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RESUMO

A fissura labial e/ou palatina nao-sindrdmica (FL/PNS) é uma doenca
multifatorial com fatores genéticos e ambientais envolvidos na sua patogénese. O
gene GABRB3,que codifica a subunidade -3 do receptor GABAA (4cido gama
amino butirico), tem emergido como um gene com potencial de susceptibilidade para
as FL/PNS, pois sua expressédo é considerada essencial para a formacéo do palato.
O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de 3 polimorfismos no gene GABRB3
(rs4477673, rs6576618, e rs981778) em pacientes com FL/PNS. Uma analise caso-
controle com 291 pacientes com FL/PNS (231 pacientes com fissura de labio com ou
sem fenda palatina e 60 pacientes com fissura de palato isolado) e 316 individuos
saudaveis (controles) foi realizada pelo método de discriminagéo alélica com sondas
fluorescentes. Para os trés polimorfismos, as distribuicdbes dos gendtipos seguiram
as proporcdes de Hardy-Weinberg esperadas no grupo controle, e as frequéncias
dos alelos e gendtipos minoritarios foram semelhantes entre o grupo controle e o
grupo de fissurados, ndo mostrando diferencas significativas. A analise dos modelos
genéticos dominantes e recessivos também nao revelou nenhuma diferenca na
distribuicdo dos genotipos entre os grupos. Além disso, o haplotipo mais prevalente
na populacao presente foi TCG, mas nao foram observadas diferencas em qualquer
dos haplotipos testados entre 0os grupos. Em conclusédo, nossos resultados sugerem
gue os polimorfismos rs4477673, rs657673 e rs981778 no gene GABRB3 néo estéo

envolvidos na patogénese das FL/PNS na populacao brasileira.
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ABSTRACT

Nonsyndromic cleft lip and/or palate is a multifactorial disease with both
genetic and environmental factors involved in its pathogenesis. The y-aminobutyric
acid receptor type A B-3 subunit (GABRB3) gene has emerged as a potential
susceptibility gene for nonsyndromic cleft lip and/or palate since its expression was
found to be essential to complete formation of the palate. The objective of this study
was to evaluate the influence of GABRB3 polymorphisms in patients with
nonsyndromic cleft lip and/or palate.We carried out a case-control analysis of three
GABRB3 polymorphisms (rs4477673, rs6576618, and rs981778) in 291 patients with
nonsyndromic cleft lip and/or palate (231 patients with cleft lip with or without cleft
palate and 60 patients with isolated cleft palate) and in 316 unaffected controls from
Brazil with an allelic discrimination assay with fluorescent probes. For the three
polymorphisms, genotype distributions followed the Hardy-Weinberg expected
proportions in the control group, and the frequencies of the minor alleles and
genotypes were similar between the control and clefting groups, showing no
significant differences. The analysis in the dominant and recessive genetic models
also revealed no difference in the genotype distribution between groups. Moreover,
the most prevalent haplotype in the present population was TCG, but no differences
were observed with any of the tested haplotypes between groups. Our results
suggest that GABRB3 rs4477673, rs657673, and rs981778 polymorphisms are not
involved in the pathogenesis of nonsyndromic cleft lip and/or palate in the Brazilian

population.

Keywords: Polymorphism, GABRB3; cleft lip; cleft palate.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

FL/P: Fissura labial e/ou palatina

FL/PNS: Fissura Labial e/ou Palatina Nao-sindrémica
FL: Fissura labial

FLP: Fissura Labial e Palatina

FP: Fissura palatina

GABRB3: subunidade (-3 do acido y-aminobutirico
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1. Introducéo

Fissura Labial e/ou palatina ndo-sindromica (FL/PNS) (OMIM 119530) representa
a malformacgao congénita mais frequente na regido de cabeca e pesco¢o, com uma
prevaléncia de cerca de 1:800 nascidos vivos em todo o mundo. Sua prevaléncia
varia de acordo com a etnia (africanos: 0.3:1,000; europeus: 1.3:1,000; asiaticos:
2.1:1,000; nativos americanos: 3.6:1,000) e nivel socioecondmico®. No Brasil a
prevaléncia de FL/PNS varia de 0.19 a 1,54:1,000 nascidos vivos®®. A FL/PNS
compreende trés formas: fissura labial isolada (FL), fissura labial e palatina (FLP) e
fissura palatina isolada (FP). Entretanto, devido as similaridades tanto nas
caracteristicas epidemiolégicas quanto no tempo embriolégico, FL é considerada
uma variante menos grave da FLP e as duas sao rotineiramente agrupadas juntas
formando um Unico grupo de fissura labial com ou sem fissura palatina (FL+P)
(Jugessur et al., 2011).

A etiologia das FL/PNS, envolvendo fatores genéticos e ambientais, é altamente
complexa e sua base molecular continua em grande parte desconhecida’. Uma das
muitas raz6es que dificultam o melhor conhecimento da etiologia das FL/PNS € que
o desenvolvimento craniofacial € um processo altamente complexo que envolve
muitos loci génicos, covaridveis ambientais e moléculas de sinalizacdo®. Embora
estudos genéticos identificaram varios genes e regides cromossdmicas candidatos a
etiologia das FL/PNS, os resultados de diferentes estudos s&o inconsistentes®. Até
hoje, as associacdes mais notaveis, que foram replicadas em diferentes populacdes,
sdo com as variantes de IRF6 e com o single nucleotide polymorphism (SNP)
rs987525 no locus regulatério 8g24°°. Uma estratégia que ajudou na identificacdo
de alteracdes genéticas associadas a FL/PNS € a avaliagdo de SNPs em genes
relacionados ao desenvolvimento craniofacial.

O receptor tipo A subunidade B-3 do &cido y-aminobutirico (GABRB3), um dos
guarto membros da familia de receptores GABAA, é o mediador primario da rapida
transmissdo sinaptica inibitéria no sistema nervoso central®. Os receptores GABAA
sdo formados por duas subunidades a, 2 subunidades B e uma subunidade y ou .
Camundongos knockout para a subunidade -3 do gene GABRB3 exibiram déficit
neurologico grave, caracterizada por hiperatividade, falta de coordenacdo e
convulsdes™. Em adicéo, estes animais apresentavam fissuras palatinas que foram

identificados como a causa principal de morte, que ocorre em aproximadamente



90% dos recém-nascidos em 24 h''. Posteriormentede, as mutacdes em GABRB3
foram descritos nas sindromes que continham epilepsia como uma das
manifestacbes clinicas, enquanto que variantes polimoérficas neste gene (SNPs)

foram associados com as formas isoladas de epilepsia®®*®

. Interessantemente,
estudos prévios forneceram evidéncias de uma possivel associacdo entre variantes
no gene GABRBS3 e fissuras orais em humanos***® Em um estudo abrangente no
formato caso-controle incluindo amostras das Filipinas e lowa—EUA, Vieira e
colaboradores™ avaliaram nove SNPs no gene GABRB3, revelando possivel
associacao de trés deles (rs4477673, rs6576618 e rs981778) com as FL/PNS. O
objetivo deste estudo caso-controle foi investigar o papel de variantes polimérficas

no gene GABRB3 em pacientes com FL/PNS da populacao brasileira.

2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia de 3 polimorfismos no gene
GABRB3, rs4477673, rs6576618 e rs981778, em pacientes com FL/PNS e
individuos controle e avaliar a relacéo destes polimorfismos génicos na etiologia das

fissuras.

3. Materiais e Métodos

3.1. Amostras

Este estudo incluiu 291 pacientes com FL/PNS recrutados do Centro de
Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais, Minas Gerais, Brasil. Todos 0s pacientes
foram cuidadosamente examinados para a presenca de anomalias ou sindromes
associadas pela equipe no Centro de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais.
Duzentos e trinta e um pacientes foram afetados pela FLtP e 60 pacientes foram
afetados pela FP. O grupo controle foi composto por amostras de pacientes em
tratamento dental regular, devido a condicbes néo relacionadas a fissuras, na

Faculdade de Odontologia do mesmo Centro (n=316).

Todas as amostras foram obtidas entre 2008 e 2010, e controles foram

pareados por idade, local de nascimento e ancestralidade. Em um estudo recente,



nds caracterizamos a ancestralidade genémica dessas amostras utilizando um
painel de 40 INDELs (do inglés, short insertion-deletion polymorphisms). A
ancestralidade média para o grupo com FL/PNS foi estimada em 84.1% Européia,
13.4% Africana e 2.5% Amerindia, enquanto a ancestralidade no grupo controle foi
89.0% Européia, 8.1% Africana e 2.9% Amerindia. Ndo foram observadas diferencas
entre os grupos. Foi obtido consentimento livre e esclarecido de todos os
participantes ou responsaveis e o estudo ocorreu com a aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa Humana da FOP-UNICAMP.

3.2. Genotipagem

DNA gendmico foi extraido de células da mucosa oral como descrito
anteriormente’®. Para testar a associacdo entre GABRB3 e FL/PNS, trés SNPs
(rs4477673, rs657673 e rs981778) foram genotipados (Tabela 1). Estes
polimorfismos foram selecionados baseados em suas frequéncias alélicas proximo a
0.3 (International HapMap Project, www.hapmap.org) e porqué demonstraram uma
possivel associacdo com as fissuras orais. A genotipagem foi realizada no aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystems) pelo método de descriminacao
alélica com sondas fluorescentes (Assay-on-Demand, Applied Biosystems). Para o
controle de qualidade, todas as reacbes de genotipagem foram repetidas

aleatoriamente em 10% das amostras.

3.3. Analise de Dados

A existéncia do equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo controle e a frequéncia
alélica e gendtipica nos modelos ndo restritos, dominante e recessivo foram
avaliadas pelo teste do qui-quadrado. Para estimar a chance de ocorréncia, odds
ratio (OR) com intervalo de confidéncia de 95% (95% IC) foram calculados. Os
haplétipos foram  determinados pelo programa PHASE versdao 2.1
(http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html). O poder de encontrar um

valor significante de 5% (p<0,05) foi calculado com o programa G*Power 3.1%.


http://www.hapmap.org/
http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html

4. Resultados

As frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos controle e FL/PNS estéo
retratados na Tabela 2. As frequéncias dos genétipos para todos os polimorfismos
nos controles nao revelaram diferencas estatisticamente significantes comparadas

as esperadas sob o equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 2).

Para o polimorfismo rs4477637, a frequéncia do alelo C foi similar entre os grupos
controle (38,6%), FLtP (40,1%) e FL (38,4%). As frequéncias dos gendtipos
variantes (TC e CC) foram levemente maiores nos grupos FLzP e FP quando
comparado ao grupo controle, mas néo foi observada diferenca significante. Por
outro lado, o alelo A e as variantes genotipicas (CA e AA) do polimorfismo
rs6576618 foram mais prevalentes no grupo controle do que nos grupos com FLtP e
FP, mas também ndo mostraram diferenca significativa. No polimorfismo rs981778, o
alelo A e os gendtipos GA/AA foram mais frequentes nos grupos com FL/PNS do
gue no grupo controle, mas néo revelou nenhuma associacdo com FLtP ou FP.
Além disso, as andlises dos modelos genéticos dominante e recessivo também néo

revelaram diferenca na distribuicdo entre os grupos.

Os resultados da andlise dos haplétipos estéo retratados na Tabela 3. Utilizando a
analise PHASE, oito haplotipos com os 3 polimorfismos de GABRB3 foram
observados em nossa casuistica, e a combinacdo TCG foi a mais prevalente na
presente populacdo. Entretanto, ndo observamos diferencas na frequéncia dos
haplétipos entre os grupos. Com o tamanho atual do nosso grupo de amostras, o
poder de detectar associacdo em pelo menos 1 dentre os 3 polimorfismos foi de

aproximadamente 90%.

5. Discusséao

FL/PNS é uma anomalia congénita com significante impacto médico, psicologico e
social. Evidéncias indicam que essa anomalia representa uma doenca complexa na
quais heterogeneidades clinica e genética sdo observadas’. A base genética das
fissuras orais continua como uma questao em aberto, e a identificagéo de fatores de

risco para FL/PNS tem sido um assunto de intensa pesquisa. Por essas razfes, nos



investigamos a associacdo entre as variantes genéticas em GABRB3 e FL/PNS,
uma vez que os membros do sistema GABA s&o candidatos promissores para a
patogénese de fissuras orais. >*?*?! Nossos resultados sdo consistentes com a falta
de associacdo entre os polimorfismos rs4477673, rs657673 e rs981778 do gene
GABRB3 e a patogénese das FL/PNS na populacao brasileira.

Estudos prévios investigaram o papel das variantes de GABRB3 nas fissuras
orais, mas os resultadosforam inconsistentes. O primeiro estudo foi realizado por
Tanabe et al.?? em um grupo de pacientes japoneses afetados por FL/PNS. Esses
autores concluiram que o gene GABRB3 néo esta envolvido com a patogénese de
fissuras orais em pacientes japoneses, mas deve ser levado em consideracao que
os resultados obtidos ndo foram submetidos por nenhuma analise estatistica.

Posteriormente, Scapoli et al.*

investigaram os mesmos marcadores em 38 familias
italianas com FL/PNS e mostraram uma evidencia significativa de associacao.
Curiosamente, os polimorfismos individuais do gene GABRB3 nao foram associados
com FL/PNS em um segundo estudo de pacientes japoneses, mas um haplotipo
contendo 6 marcadores do gene foi significativamente mais frequente nos pacientes
com FL/PNS do que nos controles, revelando o envolvimento do gene GABRB3 na

.1> analisaram nove SNPs

patogénese da FL/PNS na populacéo japonesa. Vieira et a
no gene GABRB3 em populacbes de lowa-EUA e das Filipinas e demonstraram uma
associacao entre varias variantes e FL/PNS. Como neste estudo, a falta de
associacao entre polimorfismos em GABRB3 e FL/PNS foi relatado em populacdes

da Lituania e Irlanda. 24

Estes resultados inconsistentes que caracterizam o papel de GABRB3 na
patogénese das FL/PNS podem estar relacionados com a heterogeneidade genética
intrinseca da doenca ou a baixa penetrancia do gene. Em suporte ao udltimo
argumento, recentes estudos de associacdo gendmica (genome-wide association
studies, GWAS), os quais baseiam-se na comparacdo dos varios polimorfismos
comuns entre 0s casos e 0s controles, ndo identificaram GABRB3 como um gene
candidato para a associacdo a um risco aumentado ou diminuido para o
desenvolvimento de FL/PNS. Em adig&o, outra possivel razdo para a auséncia de
associagao no nosso estudo inclui o pequeno grupo de amostras, especialmente no

grupo com FL, fazendo com que associacdes modestas ndo sejam identificadas.



Ainda, a parcela de contribuicdo genética para FL/PNS também é influenciada pelo
ambiente local, por consanguinidade e etnia da populacdo. ® Por exemplo, na
América do Sul, a contribuicdo genética para as FL/PNS foi estimada em 70%,%° na
Finlandia em 17%,?” na China em 77%,?® e na Italia em 84%.?° Considerando que o
Brasil possui uma das popula¢gdes mais heterogéneas do mundo, resultante de cinco
séculos de mistura interétnica entre pessoas de trés continentes, incluindo
colonizadores europeus (majoritariamente representados pelos portugueses),
escravos africanos e amerindios®, a etnia pode ter um efeito na contribuicdo

genética para FL/PNS no Brasil.

6. Concluséo

Nossos achados s&o consistentes com uma auséncia de envolvimento dos
polimorfismos rs4477673, rs6576618 e rs981778 de GABRB3 com FL/PNS na
populacédo brasileira estudada, demonstrando que a presenca destes polimorfismos
pode ndo ter um papel importante na etiologia da FL/PNS. A mistura étnica

complexa da populacéo brasileira pode ter contribuido para este resultado.
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Tabela 1. Localizacdo e frequéncia do alelo menor dos SNPs no gene GABRB3

investigados neste estudo.

SNP Posicéo no Localizacao Alelo Frequéncia do
cromossomo* alelo menor**
rs4477673 27062506 Intron T>C 0,395
rs6576618 27044605 Intron C>A 0,338
rs981778 26957240 Intron G>A 0,262

*Referéncia: http://www.ncbi.nlm.nih.gov. *Referéncia: 1000 genomas
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Tabela 2. Distribuigcdo alélica e genotipca dos polimorfismos de GABRB3 no grupo controle e no grupo com FL/PNS

Polimorfismo HWE Grupo Controle FL+P OR (95% IC)/valor de p FP OR (95% IC)/valor de p
Valor de p n (%) n (%) n (%)
rs4477673
Alelo
T 388 (61,4) 277 (59,9) Referéncia 74 (61,6) Referéncia
C 244 (38,6) 185 (40,1) 1,06 (0,83-1,36)/0,63 46 (38,4) 0,98 (0,66-1,47)/0,95
Genétipo
TT 125 (39,6) 85 (36,8) Referéncia 22 (36,7) Referéncia
TC 0,37 138 (43,7) 107 (46,3) 1,14 (0,78-1,66)/0,49 30 (50,0) 1,23 (0,67-2,25)/0,49
cc 53 (16,8) 39 (16,9) 1,08 (0,66-1,78)/0,75 8(13,3) 0,85 (0,36-2,05)/0,73
rs6576618
Alelo
C 376 (59,5) 291 (62,9) Referéncia 76 (63,3) Referéncia
A 256 (40,5) 171 (37,1) 0,86 (0,67-1,10)/0,24 44 (36,7) 0,85 (0,56-1,27)/0,43
Genétipo
CcC 116 (36,7) 92 (39,8) Referéncia 24 (40,0) Referéncia
CA 0,62 144 (45,6) 107 (46,3) 0,93 (0,64-1,36)/0,73 28 (46,7) 0,94 (0,51-1,71)/0,83
AA 56 (17,7) 32 (13,9) 0,72 (0,43-1,20)/0,21 8(13,3) 0,69 (0,29-1,63)/0,39
rs981778
Alelo
G 4009 (64,7) 279 (60,4) Referéncia 70 (58,3) Referéncia
A 223 (35,3) 183 (39,6) 1,20 (0,94-1,54)/0,14 50 (41,7) 1,31 (0,88-1,95)/0,18
Genotipo
GG 138 (43,7) 90 (38,9) Referéncia 25 (41,7) Referéncia
GA 0,38 133 (42,1) 99 (42,8) 1,14 (0,78-1,65)/0,48 20 (33,3) 0,83 (0,44-1,56)/0,56
AA 45 (14,2) 42 (18,3) 1,43 (0,87-2,35)/0,15 15 (25,0) 1,84 (0,89-3,79)/0,07

HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg, FL£P: fissura labial com ou sem fissura palatina, FP: fissura palatina isolada.



Tabela 3. Distribuicao dos haplotipos de GABRB3 nos grupos controle e FL/PNS.

Haplétipo Grupo Controle FL+P OR (95% Cl)/valor de p CP OR (95% Cl)/p value
TCG 18,4% 17,6% Reference 18,1% Reference
TAG 16,7% 15,2% 0,95 (0,69-1,29)/0,73 15,1% 0,91 (0,54-1,53)/0,73
TCA 14,5% 15,1% 1,09 (0,79-1,50)/058 17,6% 1,23 (0,74-2,05)/0,41
CCG 13% 12,1% 0,97 (0,69-1,36)/0,89 10,7% 0,84 (0,47-1,49)/0,55
TAA 12,3% 13,4% 1,14 (0,82-1,60)/0,43 13,2% 1,09 (0,63-1,87)/0,75
CAG 10,3% 9,2% 0,93 (0,65-1,34)/0,71 8,3% 0,82 (0,44-1,52)/0,52
CCA 9,2% 10,6% 1,21 (0,84-1,74)/0,29 10,7% 1,19 (0,66-2,12)/0,55
CAA 5,6% 6,8% 1,27 (0,83-1,94)/0,27 6,3% 1,15 (0,57-2,32)/0,68

Ordem do haplétipos: rs4477673, rs6576618 e rs981778. FL+P: fissura labial com ou sem fissura palatina, FP: fissura palatina isolada..
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