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Associa¢do de polimorfismos no gene GRHL3 com fissuras de labio e/ou
palato ndo-sindromicas em uma populacao brasileira

RESUMO

As fissuras labiopalatais (FLP) sdo as malformagdes congénitas craniofaciais mais
comuns, podendo apresentar-se associadas ou ndo a sindromes. A etiologia das FLPs,
ainda que nao totalmente elucidada, inclui fatores ambientais, genéticos e suas interagoes.
Na tentativa de esclarecer tal questao, pesquisas tém investigado os genes associados as
sindromes com ocorréncia de fissuras em seu espectro clinico, sugerindo que a analise
desses mesmos genes possa se estender para o grupo de fissuras ndo-sindromicas. Este
estudo teve como objetivo determinar a associagdo de polimorfismos contidos no gene
GRHL3 (Grainyhead-like 3) com a suscetibilidade para o desenvolvimento de FL/P em
individuos ndo sindromicos, uma vez que este tem papel importante na formagao da face,
além de estar relacionado aos casos sindromicos de fissuras. Para tal, foi utilizada uma
abordagem caso-controle com 833 casos de FL/PNS (fissura de ldbio e/ou palato ndo-
sindromica ), sendo 272 fissura palatina ndo-sindromica - FPNS, 242 fissura labial ndo-
sindromica - FLNS e 319 fissura de labio e palato ndo-sindromica - FLPNS e 294
controles, provenientes de 5 regides distintas do Brasil. O trabalho foi realizado a partir
da coleta de células bucais obtidas através de bochecho com solucao de sacarose 3%, nas
quais, apos o isolamento do DNA, foram realizados testes de ancestralidade gendmica,
bem como a genotipagem dos SNPs rs 10903078, rs 41268753 e rs 4648975 em GRHL3,
a fim de investigar a existéncia de possiveis associacdes entre estes com o0
desenvolvimento de FL/PNS em uma amostra da populagdo brasileira. Houve
predominancia para a ancestralidade europeia e uma associacao significante entre o SNP
rs10903078 e a FLNS foi observada, entretanto ndo houveram associacgoes entre este € 0s
demais SNP quando relacionados para os demais tipos de fissura. A andlise de regressao
logistica mostrou que o genotipo homozigoto CC de rs10903078 foi associado com FLNS
(OR: 1,99; 95% IC: 0,83-1,78; p=0.03), assim como o haplétipo formado pelos alelos C-
C dos SNPs rs10903078 e rs41268753 apresentou uma frequéncia aumentada no grupo
com FLNS (p= 0,04), embora estas associacdes nao tenham sido significantes apds a

corre¢do de Bonferroni para comparagdes multiplas.

Palavras chave: fissura labial, fissura palatina, polimorfismo genético.



Association of polymorphisms in the GRHL3 gene with non-syndromic
cleft lip and/or palate in a brazilian population

ABSTRACT
Cleft lip and palate (CLP) are the most common craniofacial congenital malformations, which
may be associated or not with syndromes. The etiology of the CLPs, although not fully
elucidated, includes environmental, genetic factors and their interactions. In an attempt to
clarify such a question, researches have investigated the genes associated with the syndromes
with occurrence of cracks in their clinical spectrum, suggesting that the analysis of these same
genes may extend to the group of non-syndromic oral clefts. This study aimed to determine the
association of polymorphisms contained in the GRHL3 gene (Grainyhead-like 3) with
susceptibility to the development of CL/P in non-syndromic individuals, since it plays an
important role in the formation of the face, in addition to related to syndromic cases of oral
clefts. For this purpose, a case-control approach was used with 833 cases of CL/PNS (non-
syndromic cleft lip and/or palate), with 272 non-synchronous palatine fissure-CPNS, 242 non-
sindromic cleft lip-CLNS and 319 non-synchronous cleft lip and palate- CLPNS and 294
controls, from 5 different regions of Brazil. The study was carried out from the collection of
buccal cells obtained through mouthwash with sucrose solution 3%, in which, after DNA
isolation, genomics ancestry tests were performed, as well as the genotyping of the SNPs rs
10903078, rs 41268753 and rs 4648975 in GRHL3, in order to investigate the existence of
possible associations between these with the development of CL/PNS in a sample of the
Brazilian population. There was predominance for European ancestry and a significant
association between the rs10903078 SNP and CLNS was observed, however there were no
associations between this and the other SNP when related to the other types of oral clefts. The
logistic regression analysis showed that the homozygous CC genotype of rs10903078 was
associated with CLNS (OR: 1.99; 95% CI: 0.83-1.78; p=0.03), as well as the haplotype formed
by the C-C alleles of the rs10903078 and rs41268753 SNPs presented an increased frequency
in croup with CLNS (p = 0.04), although these associations were not significant after Bonferroni

correction for multiple comparisons.

Keywords: cleft lip, cleft palate, genetic polymorphism
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1 INTRODUCAO

As fissuras de labio e/ou palato, caracterizadas por regides de descontinuidade,
representam o defeito craniofacial mais frequente em seres humanos (DIXON et al.,
2011; MARAZITA, 2012). Estas podem apresentar-se de forma isolada (FL/PNS) ou
associadas a sindromes (LESLIE e MARAZITA, 2014). A classificagdo das FL/PNS se
da de acordo com a regido anatdmica envolvida e divide-se basicamente em 3 grupos:
fissuras pré-forame incisivo ou fissuras labiais (FL), fissuras pos-forame incisivo ou
fissuras palatinas (FP) e fissuras transforme incisivo ou fissuras labio-palatais (FLP).
Embriologicamente distintas, a FL ocorre na auséncia da fusdo das proeminéncias nasais
e maxilares, enquanto a FP acontece quando os processos palatinos deixam de se fundir.
Quando hé falha concomitante nos dois processos ocorre a FLP (SHKOUKANTI ef al.,
2013; HOVORAKOVA et al., 2018). Embriologicamente, a FL e FLP tém sido
consideradas variantes do mesmo defeito que diferem somente quanto a severidade
(LESLIE e MARAZITA 2014).

A prevaléncia das FL/PNS varia de acordo com o género do individuo, e a
localizagdo geografica, havendo também a interferéncia de fatores ambientais. Sabe-se
ainda que, estas anomalias afetam aproximadamente 1 em cada 500 a 2.500 nascidos
vivos (MARAZITA et al., 2002; DIXON et al., 2011). De modo geral, a maior
prevaléncia esta nas populagdes asidticas e amerindias, com a incidéncia de 1:500,
enquanto a populagdo europeia ¢ afetada de forma intermedidria (1:1000) e as menores
taxas de prevaléncia sdo observadas em africanos e descentes de africanos, com a
proporcao de 1:2.500 nascidos vivos (MURTHY e BHASKAR, 2009; MOSSEY et al.,
2009). Em virtude da populagdo brasileira ser altamente miscigenada, apresentando
ancestralidade europeia, africana e amerindia, a prevaléncia varia entre 0,36 a 1,46 casos
para cada 1.000 nascidos vivos (MARTELLI-JUNIOR et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2009).

Embora ndo seja uma das principais causas de mortalidade nos paises
desenvolvidos, as FL/PNS geram um indice consideravel de morbidade as criancas
afetadas e acrescem custos financeiros substanciais as familias. Ndo obstante, os
individuos afetados podem padecer com problemas na alimentacdo, fala, audicdo e
integragdo social (NOPOULOS et al., 2007; DIXON et al., 2011), e recentemente,
estudos tem alvitrado que pode haver maior risco de desenvolvimento de distirbios

mentais e psiquiatricos nos portadores de FLPs (LIMA et al., 2015), reforcando o impacto
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negativo desta malformacgao. Isto posto, surge a necessidade de melhor investigar as
causas de tais defeitos.

Sabe-se que as FLPs sdo etiologicamente heterogéneas e tanto fatores ambientais
como genéticos podem estar relacionados (DIXON et al., 2011; MANGOLD et al., 2011).
Em 2007, Romitti et al., através de um estudo de metanalise, encontraram que a exposi¢ao
ocupacional dos pais aos pesticidas pode aumentar o risco dos descendentes apresentarem
FLPs. Ainda neste contexto, Yang ef al. (2014) também avaliaram a exposicao a estas
substancias em uma area com altas taxas de sua utiliza¢dao e concluiram que ha relagao
positiva entre a exposi¢ao e fissuras orais. Assim como os herbicidas, outros fatores
ambientais estdo associados a maior incidéncia de FLPs, como por exemplo, o tabagismo.
Estudos recentes apontam que mulheres fumantes tém risco aumentado para gerarem um
filho portador de FLPs (DIXON et al., 2011), fato este que pode ser aplicado tanto a
fumantes passivas quanto as ativas, sendo que para as primeiras o risco quando
comparado as ndo fumantes aumenta em 14% e para as fumantes ativas, ha uma chance
27% maior de gerar um descendente com FLPs (KUMMET et al., 2015). Embora em
proporcdes menores, pode-se ainda associar a ingestdo de bebidas alcodlicas na gestagao
como fator ambiental, sugerindo que a interagao deste fator esteja relacionada ao tempo
e a quantidade de alcool consumida (DIXON et al., 2011). Ainda que controversos,
estudos apontam para a utilizacdo de acido folico como estratégia preventiva para o
desenvolvimento das FLPs uma vez que ha associacdo deste com efeitos de protecdo as
malformagdes no tubo neural (DIXON ef al., 2011). E ainda, o sobrepeso em gestantes
também parece estar associado ao desenvolvimento das FLPs (SPINDER et al., 2017).

Quanto a etiologia genética das FL/PNS, analises baseadas em diferentes
estratégias estdo sendo realizadas a fim de identificar possiveis genes envolvidos,
incluindo estudos de liga¢do, caso-controle ou com trios, sequenciamento direto do DNA
e também de associacdo de larga escala genomica (GWAS), que sdo baseados na
comparacao de varios polimorfismos genéticos comuns entre casos e controles (DIXON
etal.,2011; RAHIMOV et al., 2012). Atualmente, estratégias abrangendo tanto o genoma
completo quanto genes candidatos tém sido utilizadas na tentativa de elucidar o papel da
genética na etiologia das FL/PNS (MARAZITA, 2002; KHANDELWAL et al., 2013). A
abordagem dos genes candidatos se d4 com base no conhecimento prévio da patogénese
das FL/P sindromicas. Uma vez conhecida a semelhanca fenotipica entre as formas
sindromicas e ndo-sindromicas, acredita-se que os genes responsaveis pelos casos

sindrdmicos, possam ser genes candidatos para os casos nao sindromicos. Como exemplo,
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a identificagdo de IRF'6 (fator de regulagdo Interferon 6) na Sindrome de Van der Woude
(SVW) e FL/PNS ¢ um exemplo tipico da abordagem do gene candidato (ZUCCHERO
etal.,2004). Recentemente, o gene GRHL3 (Grainyhead-like 3), localizado no locus 1p36
foi identificado como um novo gene causador da SVW (PEYRARD-JANVID et al.,
2014; MANGOLD, et al., 2016; WANG et al., 2016). As mutagdes no gene GRHL3
alteram o desenvolvimento da periderme bucal e sdo encontrados em familias com SVW
sem mutacdes em /RF6. Como um novo gene causador de FLP sindromica, considera-se
importante investigar o papel de GRHL3 por tras das FL/PNS, ainda que a associagao
entre GRHL3 com o desenvolvimento de FL/PNS permanec¢a desconhecida. As mutagdes
em GRHL3 com efeitos deletérios e patogénicos identificados em SVW sio raras e, por
conseguinte, parece improvavel que seja prevalente entre grandes populagdes. No
entanto, acredita-se que polimorfismos genéticos em comum podem contribuir para
FL/PNS (WANG et al., 2016). No primeiro estudo realizado para avaliar a associagdo
com GRHL3, realizado por WANG et al., (2016), foram selecionados marcadores para
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) do gene GRHL3. Foram identificadas
associacdes nominais de rs10903078 e rs4638975 com FL/PNS neste estudo de coorte,
embora ndo tenham sido significantes apds a corre¢do de Bonferroni para comparagdes
multiplas. At¢é o momento ndo foram encontrados dados sobre esta associagdo com
amostras nacionais.

Com base nestas informacgdes, o presente estudo utilizou uma abordagem caso-
controle com pacientes com FLNS, FLPNS e FPNS, foram analisados polimorfismos no
gene GRHL3 em 1127 amostras, sendo 833 casos divididos em FPNS (n=272), FLNS
(n=242), FLPNS (n=319) e 294 controles provenientes de 4 regides distintas do pais. O
trabalho foi partir da coleta de células bucais obtidas através de bochecho, nas quais foram
realizados testes de ancestralidade genomica, e testadas a associagdo do SNPs rs-
10903078, rs-41268753 e rs-4648975 em GRHL3, a fim de investigar a existéncia de
possiveis associacdes entre estes com o desenvolvimento de FL/PNS na populacao

brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Este trabalho teve como objetivo investigar a participacdo do gene candidato GRHL3 no
desenvolvimento de FL/PNS por meio da analise de polimorfismos em uma amostra

brasileira.

2.2 Especificos

2.2.1 Determinar a associa¢ao de polimorfismos contidos no gene GRHL3 (gen6tipos e

haplotipos) com a suscetibilidade para o desenvolvimento de FPNS, FLNS e FLPNS.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fissuras do labio e/ou palato nao-sindromicas (FL/PNS)

As fissuras orofaciais se caracterizam por regioes de descontinuidade em labio
e/ou palato e representam o defeito craniofacial mais frequente em seres humanos
(DIXON et al., 2011; MARAZITA et al., 2012) e as FL/PNS representam mundialmente
as malformagdes congénitas mais frequentes na regido craniofacial (World Health
Organization, 2014). Sabe-se que 70% das FL/Ps e 50% das FP apresentam-se de forma
isolada, ou seja, sem outras malformagdes ou associadas a sindromes (JONES, 1988;
MARAZITA et al., 2002). Os demais casos representam a forma sindromica, onde ha
associagcdo com mais de 500 sindromes (DIXON et al., 2011).

Os portadores de FL/PNS podem apresentar diversas alteragdes na estética
facial, fala e audi¢do, dificultando sua integragdo social, além do aumento significativo
da morbidade associada, chegando a cerca de 30% em paises subdesenvolvidos
(NOPOULOS et al., 2007, WEHBY et al.,2011). Uma das primeiras complicagdes deste
individuo ¢ a dificuldade no aleitamento materno, acarretando em obstaculos para o ganho
de peso e para o desenvolvimento da crianga (MONTAGNOLI et al., 2005). Pesquisas
com pacientes fissurados em fase escolar registram alteragdes cognitivas que em sua
maioria foram associadas a micro alteragdes na trajetoria do crescimento e
desenvolvimento das estruturas cerebrais (BRODER et al., 1998; WEINBERG et al.,
2013). A literatura também tem sido taxativa ao reportar um risco maior na incidéncia de
alguns tipos de cancer nos individuos afetados por FL/PNS, possivelmente devido a
variagdes comuns nos genes que regulam o crescimento € o desenvolvimento tecidual
(BILLE et al., 2005; FREBOURG et al., 2006; TAIOLI et al., 2010; ZHOU et al., 2011;
KUCHLER et al., 2014). Ainda relacionado ao desenvolvimento, as alteracdes na
denticdo, assim como diversas anomalias dentais, também tém sido cada vez mais
investigadas e detectadas com maior frequéncia em individuos com FL/PNS (MELO-
FILHO et al., 2015; SA et al., 2016; FERNANDEZ et al., 2018). Nao obstante, ainda ha
apontamentos para o impacto das FL/PNS na saude mental dos afetados, indicando um
maior risco para o desenvolvimento de disturbios psiquiatricos (LIMA et al., 2015).

Todas estas complicagdes, reforgam o impacto negativo que as FL/PNS podem
acarretar ao individuo, trazendo inimeras consequéncias, diretas e indiretas na sua
qualidade de vida, tanto nos aspectos individuais quanto familiares e sociais (WEHBY e

CASSELL, 2010).
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3.2 Embriogénese do labio e palato e associacdo com FLPs

Para compreender melhor a complexidade das FLPs faz-se necessario atinar
sobre o desenvolvimento da face, especialmente do 1abio e palato. De acordo com Leslie
e Marazita (2014), as FLPs ocorrem quando hé falha em algum dos processos de formagao
craniofacial normal. Sabe-se que o desenvolvimento deste requer uma série bastante
complexa de eventos que incluem crescimento, migracdo e diferenciagdo celular, assim
como a apoptose. Em sintese, o desenvolvimento da face ocorre na 4* semana de vida
intra-uterina, quando as células da crista neural migram para formar os cinco primordios
da face: a proeminéncia frontonasal, os processos mandibulares (PMd) e os processos
maxilares (PMx). Apds a formacdo de proeminéncias faciais, os placoides nasais
invaginam-se para formar os processos nasal medial (PNM) e lateral (PNL). Entre a 6* e
7* semana de gestacdo, o PNL se funde ao PMx formando o labio superior e o palato
primario. Havendo falha no crescimento ou na fusdo destes processos ocorre a fissura
orofacial que envolve o labio superior, regido alveolar e o palato primario. O palato
secundario comeca a se desenvolver na 7* semana de embriogénese quando 0s processos
palatinos (PP) emergem como consequéncias dos PMx. O PP inicialmente cresce
verticalmente ao longo dos lados da lingua em desenvolvimento, mas mais tarde eleva-se
em uma posi¢do horizontal. O crescimento continuo faz com que o PP, se fusione a linha
média. A fusdo bem-sucedida do palato secundario resulta na separacdo completa das
cavidades oral e nasal, permitindo a mastigacdo e a respiracdo simultaneamente. As
fissuras palatais podem ocorrer em decorréncia da falha de qualquer uma das varias
etapas, incluindo a elevag¢ao do PP, migragdo ou fusaio (MARAZITA e MOONEY, 2004;
MOSSEY et al. 2009; DIXON et al, 2011; LESLIE e MARAZITA, 2014,
HOVORONAKOVA et al., 2018), [Figura 1].
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Figura 1 Desenvolvimento do labio e palato

A, Desenvolvimento da proeminéncia frontonasal, processos mandibulares ¢ maxilares, delimitando a
cavidade oral primitiva na quarta semana de desenvolvimento. B, Na quinta semana, desenvolvimento das
fossetas nasais ¢ formacdo dos processos nasais medial ¢ lateral. C, Fusdo dos processos nasais medial e
lateral ao processo maxilar e formagdo da parte central do labio superior e palato primario. O processo
lateral forma a asa do nariz; assim como os processos mandibulares se fundem formando a mandibula. D,
Na sexta semana de embriogénese, o palato secundario se desenvolve com o crescimento bilateral dos
processos maxilares, que crescem verticalmente para baixo e para o lado da lingua. E, posteriormente, os
processos palatinos se elevam a uma posigao horizontal acima da lingua se unindo na linha média. F, Fusdo
dos processos palatinos, separando espaco oronasal em cavidade oral e nasal. Modificado a partir de Dixon
etal., 2011.

Isto posto, a FL ocorre na auséncia na fusdo das proeminéncias nasais e
maxilares, enquanto a FP acontece quando os processos palatinos deixam de se fundir, e
quando ha falha concomitante nos dois processos ocorre a FLP (SHKOUKANI et al.,
2013; HOVORAKOVA et al., 2018), sendo que pode acontecer FL sem ocorrer
concomitantemente a FP, bem como pode ocorrer somente a FP sem associagdo da FL,
fato explicado pela diferenca embrio-etiologica entre estas (DIXON et al., 2011). Ainda,
segundo Economou (2012), a gravidade da extensdo da FL/P ¢ relativa ao tempo,
quantidade e gravidade na interrup¢ao do desenvolvimento. Portanto, fatores genéticos e
ambientais, que inibam o fluxo de células da crista neural ou diminuam o seu numero,
podem afetar as células, tornando o contato entre as proeminéncias faciais inadequado ou
impossivel. O epitélio que cobre o mesénquima pode nio sofrer apoptose, impedindo a

fusdo dos placoides. Sendo assim, qualquer mudanca na posi¢do do placdide nasal ou
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crescimento direcional anormal das proeminéncias faciais pode resultar em FLPs (Yu et
al., 2000).
3.3 Classificacao das FL/PNS

A classificacao das fissuras faciais nao sindromicas se categoriza de acordo com
a regido anatomica envolvida e a mais conhecida ¢ a de Spina (1972) que as divide da
seguinte forma:

a. Fissuras pré -forame incisivo ou, simplesmente, fissuras labiais (FL);
b. Fissuras pos-forame incisivo ou fissuras palatinas (FP);

c. Fissuras transforme incisivo ou fissuras labiopalatinas (FLP);

d. Fissuras raras da face.

Mais recentemente, Mossey et al. (2009) propuseram outra classificagdo, onde
pode-se identificar além do tipo de fissura, sua lateralidade. De acordo com os autores, as
fissuras podem ser divididas em: A) fissuras labiais; B) fissuras palatinas; C) fissuras
labiopalatinas incompletas unilaterais; D) fissuras labiopalatinas completas unilaterais e

E) fissuras labiopalatinas completas bilaterais. Conforme exemplificado na Figura 2.

/\; BA C/—‘\ D/(_x\ B /(_/\'\
Figura 2 Fissuras orofaciais

3.4 Epidemiologia das FL/PNS

Inimeros estudos, em diferentes paises, tém revelado a diversidade
epidemiologica das FL/PNS. Um dos pioneiros na pesquisa em pacientes fissurados foi o
russo Frobelius, que entre os anos de 1833 a 1864, encontrou 118 casos de fissura,
correspondente a uma prevaléncia de 0,065% para a populagao russa (CAPELOZZA e
SILVA,1994). Nos paises subdesenvolvidos, os estudos sobre a prevaléncia das FL/PNS
ainda sdo poucos quando comparados aos paises mais desenvolvidos.

. Sabe-se ainda que, estas anomalias afetam aproximadamente 1 em cada 500 a
2.500 nascidos vivos (MARAZITA et al., 2002; DIXON et al., 2011) e a prevaléncia das
FL/ PNS varia de acordo com a etnia, o género do individuo, a localizagdo geografica e a

associacdo com fatores ambientais, sendo que ,de um modo geral, a ocorréncia nas
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populagdes asidticas e amerindias ¢ maior, com a incidéncia de 1:500, enquanto a
populacdo europeia ¢ afetada de forma intermedidria (1:1000) e as menores taxas de
prevaléncia s3o observadas em africanos e descentes de africanos, com a propor¢do de
1:2.500 nascidos vivos. (MOSSEY e LITTLE, 2002; MURTHY ¢ BHASKAR, 2009;
MOSSEY et al., 2009). Ja para a populacdo brasileira, a prevaléncia varia entre 0,36 a
1,46 casos para cada 1.000 nascidos, fato este que pode ser explicado pela miscigenacgao
da populacdo brasileira, que apresenta ancestralidade europeia, africana e amerindia
(MARTELLI-JUNIOR et al., 2007; RODRIGUES et al., 2009).

Uma variagao interessante na ocorréncia das FL/PNS esta relacionada ao género,
sendo que as FL+P tém uma prevaléncia maior em individuos do género masculino,
enquanto as FPs sdo mais frequentes no género feminino (MOSSEY et al., 2009;
MARTELLI et al., 2012). Sabe-se ainda que cerca de 75% das fissuras labiais sdo
unilaterais e o lado esquerdo ¢ duas vezes mais afetado que o lado direito (GUNDLACH
e MAUS, 2006). Ainda quando se compara o risco de FL em relagdo a FP, este ¢ 2,19
vezes maior em homens quando relacionado a mulheres (MARTELLI et al., 2012).

Quando avaliados os diferentes tipos de fissura e sua distribui¢do entre os grupos
populacionais foram observadas interessantes variagdes (MOOSEY e LITTLE, 2002;
VIEIRA, 2008; MOSSEY et al., 2009). A frequéncia de FLP foi maior em algumas
regides da América Latina e Asia (China e Japdo) e menor em Israel, Africa do Sul e sul
da Europa (MOSSEY e LITTLE, 2002), enquanto a FP isolada apresentou frequéncia
elevada no Canadé e em partes do norte europeu, porém menores em algumas regioes da
América Latina e Africa do Sul (MOSSEY ¢ LITTLE, 2002; MATTHEWS et al., 2015).
Ja no Brasil, observou-se maior frequéncia de FLP (39,7%), seguida por FL (38,1%) e
pela FP (22,2%) (MARTELLI-JUNIOR et al., 2007).

3.5 Fatores ambientais

Muitos fatores ambientais t€ém sido implicados como contribuintes negativos ao
ambiente intra-uterino, incluindo a exposi¢do da gestante ao 4lcool, cigarros,
medicamentos (anticonvulsivantes, diazepam, fenitoina e fenobarbital), drogas ilicitas,
infecg¢des virais e deficiéncias nutricionais (KELLY, O’DOWLD e REULBACH, 2012).
Embora tanto a mae como o feto tenham a capacidade inata para lidar com diversas
agressoes ambientais por meio da acdo de enzimas de desintoxicagdo, variantes deletérias
desses genes podem reduzir a capacidade de biotransformar componentes toxicos,

tornando o feto mais vulneravel aos riscos teratogénicos (RAHIMOV et al., 2012), sendo



19

que a complexidades dos mecanismos envolvidos se diferem quanto ao tipo, frequéncia
e gravidade, resultando na diversidade das manifestacdes clinicas das fissuras

(ECONOMOU et al., 2012).

3.5.1 Tabagismo

Considerando a possivel influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de
FLPs, sabe-se que o tabagismo materno ¢ considerado um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento das FL/PNS (WYSZYNSKI et al., 1997; LITTLE et al., 2004;
HONEIN et al., 2007).

Ha diversas pesquisas confirmando a associacdo do tabaco com FL/PNS entre
estas, o trabalho de Little em 2004 que através de uma meta-analise, que incluiu 22
trabalhos publicados no periodo de 1966 a 2002 e evidenciou o risco de FL/PNS e o habito
do tabagismo. Com resultados similares, Leite e Koifman em 2009, em um estudo de
caso-controle, avaliaram a associacdo entre histéria familiar de malformagdes com
consanguinidade e o uso de tabaco e alcool, e também concluiram que o fumo e o alcool
durante a gravidez aumentam o risco de FLP ndo-sindromicas, assim como comprovaram
existir uma forte associagdo entre FLPs e historia familiar de malformagdes e
consanguinidade. Nao obstante, Zhang et al. (2011) também salientou uma forte
associacao entre tabagismo e FL/PNS em um estudo com 304 pacientes com FL/PNS de
origem Chinesa. Ainda em 2011, Dixon ef al. demonstraram que mulheres fumantes tém
o risco aumentado para gerarem um filho portador de FLPs, fato este que ainda pode ser
aplicado tanto as fumantes passivas quanto as ativas, sendo que para as primeiras o risco
quando comparado as nao fumantes aumenta em 14% e para as fumantes ativas, ha uma
chance 27% maior de gerar um descendente com FLPs (KUMMET et al., 2015).

Contudo, existem divergéncias nos resultados sobre o papel do tabagismo no
surgimento das FL/PNS. Entre as pesquisas que nao constataram associacao entre
FL/PNS e tabagismo destacam-se estudos caso-controle realizados por Loffredo et al.
(1994) e por Coutinho (2009). A associacdo entre o habito materno de fumar na gestagao
e o desenvolvimento das FL/PNS também foi considerado inconsistente de acordo com
Chevrier et al. (2008). Vale a pena salientar que a suscetibilidade ao cigarro depende da
biotransformacao dos compostos toxicos na mae e no embrido que muitas vezes nao sao
facilmente tangiveis ou mensuraveis.

Evidencia-se ainda que o tabagismo na gestacdo também esta associado as

malformagdes dos membros, espinha bifida, prematuridade e baixo peso ao nascer (Wang
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et al., 2014). Ainda com relacdo ao tabagismo, estudos recentes tém demonstrado
associacdo entre o tabagismo e polimorfismos genéticos, bem como a influéncia de
determinados genes que atuam nas vias de desintoxicagdo metabolicas no
desenvolvimento das FL/PNS (CHEVRIER et al., 2008; VAN DEN BOOGAARD et al.,
2008; JIANYAN et al., 2010; Ll et al., 2011; WU T et al., 2012).

3.5.2 Etilismo

O élcool ¢ considerado o teratdgeno mais consumido mundialmente e seu uso
durante os periodos iniciais da gestagdo pode contribuir significantemente para o
aparecimento de varias alteracdes congénitas (LEITE et al, 2002). Embora em
proporgdes menores que o tabaco, pode-se associar a ingestdo de bebidas alcoolicas na
gestacdo como fator ambiental, sendo que alguns trabalhos consideram significativa a
contribuicdo do 4alcool para o desenvolvimento de FL/PNS (ROMITTI et al., 1999;
LORENTE et al., 2000; CHEVRIER et al., 2005; DEROO et al., 2008; LEITE e
KOIFMAN et al 2009), sugerindo que a interagao deste fator esteja relacionada ao tempo
e a quantidade de alcool consumida (DIXON et al., 2011). Contudo, ha outros autores
que consideram essa associacdo infundada (MEYER et al, 2003; ROMITTI et al.,
2007b).

Alguns estudos recentes abordam a suscetibilidade genética e consumo de
alcool. Romitti ef al. (2007) observaram que a presenga do alelo variante no gene MSX/
(gene intensamente expresso na embriogénese facial) e o consumo de apenas uma dose
semanal de bebida alcoolica pela mae pode ser responsavel por um aumento no risco de
desenvolvimento de FL/PNS. Em 2010, Boyles ef al. comprovaram atividade enzimatica
reduzida para este gene quando houve consumo de alcool, elevando o risco para FL/PNS.

Entretanto, o consumo do alcool pode estar associado a outros fatores de risco,
como por exemplo desnutricdo, tabagismo ou até mesmo estresse materno (LESLIE e

MARAZITA, 2014).

3.5.3 Acido félico

Outra conhecida associacao ¢ a deficiéncia de acido foélico e defeitos nas
estruturas derivadas do tubo neural, como labio e palato (ANTONY, 2007; BOYLES et
al.,2009). O 4cido folico, vitamina do complexo B, ¢ essencial para a biossintese de bases
nitrogenadas e aminoacidos durante a divisdo celular e crescimento tecidual, eventos

iniciais necessarios para a forma¢ao normal do tubo neural (ZEIGER e BEATY, 2002;
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BLOM et al., 2006). Com base nesses dados foi que alguns paises introduziram a
suplementagdo alimentar com acido folico de forma obrigatéria. Ha evidéncias de que o
uso de multivitaminas no inicio da gravidez possa proteger o embrido contra fissuras
orais, especialmente FLP (KELLY, O’ DOWLD e REULBACH, 2012). Uma recente
revisdo na base de dados “The Cochrane Library” para revisoes sistematicas demonstrou
que a ingestdo de acido folico prévio e durante o inicio gestacdo, pode prevenir a
ocorréncia de defeitos do tubo neural. Entretando, ha estudos que ndo encontraram
protecao ao risco de desenvolver FL/PNS quando houve suplementacao com acido félico
(RAY et al., 2003; LOPEZ-CAMELO et al., 2010; WEHBY ¢ MURRAY, 2010). E
embora o exato mecanismo da contribui¢ao do acido félico no processo de fechamento
total do tubo neural ser desconhecido, estima-se que mais de 70% dos defeitos do tubo
neural podem ser impedidos pela suplementacdo materna com acido folico (KELLY,

O’DOWLD e REULBACH, 2012).

3.5.4 Compostos quimicos

Em 2007, Romitti ef al., através de um estudo de metanalise, encontraram que a
exposi¢ao ocupacional dos pais aos pesticidas pode aumentar o risco dos descendentes
apresentarem FLPs. Ainda neste contexto, Yang et al. (2014) também avaliaram a
exposicao a estas substancias em uma area com altas taxas de sua utiliza¢do e concluiram
que hé relacdo positiva entre a exposicao e fissuras orais.

Ja em 2017, Spinder et al. testaram em um estudo de caso-controle envolvendo
679 casos, o risco de maes expostas a solventes, pesticidas e metais pesados em gerar
filhos com FL/PNS e encontraram que as criancas do género masculino t€ém um risco
maior a desenvolver fissuras quando as maes sdo expostas a solventes, enquanto criangas
do género feminino tem maior propensao a ter fissura quando as maes estdo expostas a
poeira mineral. Ainda comprovaram um aumento significante na prole fissurada quando
a mae trabalhou na agricultura ou foi exposta a pesticidas no primeiro trimestre de

gestacao.

3.6 Fatores genéticos

Diversos pesquisadores tém registrado ao longo dos anos uma possivel
interferéncia de fatores genéticos no aparecimento das FL/PNS. Fogh-Andersen (1942)
foi o primeiro a observar em um estudo populacional a existéncia de um componente

hereditario associado ao desenvolvimento das FL/PNS. Nas ultimas décadas, alguns
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estudos tém indicado recorréncia familial no desenvolvimento de FL/PNS (SIVERTSEN
et al., 2008; GROSEN et al., 2010), embora ndo haja um padrao cldssico de heranga
mendeliana identificado (NATSUME et al.,2000; VIEIRA, 2008).

CURTIS et al. (1961) demonstraram que o risco de uma segunda ocorréncia de
FL/PNS em uma mesma familia seria de 4% se a crianca fosse afetada, 4% se os pais
fossem afetados, 9% se existissem duas criangas afetadas e 17% se os pais e uma crianga
fossem afetados. Nota-se que familias afetadas por um tipo de fissura ndo apresentam
risco aumentado para outro tipo de fissura, refletindo assim as origens distintas de
desenvolvimento de cada forma da anomalia (JUGESSUR e MURRAY, 2005). No
entanto, ocasionalmente as FL£P e FP isoladas podem ocorrer dentro de uma mesma
familia, sugerindo que existe pelo menos alguma sobreposi¢ao na etiologia destes 2 tipos
de fissuras (LESLIE e MARAZITA, 2014).

MARTELLI et al. (2010), através da avaliagdo da incidéncia familiar de FL/PNS
em 185 pacientes, identificaram que 35,13% dos individuos apresentaram histérico
familiar de FL/PNS, sendo os primos (54,37%) e os irmaos (21,05%) os mais afetados,
independentemente do tipo de fissura. Em estudos com gémeos, a taxa de concordancia
observada de 40% a 60% em gémeos monozigoticos € muito maior do que a concordancia
de 3% a 5% identificada em gémeos dizigoticos (JUGESSUR et al., 2009). A alta taxa de
concordancia entre gémeos monozigoticos fornece evidéncias convincentes para um
componente genético forte para as fissuras orofaciais. Por outro lado, se a etiologia das
FL/PNS fosse apenas genética, seria esperado que a taxa de concordancia entre gémeos
monozig6ticos fosse de 100%; sugerindo que existem tanto fatores genéticos como
ambientais envolvidos (DIXON et al., 2011).

Estudos com abordagens distintas tém sido realizados com o objetivo de
identificar os genes envolvidos no desenvolvimento de FL/PNS. Atualmente, estratégias
abrangendo tanto o genoma completo quanto genes candidatos tém sido utilizadas na
tentativa de elucidar o papel da genética na etiologia das FL/PNS (MARAZITA, 2009;
KHANDELWAL et al., 2013). A abordagem dos genes candidatos se d4 com base no
conhecimento prévio da patogénese das FL/P sindrémicas. Uma vez conhecida a
semelhanca fenotipica entre as formas sindrdmicas e ndo-sindromicas, acredita-se que os
genes responsaveis pelos casos sindromicos, possam ser genes candidatos para os casos
nao sindromicos. A identificacao de IRF'6 (fator de regula¢do Interferon 6) na Sindrome
de Van der Woude (SVW) e FLP/NS ¢ um exemplo tipico da abordagem do gene
candidato (ZUCCHERO et al., 2004).
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A série de genes candidatos para FL/PNS ndo ¢ composta apenas por aqueles
envolvidos no desenvolvimento das estruturas da face, mas também por aqueles que sio
influenciados por transtornos ambientais durante o desenvolvimento embriologico
(PRESCOTT e MALCOLM et al., 2002). Dentre os genes associados as FL/PNS,
destacam-se: [RF6 (fator de regulagdo interferon 6) (ZUCHERO et al, 2004
BUFALINO et al., 2010), TGFo (fator de crescimento transformante alfa), MSXI
(Muscle Segment Homeobox), TGF3 (fator de crescimento transformante beta 3), JAG2
(JAGGED?2), FGF7 (fator de crescimento de fibroblasto 7), FGF10, FGFIS8, FGFRI
(receptor do fator de crescimento de fibroblasto 1), FGFR2, FGFS, BMP4, MYHY
(myosin, heavy chain 9, non-muscle), MAFB, ARHGAP29, VAXI (ventral anterior home
box) e PAX7(VIEIRA, 2002; ZUCHERO et al.,2004; MARAZITA et al.,2009; BEATY,
2010; PAN et al., 2011; LENNON et al., 2012; LESLIE e MURRAY, 2013; LUDWIG
etal.,2012; BUTALI et al., 2013).

Os resultados de mapeamento de muitos genes e estudos de associa¢do do genoma
de outros genes candidatos em potencial para o desenvolvimento de FL/PNS sio
considerados inconclusivos ou ndo tém sido replicados em diferentes estudos
(MARAZITA e NEISWANGER, 2002). Além das diferentes populagdes de cada estudo,
um motivo para a redugao relativa da importancia dos trabalhos pode estar relacionada ao
fato de normalmente se utilizar apenas a presenca de fissura como fenotipo. Trabalhos
atuais tém mostrado uma avaliagdo ainda mais apurada e também tém sugerido que esses
individuos podem apresentar outras caracteristicas subclinicas e gravidade variavel das
fissuras, o que poderia indicar a presenga de diferentes genes e fatores ambientais
envolvidos na etiologia das FL/P (WEINBERG et al.,2006; NEISWANGER et al.,2006).
Da mesma forma, os membros da familia podem ser portadores de alelos com
suscetibilidade para fissura, mas que nao sdo suficientes para eleva-los acima do limiar e
conduzir a um defeito, mas que pode resultar em sutis diferengas (NEISWANGER et al.,
2006). A presenga de anomalias dentais, alteracdes musculares, incluindo defeitos no
musculo orbicular da boca, anormalidades craniofaciais como alteragdes antropométricas
do cérebro, assimetria facial e padrdes de assimetria entre as maos (WEINBERG et
al.,2006; NEISWANGER et al., 2007; MARAZITA, 2007; LU et al., 2009) tém sido
relacionadas as FL/PNS e familiares, indicando portanto a existéncia de subfenotipos. O
enriquecimento do fendtipo das FL/PNS pode guiar com maior precisdo os estudos de

genes com suscetibilidade para fissura (WEINBERG et al., 2006).
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Embora estudos anteriores de genes de ligagdo candidatos (geralmente aqueles
relacionados ao desenvolvimento da face), e ainda mais recentemente, varios estudos de
associacdo do genoma (GWAS), terem mostrado fatores de risco na arquitetura genética
em multiplos /oci associados, o fator causal genético desta malformagao permanece, em
grande parte, desconhecido. Uma abordagem molecular significativa para estudar a
influéncia genética em FLP/NS seria prosseguir com a investigacdo de genes envolvidos
no desenvolvimento de FLP sindromica (HE; BIAN, 2016).

Dentre os genes envolvidos no desenvolvimento da face, recentemente, o gene
GRHL3 (Grainyhead-like 3), localizado no locus 1p36 foi identificado como um novo
gene causador da SVW (PEYRARD-JANVID et al., 2014; MANGOLD, et al., 2016;
WANG et al., 2016). As mutacdes no gene GRHL3 alteram o desenvolvimento da
periderme bucal e sdo encontrados em familias com SVW sem muta¢des em /RF'6. Como
um novo gene causador de FLP sindromica, considera-se importante investigar o papel
de GRHL3 por tras das FL/PNS, pois a associagdo deste com o desenvolvimento das

FL/PNS ainda permanece desconhecida.

3.6.1 GRHL 3
O gene Grainyhead Like Transcription Factor 3 (GRHL3) localizado no locus
1p36.11, inicia-se na base 24.319.322 e finaliza na base 24.364.482, apresentando um

total de 45.161 bases, com orientacdo plus strand (Figura 3).
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Figura 3 Localizagdo do gene GRHL3 no cromossomo, no locus 1p36.11 (Genecard, 2016).

A literatura tem mostrado que o gene GRHL3 ¢ um dos trés membros da familia
de genes Grainyhead-like que regula a morfogénese e manuten¢ao da epiderme em
diversas espécies de mamiferos em milhdes de anos de evolucdo (KUDRYAVTSEVA et
al., 2003). Este grupo de genes estd predominantemente expresso na ectoderme de
superficie (BOGLEV et al., 2011) e a alteragdo da sua expressdo durante o
desenvolvimento embrionario pode levar a formacao defeituosa da epiderme, assim como
defeitos no processo de reparagdo de feridas, defeitos na adesao celular e fissura dorsal

(ATTARDI et al., 1993;0STROWSKI et al., 2002; MACE et al., 2005; NARASIMHA
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et al., 2008). Ele ainda desempenha papéis em outros dispositivos de fechamento
epiteliais, inclusive para cura e reparo de feridas em vertebrados (BOGLEV, 2011).

Em humanos, as mutagcdes no gene GRHL3 alteram o desenvolvimento da
periderme bucal e sao encontrados em familias com VWS sem mutagdes em /RF6. Como
um novo gene causador de FLP sindromica, considera-se investigar o papel de GRHL3
na causa das FL/PNS, apesar da associagdo entre GRHL3 com o desenvolvimento de
FL/PNS permanecer desconhecido. As mutagdes em GRHL3 com efeitos deletérios e
patogénicos identificados na SVW sdo raras e, por conseguinte, parece improvavel que
seja prevalente entre grandes populagdes. No entanto, acredita-se que polimorfismos
genéticos em comum podem contribuir para FL/PNS (WANG et al., 2016).

Leslie et al. (2016) identificaram, através de um estudo GWAS uma associacao
significativa entre a FPNS e polimorfismos em GRHL3. Este estudo contou com dois
grupos distintos, sendo um composto por 165 trios e o outro por 78 casos de FP e 1.700
individuos controle sem histéria familiar de malformacdes craniofaciais ¢ todos com
ancestralidade européia. Eles encontraram que rs41268753 ¢ uma mutagdo missense em
GRHL3 que aumenta o risco para FP, com um risco de ocorréncia (OR) de 2,16. Os
autores sugerem ainda que a associagdo de FP com rs41268753 possa ter 3 possiveis
variantes etiologicas neste locus, sendo, (1) rs41268753 ¢ a variante etiologica; (2) a
variante etiologica ¢ uma variante comum nao observada na ligacao de desequilibrio com
rs41268753; ou (3) rs41268753 apresenta um haplotipo comum com penetrancia
incompleta, assim como encontrado em SVW. Relatam ainda, em ensaios com zebrafish
que permitiram-lhes determinar que rs41268753 interfere na fungcdo normal de ativacao
transcricional do GRHL, sendo uma provavel variante etioldgica para FP em humanos.

Ainda em 2016, Wang et al. investigaram a presenga de polimorfismos em
GRHL3 em uma populacao chinesa. Este estudo de caso-controle contou com 504 casos
de portadores de FL/PNS e 455 controles, nos quais foram genotipados 10 SNPs de
GRHLS3 a fim de testar a associacdo com FL/PNS. Dentre estes 10 polimorfismos, apenas
2 (rs10903078 e rs4638975) apresentaram significancia estatistica, porém nao resistiram
a correcao de Bonferroni.

Mangold et al. (2016) realizaram o sequenciamento da regido codificadora do
GRHL3 e encontraram mutagdes raras € uma variante comum para FPNS. Este grupo
realizou o sequenciamento em 576 portadores de FL/P e 96 portadores de FP, em uma
populacdo de ancestralidade europeia. Encontraram que em pacientes portadores de

FPNS h4a uma maior frequéncia do alelo menor (MAF) para rs41268753 quando
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comparados aos controles. Sugerem ainda que as mutagcdes dominantes em GRHL3 sao
mais suscetiveis a causar fissuras palatinas ndo sindromicas do que sindromicas, no caso
da SVW.

Ainda em 2016, He & Bian testaram as possiveis relagdes entre variantes
funcionais em GRHL3 e FPNS em uma populacdo chinesa, justificada pela alta
prevaléncia de fissuras orofaciais nesta populagdo. Inicialmente o SNP rs 41268753 foi
testado, entretanto nao foi detectado este tipo de variacdo alélica, entdo, redirecionaram
o estudo para pesquisa dos SNP com MAFs >5% na populacdo chinesa, analisando
portanto os SNPs rs 2486668 e rs 545809, contudo ndo houve comprovagdo do risco
aumentado destes polimorfismos para FL/PNS.

No momento estao sendo realizados estudos com GRHL3 e a populacdo africana
como o trabalho de Eshete et al. (2018) no qual testaram variantes de GRHL3 em um
estudo caso-controle com 134 casos de FPNS e encontraram mutagdes em GRHL3

associadas a estas fissuras.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo incorporou os aspectos éticos recomendados pela Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa-CONEP, incluindo entre outros a obtengdo do consentimento livre
e esclarecido dos individuos, e ndo apresentou atividades que pudessem causar danos a
dimensao fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual dos envolvidos.
Quanto aos estudos desenvolvidos em criancas ¢ adolescentes foram obtidas as
concordancias dos mesmos assim como de seus responsaveis legais. Este projeto de
pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP) da Universidade Estadual do Oeste do Parand, o qual ¢ vinculado a Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), Conselho Nacional de Saude (CNS) do
Ministério da Saude (MS) e aprovado sob niimero de parecer 2.087.154 (Anexo 1).

4.2 Desenho do estudo
Este estudo utilizou uma abordagem caso-controle com pacientes com FLNS,

FLPNS e FPNS com corregdo para diferencas de ancestralidade de cada individuo.

4.3 Amostras
Foram incluidas neste estudo 1127 amostras, sendo 833 casos divididos em FPNS
(n=272), FLNS (n=242), FLPNS (n=319) e 294 controles provenientes de 5 regides
distintas do pais: o Centro de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade
José do Rosario Vellano (Centro Pro-Sorriso), localizado em Alfenas, Minas Gerais; a
Associacdo Portadores de Fissura Labial localizada na cidade de Cascavel, Parana
(APOFILAB); o Hospital Santo Antonio das Obras Assistenciais Irma Dulce (OAID),
Salvador, Bahia, o Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW), Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba e o Hospital Ophir Loyola (HOL), Belém, Para.
Todos os pacientes com FL/PNS passaram por entrevista através de questionario padrao
(Anexo 2) e examinados pelas equipes multidisciplinares de cada centro e apenas
pacientes com a forma ndo-sindromica de FL/P foram incluidos. Os pacientes com
historia de consanguinidade ou com historia familiar de fissura oral também ndo foram
incluidos neste estudo (Tabela 1).
O grupo controle caracterizou-se por amostras provenientes das mesmas regides

supracitadas e apenas pacientes sem alteragdes congénitas e/ou historia familiar de FL/P
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foram incluidos. A propor¢ao dos pacientes do grupo controle seguiu a mesma propor¢ao

de acordo com a idade e cor de pele/raca do grupo de estudo.
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Tabela 1 Origem das amostras deste estudo(n= 1127)

Centro Hospital APOFILAB HULW, HOL, TOTAL
Pro- OAID, , Cascavel- Jodo Belem-PA
Sorriso, Salvador-BA PR Pessoa-PB
Alfenas-
MG
FLNS 120 71 17 12 22 242
FLPNS 145 88 52 34 - 319
FPNS 98 131 32 5 6 272
Controle 104 95 49 46 294
Total 467 385 150 97 28 1127

OIAD: Obras Assistenciais Irma Dulce, APOFILAB: Associagdo dos Portadores de Fissura Labial,
HULW: Hospital Universitario Lauro Wanderley, HOL: Hospital Ophir Loyola.
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4.4 Coleta das amostras de células bucais

As amostras de células bucais foram coletadas por meio de bochecho, por 60
segundos com 5 mL de uma solugdo aquosa de sacarose a 3%. O conteudo resultante do
bochecho foi transferido para um tubo de 15 mL, o qual continha o volume de 3 mL de
uma solugdo 66% alcoodlica contendo 17 mM Tris-HCI pH 8,5 mM NaCl e 7 mM EDTA.
Esta etapa foi realizada por pesquisadores previamente calibrados, em cada um dos 5

centros participantes.

4.5 Isolamento do DNA

Esta e as suscessivas etapas foram realizadas no laboratério de biologia molecular
e celular da Faculdade de Odontologia de Piracicaba- UNICAMP.

A cada tubo foi adicionado agua destilada e deionizada autoclavada q.s.p. 15 mL.
Apos centrifugacao e descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado e centrifugado
em solug¢do aquosa, contendo 17 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM NaCl e 7 mM EDTA.
Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1 mL de
solugdo de lise contendo 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,5% dodecil sulfato de sddio (SDS), 5
mM EDTA, incubado a 50°C por 1 hora, apos este tempo foi adicionado 10 pl de
proteinase K (Invitrogen, USA) e incubado em movimento continuo semicircular. Apos
16 horas de incubagao, foram adicionados 470 ul de uma solucao aquosa de 8M de acetato
de amonio. A mistura foi centrifugada por 10 min a 14.000 rpm a 4°C. O precipitado de
DNA foi adquirido apos adi¢ao de 540 pl isopropanol ao sobrenadante e centrifugado
(14.000 rpm por 5 min a 4°C). Para o término da purificagado foi adicionado 1mL de etanol
70% gelado e centrifugado (14.000 rpm por 5 min a 4°C), removido o sobrenadante, seco
e ressuspendido em tampao Tris-EDTA. A determinagdo da concentragdo e pureza das
amostras foram determinadas por espectrofotometria utilizando a razdo 260/280 nm.
Onde valores inferiores a 1,7 indica contaminacao com proteina e valor superior a 2 indica

contaminagdo com RNA.
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4.6 Estimativa da ancestralidade genémica

Para determinar a ancestralidade genomica de cada individuo, as amostras foram
genotipadas em um conjunto de 40 polimorfismos de inser¢ao/dele¢ao bialélicos (indels)
previamente validados como marcadores informativos para ancestralidade (Bastos-
Rodrigues et al., 2006). Essa analise teve como objetivo evitar associagdes falsas, ja que
as frequéncias de determinados polimorfismos podem ser diretamente influenciadas pela
etnia. Isso ¢ especialmente importante em populagdes miscigenadas como a populagdo
brasileira. Assim, a analise foi realizada considerando as propor¢des de ancestralidade de
cada individuo. Em esséncia, as reagdes 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 e um primer forward complementar a M13
ligado ao fluor6foro FAM foi também utilizado. A reac¢do, de volume final de 10 pl,
consistiu de 1 pl 10X PCR Buffer, 0,8 ul dNTPs (2,5 mM), 0,2 pl Taq polimerase (5
U/ml), 4,95 ul H20 Milli-Q, 2 ul DNA (50 ng) € 0,75 pl 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 condicoes: 1 ciclo de 94°C por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 45 e
72°C 45s, 9 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por 45 s e 72°C 45 s, seguido por final extensdao
a 72°C por 30 min. Apoés as reagdes de amplificacdo, os produtos foram diluidos para
subsequente andlise no sequenciador automatico ABI3500 DNA Analyser (Applied
Biosystems). A reagdo consistiu em 8,925 ul de Formamida HI-DI, 0,075 pl do marcador
de peso molecular GS600 e 2 pul do produto da PCR diluido 10 vezes. A andlise dos

fragmentos foi realizada com o programa GeneMapper Software Version 4.0.
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4.7 Selecao dos polimorfismos genéticos
Este estudo selecionou polimorfismos no gene GRHL3 previamente descritos em

associacdo a FL/PNS (LESLIE et al., 2016; WANG et al., 2016). A Tabela 2 resume as

caracteristicas gerais dos polimorfismos selecionados.

4.8 Genotipagem pelo método de discriminacio alélica com sondas fluorescentes
As reagdes de genotipagem foram realizadas utilizando o sistema de
discriminacao alélica com sondas fluorescentes. Todos os polimorfismos apresentaram
primers e sondas, sistema TagMan® da Applied Biosystems (USA). A sonda ¢
constituida de fluor6éforo que ligado na extremidade 5° (Reporter) ¢ responsavel pela
emissdo da fluorescéncia e um composto que bloqueia a emissdo desta fluorescéncia
durante a extensao a partir do primer sense. As reagoes foram realizadas no equipamento
Step One Plus (Applied Biosystems, USA) em uma reacdo de 5 pl contendo 2,5 pl de 2x
Genotyping Master Mix, 0,12 pl da mistura de primers e sondas e 2 ng DNA, os quais
foram diluidos em 2,38 pl de agua livre de DNase e RNase. Os parametros de
amplificacdo foram: 1 ciclo de 30 s a 60°C e 10 min a 95°C (desnatura¢do inicial) e 40
ciclos de 15 s 2 92°C e 1 min a 60°C (estagio de amplificagdo), os quais foram seguidos

por 1 ciclo de 30 s a 60°C.

Tabela 2 Caracteristicas dos polimorfismos genéticos
no gene GRHL3 em 1p36.11.

SNP Posicao MAF  Alelos
rs10903078 24,332,945  0.261 T/C
rs41268753 24,342,967  0.009 C/T
rs4648975 24,343,774  0.270 A/G

MAF: Frequéncia do alelo menor. Alelo variante
em negrito. Fonte:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

4.9 Analises estatisticas

A existéncia de equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliada como descrito por
Rodrigues et al. (2009). Para determinar a ancestralidade genémica de cada individuo, o
software Structure 2.3.4 foi utilizado em um modelo assumindo trés populagdes parentais

com base na origem tri-hibrida da populacdo brasileira (européia, populagdes de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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referéncia africanos subsaariana e amerindios de Marshfield Clinic Collection). Os
modelos de regressao logistica multipla sob modelos genéticos aditivos, dominantes e
recessivos, considerando o género e a ancestralidade gendmica como potenciais co-
variaveis, foram realizados com os pacotes SNPassoc e Haplo.stats no software RStudio.

O software Haploview (versdo 4.2) foi usado para estimar o desequilibrio de
ligacdo (LD) entre os SNPs no gene GRHLS3.

O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para verificar se existe uma diferenca na
idade e ancestralidade entre os grupos, enquanto que o teste qui-quadrado foi utilizado
para comparar a distribui¢do do género dos voluntarios entre os grupos. Nas comparagdes,

valores de p<0,05 foi considerado indicativo de diferenga estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

Foram analisados polimorfismos no gene GRHL3 em 1127 amostras, sendo 833
casos divididos em FPNS (n=272), FLNS (n=242), FLPNS (n=319) e 294 controles. A
idade média dos grupos controle e de estudo se mostrou similar (p=0,39), e houve
predominancia da ancestralidade europeia, seguido da africana e depois amerindia,
conforme ¢ apresentado na Tabela 3. A prevaléncia do género masculino foi observada
nos pacientes com FLNS (53,3%) e FLPNS (55,5%) e do género feminino nos pacientes
com FPNS (61,4%) e no grupo controle (66,7%). As diferengas entre os géneros
mostraram-se estatisticamente significantes e para sua corre¢do juntamente com a
diferenca de ancestralidade de cada paciente, utilizamos o teste de associagao com analise

de regressao logistica multipla.

Tabela 3 Caracteristicas demograficas dos pacientes com fissura de 1abio e/ou palato
nao-sindromica (FL/PNS) e do grupo controle.

Controle FPNS FLNS FLPNS Valor de P
(n=294) (n=272) (n=242) (n=319)
Idade
2451+1225 1390+1128 1838+1298 2036+14,65 039"
Género
Masculino 98 (33,3%) 105 (38,6%) 129 (53,3%) 177 (55,5%)  0,0001%
Feminino 196 (66,7%) 167 61,4%) 113 (46,7%)* 142 (44,5%)
Ancestralidade
Européia 88,1% 82,5% 81,2% 81,2% 0,99°
Africana 9,8% 15,2% 17,2% 17,0%
Amerindia 2,0% 2,3% 1,6% 1,8%

*Valor de P calculado com o teste de Kruskal-Wallis, e *Valor de P calculado com teste de x2.

Quanto aos SNPs estudados, a distribuicdo de todos os genotipos avaliados se
mostrou consistente no grupo controle de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.
O teste de associacao foi realizado inicialmente com o grupo com fissura palatina nao-
sindrémica e ndo houve diferenca estatistica tanto nas distribuigdes de gendtipos como
de alelos e haplétipos de SNPs em GRHL3 dos casos estudados conforme mostram as
Tabelas 4 e 5. Os gendtipos possiveis para cada SNPs foram testados em relacdo ao

percentual de alelos diferentes entre controle e fissura palatina (OR alelo) bem como para
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o percentual de heterozigotos (OR het), percentual de homozigotos (OR homo)
comparando ao total de controles e ainda foi comparado o gen6étipo dominante (OR dom)
e o genotipo recessivo (OR rec) em relacdo ao somatorio dos genotipos dominantes e

recessivos, porém nenhum foi significante do ponto de vista estatistico.
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Tabela 4 Distribuicao dos genotipos dos polimorfismos de nucleotideos tinicos (SNPs) em GRHL3 nos grupos controle e fissura palatina

nao-sindromica (FPNS)

HWE Controle FPNS ORareto (95% IC)  ORpet (95% IC)  ORpgom (95% IC)  ORpom (95% IC)  ORgec (95% IC)
Val;r de (n=294) (n=272) / Valor de P * / Valor de P / Valor de P / Valor de P / Valor de P

rs10903078 0,84 57,5/36,4/6,1  55,9/36,6/7,5 1,08 (0,82-1,42)/ 1,10(0,76-1,57)/ 1,33 (0,67-2,63)/ 1,13 (0,80-1,59)/ 1,28 (0,66-2,50)/
(TT/TC/CC) 0,55 0,62 0,42 0,48 0,46
141268753 0,69 95,6/4,4/0,0 94,1/5,5/0,4 1,43 (0,69-2,98)/ 1,32 (0,61-2,86)/ - 1,41 (0,66-3,03) / -
(CC/CT/TT) 0,32 0,47 0,37

rs4648975 0,21 56,1/35,7/82  56,0/37,7/6,3  0,95(0,73-1,25)/ 1,10(0,77-1,57)/ 0,86 (0,44-1,68)/ 1,06 (0,75-1,48)/ 0,83 (0,43-1,59)/
(AA/AG/GG) 0,74 0,60 0,62 0,75 0,57

*Valor de P calculado com o teste de x? e ajustados para co-variaveis por analise de regressdo logistica; HWE: Equilibrio de Hardy-

Weinberg.
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Tabela 5 Analise dos haplotipos dos SNPs em GRHL3 em pacientes controles e com
fissura palatina nao-sindrémica (FPNS).

SNPs Haplotipo Controle FPNS Valor de P
rs10903078, rs41268753 ¢
rs4648975
T-C-A* 63,9% 64,7%
C-C-G 15,3% 17,4% 0,31
T-C-G 10,5% 7,6% 0,18
C-C-A 7,9% 7,0% 0,72
C-T-A 1,0% 1,6% 0,55
T-T-A 1,0% 1,5% 0,43
rs10903078 e rs41268753
T-C* 74,4% 72,5%
C-C 23,4% 24,3% 0,42
T-T 1,2% 1,6% 0,55
C-T 0,9% 1,5% 0,43
rs10903078 e rs4648975
T-A* 64,9% 66,2%
C-G 15,3% 17,4% 0,35
T-G 10,7% 7,7% 0,17
C-A 9,0% 8,7% 0,91
1541268753 e rs4648975
C-A* 71,7% 71,6%
C-G 26,0% 25,2% 0,91
T-A 2.2% 3.1% 0.30

Valor de P foi ajustado por co-varidveis por analise de regressao logistica *Haplotipos

normais.
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Posteriormente foram realizadas as analises com as FLNS e FLPNS levando-se
em consideracdo os mesmos padrdes acima citados. Uma associacdo significante entre o
SNP rs10903078 e a FLNS foi observada. A analise de regressao logistica mostrou que o
genotipo homozigoto CC foi associado com FLNS (OR: 1,99; 95% IC: 0,83-1,78;

p=0.03), como pode ser observado na Tabela 6.
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Tabela 6 . Distribuicao dos genotipos dos polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) em GRHL3 nos grupos controle e fissura labial ndo-
sindromica (FLNS).

HWE  Controle FLNS ORuclo (95%  ORpet (95%  ORpom (95 IC)  ORpom (95%  ORgec (95%

Valor de
P (n=294) (n=242) IC)/ Valorde IC)/ Valorde / IC)/ Valorde IC)/ Valorde
P* P Valor de P P P

rs10903078 0,84 57,5/36,4/6,1 53,2/36,5/10,3 1,24 (0,94-1,63)/ 1,22 (0,83-1,78)/ 1,99 (1,01-3,91)/ 1,33 (0,93-1,90)/ 1,84 (0,95-3,56)/
(TT/TC/CC) 0,12 0,29 0,03% 0,12 0,06
rs41268753 0,69 95,6/4,4/0,0 97,8/2,2/0,0 0,49 (0,17-1,38)/ 0,51 (0,18-1,49)/ - - -
(CC/CT/TT) 0,17 0,20

154648975 0,21 56,1/35,7/8,2  56,7/36,7/6,7 0,94 (0,71-1,25)/ 1,12 (0,77-1,63)/ 0,91 (0,46-1,82)/ 1,08 (0,76-1,54)/ 0,87 (0,44-1,71)/
(AA/AG/GG) 0,70 0,56 0,80 0,66 0,68

2

*Valor de P calculado com o teste de x* e foram ajustados para co-variaveis por analise de regressao logistica.

; HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg. *Diferenca estatistica
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Com relagdo as andlises dos haplotipos, aquele formado pelos alelos C-C dos
SNPs rs10903078 e rs41268753 apresentou uma frequéncia aumentada no grupo com
FLNS comparado com o controle (p=0,04) (Tabela 7), contudo os valores de p ndo

resistiram ao teste de multiplas corre¢des de Bonferroni.
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Tabela 7 Analise dos haplotipos dos SNPs em GRHL3 em pacientes controle e com
fissura labial ndo-sindrémica (FLNS).

SNPs Haplotipo Controle FLNS  Valorde P
rs10903078, rs41268753 ¢
154648975
T-C-A* 64,0% 64,0%
C-C-G 15,3% 18,3% 0,10
T-C-G 10,5% 6,4% 0,08
C-C-A 7,9% 10,2% 0,21
T-T-A 1,0% 0,6% 0,71
C-T-A 1,0% 0,2% 0,21
rs10903078 e rs41268753
T-C* 74,4% 70,9%
C-C 23,4% 28,0% 0,04*
T-T 1,3% 0,6% 0,38
C-T 0,9% 0,5% 0,58
rs10903078 e rs4648975
T-A* 64,9% 64,6%
C-G 15,3% 18,5% 0,08
C-A 9,0% 10,4% 0,42
T-G 10,7% 6,4% 0,06
rs41268753 e rs4648975
C-A* 71,8% 74,0%
C-G 26,0% 24,9% 0,92
T-A 2,2% 1,0% 0,21

Valor de P foi ajustado por co-variaveis por analise de regressdo logistica. *Haplotipos normais;

“Diferenca estatistica.
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Conforme mostram as Tabelas 8 e 9 ndo houve associacdes significantes em
genotipos e haplotipos para as FLPNS.
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Tabela 8 Distribuicao dos genotipos dos polimorfismos de nucleotideos tinicos (SNPs) em GRHL3 nos grupos controle e fissura de labio e
palato ndo-sindromica (FLPNS)

HWE  Controle  FLPNS ORuelo ORuet (95%  ORpom (951C)/  ORpom (95%  ORgec (95%
Val;’f de n=204) (n=319) (95%IC)/  1C)/Valorde  ValordeP?  IC)/Valorde IC)/ Valor de
Valorde P * P P P
rs10903078 0.84  57,5/36,4/6, 552/372/7, 1,10 (0,85- 11 (0,78-  1,38(0,71-2,66) 1,15 (0,83- 1,32 (0,70-
(TT/TC/CC) 1 6 1,43)/ 0,45 1,56) /0,55 /0,34 1,59)/0,41  2,52)/0,39
rs41268753 0.69  95,6/4,4/0,0 96,5/3,5/0,0 0,78 (0,34- 0,79 (0,34- - - -
(CC/CT/TT) 1,76)/ 0,55 1,83) /0,58
rs4648975 021  56,1/35,7/8, 54,2/39,8/6, 0,99 (0,76- 1,22 (0,86- 0,83 (0,43-1,60) 1,15 (0,83- 0,77 (0,41-
(AA/AG/GG) 2 0 1,28) /0,94 1,72) /0,26 /0,55 1,59)/0,40  145)/0,41

*Valor de P calculado com o teste de x? e ajustados por co varidveis para andlise de regressdo logistica; HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 9 Analise haplotipo dos SNPs em GRHL3 em pacientes controles e com fissura
de labio e palato nao-sindromica (FLPNS)

SNPs Haplotipo Controle FLPNS  Valorde P
rs10903078, rs41268753 ¢
rs4648975
T-C-A* 64,0% 64,5%
C-C-G 15,3% 16,8% 0,43
T-C-G 10,5% 8,8% 0,70
C-C-A 7,9% 8,2% 0,67
T-T-A 1,0% 0,5% 0,37
C-T-A 1,0% 1,0% 0,80
rs10903078 e rs41268753
T-C* 74,4% 73,4%
C-C 23,4% 24,9% 0,42
T-T 1,3% 0,4% 0,19
C-T 0,9% 1,3% 0,55
rs10903078 e rs4648975
T-A* 64,9% 65,0%
C-G 15,3% 17,1% 0,37
C-A 9,0% 9,2% 0,67
T-G 10,7% 8,7% 0,63
rs41268753 e rs4648975
C-A* 71,8% 72,4%
C-G 26,0% 25,9% 0,77
T-A 2,2% 1,7% 0,60

Valor de P foi ajustado por co-variaveis por analise de regressao logistica.
*Haplotipo normal.



45

6 DISCUSSAO

As diversas dificuldades que os portadores de FL/PNS encontram no decorrer da
vida, assim como a alta morbidade tém estimulado nos ultimos anos muitos estudos
genéticos com o objetivo de ampliar o conhecimento dos fatores de risco para o
desenvolvimento destas (DIXON et al., 2011; STUPPIA et al., 2011; RAHIMOV et al.,
2012). Atualmente diversos genes e regides cromossOmicas ja foram associados as
FL/PNS, embora ainda nao haja completa elucidagao sobre sua etiologia. A distribui¢ao
dos polimorfismos e haplotipos assim como suas correlagdes com as FL/PNS variam
amplamente entre as diferentes populacdes, fazendo com que estudos de validaciao de
suscetibilidade e associacdo sejam essenciais para melhorar a compreensdo da
complexidade desta anomalia de origem multifatorial (PARANAIBA et al., 2013;
AQUINO et al., 2014).

Em relacdo ao tipo de fissura e género, tanto a literatura mundial quanto a
brasileira apontam para uma prevaléncia ao género masculino de FL/PNS e de FPNS ao
género feminino (FREITAS et al., 2004; MARTELLI-JUNIOR et al., 2007; MOSSEY et
al., 2009), o que também foi observado no presente estudo, sendo que 53,3% dos casos
de FLNS e 55,5% dos casos de FLPNS ocorreram no género masculino, ao passo que
61,4% dos casos de FPNS ocorreram no género feminino. Este fato pode ser explicado
devido ao palato do embrido feminino se desenvolver em média uma semana mais tarde
que o masculino, aumentando a predisposicdo a agdo de fatores nocivos em seu
desenvolvimento (LARY ef al., 2001). E embora ndo haja confirmagao, sugere-se que os
genes localizados no cromossomo X tenham papel importante na etiologia das fissuras

(JUGESSUR et al., 2012; PATEL et al., 2013).

A fim de evitar a estratificacdo populacional, para este estudo foram obtidas
amostras de 4 regides diferentes do pais e a variabilidade gendmica/ancestralidade de
cada individuo foi levada em consideragdo. A prevaléncia europeia foi seguida da africana
e esta pela amerindia, tanto no grupo de estudo como no grupo controle, confirmando
estudos anteriores realizados com a populagao brasileira (PENA et al., 2011; FILEZIO et
al.,2013; AQUINO et al., 2014).

Vale a pena salientar que, durante o levantamento epidemiolédgico por meio de

entrevista e preenchimento de questionario padrdo (anexo 2) foram anotadas diversas
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exposicoes a fatores ambientais de risco como por exemplo tabagismo, etilismo,
exposic¢do a agrotdxicos e/ou a utilizagdo de acido folico, porém ¢ dificil mensurar a real
exposi¢ao e participagdo destes na formagao das fissuras.Além do mais, estes dados nao
estao disponiveis para o grupo controle, tornando dificil predizer a real participacao destes
na etiologia das fissuras. Sugere-se portanto, que para os préximos estudos seja elaborado
um questionario padrdo para o grupo controle, a fim de melhor elucidar e relacionar a
interacdo destes fatores em amostras nacionais. Outra sugestdo seria incluir no
questionario informagdes referentes a exposi¢do paterna aos fatores de risco, visto que
Sulh ef al. (2018) avaliaram, em seu estudo de caso-controle, tanto a exposi¢do materna
quanto a paterna aos pesticidas, encontrando forte associagdo com as fissuras,

especialmente as FP.

Como anteriormente descrito, mutagdes em GRHL3 alteram o desenvolvimento
da periderme bucal e sdo encontradas em familias com SVW sem mutacdes em /RF6.
Como um novo gene causador de FLP sindromica, considera-se importante investigar o
papel de GRHL3 na causa das FL/PNS (WANG et al., 2016).

Baseado nesse contexto, Leslie ef al. (2016) realizaram um estudo GWAS em
portadores de FPNS e associaram ao SNP rs 41268753 um risco aumentado para o
desenvolvimento de FP em pacientes com ancestralidade europeia (OR 2,16 e p=
4,08X10”) entretanto, quando testaram o mesmo SNP em uma populacio multiétnica, o
valor de p reduziu consideravelmente (p=2,75X10®) indicando que ha interferéncia da
ancestralidade e a populacdo europeia estd mais suscetivel ao risco nesta interagao
Mangold et al. (2016) também encontraram associa¢do significante deste SNP em
portadores de FP (p = 1,24X107?). Diferentemente, no presente estudo, ndo houve a
comprovagao da interacdo deste SNP na populacdo testada, que embora tenha apresentado
um OR sugestivo de risco (1,43), ndo demonstrou significancia estatistica (p= 0,32), fato
que pode ser justificado pelo poder da presente amostra, que embora conte com um

nimero expressivo de individuos ndo apresenta poder suficiente.

Entretanto, no mesmo trabalho de Mangold et al. (2016), nao foram encontradas
associacoes em rs-41268753 com FL/PNS, em concordancia com o presente trabalho (p

= 0,45 para ambos).

Ja Wang et al. (2016) encontraram associagdoes das FL/PNS em dois diferentes
SNPs (rs 10903078 e rs 4638975) na populacao chinesa, embora nao tenha apresentado

resultados significantes apds a correcdo de Bonferroni. No presente estudo ndo foi
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possivel observar tal associagdo, sendo que para a populacao brasileira testada nao houve
diferengas estatisticas (p =0,20 para rs 10903078 e p =0,33 para rs 4638975). Sugerindo-
se assim que esta falta de interacdo ocorre pelo fato da ancestralidade da amostra utilizada

contar com poucos individuos orientais.

Uma nova interagdo, até entdo nao relatada na literatura, foi encontrada entre
rs10903078 e FLNS (p =0,03), fato este que pode ser justificado por haver poucos estudos

associando exclusivamente FLNS a este SNP.

E fundamental frisar que a real intera¢do entre estas variantes polimorficas
analisadas e o risco para FL/PNS ndo esta bem elucidada e os resultados permanecem

inconclusivos.

Conclui-se que a identificagdo de novas regides polimoérficas, em genes
candidatos como o GRHL3, relacionadas as FL/PNS sdo de suma importancia para a
compreensdo dessa anomalia, haja visto a inédita descoberta do SNP rs10903078
associado com FLNS obtida na presente pesquisa. Este fato indica que este € um campo
promissor para investigagdes futuras. Sendo assim, o presente resultado deve incentivar
trabalhos futuros, principalmente com amostras maiores, a fim de contribuir para a melhor
compreensdo dos eventos genéticos envolvidos na etiologia desta complexa alteragdo do

desenvolvimento.
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7 CONCLUSOES

1 Nao houve associacao entre SNP rs10903078, rs41268753 rs4648975 e as
FPNS na populagao avaliada;

2  Para a populagdo avaliada houve associagdo significante no gendtipo
homozigoto CC do SNP rs10903078 no risco de FLNS, porém os valores de
p ndo sao resistentes a correcao de Bonferroni;

3 Houve uma frequéncia aumentada do haplotipo formado pelos alelos C-C dos
SNPs 1510903078 e rs41268753 no grupo FLNS em comparacdo ao grupo
controle;

4 Nao houve associagdo entre SNP rs10903078, rs41268753 rs4648975 ¢ as
FLPNS na populacao testada.
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Anexo 2
Ficha Cadastral para Pacientes com Fissura Oral
Centro:
Ne°:

1. Nome:
2. Género: 1. Masculino [J; 2. Feminino [
3. Data Nascimento: / / ( )anos.
4. Nacionalidade 4.1 Naturalidade:
5. Zona: 1. Urbana [J; 2. Rural [.
6. Cor da pele: 1. Caucasiano [J; 2. Ascendéncia africana [J; 3. Ascendéncia japonesa [];

4. Ascendéncia indigena J; 5. Outros L.

7. Grau de Instrugao: 1. Sem Escolaridade [J; 2. E. Fundamental Incompleto [; 3. E. Fundamental Completo [J; 4. E.
Médio Incompleto [J; 5. E. Médio Completo [J; 6. E. Superior Incompleto [;

7. E. Superior Completo [J; 8. Nao se aplica L.

8. Numero de irmdos: () 1.Masculino ( ); 2.Feminino ().

9. Data de nascimento materna: / / ( )anos.

9.1. Data de nascimento paterna: / / ( )anos.

9.2. Idade na gestagado materna: (  )anos.

9.3. Idade na gestacéo paterna: (  )anos.

9.4. Cor de pele materna: 1. Leucoderma [J; 2. Feoderma [J; 3. Xantoderma [J; 4. Melanoderma [
9.5. Cor de pele paterna: 1. Leucoderma []; 2. Feoderma [J; 3. Xantoderma [J; 4. Melanoderma [.
9.6 Consanguidade: 1.Positiva’l , 2. Negativar

10. Profissao materna: 1. Lavradora [J; 2. Do lar [J; 3. Estudante []; 4. Autbnoma [;

5. Nao se aplica [J; 6. Outros 1. Qual?

10.1. Contato com produto quimico? 1. Sim [7; 2. N&o []; 3. Nao se aplica (. Qual?

11. Profissao paterna: 1. Lavrador [J; 2.Sem ocupacéo [J; 3. Estudante J; 4. Auténomo

5. Nao se aplica [J; 6. Outros (1. Qual?

11.1. Contato com produto quimico?

1. Sim [J; 2. Nao [J; Nao se aplica 0. Qual?
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12. Ordem de Paridade (incluindo aborto): (* aborto; ** natimorto)
12.1. 1°Filho: 1. Masculino [J; 2. Feminino LJ; / / ; (- )anos.
12.2. 20 Filho: 1. Masculino [J; 2. Feminino [J; 3. Nao se aplica L. / / ; () anos.
12.3. 3% Filho: 1. Masculino [J; 2. Feminino [J; 3. Nao se aplica L. / / ; () anos.
12.4. 49 Filho: 1. Masculino [J; 2. Feminino [J; 3. Nao se aplica L. / / ; () anos.
12.5. 50 Filho: 1. Masculino [J; 2. Feminino [J; 3. Nao se aplica L. / / ; () anos.
12.6. 6° Filho: 1. Masculino [J; 2. Feminino [J; 3. Nao se aplica L. / / ; () anos.
12.7. 79 Filho: 1. Masculino [J; 2. Feminino [J; 3. Nao se aplica L. / / ; () anos.
12.8. 89 Filho: 1. Masculino [J; 2. Feminino [J; 3. Nao se aplica L. / / ; () anos.
12.9. N° de filhos:  ( ).
12.10. Aborto(s): ( ).
12.11. Natimorto(s): ( ).
13. Renda familiar:
1. até um salario minimo (incluso) [J;
2. entre um e trés salarios minimos (incluso) (J;
3. trés a cinco salarios minimos (incluso) [J;
4. mais de cinco salarios minimos [J
14. Habitos maternos na gestagéo: 14.1. Alcool: 1.Sim (J; 2. N&o (1.
Quantidade: ; Tempo de utilizacao:
14.2. Fumo: 1. Sim [J; 2. N&o [1.
Quantidade: ; Tempo de utilizacao:
14.3. Drogas: 1. Sim [J; 2. Nao [
Qual(is)?
Quantidade: ; Tempo de utilizagao:
15. Suplementagao na gestacao: 1. Sem suplementacéo [; 2. Acido félico [7; 3. Outras vitaminas [;

4. N3o sabe informar (.

15.1. Se respondeu outras vitaminas, quais (qual)?

15.2. Trimestre da gravidez em que usou suplementagéo: 1. 1° Trimestre [J; 2. 2° Trimestre [;
3. 3° Trimestre [J; 4. Nao se aplica L.
15.3 Gestagdo atermo [Jounao [

16. Uso de medicamentos na gestagao: 1. Sim [J; 2. Nao [
16.1.Tipo de medicamento: .
16.2.Trimestre da gravidez? 1. 1° trimestre [J; 2. 2° trimestre []; 3. 3° trimestre [; 4. N&o se aplica (1.
16.3. Dosagem utilizada:
16.4. Tempo de utilizagao:

17. Uso de anticoncepcional antes da gestacao? 1. Sim [J; 2. Nao [
17.1. Viadeuso: 1.Oral[J; 2. Injetavel [ 17.2. Tempo de utilizagao:
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18. Problemas médicos apresentados durante a gestagao: 1. Sim [J; 2. Nao L.
18.1. Qual (quais)? 1.Diabetes [7; 2. Presséo alta [J; 3. Infecgdo urinaria [J; 4. Problemas neuroldgicos [
5.0utro(s) [1. Qual (quais)?

6. Nao se aplica [.

19. Histdrico de obesidade materna: 1. Sim [J; 2.Nao [.
19.1. Antes do filho fissurado: 1. Sim J; 2. Nao [J; 3. Nao se aplica L.
19.2. Depois do filho fissurado: 1. Sim [J; 2. Nao [7; 3. N&o se aplica [
19.3. Quantos quilos (maximo)? . 19.4. Altura materna:
19.5. Peso da crianga ao nascimento: . 19.6. Comprimento ao nascimento:
20. Tem historico de cancer na familia? 1. Sim [J; 2. Nao [; 3. N&o sabe informar [J.

20.1. Qual tipo?

20.2. Grau de parentesco:

21. Tipo da fissura do paciente:
1. FP (isolada) completa [J; 2. FP (isolada) incompleta (J;
3. FL (isolada) completa unilateral []; 4. FL (isolada) completa bilateral []; 5. FL (isolada) incompleta unilateral [J;

6. FL incompleta bilateral [7;
7. FLP completa unilateral esquerda [J; 8. FLP completa unilateral direita [J; 9. FLP bilateral incompleta [;

10. FLP bilateral completa [J; 11. Fissuras raras (outras) [

22. Histérico familiar de fissurados: 1. Positivo [7; 2. Negativo [

22.1. Grau de parentesco:

22.2. Tipo de fissura:
1. FP (isolada) completa [7; 2. FP (isolada) incompleta [7J;
3. FL (isolada) completa unilateral [1; 4. FL (isolada) completa bilateral [J; 5. FL (isolada) incompleta unilateral [J;

6. F bilateral incompleta; 7. F bilateral completa [7;
8. FLP completa unilateral esquerda [J; 9. FLP completa unilateral direita [J; 10. FLP bilateral incompleta [;

11. FLP bilateral completa [J;  12. Fissuras raras (outras) [ 13. Nao se aplical’.

23. Primeiro atendimento:
1. Centrinho [; 2. Outra localidade (. Onde?

24. Ja foi submetido a procedimento cirargico? 1. Sim [J; 2. Nao L.

24 1. Primeira cirurgia foi com que idade (anos)? ( ). Qtas cirurgias realizadas?

24 3. Regido(s) anatémica(s) da(s) cirurgia(s)

25. Cirurgia Plastica no Centrinho: 1. Sim [J; 2. Nao [.

25.1. Tipo de cirurgia:

1.1Queiloplastia Millard 1 [J; 1.2. Queiloplastia Spina [J; 1.3. Queiloplastia [;

2.1. Palatoplastia VonLangenback [7; 2.2. Palatoplastia Veau [7; 2.3. Palatoplastia Furlow [7; 2.4. Palatoplastia [;
3.1. Rinoplastia Mccoomb [7; 3.2 Rinoplastia Diégenes (1, 3.3 Rinoplastia (.
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26. Tratamento ortognatico:

1.8im [J; 2. Ndo

27. Tratamento odontoldgico.
27.2. Tipo:

1.Sim [J; 2. Nao [
1. Exodontia [J; 2. Dentistica [I; 3. Ortodontia [I; 4. Periodontia [,
5. Pediatria [, 6 Protese [, 7. Outros [1.

32. Paciente esta em tratamento:

1. Sim [J; 2. Ndo L.

33. Paciente esteve em tratamento, abandonou e retornou ao tratamento: 1. Sim [J; 2. N&o L.

34. Alteragdes sistémicas associadas:

34.1. Cardiovascular: (1.  Qual tipo?

1.Sim [J; 2. Ndo [.

34.2. Pulmonar: [. Qual tipo?

34.3. Otorrinolaringolégica: [I. Qual tipo?

34.4. Gastrointestinal: . Qual tipo?
34.5. Anexos cutaneos: L. Qual tipo?
34.6. Neuroldgica: [1. Qual tipo?
34.7. Outros: . Qual tipo?

35.0bservacgoes:




