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RESUMO

As fissuras lábio-palatinas não-sindrômicas (FL/PNS) representam as

malformações faciais mais comuns em seres humanos e são causadas por uma

combinação de fatores genéticos e ambientais sob um modelo de herança

multifatorial. O objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil epidemiológico

(características clínicas, demográficas e ambientais) dos indivíduos afetados por

FL/PNS residentes na região oeste do estado do Paraná na busca por fatores de

risco para o desenvolvimento das FL/PNS e também verificar a associação de

polimorfismos em genes que codificam enzimas do sistema do reparo do DNA na

susceptibilidade das FL/PNS. Para a primeira parte do estudo, foram coletadas

194 amostras de saliva de pacientes com FL/PNS e seus pais, sendo que os

mesmos foram entrevistados com um questionário, contendo perguntas

relacionadas aos pacientes com fissura e aos seus genitores, visando levantar

dados referentes aos aspectos ambientais relacionados às fissuras. A segunda

parte do estudo envolveu a análise dos polimorfismos rs1136410 no gene ADPRT,

rs1052133 no gene OGG1, rs1800734 no gene MLH1, rs1130409 no gene

APEX1, rs861539 no gene XRCC3, rs1801321 no gene RAD51, rs25487, rs25489,

rs3213245 e rs1799782 no gene XRCC1 e rs13181 e rs1799793 no gene ERCC2

em 223 trios (pai, mãe e paciente com fissura) pelo teste de desequilíbrio de

transmissão (TDT). As amostras utilizadas para a investigação de polimorfismo

foram provenientes de 4 Centros diferentes de  tratamento da FL/P, composta por

93 trios de Minas Gerais,  74 do Paraná, 34 da Bahia e 22 da Paraíba. Entre os

pacientes avaliados, um predomínio de homens, leucodermas e afetados por

fissuras lábio-palatinas (FLP) foi observado. Entre as alterações sistêmicas, as

otorrinolaringológicas foram significantemente mais prevalentes em fissuras

palatinas (FP) em comparação com as fissuras labiais (FL; p=0,013). Mais de 80%

das mães dos pacientes com FL/PNS reportaram que não fizeram uso de

suplementos vitamínicos durante o primeiro trimestre de gestação. Entre os 12

polimorfismos avaliados, rs3213245 no gene XRCC1 demonstrou uma significante

associação com FL (p=0,03) e rs13181 do gene ERCC2 demonstrou tendência de

associação com FLP (p=0,06). O haplótipo formado pelos polimorfismos rs25487,
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rs25489, rs321345 e rs1799782 no gene XRCC1 também foi significantemente

associado as FLs (p=0,02). Os resultados deste estudo revelaram o perfil

epidemiológico dos pacientes com FL/PNS atendidos no oeste do estado do

Paraná e demonstram que os polimorfismos nos genes XRCC1 e ERCC2, que

codificam enzimas associadas ao sistema e reparo do DNA, podem estar

associados à suscetibilidade ao desenvolvimento das FL/PNS.

Palavras chaves: fissura lábio-palatina não sindrômica, perfil epidemiológico,

fatores de risco, genes do reparo do DNA, polimorfismo genético.
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ABSTRACT

Nonsyndromic cleft lip and palate (NSCL/P) represents the most common

facial malformation in humans, and they are caused by a combination of genetic

and environmental factors under a multifactorial model of inheritance. The

objective of this study was to characterize the epidemiologic profile (clinical,

demographical and environmental features) of individuals affected by the NSCL/P

in the west of the Paraná state searchingfor risk factors for the development of

NSCL/P, and to verify the association of polymorphisms in genes that encode

enzymes of the DNA repair system in the susceptibility of the NSCL/P. For the first

part of the study, 194 patients with NSCL/P and their parents were interviewed with

a questionnaire containing questions associated with the patients with cleft and

their parents, addressing points of environmental aspects related to the clefts only

in the western of the city of Parana. The genetic study involved the analysis of the

polymorphisms rs1136410 in the gene ADPRT, rs1052133 in the gene OGG1,

rs1800734 in the gene MLH1, rs1130409 in the gene APEX1, rs861539 in the

gene XRCC3, rs1801321 in the gene RAD51, rs25487, rs25489, rs3213245 and

rs1799782 in the gene XRCC1 and rs13181 and rs1799793 in the gene ERCC2 in

223 trios (father, mother and the patient with cleft) by the disequilibrium of

transmission test (TDT). The sample to the investigation of the polymorphism were

from four centers of FL/PNS treatment, composed by 93 trio from Minas Gerais, 74

from Parana, 34 from Bahia and 22 from Paraiba. A predominance of men,

leucoderma and affected by cleft lip and palate (CLP) was observed. In relation to

systemic alterations, the otorhinolaryngologics were significantly more prevalent in

in patients with cleft palate clefts (CP) in comparison with patients affected by cleft

lip (CL, p=0.013). More than 80% of the mothers of the NSCL/P patients reported

that they did not use vitamin supplements during their first trimester of the

pregnancy. Among the 12 polymorphisms, rs3213245 in XRCC1 demonstrated a

significant association with the CL (p=0.03) and rs13181 inERCC2 demonstrated

atendency of association with CLP (p=0.06). The haplotype formed by XRCC1

polymorphisms rs25487, rs25489, rs321345 and rs1799782 1 was significantly

associated with CL (p=0.02). The results of this study show the epidemiologic
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profile of the patients with NSCL/P assisted in the west of Parana state and

demonstrated that polymorphisms in the genes XRCC1 and ERCC2, which encode

enzymes of the DNA repair system, may be associated with the susceptibility of the

NSCL/P development.

Keywords: Nonsyndromic cleft lip and palate, epidemiologic profile, risk factors,

DNA repair genes, genetic polymorphism.
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1 INTRODUÇÃO

As anomalias congênitas em seres humanos atingem cerca de 3% de todos

os nascidos vivos. As fissuras lábio-palatinas (FL/Ps) correspondem à

malformação facial mais comum ao nascimento e podem apresentar-se de forma

isolada, considerada como não-sindrômica (FL/PNS) ou estar acompanhada por

algumas outras alterações, caracterizando uma síndrome (Leslie & Marazita,

2013). A prevalência das FL/PNS pode variar bastante de acordo com o grupo

étnico, a região geográfica e os fatores socioeconômicos (Jagomägi et al., 2010).

Dados epidemiológicos brasileiros demonstram uma variação entre 0,36 a 1,46

para cada 1000 nascidos vivos (Martelli-Júnior et al., 2007; Rodrigues et al., 2009).

Nos países em desenvolvimento, o impacto das fissuras orofaciais ainda

está por ser reconhecido e os custos com o tratamento ainda são difíceis de

serem mensurados. Somam-se a isso problemas de ordenação e hierarquização

do sistema público de saúde, bem como de equidade de acesso aos serviços

disponíveis, tornando a assistência inacessível a muitos pacientes e seus

familiares (Marazita et al., 2002). Por outro lado, o ônus do não tratamento ou

tratamento ineficiente, em termos de morbidade, incidência de distúrbios

emocionais, estigmatização, exclusão social quanto às oportunidades

educacionais e profissionais e de não inserção no mercado de trabalho, recai

sobre o afetado, uma vez que as FL/PNS podem afetar além da estética, a

sucção, alimentação, fala e audição e também representar maior susceptibilidade

a infecções e a distúrbios psicológicos, requerendo assim assistência

multiprofissional por períodos prolongados (Trindade et al., 2007).

As FL/PNS são etiologicamente heterogêneas e fatores ambientais e

genéticos são determinantes importantes (Dixon et al., 2011; Mangold et al.,

2011). Essas características conferem uma dimensão ainda maior ao sofrimento

dos envolvidos, seja pelo suposto peso da culpa, seja pelo espectro do risco de

recorrência e sua extensão a outros membros da família. Por essas razões, a

avaliação genético-clínica e o aconselhamento genético são etapas inalienáveis

do acompanhamento dos pacientes com FL/PNS e os estudos recentes visam
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atender essa necessidade, tentando cada vez mais, evoluir no entendimento dos

fatores causais com a identificação de novas variantes genéticas, de fatores de

risco ambientais e de interações multifatoriais. Este conhecimento pode,

eventualmente, resultar em uma melhor prevenção, tratamento e prognóstico para

os indivíduos afetados (Dixon et al., 2011; Mangold et al., 2011; Kohli & Kohli,

2012).

Interações multifatoriais na etiologia das FL/PNS são bastante discutidas e

os resultados variáveis (Zhu et al., 2009). Estudos demonstraram a relação do

tabagismo materno durante o primeiro trimestre de gestação e a ocorrência da

FL/PNS, considerando o cigarro como um dos principais fatores de risco para o

desenvolvimento das FL/PNS com um risco aumentado de aproximadamente 1,3

vezes entre os filhos de mães fumantes (Wyzynski et al., 1997; Little et al., 2002;

Honein et al., 2007). A dificuldade destes estudos é que a suscetibilidade ao

cigarro depende da biotransformação dos compostos tóxicos na mãe e no embrião

que muitas vezes não é facilmente tangível ou mensurável. Alguns estudos

também demonstraram evidências de interações entre tabagismo e polimorfismos

genéticos no desenvolvimento das FL/PNS (Shi et al., 2007; Chervier et al., 2008,

Wu et al., 2010; Wu et al., 2012). Em relação ao uso do álcool, há um consenso

geral que o consumo excessivo de bebidas alcoólicas durante o primeiro trimestre

de gestação é um importante fator de risco para FL/PNS (Munger et al., 1996;

Lorente et al., 2000; De Roo et al., 2008). Diferentes atividades de trabalho que

favorecem a exposição a diversos compostos químicos utilizados nos processos

produtivos, têm sido associadas com o aumento de risco de defeitos ao

nascimento, entretanto, muitas destas associações não são facilmente

confirmadas (Garlantezec et al., 2009).

Em relação à participação genética nas FL/PNS, muitos estudos com

diferentes estratégias estão sendo realizados, incluindo estudos de ligação, caso-

controle ou com trios, sequenciamento direto do DNA e estudos de associação de

larga escala genômica (GWAS), que são baseados na comparação de vários

polimorfismos genéticos comuns entre casos e controles. (Dixon et al., 2011; Kohli
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& Kohli., 2012; Rahimov et al., 2012; Stuppia et al., 2012). Polimorfismo genético é

caracterizado pela ocorrência de, pelo menos, dois alelos em um mesmo lócus,

sendo que o alelo raro deve ser encontrado em uma frequência superior a 1% na

população. Até o presente momento, a compilação das informações provenientes

de estudos de larga escala genômica que utilizaram densos painéis de

marcadores genéticos em diversas populações demonstraram que inúmeros

genes e loci gênicos podem estar associados à etiologia das FL/PNS (Grant et al.,

2009; Birbaum et al., 2009; Beaty et al., 2010, Mangold et al., 2011).No entanto,

apenas 2 destes marcadores foram reproduzidos em diferentes estudos com

diferentes populações, os quais estão localizados no gene IRF6 e em uma região

intergênica na região 8q24 (Rojas-Martinez et al., 2010; Mostowska et al., 2010;

Murray et al., 2012). Estudos prévios com a população brasileira confirmaram a

associação do lócus de 8q24 (Brito et al., 2012; Bagordakis et al., 2013), mas a

participação do gene IFR6 ainda é discutida (Paranaíba et al., 2010; Brito et al.,

2012).

A estrutura do DNA está constantemente sujeita a agressões de diversas

origens, resultando em alterações que se não forem reparadas podem levar à

consequências danosas na estrutura e na expressão gênica. Existem vias de

sinalização celular, dependentes dos genes do reparo de DNA, para identificar e

reparar diferentes tipos de danos à estrutura genômica (Yu et al., 1999;

Hoeijmakers et al., 2001; Ronen & Glickman, 2001). Reparar o dano ao DNA é

fundamental, visto que o desenvolvimento embrionário requer um número

suficiente de células que percorrem processos de proliferação e diferenciação

celular. Quaisquer alterações nas funções de reparo do DNA, especialmente

aquelas que ocorrem durante períodos críticos da morfogênese, podem resultar

em proliferação anormal ou morte celular, o que aumenta significativamente a

probabilidade de que o embrião venha a desenvolver malformações congênitas

(Vinson & Hales, 2002). Interessantemente, poucos estudos analisaram esta

associação até o presente momento, destacando-se o trabalho de Olshan et al.,

2005.
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Assim sendo, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de descrever o

perfil de indivíduos com FL/PNS na região oeste do Paraná e a sua associação

com as características clínicas, demográficas e ambientais. Adicionalmente,

avaliamos a associação de polimorfismos genéticos em genes que codificam

enzimas do sistema do reparo do DNA na susceptibilidade das FL/PNS.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Fissuras lábio-palatinas não-sindrômicas (FL/PNS)

As FL/Ps representam as malformações congênitas mais frequentes na

região craniofacial e são caracterizadas por uma região de descontinuidade do

lábio e/ou palato (Mossey et al., 2009; Mirfazeli et al., 2012). A classificação das

FL/Ps depende da região anatômica envolvida e se divide basicamente em 4

grupos: fissuras pré-forame incisivo ou, simplesmente, fissuras labiais (FL),

fissuras pós-forame incisivo ou fissuras palatinas (FP), fissuras transforme incisivo

ou fissuras lábio-palatinas (FLP) e fissuras raras da face (Spina et al., 1972). A FL

é o resultado da não fusão das proeminências nasais e maxilares, e a FP ocorre

quando os processos palatinos deixam de se fundir, e quando surge à falha nos

dois processos ocorre a FLP (Shkoukani & Vong, 2013). Baseando-se em

evidências embriológicas e epidemiológicas, a FL é considerada uma variante

menos intensa da FLP e ambas são classificadas juntas no grupo das fissuras

labiais com ou sem fissura palatina (FL±P) (Moore, 1984; Marques et al., 1997;

Gonzaga et al., 2001; Harville et al., 2005; Jugessur, 2009; Grossem et al., 2010).

Na maioria dos casos (70%), as FL/Ps se manifestam de forma não-sindrômica,

ou seja, sem malformações ou alterações adicionais (FL/PNS). O restante das

FL/Ps é considerada sindrômica, dentro de um universo de mais de 500

síndromes diferentes já descritas (Nopoulos et al., 2007).

Além das alterações na estética facial, na fala e na audição, outras

comorbidades associadas à FL/PNS têm sido descritas ao longo dos anos em

diversos estudos (Santos et al., 2006; Nopoulos et al., 2007). Entre as primeiras

complicações está a dificuldade no aleitamento materno, resultando em

dificuldades no ganho de peso e desenvolvimento da criança (Montagnoli et al.,

2005; Cunha, 2004). Pesquisas com fissurados em fase escolar registram

alterações cognitivas que em sua maioria foram associadas a micro-alterações na

trajetória do crescimento e desenvolvimento das estruturas cerebrais (Broder et

al., 1988; Weinberg et al., 2013). A literatura também tem sido categórica em

reportar um maior risco na incidência de alguns tipos de câncer nos indivíduos
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afetados por FL/PNS, possivelmente devido a variações comuns nos genes que

regulam o crescimento e o desenvolvimento tecidual (Nishi et al., 2000; Zhu et al.,

2002; Bille et al., 2005; Frebourg et al., 2006; Taioli et al., 2010; Martelli et al.,

2012). No que diz respeito às alterações no desenvolvimento da dentição, as

anomalias dentais também têm sido cada vez mais investigadas e detectadas

com maior frequência em indivíduos com FL/PNS (Paranaíba et al., 2014). Além

da saúde física, já se tem apontado o alto impacto das FL/PNS na saúde mental

dos afetados, uma vez que estes podem apresentar um maior risco em

desenvolver distúrbios psiquiátricos (Chistensen & Mortensen, 2002) e problemas

psicológicos diversos como a depressão (Lima et al., 2014), que interferem na vida

social (Marcussom et al., 2002; Kapp & Simon 2004; Marció, 2006; Noor & Musa,

2007; Trindade et al., 2007). Todas estas complicações, vastamente estudadas,

reforçam o impacto negativo que as FL/PNS podem acarretar ao indivíduo,

trazendo inúmeras consequências, diretas e indiretas na sua qualidade de vida,

tanto nos aspectos individuais quanto familiares e sociais (Wheby & Cassell,

2010). O que pode acarretar ainda risco de menor expectativa de vida útil e um

aumento de mortalidade e morbidade quando comparados a indivíduos não

afetados (Chistensen et al., 2004).

Devido à complexidade das manifestações clínicas, os indivíduos afetados

por FL/PNS necessitam de acompanhamento especializado e assistência integral

a longo prazo em centros de referência de alta complexidade. Estes serviços

diferenciados devem ser oferecidos por uma equipe de saúde interdisciplinar

experiente, composta por médicos em diferentes especialidades (pediatra

otorrinolaringologista, geneticista e cirurgião plástico), dentistas, fonoaudiólogo,

psicólogo, nutricionista, fisioterapeuta, enfermeiro, assistente social, pedagogo,

entre outros (Paranaíba, 2010; Aquino et al., 2011; Souza & Raskin, 2011). Muitas

vezes o atendimento eletivo e mais complexo, como as cirurgias corretivas ou

reparadoras, por exemplo, é realizado nestes centros de alta complexidade, e o

tratamento das demais comorbidades em centros de baixa e média complexidade

onde reside o fissurado. O Paraná, estado onde foi realizada a análise
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epidemiológica deste estudo, no ano de 1992, criou um centro de alta

complexidade denominado Centro de Atendimento Integral ao Fissurado Lábio-

Palatal (CAIF), localizado na cidade de Curitiba, e que até o momento atendeu

mais de 9.000 pacientes com deformidades craniofaciais, entre elas as FL/PNS.

Este serviço é mantido pela Secretaria de Estado da Saúde do Paraná (SESA), e

todo atendimento é conveniado ao Sistema Único de Saúde (SUS).

Na reabilitação do indivíduo fissurado destaca-se a importância das

associações e grupos de apoio aos pais, favorecendo a troca de experiências,

sem contar que a parceria entre profissionais da saúde e pais pode gerar um

atendimento abrangente que se estende desde a provisão de informações,

aumento da consciência e atividades sociais, até a formação de grupos dedicados

a arrecadar recursos para compra de equipamentos e pesquisa. Na cidade de

Cascavel, onde foi realizada parte da coleta de dados e o estudo epidemiológico,

existe a Associação dos Portadores de Fissura Labial – APOFILAB visando

assistência aos indivíduos fissurados de toda a região oeste do Paraná. Nesta

associação, os indivíduos fissurados dispõem de médico pediatra, dentista,

ortodontista, nutricionista, assistente social e uma equipe pedagógica, que visa

prestar auxílio nos déficits escolares ou de aprendizado dos alunos fissurados. A

mesma faz o acolhimento da família desde a fase inicial do diagnóstico, realizando

visita ao fissurado logo após o nascimento na fase hospitalar, e em seguida,

providencia todos os encaminhamentos para o CAIF em Curitiba. Em Cascavel no

ano de 2012, foi inaugurado um novo serviço de atendimento ao fissurado, junto

ao Hospital da Universidade Estadual do Oeste do Paraná (HUOP), que é o

Centro Especializado de Atendimento e Pesquisa em Alterações Cranianas

(CEAPAC). Todos esses três serviços visam prestar atendimento especializado ao

fissurado.

Tendo em vista essa ampla variedade de especialidades envolvidas na

reabilitação, cada vez mais, percebe-se a necessidade de uma padronização na

intervenção, visando uma rotina mais homogênea entre os serviços, favorecida

pelo estabelecimento de protocolos de atendimentos, e objetivando uma melhor
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sistematização entre os centros de reabilitação (WHO, 2002; Monlléo & Lopes,

2006; Paranaíba, 2010). Sabe-se que o tratamento modifica a rotina dos

indivíduos fissurados e seus familiares, representando um grande impacto e

onerando, em muito, a saúde pública, devido aos custos elevados e a duração

prolongada do tratamento especializado, uma vez que, na maioria dos casos se

estende desde a infância até o início da vida adulta (WHO, 2002; Mossey et al.,

2009; Cassel et al., 2008; Sandrini et al., 2005; Ngai et al., 2005). Nos Estados

Unidos,por exemplo, o custo de um paciente com FL/PNS até a vida adulta foi

considerado até 25 vezes mais elevado quando comparado a pacientes sem

alterações, (Boulet et al., 2009). No Brasil, os custos socioeconômicos ainda não

estão bem definidos.

2.2 Embriologia do lábio e palato

Uma série de eventos de alta complexidade, determinados pela interação

entre sinalizadores moleculares e fatores de transcrição, juntamente com a

interação e aquisição de especialização celular, são cruciais para o

desenvolvimento normal da face durante a embriogênese (Stainer & Moore, 2004).

O momento exato do posicionamento das proeminências faciais durante o

desenvolvimento embrionário é determinante, e qualquer incidente pode resultar

na formação das FL/Ps. A extensão da lesão pode variar de acordo com o período

e a duração das intercorrências durante a embriogênese (Wilkie et al., 2001). A

face origina-se de uma série de intumescências, geralmente denominadas

“processos”, e a formação do lábio e palato dependem de uma sequência

ordenada de interações, incluindo migração, proliferação, diferenciação e

apoptose celular, que são influenciados pelos já citados fatores de transcrição e

sinalizadores moleculares (Mossey et al., 2002; Stainer & More, 2004).

Parte do desenvolvimento facial inicia-se no final da 4ª semana de gestação

(Mossey et al., 2009). As células da crista neural, oriundas do tubo neural anterior,

migram para formar a primórdia da face, surgindo dela o processo nasal medial e

lateral, que se fundem ao processo maxilar, para formar a parte central do lábio
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superior, o palato primário e o nariz (Marazita & Money, 2004). O palato primário

aloja os dentes incisivos da maxila, dando origem à parte anterior do forame

incisivo e também contribuindo para a formação do lábio e a porção anterior das

maxilas (Rice et al., 2005). O desenvolvimento do palato secundário inicia-se na

sexta semana, a partir de duas projeções mesenquimais que se estendem das

faces internas das saliências maxilares, formando o palato duro (osso), o palato

mole (o velum) e o osso alveolar e basal da maxila e se estende na direção

posterior a partir do forame incisivo (Wilkie et al., 2001).

As FL/Ps podem resultar de defeitos primários na palatogênese expressos

morfologicamente devido ao crescimento deficiente, falha na elevação, contato ou

fusão dos processos palatinos ou ruptura de pós-fusão (Cohen, 2002). Durante a

oitava semana de vida intrauterina, os processos palatinos giram a partir de uma

posição vertical em torno da língua, e se elevam em aproximação horizontal, com

um ligeiro atraso neste processo observado em embriões do sexo feminino

(Mooney & Siegel, 2002). Na nona semana, as placas palatinas que aparecem

como duas extensões no lado interno da maxila ao longo da superfície lateral da

língua acabam sofrendo uma rápida transformação horizontal, movendo-se sobre

a língua e fusionando-se uma contra a outra e com o septo nasal (Tapadia et al.,

2005). Uma vez que os processos palatinos são elevados e se aproximam, eles se

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

mediais e a apoptose do epitélio mecanismos essenciais para o desenvolvimento

normal do palato secundário (Marazita et al., 2004). Na décima segunda semana

os processos fusionados dos palatos e do septo nasal estão completos, dividindo

o espaço oronasal em cavidades oral e nasal, favorecendo a possibilidade da

mastigação e respiração ocorrerem de forma sincronizada e independente

(Mooney & Siegel, 2002).

Fatores genéticos e ambientais, que inibam o fluxo de células da crista

neural ou diminuam o seu número, podem afetar as massas celulares, tornando o

contato entre as proeminências faciais inadequado ou impossível. O epitélio que

cobre o mesênquima pode não sofrer morte celular programada, impedindo a
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fusão dos placóides. Portanto, qualquer mudança na posição do placóide nasal ou

crescimento direcional anormal das proeminências faciais pode resultar em FL/Ps

(Yoon et al., 2000). Algumas estruturas adicionais que podem ser afetadas pela

fissura são a dentição, tendo como fenótipo mais frequente o deslocamento dental

e a agenesia dentária, os maxilares, o osso alveolar e a musculatura labial. Como

defeitos secundários podem aparecer os distúrbios de crescimento ou alterações

da morfologia das estruturas craniofaciais, incluindo a base craniana, e ainda pode

ocorrer a obstrução mecânica devido a elevação dos processos palatinos pelo

tamanho, ou posicionamento anormal da língua (Sperber, 2002).

2.3 Epidemiologia das FL/PNS

Existem diferenças entre raças no acometimento das FL/PNS. Indivíduos de

origem asiática ou ameríndia estão entre os mais afetados com uma prevalência

de 1/500 nascidos vivos, enquanto que a menor prevalência é encontrada em

indivíduos com ascendência africana 1/2.500 (Dixon et al., 2011). Já as

populações caucasianas demonstram uma taxa de prevalência intermediária com

cerca de 1 indivíduo afetado para cada 1.000 nascidos vivos (1/1.000) (Parada et

al., 2012).

Inúmeros estudos, ao longo das décadas, em diferentes países, têm

revelado a diversidade epidemiológica das FL/PNS. Referente aos estudos

internacionais, entre os relatos clássicos destaca-se o russo Frobelius como sendo

um dos pioneiros a analisar os aspectos epidemiológicos em fissurados,

registrando entre os anos de 1833 a 1864, Frobelius encontrou 118 casos de

fissura, o que correspondeu a uma prevalência de 0,065% para a população russa

(Capelozza & Silva,1994).

Nos países subdesenvolvidos, os estudos sobre a prevalência das FL/PNS

ainda são escassos se comparados aos países mais desenvolvidos. Na América

do Sul, Menegotto e Salzano (1991) analisaram dados de 849.381 nascidos vivos

em 56 hospitais de 8 países e revelaram que o Equador apresenta a maior

prevalência (1,36/1.000) e a Venezuela a menor (0,60/1.000). Este mesmo estudo
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revelou que o Brasil apresenta uma prevalência de 0,85/1.000 nascimentos com

FL/PNS. Outra fonte de informação importante para o monitoramento das

malformações é a rede de maternidades que trabalha em colaboração com o

ECLAMC (Estudo Colaborativo Latino Americano de Malformações Congênitas).

Entretanto, as maternidades Brasileiras que fazem parte da rede ECLAMC não

cobrem nem 2% dos nascimentos do país (Castilla, 2004). Segundo dados deste

grupo entre os anos de 1982 a 2002, a prevalência de fissura orofacial não-

sindrômica foi de 1,5 a cada 1.000 nascidos vivos (1,5/1.000) (Lopes, 2010).

Entre outros estudos realizados no Brasil, Nagem Filho et al. (1968)

encontraram uma prevalência de 1,54/1.000. Fonseca & Resende (1971)

analisaram os registros de 67.321 nascidos vivos em um hospital materno-infantil

da cidade de São Paulo e encontraram uma taxa de 1,48/1.000. Em Porto Alegre-

RS destacam-se três estudos: um feito por Cândido (1978), que encontrou uma

prevalência de 0,88/1.000 nascido-vivos no período de 1970-1974; outro realizado

por Pinto et al. (1990) que encontrou 1,23/1.000 e o último realizado por Collares

et al. (1995) que encontrou uma prevalência de 1,32/1.000. Loffredo et al. (2001)

em um estudo entre 1975 e 1994, usando como fonte os dados do Hospital de

Reabilitação de Anomalias Craniofaciais (HRAC-USP), os dados do Ministério da

Saúde (DATASUS) e os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística

(IBGE), encontraram uma prevalência de 0,47/1.000 nascidos vivos.

França & Locks (2003) determinaram a prevalência das FL/PNS na cidade de

Joinville, Santa Catarina, no período de 1994 a 2000, registrando 1,24/1.000

nascidos vivos. Cunha et al. (2004), por meio de estudo caso-controle realizado

em todas as maternidades da cidade de Pelotas-RS no período de 1990 a 2002,

chegaram à prevalência de 0,78/1.000 nascidos vivos. Nunes (2005), em um

estudo retrospectivo, observou que a prevalência de FL/PNS no Município de

Campos dos Goytacazes - RJ, entre os anos de 1999 e 2004, foi de 1,35 casos

por 1.000 nascidos vivos. Rezende e Zollner (2008), em Taubaté, São Paulo, por

meio da análise de arquivos do SINASC, observaram uma prevalência de 1,49 a

cada 1.000 nascidos vivos. Martelli-Júnior et al. realizaram dois estudos
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epidemiológicos em Minas Gerais, o primeiro (2006) foi no período de 1986 a 1998

e o segundo (2007), no período de 2000-2005, na cidade de Alfenas-MG,

observando uma prevalência de 1,46 para cada 1.000 nascidos vivos. Gardenal et

al. (2011) encontraram no Mato Grosso do Sul uma prevalência de 0,49 para cada

1.000 nascidos vivos. Rodrigues et al. (2009), por meio do DATASUS de todas as

regiões brasileiras, entre o período de 1998-2002, registraram uma prevalência de

0,36 para cada 1.000 nascidos vivos.

Dos estudos epidemiológicos mais relevantes que já foram realizados no

estado do Paraná destacam-se o de Souza & Raskin (2011), que por meio do

banco de dados do CAIF, durante os anos de 2002 a 2008, observaram a

ocorrência de 1.084 casos, e estimaram a prevalência das FL/PNS no estado em

1 afetado para cada 1.010 crianças nascidas vivas, ou seja 0,99/1.000. Também

observaram 1 para 1.334 nascimentos com FL±P (0,75/1.000) e de 1 para 3.953

nascimentos com FP (0,25/1.000). Na cidade de Cascavel, região oeste do

Paraná, onde foi realizado este estudo, Scheffer & Davidoff (2007) relataram uma

prevalência de 1,88 casos para cada 1.000 nascidos vivos, acompanhados pelo

período de 2000 a 2006.

Uma variabilidade interessante pode ser observada na incidência das

FL/PNS em relação ao gênero. As FL±P têm uma prevalência maior em indivíduos

do gênero masculino, enquanto as FP isoladas são mais frequentes no gênero

feminino. (Mossey et al., 2009; Martelli et al., 2012). Aproximadamente 75% das

fissuras que envolvem o lábio são unilaterais. Entre as fissuras unilaterais, o lado

esquerdo é duas vezes mais afetado que o lado direito (Gundlach & Maus, 2006).

A FL±P ocorre duas vezes mais frequente que a FP (Jugessur, 2009; Martelli et

al., 2012).

Mesmo alguns estudos apontando que o fator socioeconômico pode

interferir no aparecimento das fissuras, a sua influência na prevalência não foi

conclusivamente confirmada (Carmichael et al., 2003; Clark et al., 2003; Yang et

al., 2008; Scheffer & Hirata, 2010). Possíveis explicações para as diferenças na

prevalência entre origens geográficas e status socioeconômico incluem a
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influência dos fatores ambientais, tais como os hábitos maternos na gravidez,

nutrição e acesso a saúde. (Leslie & Marazita, 2013).

2.4 Etiologia das FL/PNS

Embora diversos fatores etiológicos tenham sido descritos em associação

com a etiologia das FL/PNS, vários estudos identificam a falta de poder estatístico

para determinar a real ocorrência de certos desfechos. O entendimento dos

mecanismos de ação dos fatores etiológicos é dificultado pela impossibilidade de

se avaliar o grau de intensidade da sua ação sobre a embriogênese, além das

limitações éticas que envolvem estudos de reprodução humana (Leslie & Marazita,

2013).

2.4.1 Fatores ambientais

As FL/PNS podem ocorrer pela influência de agentes teratogênicos que

exercem danos em períodos críticos do desenvolvimento embrionário. As

complexidades dos mecanismos envolvidos neste processo se diferem quanto ao

tipo, frequência e gravidade, resultando na diversidade das manifestações clínicas

das fissuras (Baptista & Leal, 2007). A literatura descreve várias hipóteses que

buscam apresentar e definir agentes teratogênicos que atuam durante a gestação.

(Leite et al., 2009). Dessa forma história pregressa da gravidez é importante para

detectar se houve exposição, e determinar quais os agentes toxicogênicos, sua

dose e tempo de exposição, que possam contribuir para o nascimento de uma

criança com FL/PNS ( Mossey et al., 2009). Entre os mais estudados ou descritos,

destacam-se os agentes infecciosos, as substâncias químicas, a radiação

ionizante, as drogas lícitas ou ilícitas, os hormônios e a deficiência nutricional,

além de outros fatores que serão descritos a seguir.

Um dos aspectos que podem influenciar as malformações congênitas é a

desnutrição materna durante a gestação, pois esta é capaz de diminuir a

capacidade de produção de hormônios e nutrientes indispensáveis ao feto, sendo

considerado um elemento agravante ao aparecimento das FL/PNS (Krapels et al.,
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2006). A ingestão adequada de zinco, niacina, ácido ascórbico, ferro e magnésio

supridos por meio dos alimentos ou da suplementação vitamínica pode reduzir o

risco de malformações (Krapels et al., 2006; Johnson & Little, 2008). Além destes,

a ingestão do ácido fólico também tem sido amplamente estudada na prevenção

das FL/PNS (Canfield et al., 2005; Boyles et al., 2008; Little et al., 2008). Estudos

abrangendo o envolvimento de variantes polimórficas em genes como MTHFR que

codificam proteínas relacionadas ao metabolismo do ácido fólico já foram descritos

e confirmam um risco aumentado para o surgimento de FL/PNS (Shaw, 2003;

Bufalino et al, 2010).

A exposição a radiações pode proporcionar a destruição das células da

placa neural, assim como alterar sua capacidade de multiplicação e diferenciação,

alterando a embriogênese normal (Shafi et al., 2003). Adicionalmente, Vieira &

Orioli (2002) destacaram que doenças infecciosas parecem ter uma ação danosa

sobre o andamento da gravidez, uma vez que o embrião pode ser atingido por

certas bactérias, protozoários, vírus, micoplasmas, espiroquetas, fungos ou

pseudomonas, responsáveis por enfermidades na mãe. Evidências

epidemiológicas indicam forte relação do tabagismo e a presença das FL/PNS,

pelo provável efeito do monóxido de carbono com decréscimo do oxigênio

resultante da biotransformação dos compostos tóxicos na mãe e no embrião

(Lorent, 2000b; Honein et al., 2007). Contudo, existem divergências nos resultados

sobre o papel do tabagismo no surgimento das FL/PNS. Entre as pesquisas que

não constataram associação entre FL/PNS e tabagismo destacam-se um estudo

clássico caso-controle realizado por Loffredo et al. (1994) e outro por Coutinho

(2009). A associação entre o hábito materno de fumar na gestação e o

desenvolvimento das FL/PNS também foi considerado inconsistente de acordo

com outros autores (Beaty et al.,1997; Chervier et al., 2008). Entre os registros

que confirmam a associação de tabaco com FL/PNS, destaca-se o estudo de

Wyszynski et al. (1996), que no período de três décadas (de 1966 a 1996), em um

total de 10 estudos analisados, registrou que o risco atribuível ao fumo é de 11%

para FL±P e 12% para FP. Outro estudo de meta-análise, que incluiu 22 trabalhos
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publicados no período de 1996 a 2001, também evidenciou o risco de FL/PNS e o

hábito de tabagismo (Little, 2002). O estudo de Zhang et al. (2013) com 304

pacientes com FL/PNS de origem chinesa também evidenciou uma forte

associação entre tabagismo e FL/PNS.

Interessante observar que o tabagismo durante a gravidez é também

associado com malformações dos membros, espinha bífida, recém-nascido com

peso e estatura menor, se comparados com os filhos de mães não fumantes e

ainda aumento elevado no risco de prematuridade (Friedrich et al., 2003).

Os estudos mais atuais, que dispõem de acesso aos avanços tecnológicos

da biologia molecular, têm avaliado a associação do tabaco também com

polimorfismos genéticos, bem como a influência de determinados genes que

atuam nas vias de desintoxicação metabólicas no desenvolvimento da FL/PNS.

Registros demonstram associações significantes entre variações polimórficas nos

genes GSTM1 e GSTT1, e tabaco, em FL/PNS (Lammer et al., 2005; Shi et al.,

2007; Chevrier et al., 2008). Visando correlacionar as variáveis genéticas e

ambientais, um estudo mais recente revelou uma forte interação entre tabagismo

na gravidez e os polimorfismos nos genes SLC2A9 e WDR1, localizados no

cromossomo 4p16.1, em pacientes com FL/PNS (Wu et al., 2014).

O álcool é considerado o teratógeno mais consumido a nível mundial e o

seu uso durante o início da gestação pode contribuir significantemente para o

aparecimento de várias alterações congênitas (Leite, 2002). Alguns trabalhos

consideram que a contribuição do álcool para o desenvolvimento de FL/PNS é

significativa (Romitti et al., 1999; Lorente et al., 2000a; Chevrier et al., 2005; De

Roo et al.,2008).No entanto, outros consideram os resultados associando FL/P NS

e álcool inconsistentes (Meyer et al., 2003; Romitti et al., 2007). Estes resultados

podem ser justificáveis pela dificuldade em mensurar a quantidade, a frequência e

o tempo do consumo do álcool em gestantes. Também, nem sempre a bebida

alcoólica é consumida exclusivamente, havendo frequentemente a associação

deste agente teratogênico com outros, como tabaco, drogas e ainda aspectos

nutricionais (Krapels et al., 2006).Já em pesquisas abordando a suscetibilidade
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genética e consumo de álcool, Romitti et al. (2007) observaram que a presença do

alelo variante no gene MSX1 (gene que é intensamente expresso durante o

desenvolvimento facial durante a embriogênese), e o consumo de apenas 1 dose

semanal de bebida alcoólica pela mãe, pode ter sido responsável por um aumento

no risco de desenvolvimento de FL/PNS.

Além do tabaco e do álcool, uma variedade de drogas como a maconha,

cocaína e o craque, entre outras, já foram descritas como teratogênicas (Lorente

et al., 2000a; Lammer, 2004; Yang et al., 2014). O uso de alguns medicamentos

também pode aumentar o risco de malformações congênitas, entre eles: a

talidomida, os hormônios androgênicos, os anticonvulsivantes, os anticoagulantes,

o ácido retinóico, os antibióticos e os anti-inflamatórios, os quais podem atuar nas

diversas fases da morfogênese (Abdo & Machado, 2005). Entretanto, em vista das

interações complexas da sua ação na patogenia da maioria das malformações é

difícil estabelecer o exato papel de cada um destes teratogênicos. Devido a

dúvidas com relação aos riscos fetais de medicamentos administrados pela

gestante, é de boa norma evitar, durante todo o período de gravidez, o uso

indiscriminado de medicamentos, sendo que toda a prescrição deve ser criteriosa,

atendendo às necessidades e salvaguardando os interesses fetais.

O número de mulheres em idade fértil no mercado de trabalho cresce a

cada dia, por isso é importante compreender e identificar se as mesmas não estão

expostas a processos produtivos que favoreceriam o contato com agentes

agressores, tais como os agentes físicos, químicos e biológicos, que poderiam

representar risco para a sua integridade física (Garcia, 1998, 2000). É importante

ressaltar que no ambiente de trabalho, no que se refere aos fatores fisiológicos,

homens e mulheres diferem nos mecanismos que envolvem o metabolismo,

absorção, distribuição, e eliminação das substâncias químicas (Bianchi et al.,

1997; Garlantezec et al., 2009). Tais diferenças precisam ser levadas em conta,

quando da adoção de medidas protetoras à condições de trabalho de risco ou

insalubre, visando colocar em vigor metodologias preventivas focadas na saúde e

segurança do trabalhador (Mendes & Waissmann, 2003).
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Em mulheres grávidas ocorrem mudanças importantes no que tange aos

aspectos fisiológicos e da composição corporal, e estas adaptações são

necessárias para o sucesso da gravidez, crescimento e desenvolvimento fetal

(Desrosiers et al., 2012). A literatura reúne evidencias da associação entre

malformações congênitas e a exposição ocupacional a agentes químicos,

comumente encontrados em áreas industriais, como solventes e metais pesados e

os pesticidas nas áreas agrícolas (Chevrier et al., 2007). Entre as substâncias

químicas que produzem risco ao feto, além dos pesticidas de uso agrícola, listam-

se também o sanitário e o doméstico. Segundo sua atividade, os defensivos

agrícolas são classificados em inseticidas, acaricidas, fungicidas, raticidas,

herbicidas, nematocidas e moluscocidas. Sua entrada no organismo pode ser por

via inalatória ou por absorção através das mucosas e pele (Rojas et al., 2010).

Diversos estudos têm apontado que a exposição ocupacional das mães a

agrotóxicos pode favorecer e aumentar o risco no aparecimento das FL/PNS

(Romiti et al., 2007b; Gonzalez et al., 2008; Jia et al., 2011; Lorente et al., 2000a).

Vale ressaltar que a cidade de Cascavel, local onde foi realizada a coleta de

dados do nosso estudo, é uma região que subsiste da agricultura, e que alguns

genitores, que compuseram os trios que fizeram parte da amostra, tiveram contato

com defensivos agrícolas por morarem próximo de lavouras, e outros por

rotineiramente manejarem diversos defensivos agrícolas.

Pelos relatos de Leite et al. (2002), que se estendem para a região onde foi

desenvolvido nosso estudo, têm havido cada vez mais um aumento substancial e

drástico no uso de componentes agrícolas, assim como o uso de herbicidas e

fungicidas, sendo alguns deles reconhecidos como teratogênicos, mutagênicos ou

carcinogênicos, mas ainda assim, relativamente pouca atenção tem sido dada à

centenas de formulações químicas e seus efeitos na saúde dos produtores rurais.

Um estudo feito pelo nosso grupo com 92 produtores rurais da região oeste do

Paraná revelou que muitos deles são negligentes, e não utilizam equipamento de

segurança durante o manejo e aplicação de defensivos agrícolas, aumentando o

risco de contaminação (Moreira et al., 2009).
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Tendo em vista os fatores apresentados, Garcia (2000) levantou a hipótese

de que fetos de áreas agrícolas em períodos de pico do uso de agrotóxicos,

especialmente no primeiro trimestre, poderiam demonstrar aumento no risco de

defeitos congênitos como a FL/PNS. Mesmo se tratando de um estudo com as

limitações peculiares, oriundos da dificuldade em quantificar a exposição a estes

produtos químicos, este estudo não deve ser desconsiderado, pois essa é uma

hipótese que deve ser melhor investigada, já que também foi reafirmada em

conclusões de outros estudos (Shawn et al.,1988; Chevier et al., 2006; Yang et al.,

2014a).

Além dos fatores ambientais classicamente descritos, já foi observado em

alguns estudos à possível influência de enfermidades crônicas, como obesidade e

diabetes, no aparecimento das FL/PNS (Beaty et al., 2001; Leite et al., 2005;

Vieira et al., 2002). Mães diabéticas com filhos fissurados demonstraram a

presença de um fator anti-insulina, ligado a albumina, que altera a mobilização

proteica e diminui o aporte nutricional às células, alterando seu comportamento e

determinando alterações na morfogênese (Abdo & Machado, 2005). O estresse

materno tem cada vez mais sido objeto de investigação para intercorrências fetais

e foi considerado fator de risco para a FL/PNS (Carmichael et al., 2007). Em

estudo recente, Carmichael et al. (2014), avaliando um grupo de 1.100 pacientes

com FL/PNS, confirmaram que o estresse nos períodos iniciais da gravidez pode

aumentar o risco para o aparecimento de FL/PNS.

Em resumo, no que diz respeito às influências ambientais reforçam-se as

palavras de Leite et al. (2009), que adverte que as populações de países em

desenvolvimento, como o Brasil, apresentam características sociais, políticas e

econômicas muito particulares para a compreensão de potenciais riscos

teratogênicos, aos quais uma mulher grávida possa estar exposta. Essas

características incluem: níveis educacionais e econômicos baixos da população,

alta incidência de doenças infecciosas, carências nutricionais, prática frequente da

automedicação, consumo de bebidas alcoólicas, fumo, droga e pode somar-se

ainda uma qualidade ambiental precária, devido às condições socioeconômicas ou
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mesmo condições de trabalho insalubres durante a gravidez. Todos estes estudos

referentes à exposição ambiental e as FL/PNS, apontam para a importância da

investigação deste tema e a realização de novas pesquisas visando elucidar cada

vez mais as questões ainda obscuras relacionadas à etiologia das FL/PNS.

2.4.2 Fatores genéticos

Além dos riscos ambientais, diversos pesquisadores têm registrado ao

longo dos anos a possível interferência dos fatores genéticos no aparecimento das

FL/PNS. Estudos clássicos publicados ao longo dos anos (Trew, 1757; Sproule,

1863; Darwin, 1875; Fogh-Andersen, 1942) já registravam um aumento da

frequência das fissuras em familiares de pacientes com FL/PNS. Curtis et al.,

(1961) demonstraram que o risco de uma segunda ocorrência de FL/PNS em uma

mesma família era de 4% se a criança fosse afetada, 4% se os pais fossem

afetados, 9% se existissem duas crianças afetadas e 17% se os pais e uma

criança fossem afetados.Interessantemente nosta-se que famílias afetadas por um

tipo de fissura não apresentam risco aumentado para outro tipo de fissura,

refletindo assim as origens distintas de desenvolvimento de cada forma da

anomalia (Jugessur & Murray, 2005a). No entanto, ocasionalmente, as FL±P e FP

isoladas podem ocorrer dentro de uma mesma família, sugerindo que existe, pelo

menos, alguma sobreposição na etiologia destes 2 tipos de fissuras.(Leslie &

Marazita, 2013)

A análise de segregação (Marazita et al., 1986) e os estudos de gêmeos

(Mitchell et al., 2002) sugerem um componente genético para FL/PNS, pois

confirmaram a alta taxa de recorrência familiar, sendo o risco para a FL em

parentes de primeiro grau estimado em 32%, que é muito mais alta quando

comparados a indivíduos sem uma história familiar de FL (Sivertsen et al., 2008).

O trabalho de Martelli et al. (2010), avaliando a incidência familiar de FL/PNS em

185 pacientes, identificou que 35,13% dos indivíduos apresentaram histórico

familiar de FL/PNS, sendo os primos (54,37%) e os irmãos (21,05%) os mais

afetados, independentemente do tipo de fissura. Em estudos com gêmeos, a taxa
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de concordância observada de 40 a 60% em gêmeos monozigóticos é muito maior

do que a concordância de 3 a 5% identificada em gêmeos dizigóticos. (Jugessur et

al., 2009) A alta taxa de concordância entre gêmeos monozigóticos fornece

evidências convincentes para um componente genético forte para as fissuras

orofaciais. Se a etiologia das FL/PNS fosse apenas genética, a taxa de

concordância entre gêmeos monozigóticos deveria ser de 100%, entretanto, essas

taxas sugerem que existe o fator genético, mas, também existem fatores

ambientais envolvidos (Kinoshita et al.,1992).

Estudos recentes com abordagens diferenciadas têm sido realizados com o

objetivo de identificar os genes envolvidos no desenvolvimento craniofacial.

Alguns genes candidatos para as FL/PNS também foram sugeridos por meio de

estudos com síndromes mendelianas apresentando fissura (Kondo et al., 2002),

modelos experimentais (Juriloff & Harris, 2008), citogenética (Brewer et al., 1999;

Higgins et al., 2008), análises de expressão gênica (Yu et al., 1999;

Mukhopadhyay et al., 2004; Gong et al., 2005; Zhu et al., 2009) e estudos de

ligação e associação do genoma (Marazita et al., 2004, 2009; Birnbaum et al.,

2009). A análise de ligação procura por co-segregação de alelos para marcadores

genéticos de uma doença dentro de famílias. Os estudos de associação têm mais

poder uma vez que se utilizam da combinação de ambas, as associação e ligação,

e podem ser bem utilizados para estudos de doenças complexas (Mangold et al.,

2011).

Para doenças complexas como as FL/PNS, a análise de ligação geralmente

é desenvolvida sob a forma de triagem do genoma, ou seja, vários marcadores

são selecionados por todo o genoma e genotipados em um conjunto de famílias.

As regiões que apresentarem ligação com o fenótipo são então investigadas mais

detalhadamente com ensaios específicos. O teste de desequilíbrio de transmissão

(TDT) é um método comumente utilizado, e é considerado um teste de associação

na presença de ligação. Este teste uma vez que utiliza a herança em núcleos

familiais para testar a associação, e tem como base o estudo de famílias,

analisando a correlação entre uma doença complexa e um marcador genético
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localizado em um gene candidato ou próximo a ele. O TDT avalia a transmissão

de alelos de pais heterozigotos para seus filhos afetados, e determina se a

transmissão para o grupo de probandos é estatisticamente diferente do esperado

pelas leis mendelianas. Por exemplo, o esperado para a transmissão de um

polimorfismo de um dos pais heterozigotos seria em torno de 50% para cada alelo;

caso o alelo não esteja na região relacionada à causa do fenótipo. Os resultados

do TDT são dados sob a forma de significância, sendo valores menores que 0,05

considerados significativos. Esse tipo de análise tem como vantagem o fato de

não exigir famílias numerosas, porém, o número de famílias estudadas deve ser

grande, e é necessário ainda que os pais sejam heterozigotos uma vez que o teste

avalia a transmissão dos alelos de ambos os pais de forma independente. Isso

pode reduzir o número de amostras informativas que podem ser submetidas a

este tipo de análise (Pacheco & Moraes, 2009).

Abordagens usando caso-controle ou com trios, sequenciamento direto de

DNA e, mais recentemente, estudos de associação de larga escala genômica

(GWAS), baseados na comparação de vários polimorfismos comuns entre casos e

controles, identificaram a maior parte dos genes e regiões cromossômicas

associadas a etiologia das FLP/NS (Dixon et al., 2011; Kohli & Kohli, 2012;

Rahimov et al., 2012; Stuppia et al., 2012; Ludwig et al., 2012; Böhmer et al.,

2013). Dentre as diferentes regiões cromossômicas, destacam-se a 17p13.1

(Wyszynski et al., 2003), 2p13, 3q27-28, 14q21-24 e 16q24 (Marazita et al., 2004),

8p11-23 (Riley et al., 2007), 19p13.12, 19q12 e 2q22.3 (Vieira et al., 2008b), 9q21,

1p32 e 1q32 (Marazita et al., 2009c), 8q24.21, 18q22 (Grant et al., 2009; Birnbaum

et al., 2009), 9q22(Moreno et al., 2009) 10q25.3, 17q22 e 2p21,(Mangold et al.,

2011), 1p22, 20q12 e 1p36 (Beaty et al., 2010), 6q14.2-14.3 (Letra et al., 2010) e

3p11 (Ludwig et al., 2012). A diversidade de eventos embriológicos que

contribuem para a formação das estruturas faciais reflete no grande número de

genes conhecidos ou suspeitos de estarem envolvidos na formação das FL/PNS

(Jugessur et al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2010).
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O grupo de genes candidatos para FL/PNS não é composto apenas por

aqueles envolvidos no desenvolvimento das estruturas da face, mas também por

aqueles que são influenciados por perturbações ambientais durante o

desenvolvimento embriológico (Prescott et al., 2002).

Dentre os genes associados às FL/PNS, destacam-se: IRF6 (fator de

regulação interferon 6) (Zuchero et al., 2004; Paranaíba et al., 2010), TGFα (fator

de crescimento transformante alfa), MSX1 (Muscle Segment Homeobox), TGF3

(fator de crescimento transformante beta 3), JAG2 (JAGGED2), FGF7 (fator de

crescimento de fibroblasto 7), FGF10, FGF18, FGFR1 (receptor do fator de

crescimento de fibroblasto 1), FGFR2, FGF8, BMP4, MYH9 (myosin, heavy chain

9, non-muscle), MAFB, ARHGAP29, VAX1 (ventral anterior homeobx ) e PAX7

(Vieira et al., 2003; Marazita et al., 2004; Zuchero et al.,2004; Marazita et al., 2009;

Beaty, 2010; Pan et al., 2011; Lennon et al., 2012; Leslie & Murray, 2012; Ludwig

et al., 2012; Butali et al., 2013; Aquino et al., 2013, 2014).

2.5 Genes do reparo do DNA

A integridade do DNA deve ser mantida para que a transmissão das

informações ocorra de maneira harmônica, bem como as funções reguladas por

ele. Quaisquer perturbações no DNA com consequente alteração nas funções

celulares básicas, especialmente aquelas que ocorrem durante períodos críticos

da morfogênese, podem resultar em um distúrbio no crescimento ou morte celular,

aumentando significativamente a probabilidade do embrião desenvolver

malformações congênitas (Vinson & Hale, 2002). A estabilidade do genoma é

fundamental e depende não só de um acurado mecanismo de replicação, mas

também da reparação dos danos que ocorrem continuamente de maneira

espontânea ou induzida no DNA (Dusinska et al., 2006). Essa reparação é

determinada pela capacidade das células corrigirem os erros na estrutura do DNA

para que não afetem os mecanismos celulares essenciais. Em situações de

perpetuação (mutações), os danos podem resultar em efeitos genotóxicos,

citotóxicos e de instabilidade genômica (De Boer et al., 2000). Durante o
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metabolismo normal do DNA, alterações espontâneas na sua estrutura (mutações

espontâneas) podem ocorrer, como por exemplo, pareamento errôneo de bases,

desaminação e despurinação (Hoeijmakers, 2001). Podem ocorrer ainda perda

das bases do DNA, especialmente em pHs ácidos gerando sítios abásicos

(apurínico ou apirimidínico), além de alterações espontâneas, modificações no

próprio metabolismo celular ou do ambiente, também podem atuar de maneira

significativa na desorganização da estrutura da molécula de DNA (Berra & Menck,

2008). Quando ocorrem algumas das alterações citadas, todos os diferentes

sistemas de reparo de DNA atuam visando manter a integridade do genoma

humano e garantir a sobrevivência do organismo frente aos possíveis efeitos

deletérios ao DNA (Lima et al.,2001).

Mais de 130 genes já foram identificados e classificados em 4 vias

principais de reparo do DNA: reparo por excisão de bases (BER – Base Excision

Repair), reparo por excisão de nucleotídeos (NER – Nucleotide Excision Repair),

reparo de pareamento errôneo (MMR – Mismatch Repair) e reparo de quebra na

dupla fita (DSBR – Double Strand Break Repair) (Qian et al., 2011; Wood et al.,

2001), que inclui recombinação homóloga (HR – Homologous Recombination) e

junção não homóloga de extremidades (NHEJ – Non Homologous End Joining).

Para Hoeijmakers (2001), estas vias apresentam muitas proteínas em comum, ou

seja, uma determinada proteína pode desempenhar funções em mais de uma via

de reparo e os mecanismos são geralmente sobrepostos para garantir a

manutenção da estabilidade do genoma. Além disso, cada uma dessas vias é

responsável pela correção de danos específicos que podem ocorrer

espontaneamente ou por meio da indução de agentes químicos ou físicos

(Hoeijmakers, 2001). A seguir serão descritos de forma sucinta os principais

mecanismos dos genes de reparos e as enzimas selecionadas para este estudo.

O BER é responsável pela remoção de uma grande variedade de lesões,

como bases desaminadas, alquiladas, oxidadas ou ausentes. O passo inicial do

BER consiste no reconhecimento e excisão das bases danificadas pelas enzimas

DNA glicosilases. Cada DNA glicosilase é específica para um número limitado de



24

bases modificadas, e pelo menos 12 DNA glicosilases diferentes já foram

identificadas em humanos (Jacobs & Shcar, 2012). As DNA glicosilases podem

ser monofuncionais e remover somente a base modificada deixando um sítio

abásico ou podem ser bifuncionais as quais possuem, além da sua atividade de

glicosilase, a atividade de liase. O mecanismo molecular do BER inicia-se

primeiramente pelo reconhecimento e excisão das bases danificadas pelas DNA

glicosilases sem ou com atividade de liase associada (Lindahl et al., 1999). A

excisão da base resulta num sítio abásico sem ou com incisão 3’, que é

reconhecido por outro grupo de enzimas, as abásica-endonucleases, fazendo a

incisão na extremidade 3’ ou 5’ do sítio abásico, gerando uma lacuna. Esta lacuna

é preenchida pela polimerização (ação da DNA polimerase) e ligação (ação da

DNA ligase) de novos nucleotídeos à sequência de DNA (Krokan et al., 2002).

Após a remoção da base, o reparo pode ser completado por duas vias: a via curta

(Short-Patch Repair) que remove apenas um nucleotídeo, ou a via longa (Long-

Patch Repair) que remove de 2-8 nucleotídeos. A escolha de uma das vias é

geralmente determinada pela natureza da DNA glicosilase e do sítio abásico

resultante, mas também pode depender do momento do ciclo celular e da

localização subnuclear do processo. Existem ainda as proteínas secundárias que

são conhecidas por desempenharem um papel facilitador no BER, com destaque

para as proteínas (XRCC1) e poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP-1). XRCC1

não tem nenhuma atividade enzimática conhecida, mas funciona como uma

molécula de suporte que orquestra a montagem de vários componentes

enzimáticos envolvidos no processo de reparo. XRCC1 demonstrou interagir com

várias proteínas da BER, incluindo DNA glicosilases múltiplas, DNA polimerase β,

APE1 ligase III, PNKP, Tdp e APTX (Caldecot, 2003). Adicionalmente, a PARP-1

também interage fisicamente com XRCC1. PARP1 é uma proteína nuclear

abundante que atua como um sensor molecular. Após a ligação ao seu alvo de

DNA, PARP-1 catalisa a ligação da proteína poli (ADP-ribosi) (PAR). Uma vez

formada esta ligação, PAR permite o recrutamento de proteínas de reparo, como

XRCC1. Ao mesmo tempo, a carga negativa de PAR resulta na libertação de
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PARP-1, permitindo o acesso de outras proteínas do reparo ao dano do DNA (Li,

2008). Em geral, o BER é um processo de múltiplos passos que requer a atividade

sequencial de várias proteínas que entram em ação conforme o tipo de dano a ser

reparado.

O NER é um dos mais importantes processos de reparo de lesões no DNA

e tem sido intensivamente estudado. Este mecanismo apresenta uma enorme

versatilidade e universalidade em reparar lesões que causam distorção na dupla-

hélice do DNA, geradas principalmente por agentes exógenos (De Laat et al.,

1999; Petit et al., 1999; De Boer et al., 2000). Por exemplo, as lesões no DNA

induzidas pela radiação ultravioleta são corrigidas pelo sistema NER (De Laat et

al., 1999; De Boer et al., 2000). O princípio bioquímico geral do NER é bastante

conservado desde bactérias até humanos (Cleaver et al., 2009), tendo sido

primeiramente caracterizado em E. coli e, posteriormente, em outros organismos

(Costa, 2003). O processo do NER em eucariontes envolve a ação de

aproximadamente 30 proteínas que atuam em cinco passos sucessivos: 1)

reconhecimento da lesão; 2) abertura da dupla hélice de DNA onde está localizada

a lesão; 3) dupla incisão nas extremidades dessa lesão; 4) síntese do novo DNA

utilizando como molde a fita não danificada e 5) ligação da porção 5’ da nova fita

sintetizada à sequência original (De Boer et al., 2000). O NER possui atividade

heterogênea em regiões distintas do genoma, sendo mais rápido na fita transcrita

de um gene ativo. Esse processo, dependente da ação da RNA polimerase II,

denomina-se reparo acoplado à transcrição (TCR) (Transcription Coupled Repair)

e assegura um rápido reparo dos genes ativos, sendo que o reparo do genoma

global (GGR) (Global Genome Repair), independente da RNA polimerase II, é

capaz de remover lesões localizadas em qualquer região do genoma celular (Bohr

et al., 1985; Mellon et al., 1986; Costa et al., 2003). Em geral, lesões contidas no

genoma global ou na fita não transcrita são removidas pelo GGR, enquanto lesões

contidas na fita transcrita de um gene ativo são reparadas pelo TCR.

Em GGR, o principal complexo de reconhecimento dos danos no DNA

ocorre por meio das proteínas XPC/HR23B/CEN2 (grupo XP de complementação
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C/Rad23 homólogo B/Centrin-2) (Sugasawa et al., 2008). HR23B e CEN2 são

proteínas acessórias que aumentam a afinidade e especificidade da ligação de

XPC a hélice distorcida do DNA. Além disso, a afinidade de ligação do DNA com

XPC geralmente correlaciona-se com o grau de distorção helicoidal (Sugasawa et

al., 2010). Por exemplo, XPC tem baixa afinidade a lesões que são causadas por

pequenas distorções, induzidas pelos raios ultravioletas por exemplo. Assim, um

auxiliar de reconhecimento aos danos é o complexo denominado DNA danificado

por UV (UV-DDB), a qual consiste de duas subunidades DDB1 e XPE (também

conhecido como DDB2), que inicialmente detecta este tipo de alteração. A ligação

de UV-DDB ao DNA danificado induz um aumento na distorção da hélice (ou seja,

a flexão do DNA), a qual posteriormente facilita o recrutamento do complexo XPC

para o local danificado (Sugasawa et al., 2010). Em contraste, o reconhecimento

dos danos em TCR é iniciado quando a RNA polimerase II encontra um local de

dano no DNA (Fousteri & Mullenders; 2008). Na sequência, duas proteínas

específicas do TCR deslocam a RNA polimerase II parada para permitir que as

proteínas NER acessem à lesão (Hanawalt & Spivak, 2008). Após o

reconhecimento dos danos, tanto GGR e TCR prosseguem nos núcleos comuns

das reações do NER. Inicialmente, tanto o complexo XPC em GGR e CSB e CSA

no TCR recrutam outras proteínas para o sítio lesado. Dentre estas proteínas

estão duas TFIIH com atividades de ATP helicase dependente (XPB e XPD), que

orquestram o desenrolamento assimétrico da hélice do DNA para formar uma

bolha de aproximadamente 30 nucleotídeos que envolvem a lesão. O

desenrolamento permite o acesso de XPA à região danificada, o que proporciona

um segundo nível de reconhecimento do dano, além de garantir que o dano no

DNA seja reparado por excisão. A ligação de XPA é acompanhada pela ligação da

proteína de replicação A (RPA), o qual permite a completa extensão e

subsequente estabilização do complexo pré-incisão. No passo subsequente, duas

endonucleases específicas de estrutura XPG (XPF e ERCC1) clivam o DNA nas

posições 3’ e 5’ para o dano, respectivamente, conduzindo a excisão do

oligonucleótido contendo lesão de cerca de 30 nucleotídeos. Finalmente as DNA
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polimerases δ ou ε utilizam a cadeia intacta como molde para ressintetizar o

intervalo resultante. A fita reparada é então selada pela DNA ligase, completando

assim o processo de NER (Li, 2008).

O MMR desempenha um papel essencial no reparo pós-replicação das

bases que escapam da atividade de revisão e replicação das DNA polimerases.

Além de bases incompatíveis, proteínas de MMR também realizam

inserções/deleções após a síntese incorreta da DNA polimerase durante a

replicação de sequências repetidas do DNA. Células deficientes exibem um

fenótipo mutante, o qual é caracterizado por instabilidade de microssatélites e uma

frequência de mutação bastante elevada. Mais importante ainda é que mutações

germinativas nos genes associados ao MMR predispõem a uma variedade de

cânceres, incluindo o câncer de cólon hereditário não-poliposo, também conhecido

como síndrome de Lynch (Peltomaki, 2001). A via de MMR pode ser dividida em

três passos principais: uma etapa de reconhecimento das bases, uma etapa de

excisão onde o erro está contido, resultando em uma lacuna, e a etapa de síntese

e reparação, onde a lacuna é preenchida pela ressíntese do DNA. O processo de

MMR é realizado por um complexo de proteínas, incluindo MutS, MutL, MLH1,

entre outras (Modrich, 2006).

A quebra na dupla fita do DNA é um dos mais perigosos tipos de dano do

DNA. Um único dano é muitas vezes suficiente para induzir a morte celular e o

reparo impreciso pode levar a deleções ou aberrações cromossômicas, facilitando

o desenvolvimento do câncer ou de síndromes de instabilidade genômica. Assim,

o DSBR é crítico para a manutenção da integridade do genoma e a sobrevivência

celular (Van Gent et al., 2011; Khanna & Jackson, 2001). Os dois mecanismos

associados a DSBR são HR e NHEJ. Estes dois sistemas de reparação homóloga

diferem na exigência de um modelo de DNA e na fidelidade do reparo. HR é em

grande parte um mecanismo isento de erros, uma vez que utiliza a informação

genética contida na cromátide irmã intacta como um modelo. Em contraste, NHEJ

normalmente é passível de erro e envolve a eliminação de DSB pela ligação direta

das extremidades abertas. NHEJ é fundamentada para ser a via predominante em
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células de mamíferos que operam em todas as fases do ciclo celular, enquanto o

HR é restrito às fases finais de S e G2 do ciclo celular.

O HR pode ser conceitualmente dividido em três fases: pré-sinapse,

sinapse e pós-sinapse. Na pré-sinapse, as extremidades de DNA que cercam as

DSB são processadas da porção 5` para a 3`, gerando moléculas com caudas 3’

de fitas simples. O complexo MRN (Mre11 - RAD50 - Nbs1), juntamente com CtIP

(RBBP8), é responsável pela eliminação da porção 5`, criando uma fita com duas

porções 3’. O segundo passo é realizado pela ação combinada da helicase BLM

(síndrome de Bloom, RecQ helicase) e Exo1 exonuclease (Nimonkar, 2008). Após

a ressecção final, caudas de fita simples de DNA estão ligadas por RPA para

remover estruturas secundárias perturbadoras, que poderiam obrigatoriamente de

alguma forma, obstruir a ligação de Rad51 recombinase. RPA é posteriormente

substituído por RAD51 em conjunto com várias proteínas, incluindo RAD52,

BRCA2 e um grupo de proteínas parálogas a RAD51 (RAD51B, RAD51C,

RAD51D, XRCC2, XRCC3) (Forget, 2010). RAD51, também descrita como

filamento de nucleoproteína RAD51, executa a busca da sequência homóloga de

DNA que é o centro da HR. Em seguida, a síntese do DNA, a partir da porção 3’, é

realizada pela DNA polimerase com ligação pela DNA ligase I para se obter uma

estrutura intermédia de junção de quatro vias conhecidas como junção Holiday.

Esta recombinação intermediária é resolvida de uma das três maneiras:

dissolução mediada pelo complexo BLM-TopIIIα, por clivagem simétrica de

GEN1/Yen1 ou SlX1/SlX4, ou clivagem assimétrica de estrutura específica de

endonuclease Mus81/Eme1, resultando na correção livre de erros de DSB (Rass

et al., 2008; Seki et al., 2006).

O mecanismo molecular da NHEJ é mediado por um número relativamente

pequeno de fatores essenciais que são sequencialmente recrutados para o local

da DSB. O passo inicial no processo implica no reconhecimento e ligação do

complexo heterodímero Ku70/Ku80 (complexo Ku). Em humanos Ku70 é

representado pela proteína XRCC6 e Ku80 por XRCC5. Estruturalmente Ku adota

a forma de anel que circunda completamente a dupla hélice do DNA (Walker,
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2001). Após a ligação ao DNA, o complexo Ku recruta a proteína DNA-PK, a qual

exibe a atividade de quinase. O recrutamento da DNA-PK induz uma translocação

para dentro de Ku ao longo do DNA, que permite a DNA-PK ter um contato as

porções terminais do DNA (Yoo, 1999). Mais importante ainda, a ligação de DNA-

PK as extremidades opostas do DSB promove a sinapse ou amarração das duas

moléculas de DNA e resulta na sua autofosforilação, fazendo com que as porções

terminais de DNA se tornem acessíveis (De Fazio et al., 2002). Como a maioria

dos processos de reparação do DNA, as extremidades do DNA podem exigir a

modificação antes da ligação. Por exemplo, as porções terminais do DNA que

contêm saliências em cadeia simples podem ser ligadas por DNA polimerases. A

ressíntese da falta de nucleotídeos durante NHEJ tem sido associada a dois

membros da família X da DNA polimerase Pol μ  e Pol λ (Lieber et al., 2007).

Alternativamente, outros candidatos que também podem participar de processo

final deste sistema de reparo do DNA incluem várias das enzimas associadas com

BER, tais como APE1, Tdp1 e PNKP (Chappel et al., 2002), bem como duas

exonucleases funcionais, a Exo1 e a WRN. Depois do processamento apropriado,

a DNA ligase IV, em conjunto com o seu parceiro de ligação XRCC4, promovem a

ligação das fitas do DNA. Um fator adicional, XLF (fator de XRCC4) interage com

o complexo de DNA ligase IV e XRCC4 para promover a ligação do DNA

(Ahnesorg et al., 2006).

Diante da complexidade destes processos descritos, pode-se perceber o

significado biológico dos mecanismos de reparo do DNA e a sua importância, pelo

fato da ocorrência de alguma falha neste processo, poder contribuir para possíveis

alterações que vão desde as malformações congênitas, até o início e a progressão

de neoplasias. A seguir serão descritos os polimorfismos genéticos de genes do

reparo do DNA, analisados neste estudo, bem como a participação desses genes

nos diferentes sistemas de reparo do genoma.
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2.5.1 ADPRT

O gene ADPRT (adenosine diphosphate polyribosyl transferase) está

localizado no cromossomo 1q41-42. Este gene é responsável por codificar a

enzima poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1), que apresenta um papel

importante na remodelação da cromatina, participando de maneira fundamental no

sistema de BER. PARP-1 é uma proteína nuclear que funciona como um sensor

para erros na estrutura do DNA (Lockett et al., 2004). Especificamente, PARP-1

liga-se a região de erro via seu domínio N-terminal, promovendo o relaxamento da

estrutura da cromatina e o recrutando de outras proteínas do sistema de reparo,

incluindo XRCC1 e DNA-PK (Caldecott et al., 1996a; El-Khamisy et al., 2003).

Desta maneira, PARP-1 é essencial para manutenção da integridade do genoma e

a capacidade de interagir com várias proteínas do sistema de reparo do DNA o faz

participar não apenas do BER, mas também do SSBR e DSBR. Em adição,

PARP-1 é envolvido com outros eventos celulares e moleculares como modulação

da expressão gênica, indução de apoptose e manutenção do telômero. Fortes

evidências demonstram que a deficiência de PARP-1 resulta em instabilidade

genômica, falha na indução da apoptose e alterações na expressão gênica,

contribuindo para a tumorigênese (Masutani et al., 2005; Shiokawa et al., 2005;

Bieche et al., 1996).

Inúmeros polimorfismos foram identificados ao longo dos mais de 47 kb de

extensão do gene, mas o polimorfismo rs1136410, localizado no códon 762 do

exon 17, que resulta na transição de um T para um C, alterando o aminoácido

valina para uma alanina (Val762Ala), é o mais extensivamente estudado. Este

polimorfismo reduz a atividade de PARP-1 em uma dose-dependente, dificultando

o reparo do DNA e aumentando a susceptibilidade a agentes mutagênicos (Locke

et al., 2004; Zaremba et al., 2009). Embora inúmeros estudos tenham

demonstrado uma significante associação deste polimorfismo com a

suscetibilidade a cânceres em diferentes órgãos (Smith et al., 2008; Miao et al.,

2006; Roszak et al., 2013;), uma recente meta-análise revelou uma significante

associação com grupos étnicos específicos (asiáticos principalmente) e com
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alguns tipos de cânceres como os de estomago, cérvix, pulmão e gliomas (Qiu et

al., 2014). Além de uma forte associação com o câncer, o polimorfismo rs1136410

é também significantemente associado com doença de Alzheimer (Liu et al., 2010)

e alterações cognitivas decorrentes de defeitos no hipocampo (Nho et al., 2013).

2.5.2 OGG1

O gene OGG1 (oxaguanine glycosylase 1) está localizado no cromossomo

3p25 e é responsável por codificar a proteína que recebe o mesmo nome. A lesão

mais comumente associada ao estresse oxidativo é a formação da 8-oxo-

deoxiguanosina (8-oxo-dG), que resulta na trasnversão de um GC para um TA

(Cheng et al., 1992; Hazra et al., 2001). A proteína OGG1, que apresenta uma

atividade de DNA glicosilase e liase, é a principal responsável por reparar as

transversões induzidas pelo 8-oxo-dG, desenvolvendo então um papel importante

no BER (Gushima et al., 2009; Boiteux et al., 2000).

Desde as primeiras descrições que a presença do polimorfismo rs1052133

no gene OGG1 resulta em uma enzima com menor atividade reparadora (Ito et al,

2002; Yamane et al., 2004), inúmeros estudos se propuseram a determinar o

papel deste polimorfismo em doenças multifatoriais, particularmente no câncer.

Este polimorfismo resulta em uma transversão de um C para um G no exon 7 do

gene, promovendo a substituição de uma serina por uma cisteina na posição 326

da proteína (Boiteux & Radicella, 2000). Indivíduos homozigóticos para a variante

cisteina apresentam maior instabilidade cromossômica, menores índices de

reparação da 8-oxo-dG e grande sensibilidade a inativação da enzima por parte de

agentes oxidativos (Bravard et al., 2009). Assim, indivíduos com este polimorfismo

quando sujeitos a condições inflamatórias e de grande estresse oxidativo não

apresentam uma capacidade normal de reparo, aumentando o risco de

desenvolvimento neoplásico (Boiteux & Radicella, 1999; Goode et al., 2002; Chen

et al., 2003). Na verdade, a presença do alelo G foi associada com risco

aumentado de cânceres de esôfago, pulmão e coloretal (Zhang et al., 2013;

Przybylowska et al., 2013; Su et al., 2014). Além da associação com câncer, este
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polimorfismo foi recentemente associado com a catarata (Yi et al., 2012), doença

de Hungtinton (Berger et al., 2013) e doença de Parkinson (Cornetta et al., 2013).

2.5.3 MLH1

O gene MLH1 (mutL homologue 1) localiza-se no cromossomo 3p22.3 e

consiste de 19 exons que codificam uma proteína com 765 aminoácidos (An et al.,

2008). A proteína MLH1 é essencial para o MMR e disfunções de proteínas

associadas a este sistema de reparo do DNA causam instabilidade genômica,

principalmente em regiões de microssatélites e sequências repetidas em tandem

curtas (Thibodeau et al., 1993; Kang et al., 1999; Fleisher et al., 1999).

Interessantemente, alguns estudos demonstram que MLH1 interage não apenas

com proteínas relacionadas ao MMR, mas também com proteínas envolvidas no

ciclo celular, apoptose e sinalização celular (Stojic et al., 2004; Cejka et al., 2003;;

Cannavo et al., 2007). Mutações em MLH1 têm sido relatadas em cânceres de

origem familial (He et al., 2013) e polimorfismos genéticos vêm sendo apontados

como um fator de risco para o desenvolvimento de cânceres espontâneos,

particularmente o polimorfismo rs1800734 localizado na região promotora de

MLH1 (-93G>A) (He et al., 2013). Por se localizar em uma região promotora, a

presença do polimorfismo altera a capacidade de ligação de fatores de

transcrição, diminuindo a transcrição do gene e consequentemente a eficácia do

MMR (Ito et al., 1999).

O polimorfismo rs1800734 foi associado a vários tipos de câncer,

principalmente o coloretal (Wang et al., 2007; Sanchez et al., 2006; Van Roon et

al., 2010; Ian et al., 2014), próstata (Tanaka et al., 2009), mama (Smith et al.,

2008; Naqvi et al., 2008;), gástrico (Capela et al.,2008) e cabeça e pescoço

(Czernincki et al., 2009; Gonzales et al., 2011).

2.5.4 APEX1

O gene APEX1 (apurinic apyrimidic endonuclease 1), localizado no

cromossomo 14q11.2, consiste de 5 exons distribuídos em 2,21 kb e é
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responsável por codificar a enzima apurínica/apirimidínica endonuclease 1

(APE1). Esta enzima primariamente reconhece os sítios apurínicos ou apirimídicos

gerados pelas DNA glicosilases e remove o core remanescente do nucleotídeo

incorreto para que a síntese de um novo nucleotídeo possa ocorrer (Moore et al.,

2013; Timofeyeva et al., 2011; Evans et al., 2000). APE1 também interage com o

antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), um co-fator da DNA polimerase

δ, e com a endonuclease FEN1, ressaltando um papel fundamental para o sistema

de BER (Lucsford et al., 2013). Interessantemente alguns estudos relatam a

interação de APE1 e p53, sugerindo um papel de APE1 no controle do ciclo celular

e da apoptose (Bobola, 2001; Tell et al., 2005; Li et al., 2011).

Embora vários polimorfismos tenham sido descritos em APEX1 (Zhou et al.,

2011), o polimorfismo rs1130409, uma transição de uma T para G na posição

1349 do exon 5, que resulta na substituição de um aminoácido aspartato (ácido

aspártico) por uma glutamina na posição 148 (Asp148Glu), tem sido um dos mais

extensivamente investigados (Hu et al., 2013). Estudos funcionais sugerem que a

presença do alelo variante G interfere na capacidade de endonuclease da enzima

APE1, bem como altera sua habilidade de interagir com outras proteínas

associadas ao sistema BER, reduzindo significantemente a capacidade de reparo

(Hadi et al, 2000, Au et al., 2003). Este polimorfismo foi associado com diferentes

tipos de câncer, incluindo câncer de cabeça e pescoço (Mahjabeen et al., 2013),

osteossarcomas (Yang et al., 2010), câncer pancreático (Jiang et al., 2006),

ovariano, gastresofagiano (Al-Attar et al., 2010) e recentemente com

retinoblastoma (Sudhakar et al., 2014). A associação com câncer de pulmão foi

registrada em diversos estudos (Tell et al., 2005; De Ruyck et al., 2007; Agachan

et al., 2009; Wu et al., 2010; Chen et al.,2013), e em uma meta-análise recente

(Jin et al., 2014).

2.5.5 XRCC3

O gene XRCC3 (X-ray repair complementing defective repair in Chinese

hamster cells 3) está localizado no cromossomo 14q32.3 e é responsável por
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codificar a proteína XRCC3 envolvida no processo de reparo por HR, em que a fita

complementar não danificada é utilizada como molde na substituição do fragmento

lesado, preservando a integridade cromossômica (Yamada et al., 2004).

Especificamente a proteína XRCC3, que é um dos parálogos de RAD51,

desempenha a função de estabilizar o pareamento da molécula de DNA alterada

com a molécula de DNA intacta, por compartilhamento de homologia, e assim

permitir a recuperação da informação genética (Jackson, 2002). A proteína

XRCC3 é também requerida para a montagem do complexo proteico RAD51

(Manuguerra et al., 2006). Células com mutações em XRCC3 apresentam níveis

reduzidos em até 25 vezes de reparo por HR (Pierce et al., 1999) e altos níveis de

aberrações cromossômicas e segregação cromossomal anormal na mitose (Griffin

et al., 2000; Han et al., 2004).

O polimorfismo rs861539, localizado no exon 7, resulta na transição de C

para T (C18067T) e na substituição de uma treonina por uma metionina na

posição 241 (Thr241Met) (Han et al., 2006; Krupa et al., 2010). Polimorfismos do

gene XRCC3 geram enzimas que não permitem a formação eficiente do complexo

RAD51, gerando instabilidade genética e maior sensibilidade aos raios UV (Liu et

al., 1998, Winsey et al., 2000). Vários estudos têm relacionado este polimorfismo

com alguns tipos de câncer, como o de mama (Smith et al., 2003), de pulmão

(Jacobsen et al., 2004; Manuguerra et al., 2006; Shi et al., 2013; Dhing et al.,

2013), coloretal (Krupa & Blasiak, 2004), de bexiga (Andrew et al., 2008), cabeça e

pescoço (Werbrouck et al., 2008), melanomas (Winsey et al., 2000) e leucemias

(Yan et al.,2014). Além disso, o polimorfismo rs861539 também tem sido

recentemente estudado em outras doenças como nas doenças coronarianas (Yu

et al., 2014) e no lúpus eritematoso sistêmico (Chen et al., 2014).

2.5.6 RAD51

O gene RAD51 está localizado no cromossomo 15q15 e é responsável por

codificar a proteína Rad51 conhecida por estar envolvida na reparação das

quebras na dupla fita do DNA pelo mecanismo de HR. A proteína Rad51 pode



35

interagir com a proteína de ligação RPA e Rad52, emparelhando e transferindo o

DNA (Cheng et al., 2011). O complexo também envolve outras proteínas,

particularmente BRCA1 e BRCA2, sendo fundamentais para a resposta celular

aos danos no DNA (Vral et al., 2011). O processo de HR tem como passo central

a troca de informações entre as fitas de DNA (intacta e alterada) em regiões

homólogas. As proteínas capazes de realizar estas reações enzimáticas são

conhecidas como recombinases. Rad51, em eucariontes, e RecA, em

procariontes, são exemplos de proteínas que possuem essa capacidade (Masson

et al., 2001) Essas duas enzimas guardam homologia estrutural e funcional,

promovendo a busca por regiões homólogas do DNA, a invasão da fita simples na

dupla fita homóloga e a hidrólise do ATP para compor, assim, a reação total em

que ocorre a troca entre fitas de DNA (North et al., 2013). Rad51 e RecA possuem

regiões de ligação ao DNA e um domínio de ligação a ATP, sendo essa última a

região em que reside a maior parte da homologia estrutural quando se alinha a

proteína RecA de E. coli e Rad51 de humanos (Shinoraha et al., 1993). Em

Rad51, essa região corresponde a C-terminal, ao passo que, em RecA,

corresponde a N-terminal. Rad51 possui uma região extra N-terminal, ao passo

que RecA possui uma região C-terminal extra. Estas regiões compreendem o

domínio de ligação ao DNA (Kurumizaka et al., 1996).

Recentemente foi descrito um papel adicional de Rad51 na manutenção do

genoma mitocondrial de células humanas. Na mitocôndria, Rad51 teria o papel de

regular o número de cópias de DNA mitocondrial principalmente após o estresse

oxidativo (Sage et al., 2010). Múltiplas variantes de transcrição foram encontradas

para este gene e associadas com um risco aumentado de desenvolver câncer de

mama (Antoniou et al., 2007). Os níveis aumentados de expressão de Rad51

foram identificados no carcinoma mamário, indicando que a instabilidade

genômica desempenha um papel importante na carcinogênese deste tipo de tumor

(Thacker, 2005). O polimorfismo rs1801321, localizado na região promotora do

gene RAD51, na posição -60 5’ UTR, resulta na substituição de um G por um T (-

60G>T) e altera a atividade transcricional do gene (Hasselbach et al., 2005). A
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presença do alelo variante T foi correlacionado com um risco aumentado para

câncer de mama (Sehl et al., 2009, Vral et al., 2011), de cabeça e pescoço

(Gresner et al., 2012) e ovário (Osório et al., 2011).

2.5.7 XRCC1

O gene XRCC1 (X-ray cross complementing defective repair in Chinese

hamster cells1), mapeado no braço longo do cromossomo 19 (19q13.2), codifica a

proteína nuclear com 633 aminoácidos que recebe o mesmo nome do gene e está

envolvida no sistema de reparo por BER (Thompson et al., 1989).

Interessantemente, a proteína XRCC1 não possui atividade enzimática

propriamente dita e aparentemente age como um fator nuclear fundamental no

processo de BER pelo recrutamento de diferentes componentes do reparo para o

local da base lesada (Han et al., 2004). Neste caso o complexo interage com o

DNA e remove alterações de bases únicas que tenham sido metiladas, que

tenham perdido um grupamento amina, oxidadas ou reduzidas, retificando assim a

fita única (Hu et al., 2013, Hung et al., 2005, Tudek et al., 2007). A proteína

XRCC1 atua como facilitadora e coordenadora do BER, sendo imprescindível na

formação do complexo com as demais proteínas (Caldecott, 2003; Jelonek, 2010).

XRCC1 também tem o papel de interagir com várias outras enzimas participantes

do BER, como a DNA ligase III, a DNA polimerase β e a APE, e parece contribuir

para a eficiência do processo, bem como para a estabilidade genômica após a

ocorrência da lesão (Saadat & Ansari-Lari, 2008; Smith et al., 2008)

Sugere-se que polimorfismos no gene XRCC1, que causam mudanças de

aminoácidos, possam impedir a interação de XRCC1 com outras proteínas e

consequentemente alterar a atividade do sistema de reparo de DNA por BER

(Saadat & Ansari-Lari, 2008). Este estudo analisou 4 polimorfismos contidos no

gene XRCC1. O polimorfismo rs25487, localizado no códon 399 do exon 10, é

uma transição de um G para um A, resultando na substituição de um resíduo de

arginina por um de glutamina na posição 299 da cadeia proteica (Arg399Gln). O

polimorfismo rs25489 é localizado no códon 280 do exon 9 e resulta na transição
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de um G para um A e na substituição de um resíduo de arginina por um de

histidina (Arg280His). O rs1799782, localizado no códon 194 do exon 6, é uma

transição de um C para um T e resulta em substituição de um resíduo de arginina

por um de triptofano (Arg194Trp). O polimorfismo rs3213245 corresponde a uma

substituição de um C pelo variante T na região promotora 5’ UTR do gene XRCC1.

Este polimorfismo é considerado funcional, visto que resulta em uma transcrição

reduzida do gene (Ginsberg et al., 2011).

Os polimorfismos rs1799782 e rs25487 são os mais frequentemente

investigados (Saadat & Ansari-Lari, 2008; Wang et al., 2008; Chacko et al., 2005)

e estão associados a um aumento no risco de câncer, como os de laringe (Hung et

al., 2005), de bexiga (Goode et al., 2002), de cabeça e pescoço (Tudek, 2007), de

mama (Goode et al., 2002, Hung et al., 2005), de pulmão (Hung et al., 2005),

leucemias (Tudek 2007) e melanomas (Han et al., 2004, Li et al., 2006). Já foram

estudados na esclerose lateral amiotrófica também (Rulten et al., 2014).

2.5.8 ERRC2

O gene ERRC2 (excision repair cross-complementing rodent repair

deficiency group 2), também conhecido como XPD (Xeroderma Pigmentosum

Group D), é mapeado para o cromossomo 19q13.3. Este gene é responsável por

codificar uma enzima com atividade de DNA helicase, dependente de ATP e

envolvida no mecanismo de reparo por NER (Sung et al., 1993). O papel desta

enzima não se limita ao processo de reparo do DNA, visto que atua no

desenovelamento da dupla hélice do DNA nas regiões transcricionalmente ativas

do DNA e durante o processo de duplicação do DNA (Caggana et al., 2001). Além

disso, as proteínas ERCC2 e p53 podem interagir uma com a outra para modular

a apoptose (Clarkson & Wood, 2005). A via de reparo por NER é a principal via

celular para a remoção de lesões volumosas do DNA, em particular, foto produtos

induzidos por UV, adutos, ligações cruzadas (cross-links) e produtos resultados do

estresse oxidativo (De Boer & Hoeijmakers, 2000). Mutações em ERRC2 foram
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associadas com o xeroderma pigmentoso, tricotiodistrofia e síndrome de

Cockayne (Liang et al., 2003; Lehmann, 2001).

Este estudo analisou 2 polimorfismos contidos no gene ERCC2. O

polimorfismo rs13181, localizado no códon 312 do exon 10, que resulta na

transcrição de um G para A, alterando o ácido aspártico para uma aspargina

(Asp312As) e o polimorfismo rs1799793 localizado no códon 751 do exon 23, que

resulta na transcrição de A para C, alterando o aminoácido lisina para glutamina

(Lys751Gln). Ambos os polimorfismos resultam em uma enzima com menor

atividade, promovendo erros nos sistemas dependentes de ERCC2,

especialmente o sistema de reparo (Liu et al., 2007). De acordo com estudos

epidemiológicos, estes polimorfismos estão relacionados com o risco aumentado

de adenocarcinoma esofágico (Tse et al., 2008), gástrico (Xue et al., 2012) e de

bexiga (Wu et al., 2006). Um risco aumentado para o câncer de pele e o câncer de

mama tem sido frequentemente observado em pacientes com a presença dos

alelos variantes (Han et al., 2005; Kertat et al., 2008; Yan et al., 2014).

2.6 Genes do reparo do DNA e FL/PNS

Até o momento poucos estudos testaram a hipótese que alterações em

genes do sistema de reparo do DNA podem ter um papel causal na etiologia das

FL/PNS. Um dos únicos trabalhos com o objetivo de investigar a relação entre

polimorfismos dos genes de reparo de DNA e o risco de FL/PNS foi realizado por

Olshan et al. (2005). Eles avaliaram em um estudo caso-controle (125 pacientes

com FL/PNS e 350 controles) 5 genes do sistema de reparo do DNA, incluindo

XRCC1, APE1, XRCC3, OGG1 e ERCC2 e 6 polimorfismos (rs25487, rs1130409,

rs861539, rs1052133, rs13181 e rs1799793). Este estudo demonstrou que

indivíduos homozigotos para o alelo variante do polimorfismo rs1052133 no gene

OGG1 (GG, Cisteina/Cisteina) apresentam um risco menor de desenvolvimento de

FL/PNS (OR: 0,22,95% CI: 0,06-0,78). Contudo, é importante destacar que

apenas 3 pacientes do grupo controle foram homozigotos para o alelo G,

levantando dúvidas quanto a consistência do resultado. Em adição, indivíduos que
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carregam duplamente o alelo variante (homozigotos) apresentam menores índices

de reparo e maior instabilidade cromossômica (Bravard et al., 2009). Nenhuma

outra associação foi observada, mas como salientado pelos próprios autores do

manuscrito, o poder do estudo foi pequeno com o tamanho amostral (Olshan et al.,

2005).

Em um estudo com células multipotentes de polpa dental de pacientes com

FL/PNS, Kobayashi e colaboradores (2013) demonstraram uma desregulação na

expressão de genes associados com quebra na dupla fita do DNA, particularmente

BRCA1 e RAD51. Interessantemente, estes autores também demonstraram que

ambos os genes são expressos nos processos embrionários relacionados ao

desenvolvimento orofacial, sugerindo que o exato funcionamento destes genes é

fundamental para a morfogênese do lábio e palato (Kobayashi et al., 2013).
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3 PROPOSIÇÃO

3.1 Descrever as características clínicas, demográficas e de risco de um grupo de

indivíduos com FL/PNS da região oeste do Paraná.

3.2 Determinar a associação de polimorfismos contidos em genes do reparo do

DNA (rs1136410 no gene ADPRT, rs1052133 no gene OGG1, rs1800734 no gene

MLH1, rs1130409 no gene APEX1, rs861539 no gene XRCC3 rs1801321 no gene

RAD51, rs25487, rs25489, rs3213245 e rs1799782 no gene XRCC1 e rs13181 e

rs1799793 no gene ERCC2) com a suscetibilidade para o desenvolvimento de

FL/PNS.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa

Este estudo incorporou os aspectos éticos recomendados pela Comissão

Nacional de Ética e Pesquisa CONEP, incluindo entre outros a obtenção do

consentimento livre e esclarecido dos indivíduos, e não apresentou atividades que

pudessem causar danos à dimensão física, psíquica, moral, intelectual, social,

cultural ou espiritual dos envolvidos. Como foi um estudo desenvolvido junto a

crianças e adolescentes foi obtido não só a concordância dos mesmos, mas

também e fundamentalmente, o consentimento dos seus responsáveis legais. Este

projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa

em Seres Humanos da FOP-UNICAMP (protocolo 071/2012; Anexo1).

4.2 Desenho do estudo

Este estudo foi dividido em duas partes. Na primeira parte foi realizado um

estudo epidemiológico, no qual 194 pacientes com FL/PNS e seus pais foram

avaliados por meio de um questionário com o objetivo de caracterizar a população

afetada por FL/PNS atendida no centro de referência da região oeste do estado do

Paraná. Como o objetivo era caracterizar apenas essa região, o questionário foi

aplicado apenas nesse grupo.

Na segunda parte do estudo, amostras de saliva de 223 pacientes com

FL/PNS e seus genitores, assistidos em 4 centros de atendimento a FL/P, sendo

estes localizados em Alfenas-MG, Salvador-BA, Cascavel-PR e João Pessoa-PB,

foram analisadas quanto a frequência alélica e genotípica de polimorfismos

localizados em genes do sistema de reparo do DNA.

4.3 Critérios de inclusão

Para o estudo epidemiológico foram incluidos todos os pacientes com

FL/PNS atendidos, entre agosto de 2012 e dezembro de 2013, na Associação

Portadores de Fissura Labial localizada na cidade de Cascavel, Paraná
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(APOFILAB), no qual os pais concordaram em responder ao questionário de

coleta de dados. Não foram incluídos pacientes que apresentavam a forma

sindrômica de FL/P. Para o estudo dos polimorfismos genéticos, apenas pacientes

com FL±P NS foram incluídos, sendo excluídas as FPs, uma vez que a mesma,

provavelemente, apresenta um mecanismo de origem diferente da FL±P.

4.4. Grupos de estudo

4.4.1 Estudo epidemiológico

Esta parte do estudo foi realizada apenas na APOFILAB, uma associação

que serve de referência para os indivíduos com fissuras orofaciais de toda a

região Oeste do Paraná, envolvendo uma população de aproximadamente

400.000 habitantes. Para determinar o perfil dos indivíduos com FL/PNS desta

região, 194 pais de indivíduos com FL/PNS foram entrevistados por meio de um

questionário padrão (Anexo2), que continha questões relacionadas aos pacientes

com fissura e seus genitores, visando levantar dados referentes aos aspectos

ambientais e genéticos (detalhes abaixo). Destes 194 participantes, obteve-se 74

trios os quais também foram utilizados para o estudo genético.

4.4.2 Estudo genético

Tendo em vista a dificuldade e o tempo necessário de coletas para

conseguir o número adequado de trios, visando a analise de polimorfismos,

apenas na região oeste do Paraná, também foi necessário utilizar amostras de

DNA previamente coletadas, de outros 3 Centros de atendimento de pacientes

com fissuras orofaciais: o Centro de Reabilitação de Anomalias Craniofaciais da

Universidade de Alfenas (Centro Pró-Sorriso-Centrinho), localizado em Alfenas,

Minas Gerais, o Centrinho do Hospital Santo Antônio das Obras Assistenciais Irmã

Dulce, Salvador, Bahia, e do Hospital Universitário Alcides Carneiro, Universidade

Federal da Paraíba, João Pessoa, Paraíba. Em todos os 4 Centros, amostras de

DNA dos trios (pai e mãe normal e filho afetado por FL/PNS) foram

disponibilizados, totalizando 223 trios para essa parte do estudo (74 da
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APOFILAB, 93 do Centro Pró-Sorriso, 22 do Centrinho do Hospital Santo Antônio

das Obras Assistenciais Irmã Dulce e 34 do Hospital Universitário Alcides

Carneiro).

4.5 Instrumento para coleta de dados (Questionário)

Um questionário com questões estruturadas e semi-estruturadas visando

obter a caracterização da amostra foi utilizado como instrumento de pesquisa.

(Anexo 2). Priorizou-se que os mesmos fossem respondidos pelos dois genitores,

mas quando não era possível, apenas um dos genitores respondia. Diversos

dados eram relacionados às condições ocupacionais e hábitos durante o período

gestacional por isso da necessidade de ao menos um dos genitores. As variáveis

analisadas em relação aos pacientes com FL/PNS foram: gênero, idade, cor de

pele/raça, tipo de fissura e sua extensão, presença de alterações sistêmicas

associadas e tratamento cirúrgico e odontológico. Em relação à idade dos

pacientes no momento da coleta da informação, os mesmos foram divididos em 4

grupos: 0-2 anos, sendo considerados lactentes; 2-12 anos, primeira infância; 13-

20 anos, segunda infância e adolescência; e acima de 20 anos, jovens e adultos.

A variável cor de pele/raça foi dividida em 3 grupos, relacionados  com a possível

ancestralidade, sendo considerado leucoderma, para os indivíduos caucasianos,

feoderma para os de origem africana e xantoderma para os de origem asiática. As

FL/PNS foram classificadas segundo Spina e colaboradores (1972). Em relação à

saúde geral do paciente com FL/PNS, investigou-se a presença de alterações

sistêmicas que foram divididas em alterações otorrinolaringológicas, alterações

respiratórias, alterações cardíacas, alterações dermatológicas, alterações

gastrointestinais, alterações neurológicas, alterações oftalmológicas, alterações

musculoesqueléticas e alterações faciais. Considerou-se no item tratamento

cirúrgico a realização ou não da cirurgia reparadora do defeito e o período em que

o procedimento foi realizado. O período que ocorreu a cirurgia foi dividido em 0-6

meses, 7-12 meses, 13-24 meses e 25 meses até 11 anos de idade. Como todos

os pacientes deste Centro recebem atendimento odontológico, a variável neste



46

item foi estar ou não em atendimento odontológico durante o momento da

entrevista.

Em relação aos pais, este estudo investigou os hábitos no período

preconcepção (um ano antes da gestação) e durante a gestação. Os itens

investigados foram: idade materna e paterna no momento da concepção, hábitos

maternos e paternos de tabagismo, tabagismo passivo, consumo de bebidas

alcoólicas, uso de drogas ilícitas e contato com substâncias químicas. Levando em

consideração apenas os hábitos maternos, o estudo considerou o uso de

medicamentos e o uso de suplementação vitamínica. Antecedentes gestacionais,

presença de casamento consanguíneo, história de fissura orofacial na família e

história de câncer na família também foram investigados. Tabagismo passivo foi

considerado quando a mãe não apresentava o hábito, mas morava com alguém

que apresentava o hábito e/ou era exposta a fumaça do cigarro constantemente.

O mesmo raciocínio é verdadeiro para contato indireto com agrotóxicos. Neste

caso foram considerados positivos os indivíduos que trabalhavam como

lavradores e no local de trabalho havia exposição indireta a agrotóxicos ou

moravam próximos a lugares com pulverizações constantes de agrotóxico.

Contato direto com tintas, solventes, cal, cimento, combustíveis e substâncias de

laboratório, foram considerados como outras substâncias. Mães que fizeram uso

de medicamentos como antibióticos, anticonvulsivantes ou corticosteróides

durante o primeiro trimestre de gestação foram classificadas como sim para este

item. Suplementação vitamínica no período pré-concepcional ou durante o

primeiro trimestre de gestação foram classificadas como sim, enquanto que mães

que fizeram uso após o primeiro trimestre de gestação ou não fizeram uso durante

toda a gestação foram classificadas como não.

4.6 Coleta do material genético para Analise dos Polimorfismos

As amostras de células bucais foram coletadas por meio de um bochecho,

por 60 segundos, com 5 ml de uma solução aquosa de sacarose a 3%.
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O conteúdo resultante do bochecho foi transferido para um tubo de 15 ml, o qual

continha o volume de 5 ml de uma solução 66% alcoólica contendo 17 mM Tris-

HCl pH 8, 5 mM NaCl e 7 mM EDTA e armazenado  em ambiente  refrigerado e

encaminhados ao Laboratório de Biologia  Molecular da Faculdade de Odontolgia

de Piracicaba, onde foram realizados os demais procedimentos do estudo.

4.7 Isolamentos do DNA

A cada tubo foi adicionada água destilada e deionizada autoclavadaq.s.p.

15 ml. Após centrifugação e descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado em

solução aquosa, contendo 17 mM Tris-HCl pH 8, 50 mMNaCl e 7 mM EDTA.

Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em

solução de lise contendo 10 mM Tris-HCl pH 8, 0,5% dodecil sulfato de sódio

(SDS), 5 mM EDTA, 0,2 μ g de proteinase K (Invitrogen, USA) e incubado a 50ºC

em movimento contínuo semicircular. Após 16 h de incubação, foram adicionados

500 μ l de uma solução aquosa de 1mM EDTA e 7,5 M acetato de amônio. A

mistura foi centrifugada por 10 min a 12.000 g a 4ºC. O precipitado de DNA foi

lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), seco e ressuspendido

em tampão Tris-EDTA (TE Buffer). A concentração e pureza das amostras foram

determinadas por espectrofotometria a 260 e 280 nm.

4.8 Seleções dos polimorfismos genéticos

Os polimorfismos em genes do reparo do DNA foram selecionados levando

em consideração: 1) estarem relacionados a um efeito funcional na proteína; 2)

apresentarem distribuição diferencial dos alelos em diferentes populações

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov) e 3) não existirem estudos em FL/PNS

envolvendo a população brasileira. Além disso, foram selecionados genes que

representam diferentes mecanismos de reparo ao DNA. As características gerais

de cada polimorfismos estão descritas na Tabela 1.
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4.9 Genotipagem pelo método de discriminação alélica com sondas

fluorescentes

As reações de genotipagem foram realizadas utilizando o sistema de

discriminação alélica com sondas fluorescentes. Primers e sondas de todos os

polimorfismos foram obtidos da Applied Biosystems (USA). A análise foi realizada

no equipamento Step OnePlus (Applied Biosystems, USA), através de uma reação

de 8 μ l contendo 4 μ l de 2x Genotyping Master Mix, 0,2 μ l da mistura de primers e

sondas, e 2 ng DNA, os quais foram diluídos em 3,8 μ l de água livre de DNase e

RNase. Os parâmetros de amplificação foram: 1 ciclo de 30 s a 60°C e 10 min a

95°C (desnaturação inicial) e 40 ciclos de 15 s a 92°C e 1 min a 60°C (estágio de

amplificação), os quais foram seguidos por 1 ciclo de 30 s a 60°C.

Tabela 1. Características dos polimorfismos genéticos dos genes de reparo do

DNA incluídos neste estudo.

Polimorfismo Gene Cromossomo Localização Alelos MAF

rs1136410 ADPRT 1 226555302 c/T 0,244

rs1052133 OGG1 3 9798773 g/C 0,298

rs1800734 MLH1 3 37034946 a/G 0,314

rs1130409 APEX1 14 20925154 g/T 0,443

rs861539 XRCC3 14 104165753 t/C 0,251

rs1801321 RAD51 15 40987565 t/G 0,266

rs25487 XRCC1 19 44055726 a/G 0,263

rs25489 XRCC1 19 44056412 a/G 0,606

rs3213245 XRCC1 19 44079687 c/T 0,309

rs1799782 XRCC1 19 44057574 t/C 0,130

rs13181 ERCC2 19 45854919 g/T 0,237

rs1799793 ERCC2 19 45867259 a/G 0,194

MAF: Frequência do alelo menor. Alelo variante em letra minúscula. Fonte:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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4.10 Análises estatísticas

Para determinar a associação dos tipos de fissuras com características

clínicas, demográficas e ambientais, tabelas de contingência e o teste qui-

quadrado foram utilizados. Para a variável quantitativa (idade materna e paterna

durante a concepção), o teste de variância (ANOVA) foi utilizado. A existência de

equilíbrio de Hardy-Weinberg foi avaliada como descrito por Rodriguez et al.

(2009). O teste de desequilíbrio de transmissão (TDT) foi realizado com o auxílio

do software FBAT (Family based association test). Este teste tem o objetivo de

verificar a associação genótipo-fenótipo a partir da transmissão diferencial dos

alelos utilizando pais normais heterozigóticos e, pelo menos, um filho afetado. A

análise dos haplótipos foi realizada com o software Haploview. Em todas as

comparações, p≤0,05 foi indicativo de diferença estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

5.1 Características clínicas, demográficas e ambientais de pacientes com

FL/P NS do estudo epidemilógico

O grupo do estudo epidemiológico, foi composto por 194 pacientes com

FL/PNS, 123 (63,4%) do gênero masculino e 71 (36,6%) do gênero feminino

(Tabela 2). A variação de idade foi de 4 dias a 61 anos. A maior concentração foi

de pacientes em fase escolar, uma vez que o Centro de referência para o

tratamento dos pacientes com FL/PNS em Cascavel é também uma associação

que ajuda no desempenho acadêmico dos pacientes. Desta forma, 29 indivíduos

(14,9%) apresentavam de 0-2 anos, 95 (49%) de 2-12 anos, 51 (26,3%) de 13-20

anos e 19 (9,8%) com idade superior a 20 anos (Tabela 2). Quanto à cor da pele e

possível raça, houve uma prevalência de indivíduos leucodermas, caucasianos,

(n=173, 89,2%), seguido por feoderma, descendência africana (n=18, 9,3%) e

xantoderma, descendência asiática (n=3, 1,5%) (Tabela 2). A maioria leucoderma

pode ser justificada pela colonização da região ser composta por populações

européias.

Concernente ao tipo de fissura, FL foi diagnosticada em 47 (24,2%)

pacientes, 105 (54,1%) apresentaram FLP, 36 (18,6%) apresentaram FP e 6

(3,1%) pacientes foram diagnosticados com Fissura Submucosa FS (Tabela 2). A

Tabela 3 ilustra a extensão das fissuras orofaciais identificadas neste estudo.

Entre as FLs, 19 (40,4%) pacientes apresentaram FL unilateral completa (FLUC),

24 (51,1%) FL unilateral incompleta (FLUI), 3 (6,4%) FL bilateral completa (FLBC)

e 1 (2,1%) paciente demonstrou FL bilateral incompleta. A maioria das FLPs foi

unilateral completa (FLPUC, n=56, 53,4%), seguido por bilateral completa (FLPBC,

n=31, 29,5%), unilateral incompleta (FLPUI, n=14, 13,8%) e bilateral incompleta

(FLPBI, n=4, 3,8%). As FPs foram distribuídas de maneira simétrica, sendo que a

forma completa envolveu 18 casos (FPC, 50%) e a incompleta envolveu outros 18

casos (FPI, 50%). No geral, o lado esquerdo da face foi mais afetado pelas

fissuras que o lado direito. O envolvimento do lado esquerdo foi observado em 79
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(69,9%) casos, sendo 31 casos associados às FLs e 48 às FLPs. Doze FLs e 22

FLPs acometeram o lado direto (Tabela 2).

Quarenta e oito (24,8%) pacientes apresentaram alterações sistêmicas

associadas às fissuras orofaciais; sendo que 40 (83%) destes pacientes

apresentaram apenas uma alteração associada, sendo essa a

otorrinolaringológica, geralmente a mesma, e 8 apresentaram 2 ou mais

alterações (Tabela 2). As alterações otorrinolaringológicas, com destaque para

otites, amidalites e as alérgicas, e respiratórias, particularmente bronquite alérgica,

foram as mais comuns entre os pacientes com FL/PNS. As alterações músculo-

esqueléticas aconteceram em 11% dos pacientes com FL/PNS. Nosso estudo

também identificou ainda outras alterações como as dermatológicas, que foram

observadas em 4 (6,5%) casos, presença de refluxo gastroesofágico, referido por

3 (4,8%) pacientes, alterações neurológicas e oftalmológicas em 2 (3,2%)

pacientes cada e alterações musculoesqueléticas e faciais que foram relatadas

por 1 (1,6%) paciente cada. A Tabela 4 detalha todas as alterações identificadas

neste estudo.

Em relação ao tratamento, 20 (10,3%) pacientes não passaram por nenhum

tipo de procedimento cirúrgico, por apresentarem idade inferior ao recomendado

para o primeiro procedimento reparador, e 174 (89,7%) já haviam realizado algum

tipo de intervenção (Tabela 2). Para os pacientes tratados cirurgicamente, 107

(55,2%) foram submetidos à primeira intervenção até o 6º mês de vida, 28 (14,4%)

do 7º-12º mês, 14 (7,2%) realizaram a intervenção no período entre o 13º e o 24º

mês e 17 (8,8%) fizeram entre o 25º mês e os 11 anos de idade. Para 8 (4,1%)

casos de FL/P NS não foi possível estabelecer o período preciso do tratamento

cirúrgico realizado. A maioria dos pacientes realizaram 2 procedimentos cirúrgicos.

De todos pacientes entrevistados, 135 (69,6%) estavam em tratamento

odontológico no momento da pesquisa, e 59 (30,4%) dos pacientes já haviam

terminado o tratamento odontológico (Tabela 2).
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Tabela 2. Características dos pacientes com FL/PNS.

Número de Casos Porcentagem
(%)

Gênero
Masculino 123 63,4
Feminino 71 36,6

Faixa Etária
0-2 anos 29 14,9
2-12 anos 95 49,0
13-20 anos 51 26,3
>20 anos 19 9,8

Cor da Pele
Leucoderma 173 89,2
Feoderma 18 9,3
Melanoderma 3 1,5

Tipo de Fissura
Fissura Labial(FL) 47 24,2
Fissura Lábio-Palatina(FL±P) 105 54,1
Fissura Palatina( FP) 36 18,6
Fissura Submucosa(FS) 6 3,1

Lateralidade das Fissuras
Direita 34 30,1
Esquerda 79 69,9

Alterações Sistêmicas Associadas
Não 146 75,2
Sim 48 24,8

Número de Alterações Sistêmicas
Uma 40 83,0
Duas ou mais 8 17,0

Primeira Intervenção Cirúrgica
Não fizeram 20 10,3
Até 6 meses 107 55,2
Entre 6-12 meses 28 14,4
Entre 13-24 meses 14 7,2
Entre 28 meses-11 anos 17 8,8
Não sabiam informar 8 4,1

Tratamento Odontológico
Em Tratamento 135 69,6
Em Acompanhamento 59 30,4
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Tabela 3. Extensão das FL/PNS nos pacientes deste estudo.

Número de Casos Porcentagem

(%)

Fissura Labial

FL Unilateral Completa 19 40,4

FL Unilateral Incompleta 24 51,1

FL Bilateral Completa 3 6,4

FL Bilateral Incompleta 1 2,1

Fissura Lábio-Palatina

FLP Unilateral Completa 56 53,4

FLP Unilateral Incompleta 14 13,3

FLP Bilateral Completa 31 29,5

FLP Bilateral Incompleta 4 3,8

Fissura Palatina

FP Completa 18 50,0

FP Incompleta 18 50,0
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Tabela 4. Distribuição das alterações sistêmicas associadas aos pacientes com

FL/PNS.

Número de Casos Porcentagem

(%)

Alterações Otorrinolaringológicas

Otite 10 16,1

Amidalite 8 12,9

Rinite alérgica 7 11,3

Sinusite 2 3,2

Faringite 1 1,6

Alterações Respiratórias

Bronquite alérgica 13 21,0

Pneumonia de repetição 2 3,2

Alterações Cardíacas

Sopro cardíaco benigno 6 9,7

Alterações Dermatológicas

Dermatite alérgica 4 6,5

Alterações Gastrointestinais

Refluxo 3 4,8

Alterações Neurológicas

Convulsões 2 3,2

Alterações Oftálmicas

Déficit Visual 2 3,2

Alterações Musculoesqueléticas

Escoliose 1 1,6

Alterações Faciais

Assimetria facial 1 1,6



56

5.2 Características dos genitores e antecedentes gestacionais

A idade média das mães durante a concepção era 25,6±5,8 anos e a idade

paterna 28,3±7,3 anos. A grande maioria das mães e pais apresentava idade entre

21 e 30 anos no momento da concepção do filho com FL/PNS. Apenas duas (1%)

mães e 10 (5,2%) pais apresentaram idade superior a 40 anos (Tabela 5). Destes,

2 casais, tanto o pai quanto a mãe com idade superior a 40 anos no momento da

gestação.

Em relação aos hábitos maternos, muitas mães entrevistadas tinham

alguma dificuldade em precisar exatamente os hábitos durante o período

gestacional, principalmente as que tinham filhos mais velhos, mas 26 (13,4%)

foram fumantes ativas durante todo o período da gestação, 18 (9,3%) foram

fumantes passivas, 13 (6,7%) relataram que fizeram a ingestão de bebida

alcoólica mais do que duas vezes por semana e 1 (0,5%) fez uso de drogas ilícitas

como a maconha e cocaína (Tabela 5). Durante a gestação, 57 (29,4%) mães

descreveram algum tipo de intercorrencia, sendo as mais frequentes as infecções

urinárias (37,5%) e o estresse (29,8%). Destas que tiveram problemas durante o

período gestacional, 23 (11,9%) necessitaram fazer uso de algum tipo de

medicamento durante o primeiro trimestre de gestação (Tabela 5). Entre estes

medicamentos destaca-se a utilização de antibióticos em 21 (91,3%) casos,

particularmente amoxicilina, e anticonvulsivantes em 2 (8,7%) dos casos.

Quando as mães foram questionadas se haviam tido algum contato com

substâncias químicas no primeiro trimestre de gestação, 147 (75,7%) das

entrevistadas responderam que não tiverem nenhum tipo de contato, 8 (4,3%)

tiveram contato direto com substâncias diversas como, por exemplo, tinta gráfica e

produtos utilizados em laboratórios. Uma das substâncias a que as mães também

se referiram foi à exposição a agrotóxicos, sendo que 17 (8,7%) tiveram contato

direto, e 22 (11,3%) tiveram contato indireto com inseticidas, herbicidas, pesticidas

e fungicidas (Tabela 5).

Referente a profissão das mães, 101 (52,1%) das entrevistadas eram donas

de casa, 38 (28,4%) trabalhavam em atividades técnicas, 17 (8,8%) como
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autônomas,17 (8,8%) lavradoras,12 (6,2%) empregadas domésticas e apenas 9

(4,6%) atuavam em atividades com formação de nível superior.

Quando questionadas sobre a utilização de suplementação vitamínica

durante a gestação, 37 (19,1%) iniciaram o uso de ácido fólico ou complexo

multivitamínico durante o primeiro trimestre de gestação sendo que apenas 4

mães ( 10,8 %) iniciaram a ingestão do ácido fólico no período pré-concepção,

enquanto 157 (80,9%) não fizeram nenhum tipo de suplementação durante a

gravidez, ou o fizeram uso após o primeiro trimestre de gestação (Tabela 5).

Sobre os hábitos paternos durante o período prévio a gestação, 30 (15,8%)

relaram o hábito de fumar, 18 (9,3%) relataram ser alcoólatras e 5 (2,6%) fizeram

uso de drogas ilícitas (maconha ou cocaína) (Tabela 6). Em relação a ocupação

paterna, 89 (45,9%) realizavam atividades em áreas técnicas, 24 (12,4%)

autônomos, 36 (18,6%) lavradores, 24(12,4%) prestadores de serviço e 21

(10,7%) as mães não sabiam informar, ou não se recordavam, e os pais já não

estavam com a família para informar. Quando questionados sobre o contato com

substâncias químicas, 130 (67%) não tiveram contato e 64 (33%) tiveram algum

contato (Tabela 6). As substâncias referidas foram agrotóxicos direta ou

indiretamente (n=38, 59,4%) e solventes orgânicos, tintas, combustível ou

substâncias usadas na construção civil (n=26, 40,6%).

Antes de nascer o filho com FL/PNS, 13 (6,7%) casais relataram histórico

de aborto prévio e 5 (2,6%) tiveram filhos natimortos (Tabela 7). Consanguinidade

entre os pais foi identificada em 9 (4,6%) casos, sendo a maioria (n=6) entre

parentes de 3º grau (Tabela 7). No que se refere ao histórico familiar de fissuras

orofaciais, 43 (22,2%) casais apresentaram histórico de afetados na família, sendo

o grau de parentesco em pais ou irmãos em 37,2% dos casos (1º geração), em

tios e avós em 27,9% dos casos (2º geração), e em parentes de 3º grau em 34,9%

dos casos, sem muitas vezes saber precisar qual o tipo de fissura (Tabela 7). Dos

entrevistados que tinham parentes com FL/PNS na família, 37 sabiam dizer o tipo

de fissura e as fissuras se distribuíram da seguinte maneira: 18 (48,6%) casos de

FL, 17 (45,9%) casos de FLP e 2 (5,5%) casos de FP.
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Quando questionados em relação ao histórico de câncer na família (focando

as três primeiras gerações), 126 (64,9%) pais não relataram nenhum caso,

enquanto que 68 (35,1%) relataram que tinham parentes na família que já

apresentaram a doença ou estavam em tratamento para o câncer (Tabela 7).

Destes, 28 (35,3%) não sabiam dizer qual o tipo de câncer o parente apresentava.

Dentre os que sabiam, os mais citados foram: câncer de pulmão com 8 casos

(11,8%), estomago em 6 casos (8,8%), mama e garganta ambos com 4 casos

(5,9%) e os demais 22 casos (32,4%) foram enquadrados em outros tipos de

câncer, como de pele, próstata, intestino e útero, entre outros.
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Tabela 5. Características gestacionais das mães dos pacientes com FL/PNS

Número de Casos Porcentagem
(%)

Idade Materna na Concepção
≥ 20 anos 35 18
21-30 anos 120 61,9
31-40 anos 37 19,1
41-50 anos 2 1

Tabagismo
Não 168 86,6
Sim 26 13,4

Tabagismo Passivo
Não 176 90,7
Sim 18 9,3

Consumo de Bebidas Alcoólicas
Não 181 93,3
Sim 13 6,7

Uso de Drogas Ilícitas
Não 193 95,5
Sim 1 0,5

Uso de Medicamentos
Não 171 88,1
Sim 23 11,9

Contato com Substâncias Químicas
Sem Contato 147 75,7
Contato Direto com Agrotóxicos 17 8,7
Contato Indireto com Agrotóxicos 22 11,3
Contato com Outras Substâncias 8 4,3

Uso de Suplementação Vitamínica
Não 157 80,9
Sim 37 19,1
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Tabela 6. Características dos pais dos pacientes com FL/PNS deste estudo.

Número de Casos Porcentagem

Idade Paterna na Concepção

≥ 20 anos 23 11,9

21-30 anos 113 58,2

31-40 anos 48 24,7

41-50 anos 10 5,2

Tabagismo

Não 164 84,5

Sim 30 15,8

Consumo de Bebidas Alcoólicas

Não 176 90,7

Sim 18 9,3

Uso de Drogas Ilícitas

Não 189 97,4

Sim 5 2,6

Contato com Substâncias Químicas

Sem Contato 130 67

Contato Direto com Agrotóxicos 28 14,4

Contato Indireto com Agrotóxicos 10 5,2

Contato com Outras Substâncias 26 13,4
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Tabela 7. Histórico e características familiares dos pais dos pacientes com FL/P
NS

Número de Casos Porcentagem

(%)

Antecedentes Gestacionais

Nenhum 176 90,7

História de Aborto 13 6,7

História de Natimorto 5 2,6

Consanguinidade

Não 185 95,4

Sim 9 4,6

Histórico de Fissura Orofacial na Família

Não 151 77,8

Sim 43 22,2

História de Câncer na Família

Não 126 64,9

Sim 68 35,1
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5.3 Associação dos tipos de fissuras com características clínicas,

demográficas e ambientais

Para fins estatísticos, as fissuras submucosas foram excluídas e a análise

foi realizada considerando 3 grupos (FL, FLP e FP) ou 2 grupos, visto que FL e

FLP foram agrupadas para forma FL±P. Contudo, como não houve diferenças

significativas entre as análises com 2 e 3 grupos; então apenas a análise

considerando as FLs, FLPs e FPs são apresentadas nesses reultados.

A análise da influência da idade materna e paterna durante a concepção do

filho com FL/PNS não revelou nenhuma influência significativa nos três grupos

apresentados (Fig. 1). Tabela 8 descreve a distribuição das características

clínicas, demográficas e ambientais de acordo com tipo de fissura orofacial. Nesta

análise nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada.

Adicionamente, uma significativa associação com alterações otorrinolaringológicas

foi observada. A frequência das alterações otorrinolaringológicas foi

significativamente maior em FPs em comparação com FLs (p=0,013), enquanto

que a diferença entre FLPs e FPs não alcançou uma diferença estatisticamente

significativa (p=0,07).

Figura 1. Prevalencia de FL/P e idade dos genitores. Não houve influência da

idade materna e paterna durante a concepção entre os tipos de fissuras.
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Tabela 8. Associação das fissuras orofaciais com características clínicas,

demográficas e ambientais.

Fissura
Labial
n (%)

Fissura
Lábio-Palatina

n (%)

Fissura
Palatina

n (%)

Valor de
p<0,05

Gênero
Masculino 30 (63,8) 69 (65,7) 22 (61,1)
Feminino 17 (36,2) 36 (34,3) 14 (38,9) 0,88

Cor da Pele
Leucoderma 42 (89,4) 93 (88,6) 32 (88,8)
Feoderma 4 (8,5) 12 (11,4) 2 (5,6)
Melanoderma 1 (2,1) 0 2 (5,6) 0,17

Lateralidade das Fissuras
Direita 12 (27,9) 23 (32,9) 0
Esquerda 31 (72,1) 47 (67,1) 0 0,58

Alterações Sistêmicas Associadas
Não 35 (74,5) 84 (80,0) 25 (69,4)
Sim 12 (25,5) 21 (20,0) 11 (30,6) 0,40

Número de Alterações Sistêmicas
Uma 10 (83,3) 17 (81,0) 8 (72,7)
Duas ou mais 2 (16,7) 4(19,0) 3 (17,3) 0,80

Tabagismo Materno
Não 40 (85,1) 93 (88,6) 30 (83,3)
Sim 7 (14,9) 12 (11,4) 6 (16,7) 0,67

Tabagismo Materno Passivo
Não 44 (93,6) 92 (87,6) 34 (94,4)
Sim 3 (6,4) 13 (12,4) 2 (5,6) 0,33

Consumo Materno de Bebidas Alcoólicas
Não 43 (91,5) 99 (94,3) 33 (91,7)
Sim 4 (8,5) 6 (5,7) 3 (8,3) 0,76

Uso Materno de Drogas Ilícitas
Não 46 (97,9) 100 (100) 100 (100)
Sim 1 (2,1) 0 0 0,22

Uso Materno de Medicamentos
Não 39 (83,0) 97 (92,4) 30 (83,3)
Sim 8 (17,0) 8 (7,6) 6 (16,7) 0,14

Contato Materno com Substâncias Químicas
Sem Contato 39 (83,0) 74 (70,5) 28 (77,8)
Contato Direto com
Agrotóxicos 1 (2,1) 12 (11,4) 4 (11,1)
Contato Indireto com
Agrotóxicos 4 (8,5) 14 (13,3) 4 (11,1)
Contato com Outras
Substâncias

3 (6,4) 5 (4,8) 0 0,34
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Uso de Suplementação Vitamínica
Não 37 (78,7) 89 (84,8) 25 (69,4)
Sim 10 (21,3) 16 (15,2) 11 (30,6) 0,13

Tabagismo Paterno
Não 42 (89,4) 88 (83,8) 28 (77,8)
Sim 5 (10,6) 17 (16,2) 8 (22,2) 0,35

Consumo Paterno de Bebidas Alcoólicas
Não 44 (93,6) 95 (90,5) 32 (88,9)
Sim 3 (6,4) 10 (9,5) 4 (11,1) 0,73

Uso Paterno de Drogas Ilícitas
Não 46 (97,9) 101 (96,2) 36 (100)
Sim 1 (2,1) 4 (3,8) 0 0,45

Contato Paterno com Substâncias Químicas
Sem Contato 35 (74,5) 66 (62,9) 23 (63,9)
Contato Direto com
Agrotóxicos 4 (8,5) 20 (19,0) 4 (11,1)
Contato Indireto com
Agrotóxicos 2 (4,3) 6 (5,7) 2 (5,6)
Contato com Outras
Substâncias 6 (12,7) 13 (12,4) 7 (19,4) 0,58

Consanguinidade
Não 45 (95,7) 100 (95,2) 34 (94,4)
Sim 2 (4,3) 5 (4,8) 2 (5,6) 0,96

História de Aborto
Não 43 (91,5) 98 (93,3) 35 (97,2)
Sim 4 (8,5) 7 (6,7) 1 (2,8) 0,56

História de Natimorto
Não 45 (95,7) 102 (97,1) 36 (100)
Sim 2 (4,3) 3 (2,9) 0 0,48

História de Fissura Orofacial na Família
Não 37 (78,7) 80 (76,2) 28 (77,8)
Sim 10 (21,3) 25 (23,8) 8 (22,2) 0,93

História de Câncer na Família
Não 30 (63,8) 74 (70,5) 20 (55,6)
Sim 17 (36,2) 31 (29,5) 16 (44,4) 0,24

Teste Qui- quadrado / Significância de p < 0,05
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5.4 Análise dos polimorfismos genéticos dos genes de reparo do DNA

A análise dos polimorfismos genéticos em genes de reparo do DNA foi

realizada nos 223 trios, sendo que só fizeram parte desse grupo pacientes com FL

e FL/P NS, sendo 66 (29,6%) de pacientes com FL e 157 (70,4%) de pacientes

com FLP (Tabela 9). Entre os pacientes com FL, 38 (57,6%) foram do gênero

masculino e 28 (42,4%) do gênero feminino (Tabela 9). O predomínio de

indivíduos do gênero masculino também foi observado entre os pacientes com

FLP no estudo epidemiológico (n=98, 62,4%, Tabela 9).

Tabela 9. Distribuição dos pacientes com FL/PNS, de acordo com o tipo de fissura

e gênero, utilizados no ensaio de TDT.

FL±P

n (%)

FL

n (%)

FLP

n (%)

Masculino 136 (61) 38 (57,6) 98 (62,4)

Feminino 87 (39) 28 (42,4) 59 (37,6)

Total 223 66 157

O equilíbrio de Hardy-Weinberg entre os genitores (indivíduos normais) não

foi observado para os polimorfismos rs1136410 e rs1799793 dos genes ADPRT e

ERCC2 respectivamente (Tabela 10). Como, por princípio, o TDT corrige possíveis

erros na estratificação étnica da população estudada, pois a sua análise ocorre em

núcleos familiares, nós mantivemos, nesta análise, os polimorfismos que não

respeitaram os preceitos do equilíbrio de Hardy-Weinberg. Contudo, é de

conhecimento que nestas circunstâncias o poder de detecção do teste reduz

(Sebro et al., 2010).
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Tabela 10. Cálculo do equilíbrio de Hardy-Weinberg para os 12 polimorfismos deste

estudo baseado nos genitores (pais e mães normais) dos 223 núcleos familiares.

Polimorfismo Valor de x2 Valor de p

rs1136410 17,08 0,000036

rs1052133 0,01 0,92

rs1800734 1,15 0,28

rs1130409 0,04 0,84

rs861539 2,01 0,16

rs1801321 0,21 0,64

rs25487 0,36 0,55

rs25489 1,98 0,16

rs3213245 2,61 0,10

rs1799782 2,06 0,15

rs13181 1,34 0,24

rs1799793 4,46 0,03

Tabelas 11, 12 e 13 demonstram os resultados do TDT nos 12

polimorfismos genéticos deste estudo em relação ao tipo de fissura. Com exceção

dos polimorfismos rs25489 e rs1799782, a menor frequência do alelo (MAF) foi

superior a 15% (Tabela 11). Para nenhum dos polimorfismos deste estudo, uma

associação significativa foi observada. Contudo, o polimorfismo rs3213245 revelou

uma transmissão preferencial do alelo C (p=0,06). A frequência do alelo C foi de

0,359, e a transmissão de um dos genitores para o filho com FLP ocorreu em 42,1%

dos núcleos familiares (Tabela 13). Interessantemente, o alelo C do polimorfismo

rs3213245 foi transmitido de maneira significativa para os pacientes com FL

(p=0,03, Tabela 12). Essa transmissão ocorreu em 30 (45,5%) dos núcleos

familiares (Tabela 13). Outro polimorfismo que mostrou uma tendência de

associação,significativa foi o rs13181 em pacientes com FLP (p=0,06, Tabela 13).
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Os haplótipos dos 4 polimorfismos no gene XRCC1 (rs25487, rs25489,

rs321345 e rs1799782) e dos 2 polimorfismos no gene ERCC2 (rs13181 e

rs1799793) foram determinados. No geral, o haplótipo formado pelos alelos G-G-T-

C no gene XRCC1 demonstrou uma tendência de associação com FL/PNS (p=0,06

Tabela 14), enquanto que este mesmo haplótipo demonstrou uma associação

significativa no grupo das FLs (p=0,02, Tabela 12). Nenhuma associação

significativa foi observada para os haplótipos do gene ERCC2.
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Tabela 11. Teste de desequilíbrio de transmissão para os 12 polimorfismos genéticos dos genes de reparo do DNA

em 223 trios de FL±P.

MAF: menor frequência alélica (minor allele frequency), T/NT: transmissão/não transmissão.

SNP

GENE

rs1136410

ADPRT

rs1052133

OGG1

rs1800734

MLH1

rs1130409

APEX1

rs861539

XRCC3

rs1801321

RAD51

rs25487

XRCC1

rs25489

XRCC1

rs3213245

XRCC1

rs1799782

XRCC1

rs13181

ERCC2

rs1799793

ERCC2

MAF 0,156 0,226 0,239 0,432 0,309 0,347 0,245 0,083 0,359 0,085 0,291 0,262

Genótipo TT/TC/CC CC/CG/GG GG/GA/AA TT/TG/GG CC/CT/TT GG/GT/TT GG/GA/AA GG/GA/AA TT/TC/CC CC/CT/TT TT/TG/GG GG/GA/AA

Afetado (%) 69,4/30,6/0 61,3/32,9/5,8 56,5/40,3/3,2 36,4/41,8/21,8 49,3/43,4/7,3 44,8/41,2/14 58,6/35/6,4 82/17,1/0,9 41,9/46,4/11,7 85,5/13,6/0,9 46,1/46,1/7,

8

53,6/36/10,4

Pai (%) 64,4/35,6/0 58,3/35,5/6,3 55,9/36,9/7,2 25,8/54,3/19,9 48,9/42,1/9 42,1/44,3/13,6 55,2/38,9/5,9 84,3/14,3/1,4 40,1/44,6/15,3 82,9/17,1/0 48,2/43,7/8,

1

51,8/43,7/4,5

Mãe (%) 70,7/29,3/0 57,9/37,1/5 57/40,3/2,7 37,4/43,7/18,9 43,9/48,9/7,2 42,5/48/9,5 57/37,5/5,5 86,4/13,1/0,5 43/41,6/15,4 82,4/17,1/0,5 51,1/43/5,9 53,7/41,8/4,5

T/NT 62/161 86/137 95/128 83/140 109/114 100/123 91/132 38/185 94/129 32/191 95/128 101/122

Valor de p 0,16 0,19 0,37 0,88 0,18 0,51 0,42 0,59 0,06 0,17 0,25 0,65
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Tabela 12. Teste de desequilíbrio de transmissão para os 12 polimorfismos genéticos dos genes de reparo do DNA

em 66 trios de FL.

MAF: menor frequência alélica˃ (minor allele frequency), T/NT: transmissão/não transmissão.

SNP

GENE

rs1136410

ADPRT

rs1052133

OGG1

rs1800734

MLH1

rs1130409

APEX1

rs861539

XRCC3

rs1801321

RAD51

rs25487

XRCC1

rs25489

XRCC1

rs3213245

XRCC1

rs1799782

XRCC1

rs13181

ERCC2

rs1799793

ERCC2

MAF 0,158 0,254 0,266 0,396 0,303 0,379 0,262 0,105 0,341 0,072 0,277 0,258

Genótipo TT/TC/CC CC/CG/GG GG/GA/AA TT/TG/GG CC/CT/TT GG/GT/TT GG/GA/AA GG/GA/AA TT/TC/CC CC/CT/TT TT/TG/GG GG/GA/AA

Afetado (%) 70,7/29,3/0 63,6/24,2/12,2 50/45,5/4,5 36,3/47/16,7 50,8/43/6,2 31,8/53/15,2 56/36,4/7,6 77/23/0 53,9/36,9/9,2 89,3/9,2/1,5 57/36,9/6,1 65,2/25,7/9,1

Pai (%) 66,7/33,3/0 59,1/30,3/10,6 51,5/41/7,5 34,9/45,4/19,7 50/42,4/7,6 39,4/45,4/15,2 54,5/37,9/7,6 77,3/19,7/3 48,5/34,8/16,7 86,4/13,6/0 48,4/44/7,6 48,5/47/4,5

Mãe (%) 71,2/28,8/0 57,6/37,9/4,5 54,5/42,5/3 40,9/44/15,1 43,9/47/9,1 37,9/45,4/16,7 51,5/42,4/6,1 84,8/15,2/0 43,9/43,9/12,2 84,8/15,2/0 56/38/6 59,1/34,8/6,1

T/NT 18/48 30/36 32/34 24/42 32/34 23/43 29/37 15/51 30/36 7/59 28/38 23/43

Valor de p 0,53 0,77 0,79 0,51 0,35 0,30 0,48 0,83 0,03 0,49 0,50 0,17
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Tabela 13. Teste de desequilíbrio de transmissão para os 12 polimorfismos genéticos dos genes de reparo do DNA

em 157 trios de FLP.

SNP

GENE

rs1136410

ADPRT

rs1052133

OGG1

rs1800734

MLH1

rs1130409

APEX1

rs861539

XRCC3

rs1801321

RAD51

rs25487

XRCC1

rs25489

XRCC1

rs3213245

XRCC1

rs1799782

XRCC1

rs13181

ERCC2

rs1799793

ERCC2

MAF 0,158 0,224 0,227 0,449 0,311 0,327 0,231 0,073 0,374 0,088 0,299 0,268

Genótipo TT/TC/CC CC/CG/GG GG/GA/AA TT/TG/GG CC/CT/TT GG/GT/TT GG/GA/AA GG/GA/AA TT/TC/CC CC/CT/TT TT/TG/GG GG/GA/AA

Afetado (%) 68,8/31,2/0 60,3/36,5/3,2 59,4/38/2,6 36,4/39,6/24 48,7/43,6/7,7 50,3/36,1/13,6 59,7/34,5/5,8 84/14,7/1,3 38,2/49,1/12,7 84/15,4/0,6 41,5/50/8,5 48,1/41/10,9

Pai (%) 63,5/36,5/0 58/37,6/4,4 57,7/35,3/7 22/58/20 48,3/42/9,7 43,2/43,8/13 55,5/39,4/5,1 87,3/12,1/0,6 37,2/48,1/14,7 81,4/18,6/0 48,1/43,6/8,

3

53,2/42,3/4,5

Mãe (%) 70,5/29,5/0 58/36,8/5,2 58/39,4/2,6 35,9/43,6/20,5 43,9/49,7/6,4 44,5/49/6,5 59,4/35,5/5,1 87,1/12,3/0,6 43,2/40,6/16,2 80,7/18,7/0,6 49/45,2/5,8 50,7/45,5/3,8

T/NT 49/108 62/95 63/94 59/98 77/80 77/80 62/95 23/134 61/96 24/133 67/90 77/80

Valor de p 0,32 0,26 0,25 0,47 0,44 0,20 0,57 0,41 0,49 0,29 0,06 0,19

MAF: menor frequência alélica (minor allele frequency), T/NT: transmissão/não transmissão.
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Tabela 14. Distribuição dos haplótipos nos genes XRCC1 (rs25487, rs25489, rs321345 e rs1799782) e ERCC2

(rs13181 e rs1799793) por tipo de fissura nos 223 trios deste estudo.

FL±P

Frequência/valor de p

FL

Frequência/valor de p

FLP

Frequência/valor de p

XRCC1 (rs25487-rs25489-rs3213245-rs1799782)

G-G-C-C 0,353/0,24 0,305/0,09 0,366/0,87

G-G-T-C 0,244/0,06 0,259/0,02 0,240/0,83

A-G-T-C 0,233/0,99 0,241/0,96 0,229/0,92

G-G-T-T 0,078/0,35 0,089/0,67 0,086/0,63

G-A-T-C 0,072/0,23 0,077/0,51 0,061/0,24

ERCC2 (rs13181-rs1799793)

T-G 0,655/0,31 0,656/0,33 0,642/0,38

G-A 0,202/0,63 0,272/0,58 0,264/0,10

G-G 0,084/0,27 0,067/0,65 0,063/0,06

T-A 0,059/0,95 0,005/NA 0,031/0,38

NA: não aplicável
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6 DISCUSSÃO

6.1 Características clínicas dos pacientes com FL/PNS

Estima-se que 60% a 80% dos pacientes com FL/PNS sejam do gênero

masculino (Tolarova, 1998; Loffredo et al., 2001; Wyszynski, 2002; Mossey et al.,

2009). Em relação a esta característica, a maioria dos pacientes incluídos neste

estudo foram do gênero masculino. Dados similares também foram relatados em

estudos internacionais realizados na Espanha (Garcia et al., 1998), Dinamarca

(Hagberg et al., 1998), Croácia (Magdaleni et al., 1997), Filipinas (Murray et al.,

1998) e Irã (Mirfazeli et al., 2012). No Brasil estudos prévios, também

descreveram uma maior frequência de FL/PNS nos indivíduos do gênero

masculino (Fonseca et al., 1971; Freitas et al., 2004; Lofredo et al., 2001; Lopes et

al., 2006; Martelli-Júnior et al., 2007; Rezende & Zollner, 2008; Coutinho et al.,

2009; Rodrigues et al., 2009; Gardenal et al., 2011; Martelli et al., 2012). Dois

estudos semelhantes realizados no Estado do Paraná, um na região norte com

377 fissurados e o outro na região sul do estado, registraram uma proporção de

aproximadamente 1,5 homens afetados para cada mulher com FL/PNS (Baroneza

et al., 2005; Souza & Raskim, 2011). A susceptibilidade dependente do gênero

ainda não está completamente esclarecida. Segundo Blanco et al. (2001) a

susceptibilidade do gênero masculino para a FL/PNS parece ser, ao menos em

parte, uma consequência de variações no gene MSX1 que são mais comuns em

homens com FL/PNS. Embora isso não seja confirmado, levantou-se também a

hipótese de que genes localizados no cromossomo X tenham um papel importante

na etiologia das fissuras (Kimani et al., 2007). Interessantemente, as FL±Ps são

mais frequentes em homens, enquanto as FPs são mais frequentes nas mulheres.

Segundo Lary et al. (2001) a explicação para isso reside no fato de que o palato

primário do feto feminino demora em média 1 semana a mais para fechar do que o

palato do feto masculino, aumentado a predisposição à ação de fatores ambientais

nocivos na formação da FP.

Em relação ao tipo de fissura, a maior prevalência de casos foi a FLP.

Dados semelhantes foram relatados em outros estudos com a população
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Brasileira (Rezende et al., 1982; Bunduki et al., 2001; Barbosa et al., 2003; Freitas

et al., 2003; Al Omari & Al Omari, 2004; Martelli et al., 2007; Martelli et al., 2010).

Loffredo et al. (2001) constataram que, de um total de 16.853 casos de fissuras

orais, 4.413 (26%) se referiam à FP isolada, enquanto que a maior proporção foi

de FL±Ps (74%). Freitas et al. (2004) investigaram a distribuição dos vários tipos

de fissuras entre os 803 pacientes que compareceram ao Hospital de Reabilitação

de Anomalias Craniofaciais (HRAC-USP), Bauru-SP, no ano de 2000. A FLP

completa foi mais frequente do que outros tipos de fissuras, compreendendo

37,1% dos quais 24,9% foram unilaterais e 12,2% bilaterais. A FP isolada

correspondeu a 31,7% e a FL isolada correspondeu a 28,4%. Foi notada uma

discreta relação entre a FP e o gênero feminino (53%), sendo o gênero masculino

mais afetado pelos outros tipos de fissuras (cerca de 60%).

Quanto à lateralidade das fissuras, as unilaterais foram as mais

prevalentes, ocorrendo mais que as bilaterais, tanto nos casos de FL como nos de

FLP. Os dados da literatura convergem para uma maior incidência das fissuras

unilaterais (Bunduki et al., 2001), coincidindo com os nossos achados e com os

estudos de Rezende et al., 1981 e Tolarova et al., 1987. Analisando o lado mais

acometido, notou-se que o esquerdo foi mais frequente que o direito. Um estudo

realizado na Dinamarca, mostrou uma incidência de 44,3% de fissura à esquerda

e 26,8% de fissura à direita, com o restante representando envolvimento bilateral

(Jensen et al., 1988). Esses dados são similares aos encontrados na Croácia em

um estudo realizado com 903 fissurados, que constatou uma prevalência de 51%

de fissura a esquerda, 18,5% de fissura a direita e 30,5% de envolvimento bilateral

(Magdalenic et al., 1988). Não há, até o momento, uma explicação fisiopatológica

para esta distribuição preferencial das fissuras pelo lado esquerdo (Stoll et al.,

2000; Freitas et al., 2004; Nunes et al., 2005; Genisca et al., 2009). Sabe-se que

os órgãos internos de todos os vertebrados são organizados de forma assimétrica

ao longo do eixo esquerdo-direito, e o desenvolvimento desta assimetria, é

controlado de forma cada vez mais conhecida (Oliverio et al., 2010). Uma possível

explicação seria a expressão assimétrica de um grupo de genes expressos



75

durante as fases iniciais do desenvolvimento embrionário pertencentes à cascata

de sinalização nodal. Esta sinalização ocorre devido a proteínas codificadas por

genes que são expressos predominantemente no lado esquerdo de todos os

embriões de vertebrados (Boorman et al., 2002). Padrões de lateralidade de

defeitos externos são reconhecidamente vistos em vários tipos de anomalias,

como na microtia e no pé torto congênito, com predileção pelo lado direito, e

FL/PNS e displasia congênita do quadril para o lado esquerdo (Paulozzi et al.,

1999). É possível que defeitos nessa via de sinalização possam contribuir para

essa predileção, entretanto nenhum estudo ainda confirmou esta observação.

As complicações que acompanham os pacientes com FL/PNS são

complexas e vão muito além das alterações faciais, havendo dificuldades de

alimentação, alterações variadas na fonação, infecções de repetição do ouvido

médio, entre outras dificuldades. Gorlin et al. (2001) afirmaram que quanto à

existência de alterações associadas, 2% a 11% dos casos de FLP possuem outras

alterações congênitas, 7% a 13% quando há FL isolada e 13% a 50% quando há

somente FP. Nos achados do nosso estudo, no que diz respeito às alterações

sistêmicas, a maior parte dos pacientes não relataram nenhuma alteração, mas 48

(24,8%) dos pacientes apresentavam, no mínimo, uma alteração associada.

Dentre as mais citadas pelos entrevistados, a bronquite alérgica (n=13, 21%) e

otites de repetição (n=10, 16,1%) foram às complicações mais frequentes. Em

relação à extensão da fissura, a frequência das alterações otorrinolaringológicas

foi significantemente maior em FPs em comparação com FLs. Esses dados já

eram esperados tendo em vista o maior comprometimento favorecido pela FP pois

a mesma dificulta o equilíbrio da pressão do ar no ouvido médio. Estes resultados

vão de acordo com os estudos de Smith et al. (1994) e de Shaw et al. (2003) que

também apontam as otites e problemas de ouvido, queixas frequentes em

fissurados, principalmente no caso das FL±P. Outro estudo também citou a otite

como uma complicação frequente que pode ocorrer geralmente entre o segundo e

o oitavo mês após as cirurgias de palatoplastia (Vlastos et al., 2009). Além da

otite, 8 (12,9%) casos apresentaram amidalite recorrente e 7 (11,3%) alérgica.
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Jorgeson & Pashayan (1990) encontraram a malformação cardíaca como sendo

uma das complicações mais frequentes nos pacientes com FL/PNS, sendo que

30% das crianças com FL/PNS apresentam algum tipo de cardiopatia congênita.

No presente estudo, as alterações cardíacas foram observadas em apenas 6

(9,7%) pacientes. Huseyin et al. (2012), em um estudo na Turquia, encontraram

17% de alterações musculoesqueléticas em pacientes com fissuras orofaciais não-

sindrômicas. No estudo de Troviscal et al. (2002), outras alterações, não

investigadas em nosso estudo, foram encontradas como a assimetria de orelha,

observada em 21% dos pacientes, retardo de crescimento pré- e pós-natal,

insuficiência velofaringeana, atresia de esôfago, anomalias nas vértebras,

anomalias olfatórias e anomalias do trato urinário. Em adição, foi reportado que

indivíduos com FL/PNS têm uma frequência 40 vezes maior, do que a população

em geral, de apresentar deficiência do hormônio de crescimento (Gorlin et al.,

2001). Vale ressaltar que alguns pacientes que frequentam a associação onde foi

realizada a coleta, nunca passaram pela avaliação de um geneticista, assim os

casos que havia malformações múltiplas, podendo caracterizar ou ter alguma

semelhança com sinais sindrômicos, não foram incluidos neste estudo,

respeitando os critérios de inclusão estabelecidos nesta pesquisa.

O protocolo descrito por Freitas et al. (2012) considera que o tempo ideal

para a realização da primeira cirurgia reparadora de lábio é até o terceiro mês de

idade, e a cirurgia do palato (palatoplastia) deve ser realizada até o 12º mês. Para

Ribeiro & Moreira (2005), a estafilorrafia e a queiloplastia devem ser realizadas no

terceiro mês de vida, enquanto a palatoplastia entre os doze e dezoito meses de

idade. Essas cirurgias objetivam a correção funcional da lesão, enquanto outras

cirurgias plásticas posteriores podem ser necessárias para correção estética das

alterações faciais. Segundo Yoon et al.,2004, a fala, a voz e a audição melhoram

com o fechamento precoce do palato e o fechamento tardio do palato, após 4 anos

de idade, favorece o crescimento inadequado do esqueleto facial. A demora no

acesso a primeira cirurgia pode decorrer, do fato que a maioria dos pacientes do

estado do Paraná, é encaminhada para um único centro de atendimento de alta
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complexidade. A distância da cidade de origem, a necessidade de deslocamento e

hospedagem, as dificuldades de agendamento e também a falta de vagas para

cirurgia, associadas às complicações respiratórias frequentemente presentes no

quadro clínico dos pacientes, dificultam a realização da cirurgia e as correções

acabam ocorrendo tardiamente.

6.2 Características dos pais dos pacientes com FL/PNS

A idade materna avançada é considerada um fator de risco para diversas

doenças genéticas, mas não existe um consenso se representa ou não um fator

de risco para FL/PNS. Alguns estudos sugerem uma associação entre FL/PNS e

idade materna (Hay et al., 1967; Bille et al., 2005; Kot et al., 2007), mas os

resultados ainda são conflitantes. Um estudo realizado na Califórnia demonstrou

que mulheres com idade superior a 39 anos apresentam duas vezes maior risco

de ter um filho com FL/PNS comparado a mães com idade entre 25 e 29 anos

(Murray et al., 1997). Análise epidemiológica com a população chinesa encontrou

uma relação entre idade materna avançada e FL/PNS bilaterais no gênero

masculino e FP no gênero feminino (Menezes et al., 2009). Contudo, estudos

realizados no Canadá, Irã, Holanda e América do Sul não mostraram relação entre

idade materna e ocorrência de FL/PNS (Emanuel et al., 1973). Outro estudo

encontrou associação entre FL/PNS e mulheres jovens (Fonseca et al., 1971).

Martelli-Júnior et al. (2010) revelaram que os intervalos temporais de 26 a 35 anos

e acima de 35 anos apresentaram riscos reduzidos para ocorrência de FL/PNS

comparados a mulheres com idade até 25 anos. Em uma meta-análise realizada

por Vieira et al. (2002) não foi constatada associação entre idade materna e

FL/PNS de maneira geral. Em outro estudo de meta-analise, Herkrath et al. (2011)

concluíram que os pais com idade ≥ 40 anos têm maior probabilidade (58%) de ter

uma criança com fissura em comparação com aqueles com idade entre 20 e 39

anos. A probabilidade de mães com idade entre 35 e 39 anos ter um filho com

fissura palatina foi 20% maior em comparação com aquelas entre 20 e 29 anos,

enquanto para aquelas com ≥ 40 anos a probabilidade foi de 28% maior em
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comparação com aqueles com idade entre 20 e 29 anos (Herkrath et al., 2011). Os

resultados do presente estudo demonstraram que na maioria dos casos (n=120,

61,9%), a idade materna e paterna foi entre 21-30 anos, não sendo observado a

significativa relação para o risco de FL/PNS, fato também já descritos em outros

estudos (Veira et al.,2002; Martelli et al.,2010).

Em relação aos hábitos maternos no que tange ao tabagismo, 26 (13,4%)

mães foram fumantes ativas e 18 (9,3%) fumantes passivas. Os estudos sobre a

atuação do tabagismo materno na etiologia das FL/PNS são contraditórios, porém

as evidências do envolvimento desse fator ambiental estão aumentando conforme

mais estudos são realizados (Grewam et al., 2008; Li et al., 2010; Bing et al.,

2011). Em geral, os estudos recentes apontam para uma correlação positiva entre

tabagismo materno e aparecimento de FL/PNS. O efeito parece ser dose-

dependente, ou seja, quanto mais cigarros a mãe consumir por dia maior o risco

para o feto (Lieff et al., 1999; Chung et al., 2000; Lorente et al., 2000). Uma meta-

análise com 24 estudos realizada por Little et al. (2002) observou um aumento no

risco para fissuras orofaciais em relação ao tabagismo materno durante a

gestação. Os autores caracterizam a associação como moderada, porém,

estatisticamente significativa. Em relação ao tabagismo paterno, 30 (15,8%) dos

pais tiveram contato com o cigarro antes e durante o primeiro trimestre. Leite

(2002) investigou a associação entre a ocorrência de fissuras e a história de

exposição dos pais prévia ou durante o primeiro trimestre de gestação ao

tabagismo e etilismo e registrou que tanto o tabagismo quanto o etilismo paterno

não elevaram o risco de desenvolvimento desta malformação. Resultados

diferentes revelaram os trabalhos de Shi et al. (2001) e Chang et al. (2006),

mostrando que o tabagismo paterno também pode exercer influencia no

aparecimento das fissuras uma vez que os pais tabagistas são mais susceptíveis

de produzir espermatozóides anormais com dissomia do cromossomo 13 quando

comparado com homens não-fumantes.

A exposição do feto ao álcool ingerido pela mãe também tem sido sugerida

como um fator de risco, e diversos estudos apontam que os padrões de consumo
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excessivo de álcool podem favorecer ainda mais o risco de alterações fetais

(Munger et al., 1996). Conforme citados, diversos fatores ambientais de natureza

química podem contribuir para a ocorrência da FL/PNS, embora os mecanismos

não estejam suficientemente esclarecidos para todas as exposições suspeitas e,

provavelmente, participe de um fenômeno de interação com alguns genes já

identificados. Assim, o tabagismo e o etilismo parecem associar-se a estas

malformações, especialmente o último, embora as medidas de associação

habitualmente obtidas sejam de pequena magnitude (Lorent et al., 2000).

Estatísticas estimam que cerca de metade das gestações não são

planejadas e que muitas mulheres expõem inadvertidamente os fetos à ação de

agentes nocivos durante os períodos iniciais da embriogênese (Carmichael &

Shaw, 1999). Quando questionadas a respeito da ingestão de algum medicamento

durante o primeiro trimestre de gestação, 23 (11,9%) das mães deste estudo

relataram que fizeram uso de medicação. O mais evidenciado foi o uso de

antibiótico para a infecção urinária. A exposição a medicamentos parece ter

importante ação no mecanismo que interfere no desenvolvimento embriológico,

podendo resultar na falha parcial de fusão dos processos nasais médios e outras

anormalidades do desenvolvimento (Leite et al., 2005). O instante da

administração de drogas teratogênicas é muito importante se relacionarmos ao

período de morfodiferenciação. Algumas drogas que teriam íntima relação com o

desenvolvimento das fissuras orofaciais só atuariam no momento da

embriogênese dos processos oropalatinos (Leite et al., 2002). Desta forma pode

se afirmar que o momento crítico de ação destas substâncias situa-se no primeiro

trimestre de gestação. Inúmeros trabalhos já foram realizados no intuito de

comprovar a teratogenicidade de várias medicações (Austin et al., 1998; Park-

Wyllie et al., 2000; Kozer et al., 2002; Elahi et al., 2004). Em relação às fissuras

orofaciais, o grupo dos anticonvulsivantes são os mais extensivamente estudados

e têm seus efeitos comprovados nesta malformação (Rosemberg et al., 1983;

Castilla et al., 1996; Czeizel et al., 1997). Alguns autores chegam a afirmar que há

um risco 2 vezes maior em nascer com fissuras orofaciais os filhos de mães
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epilépticas que continuaram o tratamento durante a gravidez (Leite et al., 2005). O

uso de corticóides também foi investigado em uma meta análise conduzida por

Park-Wyllie et al. (2000). Estes autores encontraram uma significante associação

entre corticóide usado no 1º trimestre de gestação e fissuras orais, com um risco

estimado de 3,35%. Medicações psicotrópicas também já foram estudadas como

responsáveis pelo surgimento das fissuras orofaciais (Austin & Mitchell, 1998).

As pesquisas sobre o efeito de exposições ambientais e ocupacionais e a

ocorrência de malformações congênitas ganham importância à medida que a

proporção de mulheres em idade fértil ocupando a força de trabalho se torna

crescente. Assim, o monitoramento de sua exposição, bem como dos possíveis

desfechos de suas gestações, pode vir a representar uma oportunidade única de

identificação de exposições danosas para a mãe e para o concepto. Os efeitos

tóxicos dos agentes ambientais sobre a reprodução humana são de diferentes

tipos. Os efeitos embriotóxicos ou fetotóxicos são aqueles que causam danos ao

embrião ou ao feto, dependendo da época da gestação. Os gonadotóxicos são

aqueles tóxicos às glândulas genitais (masculina ou feminina) responsáveis pela

formação das células reprodutoras. Os efeitos teratogênicos são os defeitos,

geralmente verificados ao nascimento, provocados a partir de danos ao embrião

ou às células fetais, mutações no ovo ou em células do esperma a partir de

inibição enzimática causada por xenobióticos, de privação de nutrientes essenciais

ou ainda por alteração da membrana placentária (Wilson et al., 1977). A função

reprodutiva das mulheres requer uma interação normal do eixo hipotalâmico

(hipofisário) ovariano. A interferência de xenobióticos pode impedir o

funcionamento normal do processo ovariano desde a oogênese, foliculogênese,

função folicular, ovulação, luteinização e função do corpo lúteo. Infelizmente

poucos dados atuais são disponíveis em relação à vulnerabilidade do sistema

reprodutor feminino à exposição aos agentes tóxicos. Estudos apontam o

envolvimento de várias substâncias químicas, incluindo, álcalis causando

alterações menstruais, chumbo provocando amenorréia, menstruação anormal,

atrofia ovariana e diminuição da fertilidade, mercúrio causando alteração na
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menstruação e cádmio provocando atresia folicular (Plowchalk et al., 1993). Os

fatores ou condições ambientais também afetam o sistema reprodutor masculino,

podendo diminuir a produção de espermatozóides causando infertilidade. Podem

também causar alterações na forma ou na quantidade do material genético dos

espermatozóides. Estes podem fecundar um óvulo e transmitir ou causar

alterações ao bebê. Diversos outros estudos já evidenciaram a relação do contato

com agrotóxicos e FL/PNS (Gordon et al., 1981; Shaw et al., 1988; García et al.,

1999; Zeljezic et al., 2001; Reynolds et al., 2005; Romiti et al., 2007; Yang et al.,

2014). Referente ao contato com substâncias químicas, em nosso estudo, 47

(24,3%) mães reportaram algum contato, sendo que os mais evidenciados foram

os agrotóxicos. Considerou-se como exposição o trabalho na agricultura e também

a residência em áreas de cultivo no período prévio a sua gestação e durante o

primeiro trimestre de gestação. Estas substâncias são sabidamente tóxicas e

suspeitas de serem teratogênicas, mutagênicas e carcinogênicas, porém, pouca

atenção é dispensada às suas inúmeras formulações e seus efeitos sobre a saúde

da população. Diante deste fato, Gordon & Sky (1981) levantaram a hipótese de

que a exposição intrauterina a estes agentes em áreas de plantio e em períodos

de pico de sua utilização, principalmente no primeiro trimestre, poderia estar

associada a um aumento no risco de defeitos congênitos.

Em relação à suplementação vitamínica materna durante a gravidez,

apenas 37 (19,1%) das mães relataram ter feito uso de algum multivitamínico ou

ácido fólico previamente a concepção ou no primeiro trimestre de gestação. Sabe-

se que a suplementação materna pode estar associada à redução no risco de

fissuras orais (Shaw et al, 1995; Czeizel, 2004; Wilcox et al., 2007). Nas últimas

décadas alguns países vêm adotando uma política de fortificação alimentar com o

ácido fólico visando à redução de defeitos de fechamento do tubo neural. O Brasil

há mais de 10 anos já adota essa medida com fortificação das farinhas de trigo e

milho com 1,5 mg/kg de ácido fólico (0,15 mg/100g) (Resolução - RDC nº 344 de

13/12/2002, DOU de 18/12/2002). Vale ressaltar que essa dose está abaixo do

valor orientado pelo Instituto de Medicina e da Academia Americana que
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recomenda para uma gestante a ingestão de uma dose diária de no mínimo 0,6

mg de ácido fólico como ideal para a prevenção de malformações (Bufalino et al.,

2010). Mesmo com resultados controversos, a importância do ácido fólico para a

prevenção das FL/PNS tem sido cada vez mais difundida (Badovinac et al., 2007;

Wilcox et al., 2007; Johnson & Little, 2008). Tolarova (1982) registrou o primeiro

trabalho demonstrando o efeito do ácido fólico sobre a incidência das fissuras

orofaciais. Seu estudo observou a diminuição de 65,4% de recorrência de FLP/NS

após a suplementação com polivitamínico associado a altas doses de ácido fólico

(10 mg). Czeizel et al. (1999) demonstraram que altas doses diárias de ácido fólico

(6 mg) diminuíram a incidência e recorrência de fissuras orofaciais, entretanto uma

dose fisiológica (< 1 mg/dia) não se mostrou eficaz. Hashmi et al. (2005)

estudaram a incidência de FLP/NS na população do Texas, antes e após a

fortificação alimentar com ácido fólico, e observaram uma diminuição de 13% na

incidência de FP. Em uma meta-análise realizada por Johnson & Little (2008) foi

observado que o uso de polivitamínicos pela mãe no período periconcepção

diminui o risco de fissura, entretanto, não houve evidências significativas que

mostraram que o ácido fólico por si só possa diminuir também este risco. Lopez et

al. (2010) avaliaram o efeito da fortificação de alimentos com o ácido fólico sobre a

incidência de anomalias congênitas no Brasil, Argentina e Chile. A análise incluiu

3.347.559 nascidos vivos no período de 1982 a 2007. Foi observada uma redução

significativa no número de defeitos de fechamento do tubo neural para os três

países, em especial a espinha bífida. Contudo, não se observou alteração

significativa no número de casos de FL/PNS em nenhum país. No estado do

Paraná, local desse estudo, Souza & Raskim (2011), relacionaram a incidência de

FL/PNS com o início da fortificação de ácido fólico e observaram um decréscimo

de 18,52% dos casos. Alguns estudos têm registrado a necessidade de investigar

as variações genéticas que influenciam a absorção, transporte e o metabolismo do

ácido fólico para melhor compreender o papel do ácido fólico na etiologia das

FL/PNS (Vieira et al., 2005; Bufalino et al., 2010).
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Conforme estudo realizado por Cunha et al. (2004), há uma correlação

significativa entre a presença de malformados na família e a ocorrência de

FL/PNS. Segundo Gonzaga et al. (2001), pais normais têm 0,1% de chances de

ter um filho com fissura, enquanto pais normais com um filho fissurado tem de

4,5% a 15% de probabilidade de ter um próximo filho fissurado. História familiar de

fissura é um achado constante, evidenciando a influência genética no

aparecimento das FL/PNS (Marazita et al., 1986; Kinoshita et al., 1992; Mitchel et

al., 1996; Kot et al., 2007; Goto et al., 2013). Na etiologia heterogênea e

multifatorial da fissura, se um paciente tem uma história familiar positiva,

considera-se que os fatores genéticos podem ser relativamente mais fortes do que

as influências ambientais. Além disso, considera-se que fatores genéticos podem

influenciar no tipo, lateralidade e extensão da fissura (Kinoshita et al., 1992). Goto

et al. (2013) sugerem que uma história familiar positiva de FL/PNS pode estar

associada a um risco de 2 vezes maior de FLP em comparação com FL e FP. No

nosso estudo, 43 (22,2%) de casos tinham história familiar de fissuras orofaciais,

dados semelhantes foram achados apontando a frequência de histórico familiar de

FL/PNS de 35% no estudo de Martelli et al. (2010) e o parentesco mais frequente

observado foi entre primos.

O câncer semelhantemente a fissura é uma doença multifatorial em que

fatores ambientais e genéticos desempenham um papel significativo. Nos últimos

anos estudos epidemiológicos avaliam a relação entre câncer e FL/PNS e

evidenciaram que a frequência de cânceres em familiares de indivíduos com FL/P

NS é maior em diversas populações quando comparadas com indivíduos sem

FL/P NS (Steinwachs et al., 2000; Yu et al., 2002; Castanet et al., 2002; Bille et al.,

2005; Menezes et al., 2009; Taioli et al., 2010; Vieira et al., 2012). No entanto, os

resultados ainda são conflitantes, pois outros estudos não conseguiram encontrar

uma associação entre FL/PNS e câncer (Hill et al., 2003; Dietz et al., 2012; Lima et

al., 2013). Na amostra do nosso estudo, 68 (35%) pacientes relataram histórico de

câncer em um dos membros da família. Um estudo nacional recente de Lima et al.

(2013) não confirmam a associação de FL/PNS e câncer. Dados de uma amostra
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de 358 fissurados encontraram o câncer de colo retal, mama, útero e ovário sendo

os mais frequentes entre os familiares. Dados semelhantes também foram

encontrados no nosso estudo que registrou como os mais frequentes o câncer de

pulmão, estomago e mama. Adicionalmente, dos agentes químicos avaliados e

anteriormente comentados neste trabalho, muitos já são reconhecidamente

considerados fatores de risco associados ao câncer (Martelli et al., 2014; Popoff et

al., 2013). Este é o caso do tabaco e álcool, substancialmente relacionados a

neoplasias de diferentes localizações anatômicas (boca, esôfago, laringe),

pesticidas e inseticidas, bem como outros compostos químicos representados por

solventes orgânicos associados a linfomas não Hodgkin (Rego, 1998) e tumores

de pâncreas (Ojajarvi et al., 2000).

Casamentos consanguíneos aumentam o risco de gerar filhos homozigotos

com frequências maiores do que os não-consanguíneos, por isso também

aumentam o risco de doenças recessivas (Mitchell et al., 2002; Kanaan et al.,

2008). Verifica-se que, além dos genes e fatores ambientais, a consanguinidade

também está relacionada ao desenvolvimento de FL/PNS e outras anomalias

congênitas como a hidrocefalia e a polidactilia (Stoltenberg et al., 1999; Melve et

al., 2008; Ravichandran et al., 2012). As taxas de consanguinidade variam

consideravelmente entre países e culturas. Estudo epidemiológico e genético com

207 casos de FL/PNS realizado na França mostrou que 3,9% dos pacientes

possuíam histórico de consanguinidade de primeiro grau entre os pais, sugerindo

uma associação positiva entre consanguinidade e FL/PNS. Em outro estudo

realizado no Teerã, 25 casos de FL/PNS foram registrados em um período de 8

anos, sendo que 31,8% dos mesmos foram provenientes de casamentos

consanguíneos, enquanto que no grupo de crianças sem FL/PNS, apenas 8%

foram provenientes de casamentos consanguíneos (Jamilian et al., 2007).

Liascovich et al. (2001) avaliaram uma amostra de 54.000 nascidos vivos em

países da América do Sul entre 1967 e 1996 e identificaram uma taxa de

consanguinidade de 0,96%. No Brasil a taxa observada foi de 1,6% e o Paraná

teve a taxa de 1,79%. Leite & Koifman (2009), estudando um grupo de 274
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pacientes com fissura oral, observaram que a consanguinidade esteve

significativamente mais associada à FL/P (4%) que o observado na população

controle. Este dado não se repetiu para a FP. Em um estudo realizado no Rio

Grande do Sul por Sandrini (2010) foi observado à presença de consanguinidade

em 10% da amostra. No estudo de Aquino et al. (2011), dos 246 casos de

pacientes fissurados, 15 pacientes (6,1%) apresentavam histórico de

consanguinidade. No estudo de Souza & Raskim (2011) a consanguinidade esteve

presente em 2,9% da amostra. No presente estudo, apenas 9 (4,6%) casais

apresentaram história de consanguinidade, sendo a maioria com parentesco de

terceiro grau, dados semelhantes aos achados de Calzolari et al., 2007; González

et al., 2008 que também não observaram a associação de consaguinidade e FL/P

NS.

Em relação a ocorrência de abortos prévios, apenas 13 (6,7%) relataram

ter ocorrido e 5 (2,6%) tiverem filhos natimortos. Um estudo recente realizado por

Lin et al. (2014), que analisou 479 famílias chinesas, verificou a incidência de

histórico de aborto em 96 (20%) das famílias, enquanto no grupo controle a

incidência foi de 31 (6,5 %) dos casos. O mesmo estudo apontou que a presença

de um indivíduo fissurado na família, e também a história prévia de aborto ou

natimorto, devem ser considerados sinais de alerta para um maior risco de nascer

um filho com fissura orofacial, sendo que múltiplas medidas preventivas devem ser

tomadas, incluindo suplementação com ácido fólico no período pré-concepcional,

esperar um tempo maior entre uma gestação e outra e evitar a exposição a

agentes toxicogênicos como fumo, álcool, drogas e outras substâncias agressivas

ao embrião (Martelli et al., 2010; Lin et al., 2014).

6.3. Participação dos polimorfismos em genes de reparo do DNA na FL/PNS

Cada vez mais tem aumentado o interesse no estudo das variações do

genoma humano e a sua influência no aparecimento das doenças. Pelo fato das

FL/PNS representarem um dos defeitos congênitos mais frequentes, nos últimos

anos inúmeros estudos têm colaborado para um avanço significativo no estudo e
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compreensão da sua etiologia genética (Birnbaum et al., 2009; Stuppia et al.,

2012; Ludwig, 2012; Böhmer et al., 2013). Enquanto muitas alterações

sindrômicas apresentam padrões mendelianos de herança e, portanto, são

passíveis de caracterização genética (identificação do gene causador) (Murray et

al., 2002, Zucchero et al., 2004), estudos têm revelado que a etiologia das FL/PNS

segue um padrão multifatorial, com a contribuição tanto de aspectos genéticos

quanto dos fatores ambientais. Muitos genes e regiões cromossômicas são

conhecidos atualmente, mas ainda estamos longe de uma completa compreensão

da etiologia das FL/PNS. Muito se deve ao fato de que as FL/PNS são

geneticamente heterogêneas, e pouco se conhece sobre a influência dos fatores

ambientais na modulação dos genes envolvidos na formação do lábio e do palato

(Lidral et al., 2008). Em adição, a distribuição dos polimorfismos e haplótipos bem

como suas correlações com as FL/PNS, variam amplamente entre as diferentes

populações, fazendo com que estudos de validação de suscetibilidade, e

associação de polimorfismos genéticos, sejam essenciais para aumentar a nossa

compreensão da complexidade desta doença de origem multifatorial (Filézio et al.,

2013; Paranaíba et al., 2013; Aquino et al., 2014). Os polimorfismos genéticos são

variações na sequência do DNA, comumente a alteração em uma única base

(polimorfismo de nucleotídeo único, single nucleotidepolymorphism - SNP), que

podem estar associados a diversas doenças (Harms, 2004; Mocellin, 2009). Para

ser caracterizado como um polimorfismo genético, o alelo variante tem que ser

encontrado em, pelo menos, 1% da população.

Muitas alterações no DNA são causadas por agentes mutagênicos

endógenos, incluindo espécies reativas de oxigênio (ROS), bem como estão

associadas a erros originados do processo de replicação, recombinação ou do

próprio reparo em si. Entretanto, diversas alterações são resultantes da interação

do DNA com uma variedade de compostos exógenos de natureza física, química

ou biológica, sendo que muitos dos quais estão presentes no ambiente, onde pode

haver exposição contínua (Jelonek et al., 2010). Uma vez alterado o DNA, as

células humanas dispõem do sistema de reparo que é capaz de garantir a
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integridade do genoma e remover as bases inapropriadamente criadas ou

alteradas, trocando-as por bases preexistentes, e ainda são capazes de manter a

integridade da dupla hélice que pode ter sido comprometida. O objetivo principal

deste sistema, composto por mais de uma centena de genes/proteínas, é de evitar

a permanência e a transmissão do erro às células filhas, após a reprodução do

material genético (Lindahl et al., 1999). Contudo, variantes polimórficas nestes

genes foram associadas com uma menor efetividade na capacidade de reparo,

aumentando a probabilidade de manutenção do dano na molécula de DNA

(Minamoto et al., 1999; Goode et al., 2002; Mocellin et al., 2009).

O presente estudo avaliou a associação de 12 polimorfismos, contidos em 8

genes do reparo do DNA na suscetibilidade para o desenvolvimento das FL/PNS.

Interessantemente, todos estes polimorfismos genéticos foram associados com

uma menor efetividade no reparo quando da presença de uma alteração no DNA

(Au et al., 2003; Han et al., 2006; Shiokawa et al., 2005; Smith et al., 2008;

Bravard et al., 2009; Zaremba et al., 2009; Krupa et al., 2010; He et al., 2013). Os

resultados deste estudo revelaram que o polimorfismo rs3213245 do gene XRCC1

foi significantemente associado a FL, enquanto o polimorfismo rs13181 do gene

ERCC2 demonstrou uma tendência de associação com as FLPs. Em relação a

análise dos haplótipos, o haplótipo formado pelos polimorfismos rs25487, rs25489,

rs321345 e rs1799782 no gene XRCC1 demonstrou uma tendência de associação

com FL/PNS, enquanto a presença deste mesmo haplótipo demonstrou uma

associação significante no grupo das FLs.

Para análise dos polimorfismos foi utilizado uma ferramenta de análise que

vem ganhando cada vez mais popularidade na área de epidemiologia genética e é

conhecida como TDT, pois se baseia tanto em informação de ligação como no

desequilíbrio, que são subjacentes à associação. Para atender aos pré-requisitos

deste tipo de teste, indivíduos afetados por FL/PNS, e seus progenitores, foram

selecionados. Para o teste ser informativo, pelo menos um dos progenitores tem

que ser heterozigoto para o lócus (Feitosa & Krieger, 2002). A principal vantagem

deste teste está no fato de ele não estar sujeito aos efeitos de estratificação
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populacional, evitando a ocorrência de vieses, principalmente no que diz respeito

à seleção da amostra (Santos et al., 2002). Para análise dos dados, um conceito

importante utilizado foi o equilíbrio de Hardy-Weinberg. Ele prevê que, em uma

população numerosa e que atenda às condições de equilíbrio (ausência de

seleção, mutação, migração, entre outras), as frequências alélicas e genotípicas

permanecem inalteradas ao longo de gerações de acasalamentos aleatórios.

Segundo este modelo, se p é a frequência do alelo “A” e q a do alelo “a” de um

dado lócus bialélico, a frequência esperada no equilíbrio para os genótipos AA, Aa

e aa será p2, 2pq e q2, respectivamente, sendo p2 + 2pq + q2 = 1 e p + q = 1

(Beiguelman, 1994).

O polimorfismo rs3213245 no gene XRCC1 é associado com uma menor

interação da proteína XRCC1 com outras enzimas do sistema de reparo do DNA

por BER, alterando a eficácia deste sistema (Saadat & Ansari-Lari, 2008). Em

nosso estudo o polimorfismo rs3213245 revelou uma transmissão preferencial do

alelo C e uma associação significante com FL. Nenhum estudo anterior avaliou a

associação do polimorfismo rs3213245 com FL/PNS. Contudo, um estudo prévio

verificou que o polimorfismo rs25489 neste mesmo gene posuia um risco

diminuído para o desenvolvimento de FL/PNS (Olshan et al., 2005).

Recentemente, os estudos de Wang et al. (2014) e Hou et al. (2002) encontraram

uma relação do polimorfismo rs3213245 com câncer de pulmão, mas os estudos

de Sei et al. (2007) e Osório et al. (2011) não conseguiram confirmar relação com

cânceres de bexiga e mama, respectivamente.

A alteração provocada pelo polimorfismo rs13181 no gene ERCC2

influencia a atividade da proteína e altera a capacidade de reparo do DNA pelo

mecanismo por NER. Alguns estudos sugerem que as alterações deste

polimorfismo na atividade proteica podem estar associadas a um aumento na

frequência de aberrações cromossômicas (Lunn et al., 2000; Spitz et al., 2001;

Benhamou et al., 2002; Hou et al., 2002; Au et al., 2003). Dos registros mais

recentes que abordam este polimorfismo destacam-se alguns estudos de meta

análise confirmando a associação do polimorfismo com alguns tipos de neoplasias
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como o câncer de boca (Zhang et al., 2013), câncer gástrico (Yin et al., 2013) e

câncer de mama (Qiu et al., 2010; Yan et al., 2014). Contudo, nenhum estudo

prévio verificou a suscetibilidade do polimorfismo rs13181 com o risco de FL/PNS.

Em resumo, nossos resultados demonstram pela primeira vez o

envolvimento dos polimorfismos rs3213245 no gene XRCC1 e rs13181 e

possivelmente no gene ERCC2 na patogênese da FL/PNS. Nossos resultados

devem incentivar outros estudos, principalmente com amostras maiores, para

aumentar a nossa compreensão e conhecimento dos eventos genéticos que

contribuem para esta doença complexa. É importante destacar que os resultados

obtidos nas investigações de polimorfismos genéticos apresentam resultados

bastante controversos, com alguns estudos demonstrando forte associação e

outros demonstrando pouca ou nenhuma associação. Esta falta de consenso pode

ser o resultado de diferenças genéticas (influenciadas principalmente pelas

diferentes origens étnicas), ação de fatores ambientais ou amostras insuficientes.
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7 CONCLUSÕES

1. A avaliação epidemiológica revelou que os homens leucodermas foram

os mais frequentemente afetados por FL/PNS na região oeste do estado do

Paraná. Em adição, FLP foi o subtipo mais frequente, seguido por FL e FP.

2. Exposição a fatores de risco ambiental durante os primeiros meses de

gestação como o tabagismo, consumo de bebidas alcoólicas, uso de

medicamentos, foram frequentemente observados nos pais dos pacientes com

FL/PNS.

3. Mais de 80% das mães entrevistadas relataram que não fizeram uso de

suplementos vitamínicos durante o primeiro trimestre de gestação.

4. Dentre as alterações sistêmicas encontradas nos pacientes com fissura,

alterações otorrinolaringológicas e respiratórias foram as mais prevalentes. As

alterações otorrinolaringológicas foram significantemente mais frequentes em FPs,

em comparação com FLs.

5. O alelo C do polimorfismo rs3213245 no gene XRCC1 demonstrou uma

transmissão preferencial dos genitores para o filho afetado, revelando ser um

possível fator de risco o desenvolvimento de FLs.

6. O haplótipo G-G-T-C formado pelos polimorfismos rs25487, rs25489,

rs321345 e rs1799782 no gene XRCC1 foi significantemente associado com FLs.

7. O polimorfismo rs13181 do gene ERCC2 demonstrou uma tendência de

associação com FLP, sugerindo que o alelo de risco G pode ser um fator risco

para o desenvolvimento de FLP não-sindrômica na população brasileira.
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8. Os polimorfismos rs1136410 no gene ADPRT, rs1052133 no gene

OGG1, rs1800734 no gene MLH1, rs1130409 no gene APEX1, rs861539 no gene

XRCC3, rs1801321 no gene RAD51, rs25487, rs25489, e rs1799782 no gene

XRCC1 e rs1799793 no gene ERCC2 não demonstraram uma associação

significante com FL/PNS na população brasileira estudada.
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Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa
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ANEXO 2

Questionário

FICHA CADASTRAL PARA PACIENTES DO CENTRINHO- APOFILAB CASCAVEL

1. Nome: Data da avaliação :       /       /2012

1.1Coleta de material

Trio sim (    )Não (   )

Fissurado  sim (    )Não (   )     Mãe    sim (    )Não (   )      Pai sim (    )Não (   )

AGENDAR PARA DIA _________________________            Data da coleta

2. Gênero: 1. Masculino ; 2. Feminino . Prontuário :

3. Data Nascimento: _____/____ /_____ (      ) anos.

4. Nacionalidade ______________4.1 Naturalidade:______________  Cidade ___________________________

5.  Zona: 1. Urbana ; 2. Rural . Endereço :________________________________________________

5.1 contato telefônico

Recado : Fixo (     )                            Celular mãe                               Celular   pai

6. Cor da pele: 1. Caucasiano ; 2. Ascendência africana ; 3. Ascendência japonesa ;

4. Ascendência indígena ; 5. Outros .

7. Grau de Instrução do
paciente:

1. Sem Escolaridade ; 2. E. Fundamental Incompleto ; 3. E. Fundamental Completo ; 4. E.
Médio Incompleto ; 5. E. Médio Completo ; 6. E. Superior Incompleto ;

7. E. Superior Completo ; 8. Não se aplica .

8. Dia da semana que frequenta o centrinho :

9. Nome e data de nascimento materna:

9.1.Nome e data de nascimento paterna:

9.2. Idade na gestação materna:

9.3. Idade na gestação paterna:

9.4. Cor de pele materna:

9.5. Cor de pele paterna:

9.6 Consanguinidade:

_______________________________________/____ /_____       (      ) anos

_______________________________________/____ /_____       (      ) anos

(      ) anos.

(      ) anos.

1. Leucoderma ; 2. Feoderma ; 3. Xantoderma ; 4. Melanoderma .

1.Branco ; 2Moreno ; 3. Amarelo ; 4. Negro .

1.Positiva , 2. Negativa Qual  grau de parentesco __________________

Número amostra:
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DURANTE A GRAVIDEZ :

10. Profissão materna:

10.1. Contato com produto químico?

11. Profissão paterna:

11.1. Contato com produto químico?

11.2Trabalho atual

1. Lavradora ; 2. Do lar ; 3. Estudante ; 4. Autônoma ;

5. Não se aplica ; 6. Outros . Qual? ________________________.

1. Sim ; 2. Não ; 3. Não se aplica . Qual?___________________.

1. Lavrador ; 2.Sem ocupação ; 3. Estudante ; 4. Autônomo ;

5. Não se aplica ; 6. Outros . Qual? ________________________.

1. Sim ; 2. Não ; Não se aplica . Qual? _____________________.

1. Lavrador ; 2.Sem ocupação ; 3. Estudante ; 4. Autônomo ;

5. Não se aplica ; 6. Outros . Qual? ________________________.

12. Número de irmãos: ( )             1.Masculino (      ); 2.Feminino (      ).

12. Ordem de Paridade (incluindo aborto):                                                                   (* aborto; ** natimorto)

12.1. 10 Filho: 1. Masculino ; 2. Feminino ; _____/____ /_____; (      ) anos.

12.2. 20 Filho: 1. Masculino ; 2. Feminino ; 3. Não se aplica . _____/____ /_____; (      ) anos.

12.3. 30 Filho: 1. Masculino ; 2. Feminino ; 3. Não se aplica . _____/____ /_____; (      ) anos.

12.4. 40 Filho: 1. Masculino ; 2. Feminino ; 3. Não se aplica . _____/____ /_____; (      ) anos.

12.5. 50 Filho: 1. Masculino ; 2. Feminino ; 3. Não se aplica . _____/____ /_____; (      ) anos.

12.6. 60 Filho: 1. Masculino ; 2. Feminino ; 3. Não se aplica . _____/____ /_____; (      ) anos.

12.7. 70 Filho: 1. Masculino ; 2. Feminino ; 3. Não se aplica . _____/____ /_____; (      ) anos.

12.8. 80 Filho: 1. Masculino ; 2. Feminino ; 3. Não se aplica . _____/____ /_____; (      ) anos.

12.9. N° de filhos: (       ).

12.10. Aborto(s): (       ).

12.11. Natimorto(s): (       ).

13. Renda familiar:

1. até um salário mínimo (incluso) ;

2. entre um e três salários mínimos (incluso) ;

3. três a cinco salários mínimos (incluso) ;

4. mais de cinco salários mínimos
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.14. Hábitos maternos na gestação: 14.1. Álcool: 1.Sim ; 2. Não .
Quantidade:____________; Tempo de utilização: ______________.
14.2. Fumo: 1. Sim ; 2. Não .
Quantidade:___________; Tempo de utilização: _______________.
14.3. Drogas: 1. Sim ; 2. Não .
Qual(is)? ______________________________________________.
Quantidade: ___________; Tempo de utilização: _______________.

.15. Suplementação na gestação:          1. Sem suplementação ; 2. Ácido fólico ; 3. Outras vitaminas ;

4. Não sabe informar .

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

15.2. Trimestre da gravidez em que usou suplementação:      1. 1° Trimestre ; 2. 2° Trimestre ;

                                                                                                    3. 3° Trimestre ; 4. Não se aplica .

15.3 Gestação a termo ou não

   16. Uso de medicamentos na gestação:            1. Sim ; 2. Não .

16.1.Tipo de medicamento:__________________________________.

16.2.Trimestre da gravidez?     1. 1° trimestre ; 2. 2° trimestre ; 3. 3° trimestre ; 4. Não se aplica .

16.3. Dosagem utilizada:___________________________________.

16.4. Tempo de utilização: _______________________.

17. Uso de anticoncepcional antes da gestação?   1. Sim ; 2. Não .

17.1. Via de uso:     1. Oral ;    2. Injetável . 17.2. Tempo de utilização: __________________________.
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   18. Problemas médicos apresentados durante a gestação:        1. Sim ; 2. Não .

.  18.1. Qual (quais)?       1.Diabetes ; 2. Pressão alta ; 3. Infecção urinária ; 4. Problemas neurológicos ;

5.Estresse 1. Sim ; 2. Não .Outro(s) . Qual (quais)? ___________________________________

6. Não se aplica .

 19. Histórico de obesidade materna: 1. Sim ; 2.Não .

19.1. Antes do filho fissurado:            1. Sim ; 2. Não ; 3. Não se aplica .

19.2. Depois do filho fissurado:           1. Sim ; 2. Não ; 3. Não se aplica .

. 19.3. Quantos quilos engordou (máximo)? _______________Peso atual _________19.4.Altura materna: _____________

. 19.5. Peso da criança ao nascimento:_______________. 19.6. Comprimento ao nascimento:___________.

. (     ) Não sabe informar                                                                              (     ) Não sabe informar
20. Tem histórico de câncer na família?                1. Sim ; 2. Não ; 3. Não sabe informar .

20.1. Qual tipo?________________________________________________________.

20.2. Grau de parentesco: _____________________________________.

21. Tipo da fissura do paciente:

1. FP (isolada) completa ; 2. FP (isolada) incompleta ;

3. FL (isolada) completa unilateral ; 4. FL (isolada) completa bilateral ; 5. FL (isolada) incompleta unilateral ;

6. F bilateral incompleta; 7. F bilateral completa ;

8. FLP completa unilateral esquerda ; 9. FLP completa unilateral direita ; 10. FLP bilateral incompleta ;

11. FLP bilateral completa ; 12. Fissuras raras (outras) :______________________________. 13. Não se aplica .
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22. Histórico familiar de fissurados:      1. Positivo ; 2. Negativo .

22.1. Grau de parentesco:_____________________________________________.

22.2. Tipo de fissura:

1. FP (isolada) completa ; 2. FP (isolada) incompleta ;

3. FL (isolada) completa unilateral ; 4. FL (isolada) completa bilateral ; 5. FL (isolada) incompleta unilateral ;

6. F bilateral incompleta; 7. F bilateral completa ;

8. FLP completa unilateral esquerda ; 9. FLP completa unilateral direita ; 10. FLP bilateral incompleta ;

11. FLP bilateral completa ; 12. Fissuras raras (outras) :________________________      13. Não se aplica .

23. Primeiro atendimento:

1. Centrinho ; 2. Outra localidade . Onde?_____________________________________________.

    Quando foi feito o diagnóstico da fissura ?  (   ) pré parto     (    ) pós parto      Quando ?

    Quem fez o diagnóstico ? ___________________________________________________________________

24. Já foi submetido a procedimento cirúrgico?                      1. Sim ; 2. Não .

24.1. Primeira cirurgia foi com que idade (anos)?    ( ).  Qtas cirurgias realizadas?___________________.

24.3. Região(s) anatômica(s) da(s) cirurgia(s) ________________________________________________.

25. Cirurgia Plástica no Centrinho:                                       1. Sim ; 2. Não .

25.1. Tipo de cirurgia:

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

.   2.1. Palatoplastia VonLangenback ; 2.2. Palatoplastia Veau ; 2.3. Palatoplastia Furlow ; 2.4. Palatoplastia ;

3.1. Rinoplastia Mccoomb ; 3.2 Rinoplastia Diógenes , 3.3 Rinoplastia .

26. Tratamento ortognático: 1.Sim ;  2. Não
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27. Tratamento odontológico.                               1.Sim ;  2. Não .

27.2. Tipo:                                                            1. Exodontia ; 2. Dentística ; 3. Ortodontia ; 4. Periodontia ,

5. Pediatria , 6 Prótese , 7. Outros .

32. Paciente está em tratamento: 1. Sim ;  2. Não .

33. Paciente esteve em tratamento, abandonou e retornou ao tratamento: 1. Sim ;   2. Não .

34. Alterações sistêmicas associadas: 1. Sim ;  2. Não .

34.1. Cardiovascular: . Qual tipo?__________________________________________________________.

34.2. Pulmonar: . Qual tipo?__________________________________________________________.

34.3. Otorrinolaringológica: . Qual tipo?______________________________________________________.

34.4. Gastrointestinal: . Qual tipo?______________________________________________________.

34.5. Anexos cutâneos: . Qual tipo?________________________________________________________.

34.6. Neurológica: . Qual tipo?________________________________________________________.

34.7. Outros: . Qual tipo?_________________________________________________________.

35.Observações:_________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
Nome do avaliador :_____________________________________________________________


