significantly correlated with NSCL/P susceptibility as
individual or haplotype markers. All 3 markers were associated with the
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development of isolated (CL) and cleft lip and palate (CLP), but not with cleft
palate only (CP). After adjustment to ancestry contribution, correlations of all 3
polymorphisms were kept. In conclusion, the findings of the present study
demonstrate the association of polymorphisms located at 1p22.1 and 8924 with
NSCL/P in the Brazilian population.

Key words: Nonsyndromic cleft lip and/or palate; Risk factor, Ancestry;
Polymorphism; 1p22.1; 8924.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ABCA4: ATP-Binding Cassette, subfamily A, member 4 (membro da
superfamilia ATP-ligante a fita transportadora, subfamilia A, membro 4)
ADH1C: Alcohol deydrogenase 1c (gene da enzima alcool desidrogenase)
BMP4: Bone morphogenetic protein 4 (gene da proteina 4 morfogenética dssea
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FL/PNS: Fissura labial e/ou palatina ndo-sindrémica

FL: Fissura labial

FLP: Fissura labial e palatina

FOXE1: Forkhead box E1 (gene da familia de fatores de transcrigdo
tireoidianos)

FOP - Faculdade de Odontologia de Piracicaba

FP: Fissura palatina

GWAS: Genome Wide Association Study (estudo de associacdo de larga
escala genémica)

IC: Intervalo de confiancga

Indel: polimorfismo de insercéo e delecdo de pequenos fragmentos de DNA
IRF6: Interferon regulatory factor 6 (membro 6 da familia reguladora de
interferon)

OD: Odds ratio (razao das chances)

MAFB: V-MAF Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Oncogene Family, protein B
(gene relacionado a regulacdo da hematopoiese linhagem-especifica em
células mieldides)

MSX: Muscle Segment Homeobox (gene homeétipo do segmento muscular)
MTHFD1: Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1 (Metilenotetraidrofolato
desidrogenase 1)

MTHFR: 5,10-Methylenetetrahydrofolate reductase (5,10-metilenotetraidrofolato
redutase)
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MTR: 5-Methyltetrahydrofolate-homocysteine S-methyltransferase (5-
metiltetraidrofolato-homocisteina S-metiltransferase)

MYF-5: Myogenic Factor-5 (fator miogénico-5)

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

PARG1: Rho GTPase-Activating Protein (gene da proteina ativadora de GTP-
ase em Rho)

PPS: Popliteal pterygium syndrome (Sindrome pterigio-popliteo)

PTPL1: Protein-Tyrosine Phosphatase (gene da tirosina fosfatase)

Real Time PCR: Real Time - Polymerase Chain Reaction (Reagcao em cadeia
da polimerase em tempo real)

rs: reference sequence

SLC19A1: Solute carrier family 19, member 1- (membro 1 da familia 19 de
carreadores de soluto)

VAX1: Ventral Anterior Homeobox 1 (gene relacionado ao desenvolvimento do
olho e do prosencéfalo)

VWS: van der Woude syndrome (Sindrome de van der Woude)
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1. INTRODUCAO

As fissuras orofaciais estdo entre as alteracbes congénitas mais
prevalentes nos seres humanos (Gorlin et al., 2001; Stanier & Moore, 2004;
Jugessur et al., 2009) e apresentam um importante impacto social como fonte
de substancial morbidade e mortalidade mundial (Murray, 2002). Em 70% dos
casos, as fissuras labiais e/ou palatinas (FL/P) se apresentam como nao-
sindrébmicas (FL/PNS), ou seja, sem malformagdes estruturais nos demais
orgaos e sem alteragcdes comportamentais e/ou cognitivas (Schutte & Murray,
1999; Gorlin et al, 2001). Os demais 30% sao resultados de desordens
mendelianas (autossémica dominante, autossémica recessiva ou ligada ao X),
cromossémicas, teratogénicas e associacoes esporadicas com outros defeitos
congénitos (Schutte & Murray, 1999; Thomas et al., 2008). A incidéncia das
FL/PNS é de aproximadamente 1 em cada 500-2.000 nativivos, variando de
acordo com a localizagdo geografica, etnia e condicdo socioeconémica da
populagdo estudada (Dixon et al., 2011). No Brasil, os estudos quanto a
incidéncia das FL/PNS sdo escassos e variam consideravelmente. De acordo
com os levantamentos brasileiros, a incidéncia das FL/PNS varia de 0,19 a
1,54 para cada 1.000 nascidos vivos (Loffredo et al., 2001a; Martelli-dunior et
al., 2006; Nunes et al., 2007; Rodrigues et al., 2009).

Mesmo representando uma alteragdo do desenvolvimento comum, a
etiopatogenia das FL/PNS permanece obscura. Tal desconhecimento é
provavelmente reflexo da vasta diversidade de mecanismos moleculares
relacionados a embriogénese facial com a participacao de multiplos genes e da
influéncia de fatores ambientais (Carinci et al., 2007; Vieira, 2008). Dentre os
principais fatores ambientais de risco para o desenvolvimento das FL/PNS
estdo o uso de medicamentos, o consumo de bebidas alcodlicas, o tabagismo,
a dieta materna e a suplementagdo vitaminica particularmente durante o
primeiro trimestre de gestagéo (Johnson & Little, 2008; Vieira, 2008; Zarante et
al., 2009; Leite & Koifman, 2009; Jia et al., 2009; Bufalino et al., 2010). Os
esforgcos para a descoberta de marcadores genéticos de suscetibilidade ao

desenvolvimento das FL/PNS sao intensos e se utilizam de inimeras



estratégias, incluindo estudos de associacao ou ligacdo em genes candidato e
de varredura gendémica em condicdes como caso-controle, trios (pai, mae e
individuo afetado), agregacao familial e concordancia em gémeos (Mangold et
al.,, 2009; Blanton et al., 2010; Grosen et al., 2011; Jakobsen et al., 2011;
Zhang et al., 2012). Contudo, muitos dos genes e loci encontrados nestes
estudos nao foram replicados em diferentes populacdes. Os marcadores no
gene IRF6 (Marazita et al., 2009; Rahimov et al., 2008; Blanton et al., 2005;
Scapoli et al., 2005; Jugessur et al., 2008; Park et al., 2007) e no deserto
genbmico 8924 sdo os mais consistentes, visto que foram confirmados em
diferentes populagées (Murray et al, 2012; Rojas-Martinez et al., 2010;
Mostowska et al., 2010; Birnbaum et al., 2009). Entre os diferentes fatores que
podem contribuir para uma discordancia com os resultados dos estudos de
larga escala genémica estdo provavelmente a heterogeneidade de fatores
genéticos responsaveis por esta condicao, a influéncia de fatores ambientais
na modulacdo dos genes relacionados a alteracdo e as diferengas étnicas de
cada populacédo. A estrutura populacional, resultado da composi¢cao (mistura)
étnica, € outro fator que pode influenciar e dificultar a busca por marcadores
genéticos das FL/PNS, principalmente em paises com historico recente de
miscigenagao. No Brasil, este fator pode ter uma influéncia muito importante,
visto que nossa colonizagdo é recente (em termos genéticos) e foi
caracterizada por diferentes grupos de imigrantes que se misturaram em
demasia (Parra et al., 2003).

O objetivo deste estudo caso-controle foi investigar marcadores
genéticos que foram recentemente descritos como de susceptibilidade para
FL/PNS em estudos de larga escala gendmica, incluindo os polimorfismos
rs560426 em 1p22.1, rs2013162 em 132, rs987525 e rs1530300 em 8qg24,
rs1443434 e rs3758249 em 9921, rs7078160 em 10925.3, rs17085106 em
18922 e rs13041247 em 20q12 (Grant et al., 2009; Marazita et al., 2009; Beaty
et al., 2010; Mangold et al., 2010). Em adicao, nés verificamos a influéncia da
estratificacdo  populacional (ancestralidade de cada individuo) na
suscetibilidade a FL/PNS destes marcadores genéticos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fissura Labial e/ou Palatina Nao-Sindrémica (FL/PNS)

As fissuras orofaciais sdo anomalias congénitas caracterizadas por
regides de descontinuidade no labio e/ou palato, devido a falhas na fusdo dos
processos faciais embrionarios (Murray & Schutte, 2004). Estas anomalias
estdo entre as alteragdes congénitas mais prevalentes nos seres humanos
(Gorlin et al., 2001; Stanier & Moore, 2004; Jugessur et al., 2009). As fissuras
podem ser classificadas em 3 grupos, tendo como referéncia anatémica o
forame incisivo: (1) fissuras pré-forame incisivo ou fissuras labiais (FL), (2)
fissuras poés-forame incisivo ou fissuras palatinas (FP) e (3) fissuras trans-
forame incisivo ou fissuras labio-palatinas (FLP) (Spina et al., 1972). A FL é
resultante da falta de fusdo parcial ou total entre 0 processo nasal medial e os
processos maxilares laterais, enquanto a falta de unido dos processos
palatinos é responsavel pela FP (Carinci et al., 2007). As fissuras orofaciais
apresentam um padrdao nao-sindrdmico (FL/PNS), isto é, sem malformacdes
estruturais nos demais 6rgaos e sem alteragcbes comportamentais e/ou
cognitivas, em 70% dos individuos afetados (Schutte & Murray, 1999; Gorlin et
al., 2001). Baseado em evidéncias embriolégicas e epidemioldgicas, as FLs e
FLPs sdo consideradas variantes do mesmo defeito e classificadas como um
unico grupo, designado FL/P, enquanto que as FPs sdo classificadas como
uma entidade distinta (Fraser, 1970; Mitchell et al., 2002). Contudo, estudos
recentes de genética molecular ndo suportam o agrupamento das FLs e FLPs
em um unico grupo (Jugessur et al.,, 2011; Marazita, 2002a; Mossey & Little,
2002).

As FL/PNS apresentam um impacto significativo para a saude
publica em termos de despesas médicas e servigos relacionados, bem como
um efeito social importante para os pacientes e seus familiares (Berk &
Marazita, 2002; Mossey et al., 2009). Nos Estados Unidos, por exemplo, o
custo de um paciente com FL/PNS até a vida adulta foi estimado em 100 mil
dolares (Centers for Disease Control and Prevention, http://www.cdc.gov).
Criancas afetadas por FL/PNS podem necessitar de cuidados de uma equipe



multiprofissional durante toda a vida em decorréncia dos diversos problemas
ocasionados pela malformacdo, com destaque para as dificuldades de
alimentacao, fonacdo e audicdo e alteracées dentais, além da interferéncia
social e psicologica que a deformidade em si acarreta. Uma equipe
multiprofissional para melhor acompanhamento e tratamento dos pacientes
com FL/PNS conta com médicos em suas varias especialidades incluindo
pediatras, cirurgides plasticos, geneticistas e otorrinolaringologistas, cirurgides
dentistas, fonoaudidlogos, psicologos, nutricionistas e fisioterapeutas
(Christensen et al., 2004).

Pacientes com FL/PNS apresentam maior morbidade e mortalidade
quando comparados a individuos sem fissura (Christensen et al., 2004).
Comparada ao restante da populacao, criangas com fendas orais sem outras
alteragbes adicionais tém um risco duas vezes maior de morrer antes de
completar um ano de idade (Carlson et al., 2011). Contribuindo para o aumento
da mortalidade, destaca-se a maior ocorréncia de desordens psiquiatricas e de
neoplasias malignas nesses individuos (Christensen & Mortensen, 2002).
Anormalidades estruturais, incluindo diminui¢cdo do volume cerebral e cerebelar
e alteragdes na trajetéria do desenvolvimento do cérebro, foram identificadas
em associacdo as FL/PNS (Nopoulos et al., 2007; Vieira, 2008). Marcucio e
colaboradores (2005) demonstraram que defeitos na sinalizagdo celular do
prosencéfalo podem levar a grande variedade de malformagdes craniofaciais,
incluindo a FL/PNS. A ocorréncia de déficits cognitivos nos casos de FL/PNS é
menos acentuada quando comparada as fissuras sindrdmicas, porém, podem
ser de 6 a 10 vezes mais prevalente em criancas com fissuras quando
comparado com a populacdo em geral (Broder et al., 1998). Em adicéao,
Christensen & Mortensen (2002) demonstraram que pacientes fissurados
apresentam um risco aumentado de hospitalizagao por disturbios psiquiatricos.
Entdo, disturbios psiquiatricos podem ser interpretados sob a 6ptica de que a
embriogénese do cérebro e da face estdo intimamente relacionadas, e uma
alteracdo no desenvolvimento facial pode direcionar um desenvolvimento
anormal do cérebro (Nopoulos et al., 2007).



Um protocolo padrao para o atendimento e a reabilitacao dos
pacientes com FL/PNS é motivo de preocupacédo em paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos por conta da auséncia de sistematizagdo entre os servigcos
especializados (WHO, 2002; Paranaiba et al., 2009).

2.2. Dados Epidemiolégicos

A prevaléncia das FL/PNS nao é conhecida em todas as regides do
mundo, porém, as informacdes disponiveis indicam que esta malformacao
afeta aproximadamente 1 em cada 500 a 2000 nascidos vivos, dependendo da
origem geogréfica, do grupo étnico, do género e do padrao socioeconémico da
populacdo estudada (Gorlin et al., 2001; Mossey e Little, 2002; Murthy &
Bhaskar, 2009). Entre os diferentes grupos populacionais, observamos uma
menor prevaléncia entre africanos e descendentes de africanos (0,3:1000),
seguida pelos europeus (0,7-1,3:1000) e uma alta prevaléncia entre chineses
(1,4:1000), japoneses (2,1:1000) e amerindios (3,6:1000) (Carinci et al., 2007).
O tipo de fissura também apresenta distribuicdo distinta entre as populacdes
(Mossey e Little, 2002; Mossey et al., 2009). A frequéncia de FLP é maior em
algumas regides da América Latina e Asia (China e Japdo) e menor em lIsrael,
Africa do Sul e sul da Europa (Mossey e Little, 2002). Comparagdes entre os
grupos étnicos nos Estados Unidos (Croen et al., 1998) e no Reino Unido (Leck
& Lancashire, 1995) e estudos de imigrantes do Japao e da China para os EUA
(Croen et al., 1998) indicaram que os grupos migrantes possuem prevaléncia
de FLP similar a do pais de origem.

Em geral, dados epidemioldégicos provenientes de diversas
populagdes mostram que as incidéncias das FL e FLP sdo maiores do que as
das FP e que o género masculino é mais afetado pelas FL/PNS do que o
feminino na ordem de 2:1 (revisado por Mossey & Little, 2002). FP apresenta
uma prevaléncia de 1:1.500-2.000 nascidos vivos e apresenta uma relagéo de
0,73:1 entre homens e mulheres caucasianas (revisado por Murthy & Bhaskar,
2009). Ainda, considerando a lateralidade, o lado esquerdo é mais acometido
do que o direito (2:1) (Lidral et al., 2008; Murthy & Bhaskar, 2009).



No Brasil, a estimativa de nascidos com FL/PNS varia de 0,28 a 1,54
para cada 1.000 nascimentos (Menegotto & Salzano, 1991; Loffredo et al.,
2001b). O estudo de Freitas e colaboradores (2004) com pacientes assistidos
no Centrinho de Bauru revelou uma maior frequéncia das FLP (37,1%) e os
homens foram os mais afetados, embora tenha existido um predominio de
mulheres entre as FP isoladas. Nosso grupo tem participado de estudos que
analisaram a prevaléncia de FL/PNS no Centro para Reabilitagdo de Anomalias
Craniofaciais da Universidade de Alfenas, Alfenas-MG. No primeiro estudo,
concluido em 2006, levando em consideragdao o numero de nascidos vivos com
e sem FL/PNS na regido sul do Estado de Minas Gerais, observou-se
prevaléncia de 1,46 casos de FL/PNS para cada 1.000 nativivos, com uma
maior frequéncia em criancas caucasianas do género masculino (Martelli-Junior
et al.,, 2006). O segundo estudo observou maior frequéncia de FLP (39,68%),
seguida por FL (38,09%) e FP (22,23%) (Martelli-dunior et al., 2007). Esse
estudo também demonstrou que a relacdo entre homens e mulheres foi de
1,3:1, sendo os homens 2,57 vezes mais atingidos por FLP do que as
mulheres. As FL unilaterais foram mais frequentes que as bilaterais (Martelli-
Junior et al, 2007). Um estudo conduzido no municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ encontrou uma prevaléncia similar aquela observada no sul do
estado de Minas Gerais, demonstrando uma incidéncia de 1,35 casos de
FL/PNS para cada 1.000 nativivos (Nunes et al., 2007). Em um estudo recente,
Rodrigues et al. (2009) relataram 5.764 novos casos de fissuras orofaciais em
varias regidbes do Brasil e encontraram uma prevaléncia estimada de
0,36:1.000 casos em um periodo de 5 anos, com uma propor¢cao de 1,6

homens para cada mulher.

2.3. Embriologia

Uma sequéncia de eventos de alta complexidade, coordenados pela
interacdo entre fatores de transcricdo e sinalizadores moleculares juntamente
com interagdes célula-célula e aquisicdo de polarizagao celular, é essencial
para o desenvolvimento normal da face durante a embriogénese (Stanier &

Moore, 2004). Em raz&do desta alta complexidade, a fissura orofacial € a



anomalia congénita facial humana de maior frequéncia (Prescott & Malcolm,
2002). As FL/P podem ser isoladas ou associadas a um universo de mais de
400 diferentes sindromes que tem a FL/P com uma caracteristica fenotipica
(Gorlin et al., 2001; Thomas et al., 2008). As regides do labio e do palato séo
desenvolvidas a partir do palato primario e secundario. O palato primario
contribui para a formacao do labio e a porcao pré-maxilar da maxila. O palato
secundario é o primérdio das partes dura e mole do palato. As FL/P resultam
de falhas nos eventos relacionados ao desenvolvimento dessas estruturas e se
desenvolvem durante os estagios precoces da embriogénese, sendo as
formacdes do labio superior e do palato temporalmente diferentes (Mossey et
al., 2009).

Durante a quarta semana de gestacdo, células da crista neural
provenientes do tubo neural anterior migram para formar a primérdia facial.
Dela surge o processo nasal medial e lateral que se fundem ao processo
maxilar para formar a parte central do labio superior, 0 palato primario € o nariz.
O palato secundario comeca a ser formado na sexta semana de gestagao.
Inicialmente, as placas palatinas do palato secundario aparecem como duas
extensdes no lado interno da maxila, ao longo da superficie lateral da lingua.
Na nona semana, ambas as placas palatinas sofrem uma réapida transformacéao
horizontal, movendo-se sobre a lingua e fusionando-se uma com a outra e com
o septo nasal. Em seguida, 0 mesénquima palatino se diferencia em elementos
musculares e 6sseos que correlacionam com a posicao do palato mole e duro,
respectivamente. Na décima semana da embriogénese, 0Ss processos
fusionados provenientes do palato primario e secundario e do septo nasal
estdo completos. Assim, o desenvolvimento do palato secundario em
mamiferos divide o espaco oronasal em cavidades oral e nasal, permitindo que
a mastigacado e a respiracdo sejam realizadas simultaneamente (Sperber,
2002).

2.4. Etiologia
Mesmo representando um defeito congénito comum, a etiopatogenia
das FL/PNS permanece incerta por ser dificil determinar o exato momento e a



razao precisa pela qual ndo houve coalescéncia dos processos que dao origem
a face (Vieira, 2008). Isto é, em grande parte, reflexo da complexidade e da
diversidade dos mecanismos moleculares envolvidos na embriogénese que sao
influenciados pela participacdo de mudltiplos genes e de fatores ambientais
(Carinci et al., 2007; Vieira, 2008). H4 uma enorme variedade de agentes
teratogénicos externos que podem influenciar o desenvolvimento do labio e do
palato, embora poucos deles estejam comprovados. Apesar de existir grande
controvérsia na literatura sobre a etiologia das FL/P, € bem aceito que elas
correspondam a alterac6es multifatoriais, resultado da associacédo de fatores
geneéticos e ambientais (Zeiger & Beaty, 2002; Vieira et al., 2005; Boyles et al.,
2006; Mostowska et al., 2006; Brandalize et al., 2007; Carinci et al., 2007;
Boyles et al., 2008; Johnson & Little, 2008; Mills et al., 2008; Palmieri et al.,
2008; Vieira et al., 2008a; Bliek et al., 2009; Boyles et al., 2009; Jia et al., 2009;
Kistner et al., 2009; Leite & Koifman, 2009).

Em comparagdo com outros defeitos congénitos de origem
multifatorial, as fissuras orofaciais tém uma alta taxa de recorréncia familial (Lie
et al., 1994), embora um padrdo classico de heranca mendeliana nao seja
sempre facilmente identificado (Natsume et al., 2000; Vieira et al., 2008a).
Fogh-Andersen (1946) foi o primeiro a observar, em um estudo populacional, a
existéncia de um componente hereditario associado ao desenvolvimento das
FL/PNS. Em um estudo classico, Curtis e colaboradores (1961) demonstraram
que o risco de uma segunda ocorréncia de FL/PNS em uma mesma familia é
de 4% se uma crianca for afetada, 4% se os pais forem afetados, 9% se
existirem duas criancas afetadas e 17% se o0s pais e uma crianga forem
afetados. Ja um estudo noruegués, avaliando 4.138 criangas com FL/PNS,
identificou que o risco de recorréncia de fissura em familiares de primeiro grau
foi de 32% para FL e 56% para FP, sugerindo uma forte base genética para FP
comparada com FL (Sivertsen et al., 2008). Recentemente, Palmieri et al.
(2008), em um estudo envolvendo 216 criangas com FL/PNS, observaram que
120 (55,56%) criancas apresentaram histéria familiar prévia de fissura. O
trabalho do nosso grupo, avaliando a incidéncia familiar de FL/PNS em 185
pacientes, identificou que 35,13% dos individuos apresentaram historico



familiar de FL/PNS, sendo os primos (54,37%) e os irmaos (21,05%) os mais
afetados independentemente do tipo de fissura (Martelli et al., 2010). Em
estudos com gémeos, a taxa de concordancia observada de 40 a 60% em
gémeos monozigéticos € muito maior do que a concordancia de 3 a 5%
identificada em gémeos dizigbticos. A alta taxa de concordancia entre gémeos
monozigoticos fornece evidéncias convincentes para um componente genético
forte para as fissuras orofaciais, mas ndo descarta a participacdo de outros
fatores, como o ambiental, na génese destas alteracées (Jugessur et al., 2009).

Familias afetadas por um tipo de fissura ndao apresentam risco
aumentado para um outro tipo de fissura, refletindo assim as origens distintas
de desenvolvimento de cada forma da anomalia (Jugessur & Murray, 2005). No
entanto, ocasionalmente, FL/P e FP isolada podem ocorrer dentro de uma
mesma familia, sugerindo que existe, pelo menos, alguma sobreposicao na
etiologia desses 2 tipos de fissuras. Tais situacbes sdo mais frequentes em
sindromes com FL/P como parte do fenotipo, como a sindrome de van der
Woude (VWS, OMIM #119300), que é causada por mutagcbes no gene do fator
regulador de interferon 6 (/IRF6) (Kondo et al.,, 2002) e FL/P com hipodontia
causada por mutacées em MSXT (van den Boogaard et al., 2000).

A relacao entre anomalias congénitas e consaguinidade é observada
em outros trabalhos (Kanaan et al., 2008; Leite & Koifman, 2009). Um estudo
que verificava a presenca de anomalias congénitas em criangas provenientes
de casamentos consanguineos encontrou uma associagao significante entre
consanguinidade de primeiro grau e anomalias congénitas como paralisia
cerebral, fibrose cistica, retardo no desenvolvimento, cegueira congénita e
FL/PNS (Kanaan et al., 2008). Estudo realizado na América Latina mostrou que
5.931 criancas, de um total de 32.845, foram provenientes de casamentos
consanguineos e apresentavam anomalias congénitas, incluindo a FL/PNS
(Rittler et al, 2001). Estudos realizados por diferentes populacdes
demonstraram uma significante associacdo entre casamentos de parentes de
primeiro grau e FL/PNS (Rajabian & Sherkat, 2000; Rittler et al., 2001; Jamilian
et al., 2007). Um estudo realizado pelo nosso grupo, avaliando 246 casos de

FL/PNS quanto a consanguinidade, evidenciou que 6,1% dos casos



apresentaram historico de casamento entre parentes de primeiro grau (Aquino
et al., 2011). Provavelmente, uma possivel explicacao para tal correlagéo seria
uma predisposi¢cao genética como um componente recessivo associado a FL/P
(Stoll et al., 1991). Contudo, esta mesma associacdo nao foi observada em

outros estudos retrospectivos (Calzolari et al., 1988; Gonzalez et al., 2008).

2.4.1. Fatores Ambientais e Possivel Interacado com Polimorfismos
Genéticos

Dados experimentais e epidemioldgicos sugerem que fatores
ambientais, incluindo dieta e suplementagdo vitaminica materna, alcoolismo,
tabagismo, exposicdo a fumaca do tabaco, teratbgenos no ambiente de
trabalho e em casa e uso de alguns medicamentos durante o primeiro trimestre
de gestagdo, podem ser importantes na etiologia das FL/PNS (Jamilian et al.,
2007; Vieira, 2008; Mossey et al., 2009).

Sugere-se que o estado nutricional materno tenha algum papel na
etiologia das FL/PNS (Krapels et al., 2004a,b; van Rooij et al., 2004). No
entanto, a avaliacdo da ingestdo alimentar e as medi¢cdes bioquimicas do
estado dietético representam um desafio e, geralmente, ndo sao disponiveis,
ou de féacil acesso, nas populacdes carentes, as quais abrigam a grande
maioria dos casos de FL/PNS. Mesmo assim, uma alimentacao rica em frutas e
vegetais contendo folato, zinco, niacina, acido ascorbico, ferro e magnésio, no
periodo de periconcepcéo, parece reduzir o risco de FL/PNS (Krapels et al.,
2004a,b; Krapels et al, 2006). Além disso, estudos demonstraram que a
suplementacao alimentar materna com multivitaminas no primeiro trimestre
gestacional parece diminuir o risco de filhos com FL/PNS (Briggs, 1976;
Czeizel, 1993; Loffredo et al., 2001b). Em um estudo de meta-analise, o uso de
complexos multivitaminicos reduziu em 25% a prevaléncia de FL/PNS
(Johnson & Little, 2008). Em adicdo, um estudo recente com a populacédo
chinesa demonstrou que variantes alélicas do gene /IRF6 podem influenciar o
risco de FL/PNS por meio de interagbes com suplementagdo vitaminica e
exposicao ao tabaco (Wu et al., 2010).
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O acido fdlico, uma vitamina do complexo B encontrada
naturalmente em muitos alimentos (figado, alface, tomate, espinafre, entre
outros), € fundamental para a formacdo e a manutencao de eritrocitos e
leucocitos e na conversdo de proteinas em energia. Essa vitamina tambéem é
essencial para a biossintese de bases nitrogenadas e aminoacidos durante a
divisdo celular e crescimento tecidual, eventos iniciais necessarios para a
formacao normal do tubo neural (Zeiger & Beaty, 2002; Blom et al., 2006).
Varios estudos demonstraram que a ingestdo de &cido fdlico por meio de
suplementos vitaminicos um més antes da gestacdo e durante o primeiro
trimestre gestacional, periodo de formacao e fusao do labio e palato, parece ter
um efeito protetor para o desenvolvimento de FL/PNS (van Rooij et al., 2004;
Canfield et al., 2005; Yazdy et al., 2007; Antony, 2007; Boyles et al., 2008; Little
et al., 2008; Mills et al, 2008; Jianyan et al, 2009). No entanto, esses
resultados ndo se reproduziram em alguns estudos (Shaw et al., 2006; Bille et
al., 2007; Little et al., 2008). Em um dos mais recentes estudos de meta-
analise, Johnson e Little (2008) estimaram uma reducdo de aproximadamente
18% no risco de FL e FLP com o uso de suplementos contendo acido félico,
mas nenhuma reducdo significante para FP foi observada. Badovinac e
colaboradores (2007) estimaram uma reducdo de aproximadamente 28% e
20% para o risco de FL/P e FP isolada, respectivamente, quando do uso de
suplementos multivitaminicos. Em suma, embora muitos estudos sugiram um
efeito benéfico do acido félico na diminuicdo da incidéncia de FL/PNS, os
resultados sao inconsistentes quanto a esse efeito, bem como se a protecéo se
estende a todos os tipos de fissura (Wehby & Murray, 2010).

Nos ultimos anos, tem sido proposta uma associacao entre FL/PNS
e genes de enzimas que controlam o metabolismo do &cido folico (Boyles et al.,
2008; Mills et al., 2008; Palmieri et al., 2008; Vieira et al., 2008a; Carroll et al.,
2009). Em um estudo recente, nosso grupo avaliou o envolvimento de variantes
polimoérficas nos genes MTHFR, MTHFD1, MTR e SLC19A1 que codificam
proteinas relacionadas ao metabolismo do acido félico (Bufalino et al., 2010).
Dos 29 polimorfismos investigados, 9 foram confirmados em nossa populacao,
incluindo rs1801133 e rs2274976 do gene MTHFR; rs2236225, rs1950902,
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rs10813 e rs17857382 do gene MTHFD1; rs1805087 e rs2229274 do gene
MTR; e rs1051266 do gene SLC19A1, e 2 destes (rs2274976 e rs2236225)
demonstraram resultados expressivos. A freqiéncia do alelo variante do
polimorfismo rs2274976 do gene MTHFR foi significantemente maior no grupo
de maes de individuos com FL/PNS quando comparado com o grupo controle.
O gendtipo GA foi identificado em 15,8% das amostras do grupo controle,
enquanto que 51,9% das amostras de maes com filhos afetados por FL/PNS
apresentaram este gendtipo. Maes carreando o alelo variante A (genétipo GA)
exibiram um risco materno aumentado para ter um filho com FL/PNS como
revelado pelo OR de 5,76 (95% CI: 3,32-9,99; p=0,000001). Interessantemente,
entre as mées que ndo usaram suplementagdo vitaminica no 1° trimestre de
gestacgdo, o risco de ter um filho com FL/PNS foi aumentado para 8,34 (95% ClI:
3,75-18,55; p=0,000001) na presenca do gendtipo GA deste polimorfismo
comparado com as maes com o genétipo GG. Embora a analise nao-restrita
dos gendtipos do polimorfismo rs2236225 do gene MTHFD1 nao revelou
nenhuma diferenca estatistica, quando os genétipos GG e GA foram
combinados e comparados contra o genétipo raro AA (analise no modelo
genético recessivo), uma significante associagdo foi observada. Maes
homozigotas para este polimorfismo demonstraram um risco aumentado para
ter um filho com FL/PNS comparado com maes carreando os genoétipos GG ou
GA (OR: 1,97; 95% CI: 1,07-3,62; p=0,02) e na auséncia de suplementacéo
vitaminica durante o 1° trimestre de gestacao, este risco foi ainda maior (OR:
3,56; 95% Cl: 1,29-9,82; p=0,01).

O consumo excessivo de bebidas alcodlicas durante o primeiro
trimestre de gestacédo tem sido considerado um importante fator de risco para
malformacgdes craniofaciais (Lorente et al., 2000; Spilson et al., 2001; Zarante
et al., 2009). No entanto, a contribuicdo do alcool para o desenvolvimento de
FL/PNS ainda é incerta, com alguns trabalhos demonstrando associagcao
positiva (Romitti ef al., 1999; Lorente et al., 2000; Chevrier et al., 2005; DeRoo
et al., 2008) e outros nao (Meyer et al., 2003; Romitti et al., 2007). Estudos
realizados com animais e humanos demonstraram que tanto a frequéncia

quanto a quantidade total de &lcool consumida durante a gestacao podem
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apresentar um importante efeito teratogénico para o feto em desenvolvimento
(Gladstone et al., 1996; Sokol et al., 2003). Em geral, os estudos que
encontraram associagdao positiva entre o uso de alcool durante o primeiro
trimestre de gestacéo e/ou durante a gravidez e o desenvolvimento de FL/PNS
demonstraram um risco aumentado de 1,36 a 4 vezes entre maes que se
enquadram em uma categoria de consumo elevado de alcool (média de = 5
doses por ocasiao) (Werler et al., 1991; Munger et al., 1996; Shaw & Lammer,
1999; Romitti et al,1999; Lorente et al. 2000; DeRoo et al, 2008).
Interessantemente, um estudo recente sugeriu que a associagao entre
consumo de alcool no periodo de periconcepgao e FL/PNS (particularmente as
FP isoladas) pode ser influenciada pelo tipo de bebida (bebida destilada >
vinhos > cerveja) e 0 uso de acido folico (Romitti et al.,, 2007). Romitti e
colaboradores (1999) identificaram um risco elevado para FLP quando a méae
consumia 24 doses por més e o filho carregava um alelo variante no gene
MSX1, o qual estd correlacionado ao desenvolvimento craniofacial durante a
embriogénese. Esses autores sugeriram que o desenvolvimento das FL/PNS
pode ser influenciado pelas exposicoes maternas aos agentes teratogénicos,
porém mais significativamente, pelas interacbes de tais exposicdes as
variantes alélicas especificas (Romitti et al., 1999). Chevrier et al. (2005)
revelaram que uma variante polimérfica do gene ADH1C (responsavel pelo
metabolismo do etanol) em criangcas parece ter um efeito protetor para o
desenvolvimento de FL/PNS. No entanto, uma interagdo entre o genétipo do
gene ADH1C e o consumo de élcool pela mée nao foi observada. Segundo
DeRoo et al. (2008), esses resultados conflitantes sdo, em parte, decorrentes
da dificuldade de padronizacao dos participantes do estudo, da mensuracéo da
quantidade e do tempo de consumo do alcool e das interpretacées dos
resultados de forma arbitraria. Além disso, o contexto social e dietético
relacionado ao consumo do alcool sdo variados e complexos e podem incluir
efeitos modificadores e somatérios de nutricao, tabagismo, estresse e/ou uso
de drogas (Mossey et al., 2009).

O tabagismo materno durante o primeiro trimestre de gestacao é
considerado um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento das
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FL/PNS (Little et al., 2004a, b; Honein et al., 2007). E Interessante observar
que embora a influéncia parega ser pequena, o tabagismo passivo durante o
primeiro trimestre de gestacdo também eleva o risco de nascimento de uma
criangca com FL/PNS (Jianyan et al., 2009). Honein e colaboradores (2007)
observaram que o tabagismo materno contribui em 4% para o risco de
desenvolvimento de todos os tipos de FL/PNS e em 12% para os casos de FLP
bilateral. Aléem disso, é sugerido que o risco aumenta com o numero de cigarros
consumidos durante a gestacao (Lorente et al., 2000; Little et al., 2004a).
Embora seja bem aceito que o consumo de tabaco durante a gestacao
aumenta o risco de FL/PNS, alguns poucos estudos falharam em encontrar tal
associacao (Beaty et al., 1997; Chevrier et al., 2008; Zarante et al., 2009). Uma
interagao sinérgica entre uma variante polimérfica do gene TGFA e o consumo
de tabaco durante a gestacao no risco para o desenvolvimento das FL/PNS foi
observada por Hwang e colaboradores (1995), mas investigacées recentes
falharam, também, ao tentar encontrar tal correlagao (revisado por Zeiger et al.,
2005; Chevrier et al., 2008). Recentemente, alguns estudos avaliaram a
existéncia de uma interacdo entre tabagismo e polimorfismos em genes
envolvidos nas vias de desintoxicacdo metabdlica de componentes do tabaco
no desenvolvimento das FL/PNS (Shi et al., 2007; Chevrier et al., 2008). Entre
esses genes, CYP e NAT (enzimas relacionadas com o metabolismo de uma
ampla variedade de agentes tdxicos e carcinédgenos) e GST (enzima
responsavel pela desintoxicacdo de varios compostos organicos) foram
avaliados, e os resultados foram inconclusivos (van Rooij et al., 2002; Shi et al.,
2007; Chevrier et al., 2008; Lie et al., 2008). No entanto, uma interacao entre
tabagismo materno e a presenca de uma dele¢cdo no gene GSTT1 (GSTT1-
nulo) observada em duas diferentes populacbes (lowa e Dinamarca) de
pacientes com FL/PNS foi significante. GSTT1 catalisa a conjugagcdo da
glutationa reduzida, um antioxidante que protege as células de toxinas como 0s
radicais livres que sdo causados pelo fumo. A analise das informagdes indicou
que, se uma mulher gravida fumar 15 cigarros ou mais por dia, as chances de
seu feto GSTT1-nulo desenvolver FL/PNS aumentam em quase 20 vezes (Shi
et al., 2007).
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A exposicao ocupacional materna a solventes organicos e a
exposicao dos pais a produtos quimicos agricolas tem sido associada, de
forma inconsistente, a FL/PNS (Garcia, 1998; Shaw et al., 2003). O uso de
medicamentos durante o primeiro trimestre de gestacdo, especialmente
corticoides, anticonvulsivantes (diazepam, fenitoina e fenobarbital), nifedipina e
antifolatos, também é sugerido ser um fator de risco para o nascimento de uma
criangca com FL/PNS (Dravet et al., 1992; Rodriguez-Pinilla & Martinez-Frias,
1998; Hernandez-Diaz et al., 2000; Carmichael et al., 2007; Holmes et al.,
2008; Zarante et al., 2009). Enfermidades crénicas e condicbes sistémicas da
mae durante a gestacdo, como diabetes e obesidade, também parecem estar
associadas com um maior risco de ter um filho com FL/PNS, no entanto o exato
mecanismo responsavel por essas doengas néo esta bem esclarecido (Spilson
et al., 2001; Cedergren & Kallén, 2005).

A idade materna é considerada um fator de risco para diversas
alteragées cromossOmicas, mas nao existe consenso se representa ou nao
fator de risco para FL/PNS (Vieira et al., 2002). Estudo realizado na Califérnia
mostrou que mulheres com mais de 39 anos apresentavam duas vezes mais
risco de ter um filho com FL/PNS comparado a maes com idade entre 25 e 29
anos (Shaw et al., 1991). Estudo realizado por nosso grupo constatou que a
idade materna foi significante para ocorréncia de fissuras, sendo que o0s
intervalos temporais de 26 a 35 anos e acima de 35 anos apresentaram riscos
reduzidos para ocorréncia de FL/PNS comparados com mulheres de até 25
anos (Martelli et al., 2010). Uma relacao positiva entre idade paterna avancada
e o0 desenvolvimento de FL/PNS, em particular FP isoladas, também ja foi
observada (Materna-Kiryluk et al., 2009). Por outro lado, outros estudos néo
demonstraram estas associagdes (Blanco-Davilla et al., 2003; Jamilian et al.,
2007).

2.4.2. Fatores Genéticos

Muitos estudos genéticos utilizando diferentes estratégias, incluindo
estudos de ligacao, caso-controle ou com trios, sequenciamento direto do DNA
e mais recentemente, estudos de associagdo de larga escala gendmica
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(GWAS), que séo baseados na comparagdo de varios polimorfismos comuns
entre casos e controles, identificaram a maior parte dos genes e regides
cromossOmicas candidatos a etiologia das FL/PNS que conhecemos
atualmente (Dixon et al.,, 2011;. Kohli & Kohli, 2012; Rahimov et al, 2012;
Stuppia et al., 2012). Em particular, os recentes GWAS abrangendo diversas
populagbes revelaram os polimorfismos situados nos loci 1p22.1 (rs560426)
(Mostowska et al., 2012), 1932 (rs2013162) (Marazita et al., 2009; Wang et al.,
2010, Park et al., 2007), 8924 (rs987525 e rs1530300) (Grant et al., 2009;
Birnbaum et al., 2009; Mostowska et al., 2010), 9922 (rs1443434 e rs3758249)
(Moreno et al., 2009), 10925.3 (rs7078160) (Mangold et al., 2010, Nikopensius
et al., 2009), 18922 (rs17085106) (Grant et al., 2009) e 20912 (rs13041247)
(Beaty et al., 2010) como marcadores de suscetibilidade ao desenvolvimento
de FL/PNS.

Polimorfismo rs560426

O polimorfismo rs560426 situa-se proximo ao gene ABCA4. Este
gene codifica uma proteina associada a membrana, que transporta varias
moléculas através das membranas intra e extracelulares (Molday et al., 2009).
Enquanto ABCA4 foi inicialmente encontrado apenas expresso em bastonetes
e cones fotorreceptores da retina de vertebrados (Azarian & Travis, 1997),
estudos posteriores demonstraram a expressdo em cérebro de murinos
(Bhongsatiern et al., 2005; Tachikawa et al., 2005). Mutacées em ABCA4 estéao
associadas as doencas autossdmicas degenerativas da retina incluindo
degeneracdo macular de Stargardt (OMIM #248200), distrofia de cone e
bastonetes (OMIM #601691) e retinite pigmentosa (OMIM #601718). Expressao
de ABCA4 nao foi detectada no palato de embrides de camundongo (Beaty et
al., 2010).

O primeiro GWAS a demonstrar a correlacdo do polimorfismo
rs560426 com FL/PNS foi publicado em 2010 por Beaty e colaboradores
(2010). Neste estudo, com a participacao de trios de paises da America do
Norte, Europa e Asia, rs560426 foi significantemente identificado como um
marcador de risco para FL/PNS na amostra como um todo e quando
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estratificado para amostras de pacientes de origem européia e asiatica (Beaty
et al., 2010). Posteriormente, Yuan e colaboradores (2011) validaram os
resultados originais em um grupo de FL/PNS de pacientes com origem
hispanica, mas o mesmo nao foi evidenciado com uma amostra de pacientes
classificados como caucasianos nao-hispanicos (moradores do estado do
Texas-EUA). Auséncia de associagcdo do polimorfismo rs560426 com
suscetibilidade a FL/PNS foi também reportada em estudos com populagdes da
Nigéria (Butali et al., 2011), China (Pan et al., 2011; Huang et al., 2012) e
Polénia (Mostowska et al., 2012).

Polimorfismo rs2013162

O polimorfismo rs2013162 situa-se no quinto exon do gene IRF6, no
Iocus cromossémico 1932. Mutagcbes em [RF6 sao causadoras de VWS
(Sindrome de van der Woude, OMIM #119300), uma alteracdo autossémica
dominante caracterizada pela presenca de FL/P em associagdo com fossetas
no labio inferior (Kondo et al.,, 2002; Paranaiba et al., 2008) e da sindrome
pterigiopoplitea (PPS, OMIM #119500), que € caracterizada por anomalias da
pele, genitdlia e face, incluindo FL/P (Froster-Iskenius, 1990). E importante
ressaltar que inUmeros estudos demonstraram que variagées no gene IRF6
podem estar associadas as FL/PNS em diferentes populagdes (Blanton et al.,
2005; Ghassibe et al, 2005; Scapoli et al., 2005; Vieira et al., 2007). Em
particular, o polimorfismo rs2235371 (820G>A, nucleotideo 820 variando de G
para A), que resulta na substituigdo de uma valina por uma isoleucina na
posicao 274 da sequéncia de aminoacidos (Val274lle) da estrutura protéica de
IRFB6, foi associado de forma significante as FL/PNS (Jugessur et al., 2008;
Tang et al, 2009). Em adicdo a esses achados, Rahimov et al. (2008)
demonstraram uma forte associagdo entre FL e o polimorfismo rs642961 do
gene IRF6 (G>A que altera o sitio de ligacao do fator de transcricdo AP-2a na
regiao promotora de /RF6) e demonstraram também que a associag¢ao entre o
polimorfismo rs2235371 de IRF6 e fissuras é dependente do polimorfismo
rs642961. Recentemente, nosso grupo avaliou a associagado dos polimorfismos
rs2235371 e rs642961 do gene IRF6 na populacao brasileira. A frequéncia do
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gendtipo variante GA do polimorfismo rs2235371 foi identificada em 10,1% dos
individuos com FL/PNS e em 10,3% do grupo controle, revelando uma
diferenga nao significante. Similarmente, a frequéncia dos gendétipos raros do
polimorfismo rs642961 (GA e AA) foi muito similar entre os grupos controle
(28,6%) e FL/PNS (25,4%). Juntos, esses resultados sdo consistentes com
uma falta de envolvimento dos polimorfismos rs2235371 e rs642961 no gene
IRF6 na patogénese das FL/PNS na populacdo brasileira (Paranaiba et al.,
2010).

Em 2009, Marazita e colaboradores realizaram um GWAS com 820
familias contendo, pelo menos, um individuo com FL/PNS de 6 paises
(Filipinas, Colémbia, China, india, Turquia e Estados Unidos) e encontraram
um forte correlagcéo entre o polimorfismo rs2013162 e FL/PNS, especificamente
com FL e FLP. Interessantemente, este polimorfismo demonstrou ndo estar em
desequilibrio de ligagdo com os 2 polimorfismos (rs2235371 e rs642961)
originalmente associados com FL/PNS. Previamente a este primeiro GWAS,
Park et al. (2007) avaliaram 13 polimorfismos em /RF6 e encontraram que a
presenga do alelo C do polimorfismo rs2013162 foi significantemente associado
com um maior risco de FL/PNS em populacdes de Tailandia e Cingapura, mas
nao nas populagdes de origem européia e americana. Huang e colaboradores
(2009) ndo encontraram uma associagdo do polimorfismo rs2013162 em uma
populagcdo do oeste da China, enquanto que uma significante associacao em
populagdes da Bélgica, Italia e Estados Unidos foi observada para este mesmo
polimorfismo (Ghassibé et al., 2005; Scapoli et al., 2005; Blanton et al., 2005).
Salahshourifar e colaboradores (2012) também encontraram associacdo do
polimorfismo rs2013162 quando analisaram diversos polimorfismos contidos
em IRF6 em um estudo com pacientes da Malésia. Este polimorfismo obteve
significancia no estudo de Beaty e colaboradores (2010) nos trios de pais e
filhos como um todo (50% asiaticos, 45% europeus e 5% africanos e outras
ancestralidades) e também nos trios de origem asiatica. Ja outro estudo
realizado com uma populacdo irlandesa ndo encontrou associagcdo deste
polimorfismo com FL/PNS (Carter et al., 2010).

18



Polimorfismos rs987525 e rs1530300

Os polimorfismos rs987525 e rs1530300 estéo localizados na regiao
cromossdmica 8g24. Esta regiao vem sendo associada a FL/PNS em diversos
estudos (Mostowska et al., 2010; Grant et al., 2009; Birnbaum et al., 2009;
Yildirim et al.,, 2012). Em um estudo realizado numa populacdo da Europa
Central foi analisada uma regidao de 640 kpb do cromossomo 8g24.21 e
realizada a genotipagem para 146 polimorfismos, sendo que o rs987525 foi o
mais significante em toda a amostra (Birnbaum et al., 2009). A regido 8qg24.21
esta associada ao desenvolvimento de varios tipos de canceres (Tomlinson et
al., 2007; Ghoussaini et al., 2008). No entanto, a regiao associada ao cancer
esta localizada a aproximadamente 1 Kpb da regido de 640 kpb que tem
demonstrado associagdo com FL/PNS. Os polimorfismos rs987525 e
rs1530300 foram significantemente associados a FL/PNS no estudo de Grant e
colaboradores (2009) realizado com uma populacao de descendéncia européia
residindo na Filadélfia, EUA. Mostowska e colaboradores (2010) também
encontraram associacao de rs987525 com FL/PNS na populagéo polonesa que
estudaram. Ao estudar uma populagdo mesoamericana (de descendéncia
Maia), Rojas-Martinez e colaboradores (2010) encontraram uma significante
associacao entre rs987525 e FL/PNS. Os polimorfismos rs98757 e rs1530300,
também, foram significantemente associados com FL/PNS em estudos na
Estbnia e Lituania (Nikopensius et al., 2009) e Polénia (Mostowska et al.,
2010). Por outro lado, Butali e colaboradores (2011) ndo encontraram
associacao entre o polimorfismo rs987525 e FL/PNS em uma populacéo da
Nigéria, assim como, nado foi encontrada associagdo deste polimorfismo em
uma populagdo do Sul da China (Xu et al, 2011). O estudo realizado por
Blanton e colaboradores (2010) analisou familias com descendéncia hispanica
e nao-hispéanica branca, sendo 120 familias com individuos com FL/PNS (83
nao-hispanicas brancas e 37 hispanicas) e 325 trios controles (234 néo-
hispanicas brancos e 91 hispanicos), revelando uma significante correlacédo
entre os polimorfismos rs1530300 e rs987525 e FL/PNS e entre estes
polimorfismos e o polimorfismo rs642961 situado no gene [IRF6. Ja a
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associacao entre rs642961 e rs987525 nao foi encontrada no estudo de
Birnbaum e colaboradores (2009).

Os mecanismos bioldgicos da associagdo entre variantes em 8924 e
FL/PNS sdo desconhecidas. E possivel que rs987525 ou um polimorfismo em
desequilibrio de ligacdo afeta potenciadores tecido-especificos, alterando a
expressao de um ou mais genes. Até o momento, genes mapeados para a
regiao proxima a 8g24 inclui os genes MYC e GSDMC, os quais codificam as
proteinas myc e melanoma-derived leucine zipper-containing extranuclear
factor, respectivamente. A alta significancia da associacao de rs987525 com
FL/PNS faz a regidao 8924 um dos principais loci de susceptibilidade nas
populacdes européias (Mostowska et al., 2010; Murray et al., 2012).

Polimorfismos rs1443434 e rs3758249

Embora os dois polimorfismos estejam no /6cus cromossémico 9922,
o polimorfismo rs1443434 situa-se dentro do gene FOXE1, enquanto que o
polimorfismo rs3758240 esté localizado a 3,7 Kpb a jusante de FOXE1 no I6cus
cromossémico 9g22. A familia do gene forkead (Fox), originalmente identificada
na Drosophila, codifica fatores de transcricdo com uma cadeia de ligacdo ao
DNA altamente conservada de 100 aminoacidos chamada “dominio forkhead’ e
regula diversos processos de desenvolvimento em eucariotos (Lehman et al.,
2003). Nos seres humanos, as mutacbes do gene que codifica o fator de
transcricdo de tiredide-2 (TTF-2 ou FOXE1) estdo associadas ao
hipotireoidismo congénito, agenesia da tiredide e fenda palatina (Castanet et al.
2002;. Dathan et al. 2002). A sindrome de Bamforth (OMIM #241850),
caracterizada por agenesia do palato ou palato fissurado, cabelo espetado e
atresia do canal anal, é causada por mutagées em FOXE1 (Meng et al., 2012 ).
No entanto, a regulacdo molecular e genética exercida por FOXE1 € em grande
parte desconhecida (Meng et al., 2012). No estudo de Meng e colaboradores
(2012), camundongos TTF-2 (ou FOXET) transgénicos exibiram um fenoétipo de
FP. Além disso, verificou-se que TTF-2 foi altamente expresso no epitélio do
bordo medial do embrido do camundongo transgénico. Estas observacoes
sugerem que alteragdes na expressao de TTF-2 durante a palatogénese pode
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contribuir para a formagcdo de fissuras. Venza e colaboradores (2009)
observaram que 45% dos pacientes com FP apresentavam um polimorfismo
homozigoto C(-1204)G que impedia a ligacdo de MYF-5 a regidao promotora do
gene FOXET, afetando a sua expressao génica. Como MYF-5 regula o sistema
musculo-esquelético durante o desenvolvimento craniofacial e a fusdo do
palato primario e secundario, os resultados apresentados sugerem fortemente
um envolvimento significativo de FOXET na ocorréncia de FP.

O primeiro estudo a demonstrar associacdo de rs1443434 com
FL/PNS foi realizado com 861 familias com FL/PNS de 6 paises diferentes
(China, Colombia, EUA, india, Filipinas e Turquia) (Marazita et al., 2009).
Embora como um marcador unico o polimorfismo rs3758249 nao tenha
demonstrado um resultado significante, este marcador compunha o bloco de
haplétipos da regidao 9922 que demonstrou uma significante associacdo com
FL/PNS (Marazita et al., 2009). A associacao do polimorfismo rs1443434 com
FL/PNS foi posteriormente confirmada em popula¢cdes da Colémbia, EUA e
Filipinas (Moreno et al.,, 2009), mas nenhuma correlagdo foi observada em
pacientes da Pol6nia (Mostowska et al., 2010), Nigéria (Butali et al., 2011) e
familias dos Estados Unidos, Espanha, Turquia, Guatemala e China (Letra et
al., 2010).

Polimorfismo rs7078160

O polimorfismo rs7078160 situa-se proximo ao gene VAX7. Este
gene esta associado ao desenvolvimento ocular e em um estudo recente foi
demonstrada sua  participagdo como um gene causador de
anoftalmia/microftalmia (Slavotinek et al., 2012). VAX1 regula as propriedades
de orientacdo de um conjunto de células da linha média anterior que
orquestram as trajetérias dos axénios no desenvolvimento do prosencéfalo de
mamiferos (Bertuzzi et al., 1999). Além de possuir papel na formacao do
prosencéfalo, VAX1 também estd relacionada ao desenvolvimento do nervo
optico (Hallonet et al.,, 1999). As acbdes de VAX7 & mediada por “sonic
hedgehog” e suprimida pela proteina morfogenética 4 (BMP4), moléculas que
regulam a palatogénese de mamiferos (Zhang et al., 2002; Zhao et al., 2010).
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O primeiro estudo que demonstrou a associagcao do polimorfismo
rs7078160 em VAX7 com FL/PNS foi conduzido com uma ampla amostra de
origem européia (Mangold et al, 2010). Posteriormente, estudos com
populagdes de origem mesoamericana (de descendéncia Maia) (Rojas-
Martinez et al., 2010), polonesa (Mostowska et al., 2012) e da Estbnia
(Nikopensius et al., 2010) corroboraram tal achado. Entretanto, o mesmo
resultado ndo foi encontrado em um estudo realizado em uma populacao
chinesa (Pan et al., 2011).

Polimorfismo rs17085106

O polimorfismo rs17085106 esta localizado no /6cus cromossémico
18922. O cromossomo 18 esta associado a sindrome do 18g- ou sindrome de
Grouchy (OMIM #601808), que é caracterizada por retardo mental variando de
leve a moderado, atraso no desenvolvimento, deficiéncia do horménio do
crescimento (OMIM #139250), dimorfismo craniofacial, perda auditiva,
anormalidades na massa branca do cérebro, anomalias dos membros,
malformacgdes do aparelho geniturinario, defeitos no coracao e deficiéncia de
IgA (OMIM #137100). As malformagdes orofaciais sdo uma caracteristica
comum da sindrome e incluem FL/P, hipoplasia do terco médio da face, angulo
da boca voltado para baixo, prognatismo, ponte nasal plana, fissuras palpebrais
obliquas, orelhas mal formadas e conduto auditivo externo atrésico ou estreito
(OMIM #607842). Dois loci localizados no brago longo do cromossomo 18
podem contribuir para a expressdo das fendas orofaciais em pacientes com
esta sindrome (Dostal et al, 2009). A primeira regiao esta localizada em
189g21.1 e foi identificada em familias européias segregando FL/P em um
padrao autossémico. A segunda regido, com 5,4 Mpb, foi descrita em 18g22.3
(Marazita et al., 2002b). Esta regido foi mapeada entre marcadores genéticos
ATA82B02 e D18S844 como resultado da anélise de ligagdo do genoma em
familias chinesas com FL/PNS sem alteracdo do cariétipo. Importante notar
que ambas as regides criticas para FL/P em individuos 18g- e para FL/PNS em
familias chineses, residem em regides de sobreposicdo dentro da mesma

banda cromossdmica 18g22.3.
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Em um estudo realizado por Grant e colaboradores (2009) com uma
populacédo de descendéncia européia da Filadélfia, o polimorfismo rs17085106
obteve forte associacdo a FL/PNS com um valor de OR de 4,07 (95% IC: 2,37-
7,00; p=0,019). Nenhum estudo validou tal achado até o momento.

Polimorfismo rs13041247

O polimorfismo rs13041247 situa-se proximo ao gene MAFB. A
familia do fator de transcricdo MAF apresenta funcéo de ziper de leucina
(Wang et al., 1999). Os membros desta familia sdo nomeados apés v-Maf, o
componente oncogénico do retrovirus aviario AS42 isolado originalmente de
um fibrossarcoma musculo-aponeurético espontaneo (MAF) de frango. Analise
em camundongos demonstrou um papel importante de MAFB e MAFA na
formacao e fungdo das células B das ilhotas pancreaticas, com MAFB sendo
necessario durante o seu desenvolvimento (Hang & Stein, 2011). MAFB
também controla a identidade segmentar do rombencéfalo (Hang & Stein,
2011). Além disso, MAFB desempenha papéis cruciais em uma variedade de
outros processos de diferenciacdo celular, inclusive em podécitos renais,
macrofagos, timo, interneurdnios e sistema hematopoiético (Yang & Cvekl,
2007). As proteinas da familia MAF podem transformar células primarias e
servem como oncogenes em neoplasias malignas humanas, especificamente a
proteina de MAFB demonstra estar associada ao mieloma multiplo (Hang &
Stein, 2011).

Beaty e colaboradores (2010) foram os primeiros a demonstrar a
associagdo do polimorfismo rs13041247 com FL/PNS em individuos de
ancestralidade asiatica. A associacao deste polimorfismo com populagbes de
origem asiatica foi posteriormente confirmada (Pan et al.,, 2011; Huang et al.,
2012), enquanto que nao foi encontrada significancia com uma populagao da
Nigéria (Butali et al., 2011).
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2.5. Ancestralidade e a sua Influéncia em Estudos com Polimorfismos
Genéticos

Em paises com uma historia recente de imigragdo e miscigenagao,
como o Brasil, a composi¢cédo (mistura) étnica pode ter um forte efeito sobre a
contribuicdo genética em doencas multifatoriais como € o caso da FL/PNS. A
populacdo brasileira foi formada por sucessivas ondas migratorias. Povos
amerindios ocupavam o territério brasileiro quando os portugueses chegaram
em 1500 e colonizaram o pais e, entre os séculos XVI e XIX, os africanos
foram trazidos ao Brasil como escravos. Além dos portugueses, outras ondas
migratérias ocorreram nos séculos 19 e 20, principalmente com a vinda de
italianos, alemées e espanhdis (Salzano & Bortolini, 2002). Todos estes
eventos migratérios contribuiram para a formacdo de uma populacédo
multiétnica e altamente miscigenada. Essa heterogeneidade foi documentada
em varios estudos genéticos que utilizaram marcadores uniparentais ou
autossémicos para demonstrar um tipico (embora ndo seja um padrdo
uniforme) perfil tri-étnico (Europeu, Africano e Amerindio) da populagéo
brasileira. Sendo um pais com dimensdes geograficas expressivas, 0 processo
de colonizagdo e imigracdo ndo correu de maneira uniforme quando se
compara as diferentes diversas regides geograficas do pais. Enquanto que no
Nordeste do pais a contribuicdo africana € alta e na regido Norte a contribuicdo
dos nativos americanos € marcante, a influéncia de amerindios e africanos na
regiao Sul é bem menos pronunciada (Salzano & Bortolini, 2002; Callegari-
Jacques et al., 2003; Zembrzuski et al., 2006; Leite et al., 2008; Leite et al.,
2009). Contudo, em um estudo recente foi demonstrado que independente da
regido do pais, a contribuicdo européia € a mais prevalente provavelmente
devido a imigracao de 6 milhdes de europeus durante os séculos 19 e 20 em
um fendmeno descrito com “branqueamento” do Brasil (Pena et al., 2011).

Considerando as doencgas de origem multifatorial como as FL/PNS, a
principal influéncia da composicdo genética da populacdo estd em estudos
caso-controle, que sdo geralmente os mais utilizados. Diferencas entre os
grupos podem induzir interpretagdes errbneas dos resultados, dificultando a
visdo global e o melhor conhecimento da doenga. Tradicionalmente os estudos
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tendem a controlar os grupos (parea-los) quanto a raga/etnia pela cor de pele.
Contudo, nem a cor da pele ou caracteristicas associadas (estilo do cabelo,
formato do nariz e espessura do labio) nem a regido de origem podem
adequadamente diferenciar uma populacdo miscigenada (Parra et al., 1998;
Parra et al., 2003; Pena & Bortolini, 2004). Por exemplo, 87% dos brasileiros
apresentam mais de 10% de ancestralidade africana e 48% dos
afrodescendentes brasileiros se autoclassificam como brancos (Parra et al.,
1998; Parra et al., 2003; Pena & Bortolini, 2004). Um bom exemplo que a etnia
tem papel importante na relacdo polimorfismo e FL/PNS é MTHFR, em
particular o polimorfismo rs1801133. Contudo, existem muitos outros exemplos
que poderiam ter sido utilizados para explicar tal influéncia.

O polimorfismo rs1801133 resulta na substituicdo de um aminoacido
alanina por uma valina na posicdo 222 do produto protéico (c.677C>T,
Ala222Val) e na presenca do alelo T, a atividade da enzima MTHFR é
reduzida, diminuindo a conversdao do 5,10-CH2THF em 5-CH3THF e,
consequentemente, aumentando a quantidade de 5,10-CH2THF disponivel
para a sintese de pirimidinas, reduzindo desta forma possiveis danos na
sintese de DNA (Brockton, 2006). Este polimorfismo tem sido amplamente
estudado como fator de risco para FL/PNS, porém os resultados séao
controversos. A presenca do alelo variante T aumentou, reduziu ou até mesmo
nao apresentou nenhuma correlagcdo com o desenvolvimento de FL/PNS em
diferentes populacdes e as diferencas entre os grupos étnicos podem ter
contribuido para tal divergéncia de resultados. Zhu e colaboradores (2006)
revelaram uma associagcdo distinta deste polimorfismo entre populacdes
chinesas com etnias diferentes. Uma associacao entre o alelo T e o risco de
desenvolvimento de fissura foi observada na populacdao do Norte da China,
mas nenhuma correlacdo foi observada na populacdo sulista. Este mesmo
efeito € observado em grupos europeus com etnia diferentes. Enquanto o
polimorfismo rs180113 ndo apresentou nenhum efeito na populagéo da Europa
Central (origem em paises como Alemanha, Austria, Suica, Bélgica, Holanda,
Luxemburgo, Polénia, Republica Checa, Eslovaquia, entre outros) (Reutter et
al., 2008), uma forte associagao entre o alelo raro T € um risco aumentado para
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FL/PNS foi observada na ltalia (Pezzetti et al, 2004). Uma auséncia de
associacao também foi reportada em pacientes com FL/PNS da Noruega, um
pais escandinavo com baixa miscigenacao étnica (Boyles et al., 2008). Uma
falta de associagao entre a variante T e o surgimento de FL/PNS também foi
demonstrado em 2 estudos com populagdes brasileiras (Gaspar et al., 1999;
Brandalize et al., 2007).

O polimorfismo rs987525 em 8924 €& outro bom exemplo da
influéncia étnica na associacdo com FL/PNS. A presenca do alelo de risco C
neste polimorfismo foi significantemente correlacionada com um risco para
desenvolvimento de FL/PNS em individuos de origem européia, incluindo
Alemanha, Estonia, Lituania e Polonia e descendentes de europeus morando
nos Estados Unidos (Birnbaum et al., 2009; Grant et al., 2009; Nikopensius et
al., 2009; Beaty et al., 2010; Mostowska et al., 2010). Por outro lado, individuos
de origem asiatica ou africana ndo demonstram risco aumentado na presenca
do alelo de risco C (Beaty et al., 2010; Hikida et al., 2011; Weatherley-White et
al., 2011; Xu et al., 2011).
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3. PROPOSICAO

O objetivo geral deste projeto foi identificar polimorfismos genéticos
de predisposicdo as FL/PNS. Para tanto, nos propusemos a desenvolver um

estudo caso-controle com os seguintes objetivos especificos:

1. Comparar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos
rs987525, rs1443434, rs3758249, rs1530300, rs2013162, rs7078160,
rs17085106, rs560426 e rs13041247 entre individuos com FL/PNS e individuos

clinicamente normais.

2. Caracterizar as amostras do grupo controle e de pacientes com
FL/PNS quanto a ancestralidade européia, africana ou indigena por meio de
um painel de INDELs e corrigir o efeito da miscigenacao étnica da populacao

na associacao com os polimorfismos genéticos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo
com as normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos, apés
deliberacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba - UNICAMP (processo 122/2010; anexo 1).

4.2. Populacao

As amostras foram divididas em 2 grupos: grupo controle, que foi
constituido por amostras de 338 individuos clinicamente normais, e grupo
FL/PNS, composto por amostras de 345 pacientes com FL/PNS. Ambos os
grupos apresentavam individuos sem histérico familiar de sindromes, FL/P ou
ainda qualquer alteracdo congénita. Todas as amostras dos pacientes foram
obtidas na Universidade de Alfenas (UNIFENAS), Minas Gerais. As amostras
do grupo FL/PNS foram obtidas no Centro de Reabilitagdo de Anomalias
Craniofaciais da Universidade de Alfenas (Centro Pro-Sorriso - Centrinho)
durante o tratamento odontolégico oferecido aos individuos fissurados. Todos
0s pacientes deste grupo foram examinados pela Equipe Multidisciplinar
(pediatra, cirurgido-plastico, estomatologistas, fonoaudidlogo, psicélogo,
fisioterapeuta, enfermeiras, nutricionistas, ortodontistas) do referido Centro, ndo
revelando outra alteracdo sistémica em associacdo a FL/PNS. A coleta das
amostras do grupo controle procedeu-se na Clinica de Graduagdo desta
mesma instituicdo durante o tratamento odontoldgico, oferecido a pacientes

que procuraram por atendimento.

4.3. Selecao dos Polimorfismos Génicos

Nove polimorfismos genéticos foram selecionados para serem
investigados neste estudo pelo fato de terem sido fortemente correlacionados
as FL/PNS em estudos prévios (Birnbaum et al, 2009; Grant et al., 2009;
Mangold et al., 2009; Marazita et al., 2009; Mangold et al., 2010; Beaty et al.,
2010), por apresentarem distribuicdo diferencial dos alelos em diferentes
populagdes e por ndo existirem estudos na literatura envolvendo a populacao
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brasileira. As caracteristicas dos polimorfismos genéticos deste estudo estédo
descritas na Tabela 1, incluindo a frequéncia de cada alelo ancestral em 3

populagdes de etnias diferentes, conforme o banco genético (HapMap).

4.4. Coleta das Amostras para Analise dos Polimorfismos

Previamente a coleta, todos os voluntarios ou seus responsaveis
foram informados do propdsito do estudo e solicitados a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido de participacdo. As amostras de células
bucais foram coletadas por meio de um bochecho, por 60 s, de 5 ml de solucéo
de sacarose a 3%. O conteudo resultante do bochecho foi transferido para um
tubo de 15 ml, o qual continha o volume de 5 ml de uma solugao 66% alcodlica
contendo 17 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM NaCl e 7 mM EDTA.

4.5. Isolamento do DNA

No laboratério, a cada tubo foi adicionada agua destilada e
deionizada autoclavada q.s.p. 15 ml. Apos centrifugacdo e descarte do
sobrenadante, o precipitado foi lavado em solugdao aquosa, contendo 17 mM
Tris-HCI pH 8, 50 mM NaCl e 7 mM EDTA. Novamente o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em solucdo de lise contendo 10
mM Tris-HCI pH 8, 0,5% dodecil sulfato de sddio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 ug de
proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubado a 50°C em movimento
continuo semicircular. Apds 16 h de incubacao, foram adicionados 500 ul de
uma solucao aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 M acetato de aménio. A mistura foi
centrifugada por 10 min a 12.000 g a 4°C. O precipitado de DNA foi lavado com
70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), seco e ressuspendido em
tampao Tris-EDTA (TE Buffer). A concentracdo e pureza das amostras foram
determinadas por espectrofotometria a 260 e 280 nm (espectrofotdbmetro
Genesys 2, Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA).
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4.6. Genotipagem pelo Método de Discriminacao Alélica com Sondas
Fluorescentes

A anadlise foi realizada no equipamento StepOnePlus (Applied
Biosystems) em uma reagédo de 8 ul contendo 4 pl de 2x Genotyping Master
Mix, 0,2 ul da mistura de primers e sondas e 2 ng DNA, os quais foram diluidos
em 3,8 pl de 4gua livre de DNase e RNase. Os parametros de amplificagéo
foram: 1 ciclo de 30 s a 60°C e 10 min a 95°C (desnaturacao inicial) e 40 ciclos
de 15 s a 92°C e 1 min a 60°C (estagio de amplificagdo), os quais foram
seguidos por 1 ciclo de 30 s a 60°C. Para validacdo dos resultados, a reacao
para cada polimorfismo foi repetida em 10% das amostras que foram
aleatoriamente escolhidas.

4.7. Genotipagem dos Marcadores de Ancestralidade

Os 40 polimorfismos de insercdo e delecao informativos de
ancestralidade descritos por Bastos-Rodrigues e colaboradores (2006) foram
utilizados neste estudo. Em esséncia, as reagbes de PCR multiplex foram
realizadas com 5 a 7 pares de primers por reacdo, escolhidos com base no
tamanho dos alelos. A cada primer forward foi adicionada uma cauda de M13
(Schuelke, 2000) e um primer forward complementar a M13 ligado ao fluoréforo
FAM foi também utilizado. A reacao, de volume final de 10 pl, consistiu de 1 pl
10X PCR Buffer, 0,8 ul dNTPs (2,5 mM), 0,2 ul Taq polimerase (5 U/ml), 4,95
HoO Milli-Q, 2 pl DNA (50 ng) e 0,75 ul da mistura de primers. A mistura de
primers continha 33 uM da mistura de primers forward especificos (partes
iguais de cada um), 100 uM do primer forward complementar a M13 ligado ao
fluor6foro FAM e 100 uM da mistura de primers reverse (partes iguais). As
reagdes foram realizadas nas seguintes condigdes: 1 ciclo de 94°C por 5 min,
30 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 45 e 72°C 45 s, 9 ciclos de 94°C por 30 s,
53°C por 45 s e 72°C 45 s, seguido por final extensdo a 72°C por 30 min. Apoés
as reacOes de amplificacdo, os produtos foram diluidos para subsequente
analise no sequenciador automatico ABI3500 DNA Analyser (Applied
Biosystems). A reacao consistird em 8,925 pul de Formamida HI-DI, 0,075 pl do
marcador de peso molecular GS600 e 2 pl do produto da PCR diluido 10 vezes.
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A andlise dos fragmentos foi realizada com o programa GeneMapper®

Software Version 4.0.

4.8. Anadlise Estatistica

A existéncia de equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliada em toda a
amostra e individualmente por grupo (Rodriguez et al., 2009) e as diferencas na
frequéncia dos alelos e genétipos em um modo de heranca néo-restrito foram
comparadas pelo teste de qui-quadrado. O célculo do risco de recorréncia
(odds ratio, OR) com intervalo de confianca (IC) em 95% foi realizado para
estimar o risco de cada fator na ocorréncia da FL/PNS (Prism 6 for Windows,
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Andlises de hapl6tipos foram
calculadas a partir dos dados primarios dos gendétipos com o uso do Programa
Haploview (http://broad.mit.edu/mpg/haploview).

Para a analise da correcdo de ancestralidade, os programas
Structure e STRAT foram utilizados. O primeiro investiga a presenga de
estrutura populacional e infere por analise bayesiana a presenca de
componentes de diferentes populagdes ancestrais nos individuos (Pritchard et
al. 2000a). Em nossa analise, foi assumido uma populacdo com 3 origens
(K=8), Européia, Africana e Amerindia. O programa STRAT utiliza os dados
gerados pelo Structure referentes as contribuicdes das populacées ancestrais
para cada individuo para aplicar correcao estatistica ao teste de associacédo
entre casos e controles (Pritchard et al. 2000b).

Em nossas comparacgdes, p<0,05 foi utilizado como indicativo de

diferencga estatisticamente significante.
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Tabela 1. Descricao dos polimorfismos genéticos deste estudo.

Polimorfismo  Cromossomo Gene Alelos Frequéncia do Alelo Ancestral
Populacdo Européia® Populacdo Asiatica® Populacéo Africana®
rs560426 1p22.1 ABCA4* Ancestral: A 49,6% 67,4% 53,1%
Variante: G
rs2013162 1932 IRF6 Ancestral: C 65,2% 50,0% 75,2%
Variante: A
rs987525 8924 Regiao Ancestral: A 22,1% 4,8% 65,5%
intergénica Variante: C
rs1530300 8924 Regido  Ancestral: T 69,2% 97,7% 88,9%
intergénica Variante: C
rs1443434 9922 FOXE1  Ancestral: G 42,0% 19,8% 30,1%
Variante: T
rs3758249 9922 FOXE1* Ancestral: A 46,6% 18,9% 27,5%
Variante: G
rs7078160 10025.3 VAX1* Ancestral: G 83,2% 57,0% 79,2%
Variante: A
rs17085106 18922 Ancestral: G 98,6% 100% 80,5%
Variante: T
rs13041247 2012 MAFB*  Ambiguidade: T 59,7% 41,9% 77,4%
Variante: C

Fonte: http:/ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
# HapMap-CEU
® HapMap-HCB

¢ HapMap-YRI

* Regiao intergénica, préxima ao gene
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas Gerais dos Grupos

O grupo FL/PNS foi composto por 345 pacientes com FL/PNS, dos
quais 186 (54%) foram do género masculino e 159 (46%) do género feminino.
Quanto ao tipo de fissura, 197 (57,1%) pacientes apresentaram FLP, 79 (20%)
FL e 69 (%) FP. O grupo controle foi composto por 338 individuos normais, dos
quais 187 (55,3%) foram do género feminino e 151 (44,7%) do género

masculino.

5.2. Frequéncia Alélica e Genotipica dos Polimorfismos

Os 2 alelos e os 3 possiveis genotipos de cada um dos 9
polimorfismos deste estudo foram encontrados na amostra estudada (Tabelas
2 e 3). A Tabela 4 demonstra o resultado do calculo do equilibrio de Hardy-
Weinberg para a amostra como um todo e individualmente para cada um dos
grupos. Uma significante correlacdo entre os polimorfismos rs987525,
rs560426 e rs1530300 e o grupo FL/PNS foi observada.

Para o polimorfismo rs987525, o alelo C foi o mais frequente na
populacao brasileira, sendo encontrado em uma frequéncia significantemente
maior no grupo controle (72%) quando comparado com o grupo FL/PNS
(59,1%) (Tabela 2). Assim, comparado ao alelo C, a presenca do alelo A
demonstrou ser um fator de risco para FL/PNS com um OR de 1,78 (95% IC:
1,42-2,74; p=0,0000001). Isso foi confirmado pelas frequéncias dos gendétipos
CA e AA foram significantemente maior no grupo FL/PNS em comparacao com
o grupo controle (p=0,00004; Tabela 3). O risco de ocorréncia de FL/PNS para
um individuo heterozigoto (CA) foi de 1,98 vezes (95% IC: 1,42-2,47) maior
comparado com um individuo homozigoto CC, enquanto que o risco para um
individuo AA foi ainda maior, OR de 2,73 (95% IC: 1,67-4,46; Tabela 3). A
distribuicdo dos gendétipos para o polimorfismo rs987525 respeitou o equilibrio
de Hardy-Weinberg (Tabela 4).

O alelo A do polimorfismo rs560426 foi 0 mais comum na populacao
estudada com uma frequéncia de aproximadamente 55% (Tabela 2). O alelo G
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deste polimorfismo foi encontrado em uma frequéncia significantemente maior
no grupo FL/PNS que no grupo controle (p=0,0008), gerando um OR de 1,44
(IC 95%: 1,16-1,78; Tabela 2). O gendtipo heterozigoto AG foi o mais
prevalente na populagdo estudada, sendo encontrado em uma frequéncia
significantemente maior no grupo FL/PNS comparado ao grupo controle
(p=0,03; OR: 1,46; 95% IC: 1,03-2,07). O gendtipo GG também foi
significantemente mais frequente no grupo FL/PNS comparado ao grupo
controle, com um OR de 1,98 (95% IC: 1,29-3,01; p=0,001; Tabela 3). A
distribuicdo dos gendétipos para o polimorfismo rs560426 estd em equilibrio de
Hardy-Weinberg (Tabela 4).

Para o locus polimérfico rs1530300, o alelo T foi o mais comum,
sendo encontrado em 73,7% e 62,3% dos individuos dos grupos controle e
FL/PNS, respectivamente (Tabela 2). O alelo C foi significantemente
correlacionado com o grupo FL/PNS, indicando que o portador deste alelo
apresenta um risco de 1,69 vezes maior de manifestar a FL/PNS que o
individuo que carrega o alelo ancestral T (p=0,000007; OR: 1,69; 95% IC: 1,34-
2,13; Tabela 2). Individuos com o genoétipo TT foram mais frequentes em
ambos 0s grupos, enquanto que individuos com o genétipo CC foram
significantemente mais frequentes no grupo FL/PNS que no grupo controle
(p=0,000002). O risco de um individuo CC ser afetado por FL/PNS foi de 3,27
vezes maior que um individuo TT (95% IC: 1,98-5,38; Tabela 3). A distribuicao
dos gendétipos da amostra como um todo nao respeitou o equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0,000002; Tabela 4). Contudo, esta derivagao foi conduzida pelas
amostras do grupo FL/PNS (p=0,000004) e nao pelas amostras do grupo
controle (p=0,47), fortalecendo a associacao deste polimorfismo genético com
o desenvolvimento de FL/PNS.
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Tabela 2. Distribuicdo alélica dos polimorfismos genéticos investigados nos

grupos controle e FL/PNS.

Polimorfismo  Grupo Controle  Grupo FL/IPNS  OR (95% IC)  Valorde p
n (%) n (%)

rs560426

A 400 (59,2) 345 (50,1) Referéncia

G 276 (40,8) 343 (49,9) 1,44 (1,16-1,78)  0,0008
rs2013162

C 460 (68,0) 467 (68,9) Referéncia

A 216 (32,0) 211 (31,1) 0,96 (0,76-1,21) 0,74
rs987525

C 487 (72,0) 404 (59,1) Referéncia

A 189 (28,0) 280 (40,9) 1,78 (1,42-2,24)  0,0000001
rs1530300

T 498 (73,7) 421 (62,3) Referéncia

C 178 (26,3) 255 (37,7) 1,69 (1,34-2,13)  0,000007
rs1443434

T 435 (64,3) 459 (66,7) Referéncia

G 241 (35,7) 229 (33,3) 0,90 (0,72-1,12) 0,35
rs3758249

G 431 (63,8) 464 (67,8) Referéncia

A 245 (36,2) 220 (32,2) 0,83 (0,66-1,04) 0,11
rs7078160

G 546 (80,8) 547 (80,0) Referéncia

A 130 (19,2) 137 (20,0) 1,05 (0,80-1,37) 0,71
rs17085106

G 653 (96,6) 652 (97,0) Referéncia

T 23 (3,4) 20 (3,0) 0,87 (0,47-1,60) 0,65
rs13041247

T 435 (64,3) 478 (69,3) Referéncia

C 241 (35,7) 212 (30,7) 0,80 (0,64-1,00) 0,05
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Tabela 3. Frequéncia genotipica dos polimorfismos investigados nos grupos
controle e FL/PNS.

Polimorfismo  Grupo Controle  Grupo FL/PNS  OR (95% IC) Valor de p
n (%) n (%)

rs560426

AA 124 (36,7) 91 (26,5) Referéncia

AG 152 (45,0) 163 (47,3) 1,46 (1,03-2,07) 0,03

GG 62 (18,3) 90 (26,2) 1,98 (1,29-3,01) 0,001
rs2013162

CC 157 (46,4) 167 (49,3) Referéncia

CA 146 (43,2) 133 (39,2) 0,85 (0,62-1,18) 0,34

AA 35 (10,4) 39 (11,5) 1,05 (0,63-1,73) 0,85
rs987525

CC 181 (53,5) 120 (35,0) Referéncia

CA 125 (37) 164 (48,0) 1,98 (1,42-2,74)  0,00004

AA 32 (9,5) 58 (17,0) 2,73 (1,67-4,46) 0,00004
rs1530300

TT 186 (55,0) 153 (45,3) Referéncia

TC 126 (37,3) 115 (34,0) 1,11 (0,79-1,54) 0,53

CC 26 (7,7) 70 (20,7) 3,27 (1,98-5,38) 0,000002
rs1443434

TT 143 (42,3) 163 (47,4) Referéncia

GT 149 (44,1) 133 (38,6) 0,78 (0,56-1,08) 0,14

GG 46 (13,6) 48 (14,0) 0,91 (0,57-1,45) 0,71
rs3758249

GG 142 (42,0) 163 (47,7) Referéncia

GT 147 (43,5) 138 (40,3) 0,82 (0,59-1,13) 0,22

AA 49 (14,5) 41 (12,0) 0,73 (0,45-1,17) 0,18
rs7078160

GG 225 (66,6) 213 (62,3) Referéncia

GA 96 (28,4) 121 (35,4) 1,33 (0,96-1,84) 0,08

AA 17 (5,0) 8 (2,3) 0,49 (0,21-1,17) 0,10
rs17085106

GG 316 (93,5) 317 (94,3) Referéncia

GT 21 (6,2) 18 (5,4) 0,85 (0,44-1,63) 0,63

TT 1(0,3) 1(0,3) 0,99 (0,06-16,01) 0,99
rs13041247

TT 137 (40,5) 169 (49,3) Referéncia

TC 161 (47,7) 136 (39,6) 0,68 (0,49-0,94) 0,02

cC 40 (11,8) 38 (11,1) 0,77 (0,47-1,27) 0,30
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Tabela 4. Calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg para os grupos controle e

FL/PNS e para a amostra total.

Polimorfismo Grupo Controle Grupo FL/PNS Total
x? / valor de p x? / valor de p x? / valor de p

rs560426 1,62/0,20 0,94/0,33 3,18 /0,07
rs2013162 0,02/0,89 2,44/0,12 1,41/0,23
rs987525 2,3/0,13 0,002 /0,89 24/012
rs1530300 0,52/0,47 25,72 /0,000004 22,19/0,000002
rs1443434 0,52/0,47 5,76 /0,02 4,88 /0,03
rs3758249 1,94/0,16 1,17 /0,28 3,21/0,07
rs7078160 2,48 /0,11 3,73/0,053 0,09/0,33
rs17085106 1,01/0,31 1,76 /0,18 2,69/0,10
rs13041247 0,49/0,48 1,76/0,18 0,21/0,65
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5.3. Analise dos Haplétipos dos Polimorfismos rs987525 e rs1530300

Como os loci polimérficos rs987525 e rs1530300 estdo localizados
na regido 8924 a uma distancia de aproximadamente 26 Kbp entre eles e
ambos demonstraram conter alelos de suscetibilidade para FL/PNS, nés
avaliamos a distribuicao dos haplétipos destes 2 polimorfismos entre os grupos
controle e FL/PNS. Como esperado, o haplétipo formado pelos alelos C-T
(alelo C do polimorfismo rs987525 e alelo T do polimorfismo rs1530300) foi o
mais frequente na populacao analisada (Tabela 5), revelando um desequilibrio
de ligacéo de r>=0,79 e D’'=0,94. Interessantemente, os 2 alelos de risco (A do
polimorfismo rs987525 e C do polimorfismo rs1530300) segregaram como um
haplétipo em uma frequéncia significantemente maior no grupo FL/PNS
comparado com o grupo controle (p=0,0002; Tabela 5). Individuos com o
haplétipo A-C apresentaram um risco de 1,75 vezes maior de apresentar
FL/PNS que um individuo contendo o haplétipo C-T (OR: 1,75; 95% IC: 1,29-
2,35; Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicao dos haplétipos dos polimorfismos rs987525 e rs1530300
localizados na regido 8g24.

Haplétipo* Grupo Controle  Grupo FL/PNS OR (95% IC) Valor de p

C-T 43,9% 35,1% Referéncia

A-T 20,1% 22% 1,37 (1,03-1,83) 0,03
C-C 19,5% 19,6% 1,26 (0,94-1,70) 0,12
A-C 16,5% 23,3% 1,75 (1,29-2,35) 0,0002

*Sequéncia dos polimorfismos: rs987525 e rs1530300.

5.4. Distribuicao dos Polimorfismos Genéticos em Relacao ao Tipo de
Fissura

Os polimorfismos rs987525, rs560426 e rs1530300 correlacionaram
significantemente com a frequéncia de FL (Tabela 6). O alelo A do polimorfismo
rs987525 foi significantemente mais frequente no grupo FL comparado com o
grupo controle (p=0,0004), indicando um OR de 1,89 (95% IC: 1,32-2,71). Em
relacdo ao polimorfismo rs560426, o alelo de risco G foi significantemente
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correlacionado com FL com um OR de 1,73 (p=0,002; 95% IC: 1,22-2,45). O
alelo C do polimorfismo rs1530300 também foi significantemente
correlacionado com o grupo FL (p=0,001; OR: 1,83; 95% IC: 1,27-2,64).

Os polimorfismos rs987525, rs560426 e rs1530300 também foram
significantemente correlacionados com FLP (Tabela 7). O alelo A do
polimorfismo rs987525 foi significantemente mais frequente no grupo FLP
comparado ao controle (p=0,000001) e a sua presenga demonstrou ser um
fator de risco para FL/PNS com um OR de 1,92 (95% IC: 1,48-2,50). O alelo G
do polimorfismo rs560426 foi encontrado em uma frequéncia significantemente
maior no grupo FLP que no grupo controle (p=0,003), gerando um OR de 1,46
(IC 95%: 1,13-1,88). Para o polimorfismo rs1530300, o alelo C foi
significantemente correlacionado com o grupo FLP (p=0,00002), revelando que
um individuo com este alelo apresenta um risco de 1,78 vezes maior de
apresentar uma FLP comparado ao individuo que carrega o alelo T (95% IC:
1,36-2,32).

Nenhuma correlagdo significante entre os polimorfismos deste
estudo e a FP foi obsevada (Tabela 8).
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Tabela 6. Frequéncia alélica dos polimorfismos investigados nos grupos
controle e FL.

Polimorfismo  Grupo Controle Grupo FL OR (95% IC) Valor de
n (%) n (%) P

rs560426

A 400 (59,2) 72 (45,6) Referencia

G 276 (40,8) 86 (54,4) 1,73 (1,22-2,45) 0,002
rs2013162

C 460 (68) 109 (70,8) Referencia

A 216 (32) 45 (29,2) 0,88 (0,60-1,29) 0,51
rs987525

C 487 (72) 91 (57,6) Referencia

A 189 (28) 67 (42,4) 1,89 (1,32-2,71)  0,0004
rs1530300

T 498 (73,7) 93 (60,4) Referencia

C 178 (26,3) 61 (39,6) 1,83 (1,27-2,64) 0,001
rs1443434

T 435 (64,3) 97 (61,4) Referencia

G 241 (35,7) 61 (38,6 1,13 (0,79-1,62) 0,48
rs3758249

G 431 (63,8) 97 (62,2) Referencia

A 245 (36,2) 59 (37,8) 1,07 (0,74-1,53) 0,71
rs7078160

G 546 (80,8) 129 (81,6) Referencia

A 130 (19,2) 29 (18,4) 0,94 (0,60-1,47) 0,80
rs17085106

G 653 (96,6) 146 (96,1) Referencia

T 23 (3,4) 6 (3,9) 1,16 (0,46-2,91) 0,74
rs13041247

T 435 (64,3) 110 (70,5) Referencia

C 241 (35,7) 46 (29,5) 0,75 (0,51-1,10) 0,14
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Tabela 7. Frequéncia alélica dos polimorfismos investigados nos grupos
controle e FLP.
Polimorfismo  Grupo Controle  Grupo FLP OR (95% IC) Valor de
n (%) n (%) P

rs560426

A 400 (59,2) 195 (49,7) Referencia

G 276 (40,8) 197 (50,3) 1,46 (1,13-1,88) 0,003
rs2013162

C 460 (68) 264 (68,4) Referencia

A 216 (32) 122 (31,6) 0,98 (0,75-1,28) 0,91
rs987525

C 487 (72) 222 (57,2) Referencia

A 189 (28) 166 (42,8) 1,92 (1,48-2,50) 0,000001
rs1530300

T 498 (73,7) 237 (61,1) Referencia

C 178 (26,3) 151 (38,9) 1,78 (1,36-2,32)  0,00002
rs1443434

T 435 (64,3) 266 (67,9) Referencia

G 241 (35,7) 126 (32,1) 0,85 (0,65-1,11) 0,24
rs3758249

G 431 (63,8) 271 (69,1) Referencia

A 245 (36,2) 121 (30,9) 0,78 (0,60-1,02) 0,07
rs7078160

G 546 (80,8) 309 (79,6) Referencia

A 130 (19,2) 79 (20,4) 1,07 (0,78-1,46) 0,65
rs17085106

G 653 (96,6) 374 (97 ,4) Referencia

T 23 (3,4) 10 (2,6) 0,76 (0,35-1,61) 0,47
rs13041247

T 435 (64,3) 269 (68,6) Referencia

C 241 (35,7) 123 (31,4) 0,82 (0,63-1,07) 0,15
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Tabela 8. Frequéncia alélica dos polimorfismos investigados nos grupos
controle e FP.

Polimorfismo  Grupo Controle Grupo FP OR (95% IC) Valor de
n (%) n (%) P

rs560426

A 400 (59,2) 78 (56,5) Referéncia

G 276 (40,8) 60 (43,5) 1,11 (0,77-1,61) 0,56
rs2013162

C 460 (68) 94 (68,1) Referéncia

A 216 (32) 44 (31,9) 0,99 (0,67-1,47) 0,98
rs987525

C 487 (72) 91 (65,9) Referéncia

A 189 (28) 47 (34,1) 1,33 (0,90-1,96) 0,15
rs1530300

T 498 (73,7) 91 (67,9) Referéncia

C 178 (26,3) 43 (32,1) 1,32 (0,88-1,97) 0,17
rs1443434

T 435 (64,3) 96 (69,6) Referéncia

G 241 (35,7) 42 (30,4) 0,79 (0,53-1,17) 0,24
rs3758249

G 431 (63,8) 96 (70,6) Referéncia

A 245 (36,2) 40 (29,4) 0,73 (0,49-1,09) 0,13
rs7078160

G 546 (80,8) 109 (79) Referéncia

A 130 (19,2) 29 (21) 1,11 (0,71-1,75) 0,63
rs17085106

G 653 (96,6) 132 (97,1) Referéncia

T 23 (3,4) 4 (2,9) 0,86 (0,29-2,53) 0,78
rs13041247

T 435 (64,3) 95 (68,8) Referéncia

C 241 (35,7) 43 (31,2) 0,81 (0,55-1,21) 0,31
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5.5. Anadlise Estruturada pela Ancestralidade dos Polimorfismos
Genéticos

Com um filtro de 80% (isto &, incluimos amostras onde foi possivel
analisar pelo menos 32 marcadores), nds consideramos satisfatéria a
caracterizagdo da ancestralidade de 235 individuos do grupo controle e 223
pacientes com FL/PNS. Em ambos os grupos, a principal contribuicao foi a de
origem Européia. Na meédia, o grupo controle foi composto por 72,8% de
ancestralidade Européia, 20,4% por ancestralidade Africana e 6,8% de
ancestralidade Amerindia (Tabela 8). O grupo FL/PNS demonstrou 68,8% de
ancestralidade Européia, 25,4% de Africana e 5,8% de Amerindia. Nao houve
diferenca significante entre os grupos (Tabela 8). Figura 1 demonstra a
proporcdo de ancestralidade de cada individuo do estudo, bem como dos
individuos de ancestralidade conhecida.

Assumindo a estratificacao populacional, os polimorfismos rs987525,
rs560426 e rs1530300 continuaram a demonstrar uma correlagdo significante
com o risco de ocorréncia de FL/PNS (Tabela 9). O alelo A foi
significantemente mais frequente no grupo FL/PNS, resultando em um risco de
1,63 vezes maior de FL/PNS comparado ao grupo controle (p=0,009; OR: 1,63;
95% IC: 1,24-2,15). O alelo G do polimorfismo rs560426 foi encontrado em
uma frequéncia significantemente maior no grupo FL/PNS (50%) quando
comparado com o grupo controle (38,5%) (Tabela 9). Entdo, a presenca do
alelo G demonstrou um significante efeito de risco para a FL/PNS (p=0,000001;
OR: 1,6; IC 95%: 1,22-2,07). Apds a estruturacao populacional, o alelo C do
polimorfismo rs1530300 demonstrou ser um significante fator de risco para
FL/PNS, com um OR de 1,16 (p=0,000001; 95% IC: 1,33-2,35; Tabela 9).
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Tabela 8. Ancestralidade das amostras deste estudo.

Ancestralidade Grupo Controle Grupo FL/PNS Valor de p
(%) (%)
Amerindia 6,8 5,8
Africana 20,4 25,4 0,42
Européia 72,8 68,8
A B
::: Amerindia
E”i';n‘ric:ana Européia  Amerindia Grupo Controle
100 «Grupo Controle
*Grupo FL/PNS

Grupo FL/PNS

Africana Européia
Figura 1. Representacdo da ancestralidade dos individuos dos grupos controle
e FL/PNS. (A) Cada coluna representa um individuo e os calculos pelo
Programa Structure foram baseados em 3 populagdes (K=3). A porcao em
vermelho corresponde a ancestralidade Africana, em verde a ancestralidade
Européia e em azul a ancestralidade Amerindia. (B) Distribuicdo dos individuos
dos grupos controle e FL/PNS em relagdo a porcentagem de ancestralidade.
Cada ponto representa um individuo e os vértices correspondem aos individuos
com ancestralidade conhecidas (rosa — Africana, amarelo — Amerindio e verde

— Européia).
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Tabela 9. Comparacao da frequéncia alélica dos polimorfismos deste estudo

para os grupos controle e FL/PNS corrigido pela ancestralidade.

Polimorfismo  Grupo Controle  Grupo FL/PNS OR (95% IC) Valor de
n (%) n (%) p

rs560426

A 289 (61,5) 223 (50) Referencia

G 181 (38,5) 223 (50) 1,6 (1,22-2,07)  0,000001
rs2013162

C 316 (67,2) 303 (67,9) Referencia

A 154 (32,8) 143 (32,1) 0,96 (00,73-1,27) 0,10
rs987525

C 336 (71,5) 270 (60,5) Referencia

A 134 (28,5) 176 (34,5) 1,63 (1,24-2,15) 0,009
rs1530300

T 352 (74,9) 280 (62,8) Referencia

C 118 (25,1) 166 (37,2) 1,76 (1,33-2,35)  0,000001
rs1443434

T 304 (64,7) 307 (68,8) Referencia

G 166 (35,3) 139 (31,2) 0,83 (0,63-1,10) 0,22
rs3758249

G 299 (63,6) 312 (69,9) Referencia

A 171 (36,4) 134 (30,1) 0,75 (0,57-0,99) 0,07
rs7078160

G 384 (81,7) 351 (78,7) Referencia

A 86 (18,3) 95 (21,3) 1,2 (0,87-1,67) 0,36
rs17085106

G 453 (96,4) 432 (96,9) Referencia

T 17 (3,6) 14 (3,1) 0,86 (0,42-1,77) 0,23
rs13041247

T 306 (65,1) 311 (69,7) Referencia

C 164 (34,9) 135 (30,3) 0,81 (0,61-1,07) 0,42
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6. DISCUSSAO

Embora muitos genes e regides cromossOmicas associadas a
FL/PNS sao conhecidos atualmente, ainda estamos longe de uma completa
compreensao da etiologia desta alteracdo multifatorial. As FL/PNS sao
geneticamente complexas, resultado da diversidade génica, baixa penetrancia
e influéncia de varios fatores ambientais sdo geneticamente complexas
(revisado por Lidral et al., 2008). Em adic&o, a distribuicdo dos polimorfismos e
haplétipos e suas correlacbes com as FL/PNS variam amplamente entre os
diferentes estudos, sugerindo que a heterogeneidade étnica das populagdes
mundiais dificulta o completo entendimento da etiopatogenia das FL/PNS.
Portanto, estudos de validagdo de /oci de susceptibilidade s&o essenciais para
definir os alelos de risco especificos para cada populacdo, aumentando a
nossa compreensao sobre este disturbio complexo. Este fato € particularmente
importante em populagdes miscigenadas, tais como as do Brasil. Como a
propor¢cado das ancestralidades Amerindia, Africana e Européia variam em cada
individuo brasileiro, a contribuicdo de polimorfismos especificos identificados
em estudos de associacao de larga escala na etiologia da FL/PNS pode néo
ser védlida nos brasileiros. O presente estudo avaliou 9 regides polimorficas
descritas como de suscetibilidade ao desenvolvimento das FL/PNS e revelou
que 3 polimorfismos, rs560426 em 1p22.1 e rs987525 e rs1530300 em 8924,
s&o marcadores de risco para FL/PNS na populagéo brasileira.

A associagdo do polimorfismo rs560426 com FL/PNS foi
originalmente destacada no GWAS de Beaty e colaboradores (2010) que usou
a abordagem de analise de desequilibrio de transmissdo (transmission
desequilibrium test, TDT). Embora uma significativa associa¢ao foi encontrada
com pacientes de origens asiatica e européia, as tentativas de replicar este
resultado em populagdes asiaticas (Pan et al., 2011), da Europa Central
(Mangold et al., 2009) , Polonia (Mostowska et al., 2012) e Africa (Weatherley-
White et al., 2011) ndo obtiveram sucessos. Em nosso estudo, portadores do
alelo G para o polimorfismo rs560426 exibiram um risco 1,6 vezes maior de
FL/PNS em comparagdo com os portadores do alelo A. Este achado é
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semelhante aos resultados (OR 1,432; IC 95% 1,292-1,587) dos estudos de
Beaty et al. (2010).

O polimorfismo rs560426 esta contido no gene ABCA4, que codifica
uma proteina transmembranica. Andlises da sequéncia de todos os 50 exons
deste gene em pacientes fissurados de lowa e Filipinas identificaram 26
variantes de sentido trocado (missense), contudo esta analise foi limitada
porque as frequéncias ndo foram avaliadas em grandes amostras de caso-
controle (Mangold et al, 2011). Em adicdo, a andlise por hibridagdo in situ
revelou que ABCA4 nao é expresso nas estruturas palatinas de embrides de
camundongos com idade embrionaria de 13,5-14,5 dias, periodo relevante para
palatogénese murina. No entanto, ABCA4 pode nao ser expressa no periodo
de tempo analisado (Beaty et al., 2010). Frente a estes resultados, foi sugerido
que outro gene pode ser responsavel pela associacdo observada (Dixon et al.,
2011). O gene que codifica PTPL1 associada a Rho-GTPase (PARGT) € um
forte gene candidato neste /6cus porque ele esta localizado em uma posicao
diretamente adjacente ao ABCA4 e tem mostrado diferentes niveis de
expressao apos interacdo com acido folico (Katula et al., 2007). Considerando
todos os resultados com o polimorfismo rs560426, outros estudos devem ser
realizados para confirmar se a associacdo com FL/PNS é direta ou dependente
de algum outro polimorfismo em desequilibrio de ligacao.

O Iécus génico 8924 tem demonstrado papel importante em varios
estudos relacionados a FL/PNS em diferentes populagdes. O estudo de
Mangold e colaboradores (2010) demonstrou que uma regido abrangendo 640
Kb neste locus cromossGmico contem possivelmente multiplos marcadores
associados a FL/PNS, contudo, como em GWAS os pesquisadores tém que
determinar um threshold alto para separar de forma confiavel os marcadores
verdadeiros de falso-positivos, apenas o marcador rs987525 se sobressaiu. A
associacao entre rs987525 e FL/PNS desde entdo tem sido replicada em
estudos adicionais em pacientes de varias etnias (Mostowska et al., 2010;
Blanton et al., 2010; Nikopensius et al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2010). O
alelo de risco demonstrou um efeito variando de 1,4 a 11,1, com uma média de
2 vezes para a amostra européia (Beaty et al., 2010). As frequéncias alélicas
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para rs987525 variam fortemente entre as populagdes, com um MAF (Minor
Allele Frequency) de menos de 10% tendo sido relatados em asiaticos e cerca
de 15 a 25% em europeus (Birnbaum et al, 2009). Ha também alguma
evidéncia de que a forga da associagao pode variar entre as populacdes (Beaty
et al., 2010; Nikopensius et al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2010). No entanto,
os intervalos de confianca dos odds ratios (OR) sao geralmente grandes, € é
muito cedo para tirar qualquer conclusédo definitiva. No estudo realizado pelo
grupo de Baltimore, a maior investigacdo de uma populagdao ndo-européia até a
data, a proporcdo de alelos transmitidos contra os nao-transmitidos foi
semelhante para asiaticos e europeus, indicando que o efeito do locus génico
8924 é igualmente forte em ambas as populacdes (Mangold et al., 2011).
Entretanto alguns estudos em populagbes asiaticas ndo tem encontrado
associagao de 8924 a FL/PNS (Xu et al., 2011; Hikida et al., 2011).

Em europeus, o risco atribuivel a populacédo (PAR) para rs987525 foi
estimado em 0,41 (Birnbaum et al., 2009), sugerindo que o /6cus 8924 € um
I6cus de grande susceptibilidade para FL/PNS. Isso também explica por que
este /ocus foi detectado em um estudo GWAS com uma amostra relativamente
pequena. O PAR para a populacdao asiatica ainda nao foi calculado. No
entanto, a baixa frequéncia do alelo de risco sugere que sera
consideravelmente menor em comparacdo com o relatado em europeus.
Notavelmente, como a taxa de prevaléncia de FL/PNS é muito maior em
asiaticos comparados com os europeus (Murray, 2002), a associacdo entre
8924 e FL/PNS suporta a hipétese de que loci adicionais de susceptibilidade
existem, e que estes podem ser mais frequentes em populacbes de paises
asiaticos. Interessantemente, o0 GWAS de Grant e colaboradores (2009)
revelou ainda a associacdo de rs1530300 a FL/PNS, que estava em
desequilibrio de ligagcdo com rs987525 e mostrou uma associacdo ainda mais
forte & susceptibilidade de FL/PNS em trios irlandeses. Os resultados do
presente estudo confirmou a associacao significativa de rs1530300 como
marcador unico e como haplétipo com rs987525. Como marcador Unico, a
associacdo de rs1530300 com FL/PNS foi mais forte em comparacdo ao
rs987525. Blanton et al. (2010) também demonstraram que a regiao 8924
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contém um /6cus de susceptibilidade para FL/PNS, como revelado pela
associacao positiva dos alelos de risco contidas em rs1530300 e rs987525.
Embora o envolvimento do /6cus 8924 na patogénese da FL/PNS esteja acima
de duvidas, o mecanismo pelo qual este polimorfismo exerce seu efeito
permanece desconhecido. Uma regiao de 640 kbp em 8924 ndo contém genes
conhecidos até o momento (http://genome.ucsc.edu), sugerindo que este
polimorfismo esta contido em uma regiao de regulagao génica.

Os polimorfismos rs560426, rs987525 e rs1530300 obtiveram
correlacdo significativa somente com FL e FLP. Apesar de ainda existirem
duvidas quanto a separagao da FLP e FL em duas entidades distintas ou nao,
nossos resultados corroboram com as evidéncias embrioldégicas que
demonstram que FLP e FL sdo variantes do mesmo defeito, diferindo apenas
no grau de severidade (Mitchell et al., 2002; Fogh-Andersen, 1946). Por outro
lado, a FP esta bem estabelecida como uma entidade separada dos defeitos da
fissura labial com base em evidéncias epidemioldégicas e embrioldgicas
(Mossey & Little, 2002; Marazita, 2002a).

Como um resultado nao esperado deste estudo, n6s observamos
que a ancestralidade gendémica ndo demonstrou influéncia alguma na
suscetibilidade dos polimorfismos como marcadores de risco para o
desenvolvimento das FL/PNS. Uma das criticas comuns dos estudos na area
de polimorfismos genéticos em estudos caso-controle € a formacao dos grupos
quando a sua composicao étnica. Portanto, desde o inicio ndés sempre
estivemos preocupados com a selecdo das amostras, procurando selecionar
voluntarios de uma mesma regidao geografica. Esta preocupacgéo foi importante,
pois ndo houve diferengas significantes nas propor¢des ancestrais entres os
grupos estudados, sendo a ancestralidade européia a mais predominante em
ambos os grupos. Em um estudo recente, Pena e colaboradores (2011)
demonstraram que independente da regido brasileira, a ascendéncia européia
foi a mais predominante, com proporcdes que variam de 60,6% a 77,7%. Foi
proposto que a imigracao de 6 milhdes de europeus para o Brasil nos séculos
19 e 20 - um fendbmeno descrito como o "branqueamento do Brasil" - foi em
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grande parte responsavel pela dissipacdo das diferencas ancestrais que
refletiam a histéria da populacédo de cada regiao brasileira.

N&o houve associagao significativa entre os outros 6 polimorfismos
avaliados na populacédo brasileira examinada, demonstrando que sua presenca
pode nao desempenhar um papel importante na etiologia da FL/PNS nesta
populacao. A relevancia de nossos achados podem extrapolar as fronteiras do
Brasil, porque as popula¢cdées miscigenadas sdo encontradas em muitos outros
paises da América Latina.

Os resultados deste estudo apresentam certas limitagdes. Embora
seja bem estabelecido que as FL/PNS refletem a acédo de fatores genéticos e
ambientais, este estudo se limitou a analisar a parte genética, deixando de lado
os fatores ambientais coexistentes. O tamanho da amostra também é outro
possivel fator limitador dos nossos resultados, uma vez que efeitos pequenos
podem ter sido perdidos, particularmente no grupo FP. Contudo, é interessante
notar que o poder estatistico para os 6 polimorfismos que ndo demonstraram
associagao variou de 55,2% a 86,7%. Em adicdo, a abordagem caso-controle
com grupos grandes é pouco rigorosa e, talvez fosse necessario realizar uma
analise do tipo TDT (teste de desequilibrio de transmissdo). O TDT tem
recebido atencdo particular, pois se baseia tanto em informacédo de ligacao
como no desequilibrio, que sédo subjacentes a associacdo. Neste tipo de
analise sao selecionadas amostras de pessoas com uma determinada
caracteristica (casos) e estuda-se o marcador neles e em seus progenitores.
Para o teste ser informativo, pelo menos um dos progenitores tem que ser
heterozigoto para o /6cus marcador (Feitosa & Krieger, 2002).

Em resumo, nossos resultados demonstram pela primeira vez o
envolvimento de rs560426 em 1p22.1 e de 8924 por meio dos polimorfismos
rs1530300 e rs987525 na patogénese da FL/PNS na populagdo brasileira.
Nossos resultados devem incentivar a aplicacdo de uma abordagem
semelhante em pacientes de outros paises que abrigam populacbes
miscigenadas, para aumentar a nossa compreensdao e conhecimento dos
eventos genéticos que contribuem para esta doenga complexa.
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7. CONCLUSOES

1. Nossos resultados demonstraram que os polimorfismos rs560426,
rs987525 e rs1530300 foram significativamente associados a um risco
aumentado para o desenvolvimento de FL/PNS, independente da correcdo

para a estrutura ancestral gendmica de cada individuo.

2. Os polimorfismos rs560426, rs987525 e rs1530300 foram
associados as FL e FLP, mas ndo com as FP.

3. Os polimorfismos rs2013162 em 1932, rs1443434 e rs3758249
em 9921, rs7078160 em 10025.3, rs17085106 em 18922 e rs13041247 em
20012 nao apresentaram nenhuma associacao significante com FL/PNS na
populacao brasileira.
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