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RESUMO

Fissuras de labio e/ou palato (FL/P) sédo defeitos de nascimento facilmente
reconheciveis e amplamente incidentes na populacdo humana. As fissuras tém uma
etiologia complexa, envolvendo fatores genéticos e ambientais. S&o encontradas em
aproximadamente 1 em 700 nascimentos e tém substancial impacto na vida das
pessoas. As fissuras, de modo geral, acontecem com maior frequéncia nos homens
do que nas mulheres, numa taxa de 2:1. Requerem, sempre, intervencdes cirurgicas,
dentarias, fonoaudioldgicas, psicologicas e cosméticas. Aproximadamente 2/3 dos
casos ndo estdo associadas a qualquer outra anomalia e sdo chamadas ndao-
sindrébmicas (FL/PNS). A etiologia da FL/PNS permanece desconhecida. Estudos
preliminares sugerem a participacdo de uma variedade de genes e/ou loci, bem como
fatores ambientais na etiologia desses defeitos congénitos. O gene IRF6 (interferon
regulador factor 6) € consistente na sua contribuicdo como causa das fissuras orais
dentre um grande numero de genes candidatos. Mutagcdes nesse gene causam uma
forma dominante da sindrome de van der Woude, a qual inclui FL/P, e marcadores
polimorficos nesse gene estdo fortemente associados a FL/P. Recentemente, o0 gene
GRHL3 foi identificado como um outro gene associado a causa da sindrome de van
der Woude. Dessa forma, passou a ser um novo gene candidato as FL/PNS. No
presente trabalho, coletamos dados epidemiolégicos, ambientais e amostra biol6gica
(sangue periférico) de 80 casos de FL/PNS atendidos na Associacdo de Combate as
Deformidades Faciais (REFACE) da cidade de Goiania, GO. Investigamos variacdes
nos genes IRF6 e GRHL3, mediante a técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA). Os resultados mostraram uma duplicagéo no exon 4 do gene
GRHL3 em quatro individuos portadores de fissura de labio e palato ndo aparentados.
Nenhuma variagcdo foi detectada no gene IRF6. Esse € o primeiro relato de uma
microduplicacdo no gene GRHL3 em individuos com FL/PNS. Esses resultados sdo
preliminares e enfatizam a necessidade de aplicacdo de outros métodos que
comprovem esse achado, além de uma maior amostragem e de investigacdes

adicionais no estudo da etiologia das fissuras orais ndo sindrémicas.

Palavras-Chave: fissura de labio e/ou palato, polimorfismo, GRHL3, IRF6,
malformacgéo, MLPA.
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ABSTRACT

Cleft lip and / or palate are birth defects easily recognizable and widely incidents in the
human population. The clefts have a complex etiology involving genetic and
environmental factors. They are found in approximately 1 in 700 births and have
substantial impact on people's lives. Require always, surgery, dental, speech therapy,
psychological and cosmetic. Clefts are recognized as a result of a wide rate of
developmental disorders. Approximately 2/3 of the cases are not associated with any
other abnormality and are called "non syndromic." The etiology of non syndromic oral
clefts remains unknown. Preliminary studies suggest the involvement of a variety of
genes and / or loci and environmental factors seem to play an important role in the
genesis of such cases. Advances in molecular and quantitative analysis provide new
opportunities to identify genes and gene-environment interactions relevant to the
etiology of this common defect and representative birth. In this study, we analyzed a
set of 80 cases of cleft lip and / or palate of non syndromic cases of patients of
Associagdo de Combate as Deformidades Faciais (REFACE), collecting
epidemiological and clinical data and biological sample for DNA extraction. The
analysis was performed by Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
of IRF6 and GRHL3 genes. This study finds only one individual with a duplication of a
genomic region of the gene GRHL3, emphasizing the necessity of a larger sample and
different geographical regions.

Keywords: cleft lip and palate, polymorphism, IRF6, GRHL3, malformation, MLPA.
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1. INTRODUCAO

As anomalias craniofaciais afetam uma proporc¢éo significativa da sociedade
global. A formacdo da face € um processo intrincado, suscetivel a erros de
morfogénese, e isso explica o grande niumero de anomalias congénitas que ocorrem
no complexo craniofacial. A formacao da cavidade oral compreende a interacao de
diversos processos embrionéarios e, dessa forma, qualquer alteracdo ou falha pode
ocasionar em malformagdes (NUNES, 2005; MOORE, 2012).

Fissuras de labio e/ou palato (FL/P) sdo as anomalias craniofaciais mais
frequentes, correspondendo a 25% de todos os defeitos congénitos (MOREIRA, 2007;
RILEY et al., 2007). Ocorrem em aproximadamente 1 a cada 1000 criangas nascidas
no mundo, e essa taxa varia consideravelmente de acordo com &reas geograficas e
grupos étnicos (DIXON et al., 2011).

Devido a inexisténcia de um sistema de informacéo integrado e eficiente, que
proporcione maior precisdo e confiabilidade nos dados encontrados no Brasil, ndo
existe uma padronizacao no registro de casos de malformacgdes, como as FL/P. Além
disso, dados sobre frequéncias de FL/P podem variar de acordo com o pesquisador e
o pais (MONLLEO et al., 2015).

Fissura ndo sindrémica é definida como aquela na qual ndo ha o envolvimento
de nenhuma outra anomalia fisica ou de desenvolvimento, sem exposi¢éo a qualquer
agente teratogénico conhecido que a possa ter causado. De acordo com esta
definicdo, as FL/Ps também séo classificadas em: 1) fissura de labio e/ou palato nédo
sindrdmica, 2) fissura de palato ndo sindréomica, 3) fissura de labio e/ou palato
sindrdmica, 4) fissura de palato sindréomica (SCHUTTE; MURRAY, 1999).

Estima-se que 80% das fissuras orais sejam ndo sindromicas e possuam
origem multifatorial com o envolvimento de fatores genéticos e ambientais, sendo o
fator ambiental fundamental na prevencao (KONDO et al., 2002; DIXON et al., 2011,
DO REGO BORGES et al., 2015). A descoberta de genes relacionados a sindromes
nas quais as FL/Ps estdo presentes no quadro clinico, permite o entendimento da
etiologia na forma mais comum que é a ndo sindrébmica (KONDO et al., 2002; VIEIRA
et al., 2007; JIA et al., 2009; NEVES, 2009; TANG et al., 2009).

Como o fendtipo das fissuras sindrémicas e nao sindrémicas € semelhante

acredita-se que genes identificados nas fissuras sindrébmicas sejam candidatos
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promissores para a ocorréncia das fissuras ndo sindrémicas (WANG et al., 2016). As
pesquisas genéticas tém se beneficiado das novas tecnologias para analise do DNA.

O gene IRF6 (Interferon Regulatory Factor 6) apresenta uma relacdo causal
com a Sindrome de van der Woude (SVW), e esta associado em 12% das FL/Ps néo
sindrémicas (ZUCCHERO et al., 2004; PARANAIBA et al., 2008; NEVES, 2009;
KERAMEDDIN et al., 2015). Mutacdes nesse gene foram relatadas em portadores de
fissuras orais nao sindromicas (DESMYTER et al., 2010; RUTLEDGE et al., 2010;
VELAZQUEZ-ARAGON et al., 2016), e € um dos genes com grande possibilidade de
desempenhar um papel na etiologia das fissuras isoladas e contribuir para a
patogénese (ZUCCHERO et al., 2004; VIEIRA, 2008; MANGOLD et al., 2011).

Recentemente, uma variante etiologica do gene GRHL3 (Grainyhead-Like
Transcription Factor 3) foi detectada em individuos com fissura de palato n&o
sindrdmica, sendo uma das poucas mutacdes identificadas até 0 momento para essa
patologia (LESLIE et al., 2016). Esse achado contribui para a compreensao da base
genética do desenvolvimento craniofacial e pode levar a melhorias na predicao do
risco de recorréncias.

Estudos sobre fissuras orofaciais sdo valiosos devido a morbidade verificada e
também por ser modelo para andlise de um defeito congénito complexo. A
identificacdo de genes especificos e fatores ambientais permitem uma consultoria
genética adequada, além da possibiidade de estratégias preventivas e melhoramento
terapéutico (PARANAIBA et al., 2013). A fissura de labio e/ou palato é ideal como

modelo para caracteristicas complexas, com alta frequéncia na populacéo global.

1.1 Embriologia Craniofacial

O desenvolvimento craniofacial € um processo dinamico, complexo e
controlado geneticamente. Inicia-se com a migracao de células da crista neural e a
migracao do segundo rombdmero com o direcionamento anterior, formando o primeiro
arco branquial que posteriormente dara origem a face. Ocorre entdo a proliferacéo
mesodérmica lateral. As estruturas da face se formardo a partir dos cinco processos
faciais: um frontonasal, dois maxilares, e dois mandibulares (HIATT; GARTNER,
2011).
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1.1.1 Desenvolvimento da Face

O desenvolvimento embrionario da face inicia-se na 42 semana de gestacao,
ao redor do estomodeu — uma cavidade primitiva da boca, formada por uma depresséo
rasa revestida por ectoderma. Os primérdios da face aparecem como proeminéncias
ao redor do estomodeu: uma proeminéncia frontonasal, um par de proeminéncias
maxilares e um par de proeminéncias mandibulares. As proeminéncias maxilares e
mandibulares sé@o derivadas do primeiro par de arcos faringeos (MOORE, 2012).

As proeminéncias maxilares formam os limites laterais do estomodeu e,
posteriormente, as regides superiores das bochechas e o labio superior. As
proeminéncias mandibulares constituem o limite caudal do estomodeu e depois, dardo
origem ao queixo, ao labio inferior e as regides inferiores das bochechas (MOORE,
2012).

No final da 42 semana aparecem espessamentos bilaterais nas partes
inferolaterais da proeminéncia frontonasal. Depois, esses espessamentos placoides
nasais se proliferam produzindo elevagdes, em forma de ferradura, que dardo origem
as proeminéncias nasais mediais e laterais. Entre a 72 e a 102 semanas do
desenvolvimento embriolégico ocorre a fusdo das proeminéncias nasais mediais,
formando um segmento intermaxilar, que dara origem a parte central do labio superior
(filtro), a parte pré-maxilar da maxila e gengiva associada, e ao palato primario (HIATT,;
GARTNER, 2011; MOORE, 2012) (Figura 1).

Figura 1. Desenvolvimento embrionario da face envolvendo o labio.

a) b) c)

o~ Processo nasal
medial
Proeminéncia
frontonasal ( % Processo nasal

lateral
Processo

Fosseta
nasal

maxilar
Cavidade
oral

Processo I s
\ o
mandibular .'l;/ \\

Asa
nasal

e

a. Desenvolvimento da proeminéncia frontonasal, pareamento dos processos maxilares e
mandibulares, envolvendo a cavidade oral primitiva. b. Formacéo das fossas nasais. c. Os
processos nasais mediais se fundem aos processos maxilares para formar o labio superior e

palato primario. Modificado de Dixon et al., (2011).
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1.1.2 Desenvolvimento do Palato

A palatogénese inicia-se na 62 semana, porém o seu desenvolvimento ndo esta
completo até a 122 semana. Tem como periodo critico o final da 62 semana até o inicio
da 92 semana. Ocorre em duas etapas: desenvolvimento do palato priméario e
desenvolvimento do palato secundario (MOORE, 2012).

Para a formacdo do palato primario o processo mediano (palato primario)
comeca a se desenvolver no inicio da 62 semana, formado pela fusdo das
proeminéncias nasais mediais. Esse palato primario representa somente uma
pequena parte do palato duro no adulto (HIATT; GARTNER, 2011; MOORE, 2012).

O palato secundario, também chamado de palato definitivo, é o primordio das
partes dura e mole do palato. Comeca a se desenvolver a partir de projecdes dos
feitios internos das proeminéncias maxilares, sdo 0s processos palatinos laterais que
se projetam inferomedialmente de cada lado da lingua. Com o alongamento da maxila
e da mandibula, a lingua assume a posicao inferior na boca (MOORE, 2012).

Durante a 72 e 82 semanas, 0S processos palatinos laterais assumem uma
posicao horizontal superior a lingua. O 0sso se desenvolve gradualmente no palato
primario, formando a pré-maxila (que abrigard os dentes incisivos). E, a0 mesmo
tempo, o tecido 0sseo se estende dos 0ssos palatinos e da maxila para 0s processos
palatinos laterais, resultando na formacdo do palato duro (Figura 2). As partes
posteriores ndo se tornam ossificadas dando origem ao palato mole e tvula (MOORE,
2012).

Figura 2. Desenvolvimento embrionario da face envolvendo o palato.
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a. Palato secundéario se desenvolve das projecdes dos processos maxilares laterais. b. Os
processos palatinos laterais assumem posicao superior a lingua. c. Fusdo dos processos

palatinos. Modificado de Dixon et al., (2011).
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Durante esse processo as células das bordas se aderem e formam a linha
meédia epitelial. As células do epitélio da borda medial se intercalam e vao
desaparecendo, sendo substituidas por células mesenquimais preenchendo a linha
média, formando um palato intacto (MANGOLD et al., 2011). A degeneracéo da linha
meédia epitelial € importante para a fusdo do palato, se as células do epitélio da borda
medial ndo desaparecerem resultara na fenda palatina (HIATT; GARTNER, 2011,
MOORE, 2012).

Trés mecanismos foram propostos como responséveis por essa degeneracgao:
migracdo celular, apoptose e a transicao epitelial mesenquimal. Estes mecanismos
sao regulados pelo fator de crescimento beta 3 (TGFB3 — Transforming Growth Factor,
Beta 3), durante o desenvolvimento do palato. No entanto, o envolvimento do IRF6
com a regulacdo do TGFB3 durante a fusdo do palato ainda nédo esté claro (KE et al.,
2013).

Quando ocorre deficiéncia ou falha nesses processos de remodelacdo ou fusao
dos processos faciais (no caso do palato), por interrupcédo da regulagdo molecular,
ocorre a malformacdo craniofacial (PARANAIBA et al., 2010). Anormalidades no
desenvolvimento embrionario da cabeca e do pescoco resultam em uma grande
variedade de malformacdes. A cabeca e 0 pescoco se desenvolvem sob controle da
heranca autossdmica e ligada ao sexo e, ainda, sob a modulacdo da influéncia
significativa de fatores ambientais (HIATT; GARTNER, 2011).

1.2 Caracteristicas Gerais das Fissuras Orais

As fissuras orofaciais sdo anomalias craniofaciais comuns. S&o defeitos
classificados de acordo com critérios do desenvolvimento. Existem dois grupos
principais: 1) anomalias na fenda anterior: fissuras labiais com ou sem fissura na parte
alveolar da maxila; 2) anomalias na fenda posterior: fissuras no palato secundario, por
defeitos no desenvolvimento do palato secundario e de crescimento dos processos
palatinos laterais, impedindo a fusdo (MOORE, 2012).

As FL/Ps podem ser classificadas, segundo Spina et al. (1972), baseando-se
na posi¢ao anatdbmica do forame incisivo. Sdo divididas em quatro grupos: 1) fissuras
pré-forame incisivo ou fissuras labiais (FL), 2) fissuras pos-forame incisivo ou fissuras
palatinas (FP), 3) fissuras transforame incisivo ou fissuras labio-palatinas (FL/P) e 4)

as fissuras raras da face (Figura 3).
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Figura 3. Desenho esquemaético do labio e palato, representando os tipos mais comuns de

fissuras.
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a. Fissura labial unilateral com envolvimento alveolar (fissura pré-forame incisivo unilateral).
b. Fissura labial bilateral com envolvimento alveolar (fissura pré-forame incisivo bilateral). c.
Fissura labial unilateral associada com fissura palatina completa (fissura transforame). d.
Fissura labial bilateral com fissura palatina completa (fissura transforame). e. Fissura palatina
(fissura pés-forame). Modificado de Brito et al., (2012).

A fissura labial unilateral resulta da falha na fusédo da proeminéncia maxilar com
as proeminéncias nasais mediais ja fundidas. Fissura labial bilateral resulta da falha
na fusdo de ambos os lados das proeminéncias maxilares com as proeminéncias
nasais mediais ja fundidas. Nesses casos, 0 processo palatino mediano fica com a
borda livre e se projeta anteriormente (MOORE, 2012).

As fissuras palatinas também podem ser uni e bilaterais e sdo classificadas em
3 grupos: 1) fissura do palato primario ou anterior: falha na fusdo entre processos
palatinos laterais e palato primario; 2) fissuras do palato secundario ou posterior: falha
na fusdo entre os processos palatinos laterais e deles com o septo nasal; 3) fissuras
das partes primarias e secundarias do palato: falha na fusdo entre os processos
palatinos laterais e deles com o palato primario, e ainda com o septo nasal (MOORE,
2012).
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1.3 Epidemiologia

Pelo menos 70% dos casos das fissuras sao nao sindrémicas, ou seja, fissuras
isoladas, ndo associadas a nenhuma sindrome conhecida (LESLIE, MARAZITA,
2013). Esse tipo de fissura ocorre, aproximadamente, em 1,4 a cada 1000
nascimentos no mundo, variando conforme a origem étnica e geografica dos pais, o
género do embrido e a condi¢do socio econdmica da familia (DIXON et al., 2011).

Os indios nativos americanos tém a maior incidéncia de FL/P (3,6:1000
nascimentos), seguidos pelos japoneses (2,1:1000); chineses (1,7:1000) e
caucasianos (1:1000). Afro-americanos tém a incidéncia mais baixa (0,3:1000
nascimentos) (CROEN et al.,, 1998; TOLAROVA; CERENKA, 1998; GRANT et al.,
2009; MONLLEO et al., 2015).

Diversos estudos indicam que os filipinos e chineses nascidos nos EUA tém
uma incidéncia menor de FL/P do que aqueles nascidos no pais de origem (CROEN
et al., 1998; MURRAY et al., 2002). Esses dados sustentam a hipotese de que os
individuos nascidos em condi¢des socio econdmicas baixas tém risco aumentado para
fissuras (CEMBRANO et al., 1995).

Na América do Sul estudos indicam ocorréncia de, aproximadamente, 1,1
casos de FL/P nao sindrémica para cada 1000 criangas nascidas vivas (VIEIRA et al.,
2003; PARANAIBA, 2010). Os dados do Programa do Estudo Colaborativo Latino-
Americano de Malformagbes Congénitas, um programa que abrange
aproximadamente 70 hospitais da América Latina, registraram durante o periodo de
1982 a 1999 uma prevaléncia de FL/P de 11,1 em 10.000 nascimentos (Estudio
Colaborativo Latino Americano de Malformaciones Congénitas — ECLAMC, 2002).

No Brasil, estudos epidemiologicos quanto a incidéncia de FL/P néao
sindrdmicas séo escassos e variam consideravelmente. Alguns dados relatam que a
incidéncia varia de 0,19 a 1,54 para cada 1.000 nascimentos (LOFFREDO et al., 2001;
NUNES, 2005; MARTELLI-JUNIOR et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009). Outros
relatam a incidéncia de 1:700 nascimentos (SILVA FILHO; FREITAS, 2007). O
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, colaborador do ECLAMC verificou uma
incidéncia de FL/P de 3,77 em 10.000 nascimentos (ECLAMC, 2002).

Apb6s mais de 500 anos de miscigenacdo entre amerindios, europeus e

africanos, observa-se no Brasil uma alta variabilidade de ancestralidade genbémica
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(PENA et al., 2009; 2011). Contudo, nédo se sabe se esta diferenca epidemiolégica &
real ou esta associada a diferencas metodoldgicas nas caracterizacdes fenotipicas.

Em relacdo ao género as FL/P, de modo geral, ocorrem com maior frequéncia
nos homens do que nas mulheres, numa taxa de 2:1 (TOLAROVA, 1987). Entretanto,
para a fissura de palato observa-se uma relacdo de 1 homem para cada 2 mulheres
afetadas; e a fissura labial € mais frequente no género masculino do que no feminino,
numa razéo de 2:1 (DIXON et al., 2011).

E mais comum no lado esquerdo do que no lado direito da face, sendo a raz&o
de fissura labial unilateral esquerda, unilateral direita e bilateral de 6:3:1, nos quais
46% dos casos envolvem fissura labial associada a fissura palatina; 33% fissura
palatina isolada e 21% fissura labial isolada (GORLIN et al., 2001).

1.4 Fatores Ambientais

Embora as contribui¢cdes genéticas para as FL/Ps sejam consideradas maiores
do que os fatores ambientais, estes, se identificados, poderiam ser potencialmente
manipulados. Além disso, poderiam aumentar o risco de ocorréncia para fissuras. Os
fatores ambientais sdo divididos em quatro categorias: ambiente uterino, ambiente
externo, nutricdo e drogas (HOMRICH, 2006; KOUSA; SCHUTTE, 2016).

Existem diversos teratdgenos conhecidos que aumentam o risco para fissuras.
Esses incluem drogas antiepiléticas, talidomida, dioxina, &cido retindico, etilismo e
tabagismo (PARANAIBA et al., 2010). As pesquisas tém focado em como e se esses
teratégenos interagem com genes candidatos especificos. Por exemplo, ja sabe-se
que a dioxina e o &cido retindico alteram a expressdo do gene TGFB3 (NUGENT;
GREENE, 1998; MARAZITA et al., 2009).

Estudos populacionais mostraram que o etilismo materno esta relacionado a
uma taxa mais alta para fissuras. Hassler e Moran (1986), notaram que a migracao e
a diferenciacdo das células da crista neural foram interrompidas em embries
expostos ao alcool. Romitti et al. (1999), relataram que a exposi¢do a quatro ou mais
doses de A&lcool por més elevou, significantemente, o risco para fissuras,
especialmente entre aqueles com alteragdes no gene MSX1 (Msh Homeobox 1).

A identificacdo de como e por que o tabagismo materno aumenta a incidéncia
de FL/P tem sido de grande interesse. Shi et al. (2008), por meio de uma analise

retrospectiva de dados, observaram que embrides expostos ao tabagismo materno
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durante o primeiro trimestre apresentaram risco aumentado a fissuras. Esse risco
também esta relacionado ao nivel de exposi¢cdo. O consumo de 20 ou mais cigarros
por dia resulta num aumento de duas vezes. Por sua vez, o consumo de menos do
que 20 cigarros por dia resulta num aumento de 1,5 vezes. Nao se sabe exatamente
como o tabagismo afeta diretamente o crescimento fetal, entretanto, os estudos
sugerem que a hipdxia alteraria o desenvolvimento facial (CRISTENSEN, 1999;
ROMITTI et al., 1999).

1.5 Fatores Genéticos

A genética das anomalias craniofaciais e, em particular, das FL/Ps € de grande
complexidade. As etiologias sdo muitas e complexas envolvendo genes isolados,
desordens cromossOmicas, interacdes poligénicas, riscos ambientais e interacéo
gene-ambiente (DIXON et al., 2011; MANGOLD et al., 2011; DO REGO BORGES et
al., 2015; LESLIE et al., 2016). Muito se tem aprendido sobre a genética das anomalias
craniofaciais. Todavia, sua base genética permanece pouco compreendida apesar da
guantidade de estudos.

A identificacdo de fatores genéticos e ambientais para fissuras tem sido objeto
de intensa pesquisa por diversas décadas. Nos ultimos anos, com 0 mapeamento de
locos relacionados as fissuras orais, a lista de genes candidatos rapidamente
expandiu. O primeiro gene associado a fissura foi o TGFA (Transforming Growth
Factor, Alpha) (ARDINGER et al., 1989; MOSSEY et al., 2009; SOUZA, 2010;
MARAZITA, 2012).

Na tabela 1 estdo descritos os genes candidatos relacionados a ocorréncia das
fissuras (DING et al., 2004; LIDRAL; MORENO, 2005; VIEIRA et al., 2005; RILEY;
MURRAY, 2007; RILEY et al., 2007; CHIQUET et al.,, 2008; DIXON et al., 2011;
MANGOLD et al., 2011; DO REGO BORGES et al., 2015; LESLIE et al., 2016).
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Tabela 1. Descricdo dos genes candidatos a ocorréncia de fissuras.
GENE
CRISPLD2 Cysteine-Rich Secretory Protein LCCL Domain Containing 2

FGFR1 Fibroblast Growth Factor Receptor 1

FGFR2 Fibroblast Growth Factor Receptor 2

FGF8 Fibroblast Growth Factor 8 (Androgen-Induced)
FOXE1 Forkhead Box E1

GABRB3 Gamma-Aminobutyric Acid (GABA) A Receptor, Beta 3
GLI2 GLI Family Zinc Finger 2

GRHL3 Grainyhead Like Transcription Factor 3

IRF6 Interferon Regulatory Factor 6

JAG2 Jagged 2

LHX8 LIM Homeobox 8

MSX1 Msh Homeobox 1

MSX2 Msh Homeobox 2

MTHFR Methylenetetrahydrofolate Reductase (NAD(P)H)
PDGFC Platelet Derived Growth Factor C

PVRL1 Poliovirus Receptor-Related 1 (Herpesvirus Entry Mediator C)
RARA Retinoic Acid Receptor, Alpha

SATB2 SATB Homeobox 2

SKi SKI Proto-Oncogene

SPRY2 Sprouty RTK Signaling Antagonist 2

TGFB3 Transforming Growth Factor, Beta 3

TBX10 T-Box 10

TBX22 T-Box 22

Leslie et al. (2016), concluiram que as fissuras orais possuem significativa
heterogeneidade genética e identificaram cerca de 15 locos genéticos associados a
esta anomalia. Entretanto, esses locos representam pequena parte da variabilidade
genética das fissuras, sugerindo que outros fatores de risco genético, provavelmente,
estejam envolvidos, tais como os fatores ambientais.

Ao mesmo tempo em que a genética esta avancando nesta area, é evidente
gue ainda restam muitas questdes, incluindo a definicdo do fenotipo e estratégias para
a identificacdo de genes que ainda carecem de respostas. lgualmente importante,
esses estudos precisam ser desenvolvidos em conjunto com outros pesquisadores,

cujos interesses e habilidades recaiam nas areas de epidemiologia, meio ambiente,
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nutricdo, clinica e prevencdo. Ha esperanca de que o melhoramento das técnicas
cirdrgicas, fonoaudiolégicas, odontolégicas, psicolégicas, pediatricas e em muitas
outras areas envolvidas com a crianca portadora de anomalia craniofacial ocorrera
juntamente com estudos de etiologia e prevencdo (SOUSA, 2010; 2015; NAZER;
CIFUENTES, 2011).

1.5.1 Gene IRF6
O gene Interferon Regulatory Factor 6 (IRF6) esta localizado no loco 1g32.2,
iniciando na base de nimero 209.785.623 e finaliza na base de nidmero 209.806.175;

apresentando um total de 20.553 bases, com orientacdo minus strand (Figuras 4 e 5).

Figura 5. Localizacéo do gene IRF6 no cromossomo 1, no loco 1g32.2
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Fonte: GeneCard (2016).

Esse gene possui 9 exons e transcreve aproximadamente 4306b produzindo
uma proteina com 467 residuos de aminoacidos com peso molecular de 53.130kDa
(Figura 6).

Figura 6. Estrutura dos exons do gene IRF6. Sdo 9 exons, sendo que apenas 6 sdo
inteiramente transcritos (em vermelho), um parcialmente transcrito e 2 ndo transcritos (em

azul).
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Fonte: GeneCard (2016).

O IRF6 pertence a uma familia de 9 genes de fatores de transcrigdo. Possui um
dominio de ligacdo ao DNA denominado de winged-helix altamente conservado

(regido aminoterminal) e um dominio de ligacdo a proteina menos conservado (regiao



30

carboxiterminal). A proteina codificada atua como um ativador de ligacdo da
transcricdo do DNA. E super expresso na linha do ectoderma das conchas palatais
antes e durante a formacéo do palato secundario (KONDO et al., 2002; BEN et al.,
2005; KNIGHT et al., 2006).

Este gene esta entre aqueles que apresentam um certo grau convincente de
associacao a fissuras, consistente entre diversos estudos (JUGESSUR; MURRAY,
2005; JUGESSUR et al., 2008; RAHIMOV et al., 2008; 2012). Sabe-se que mutacdes
nesse gene causam duas doencas alélicas autossdmicas dominantes: Sindrome de
van der Woude (SVW) e Sindrome Pterigeo Popliteo (SPP) (KONDO et al., 2002; DE
LIMA et al., 2009; JUGESSUR et al., 2009).

A SVW é um dos melhores modelos para FL/P isolada, uma vez que 15% dos
individuos afetados sdo clinicamente indistinguiveis das fissuras isoladas. Essa
observacdo rapidamente levantou a hipotese de que variantes genéticas no IRF6
podem, também, estar envolvidas na etiologia das fissuras isoladas. Essa hipotese foi
confirmada em um estudo envolvendo uma amostra composta por 2000 familias
constituidas por 10 populacdes de diferentes ancestralidades (ZUCCHERO et al.,
2004) e, independentemente, replicada em diversos estudos (JUGESSUR et al.,
2008). Dessa forma, alguns estudos demonstraram que o gene IRF6 também contribui
para a etiologia das fissuras labiopalatais ndo sindrémicas (BLANTON et al., 2005;
SCAPOLI et al., 2005).

Ratos irf6 nulos apresentam anomalias na pele, nos membros e defeitos
craniofaciais, consistentes com a distribuicdo fenotipica em SVW e SPP (KONDO et
al., 2002). Mutacdes no dominio de ativacéo transcricional do IRF6 foram associadas
a inativacdo da transcricdo, a qual pode estar relacionada aos defeitos citados
anteriormente (LITTLE et al., 2009; MANGOLD et al., 2011).

Um avanco no entendimento de como o IRF6 afeta o risco de FL/P isolada foi
a identificacdo de um SNP (Single Nucleotide Polymorphism) comum que rompe o
sitio de ligacao para o fator de transcricdo AP-2aP dentro de uma regido de enhancer
altamente conservada (RAHIMOV et al., 2008; IBARRA-ARCE et al., 2015). O link
entre as proteinas IRF6 e AP-2a &, particularmente, devido ao fato de que dados
prévios mostraram uma fungdo essencial para AP-2a no fechamento craniano e no
desenvolvimento craniofacial (SCHORLE et al., 1996).

Além disso, camundongos portadores de ambas as células tipo selvagem e AP-

2a nula, apresentam FL/P e dismorfologia de maxila e mandibula, consistente com o
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desenvolvimento anormal das proeminéncias faciais (NOTTOLI et al., 1998).
Mutacbes em TFAP2A (Transcription Factor AP-2 Alpha, que codifica AP-2a) causa a
Sindrome Branquio-Oculo-Facial, caracterizada por alguns sinais clinicos também
observados em SVW (MILUNSKY et al., 2008). O TFAP2A esta mapeado na regido
6p24 onde anomalias cromossdmicas foram associadas as fissuras orofaciais
(LIDRAL; MORENO, 2005; SHI et al., 2011). Em conjunto, essas informac¢des colocam
0s genes IRF6 e TFAP2A em uma via de desenvolvimento comum, na qual
rompimentos podem contribuir para a patogénese das FL/P.

Vérios estudos avaliando SNPs no gene IRF6 em individuos com fissura e seus
familiares, em diferentes populacbes, tém encontrado forte relacdo entre esses
polimorfismos e a FL/P ndo sindromica, confirmando associacéo significativa (KONDO
et al., 2002; ZUCCHERO et al., 2004; BLANTON et al., 2005; GHASSIBE et al., 2005;
SCAPOLI et al., 2005; SRICHOMTHONG et al., 2005; RILEY et al., 2007; SUAZO et
al., 2008; JIA et al., 2009; TANG et al., 2009; VELAZQUEZ-ARAGON et al., 2016).

Extensos estudos com diversas populacbes testaram o SNP V274i
(substituicdo de uma valina por uma isoleucina no residuo 274 da proteina IRF6) em
8003 individuos, dos quais 6755 eram membros de familias em que havia pelo menos
um individuo com fissura. Os autores encontraram uma forte evidéncia de transmissao
do alelo valina causando a fissura de labio e palato (ZUCCHERO et al., 2004,
IBARRA-ARCE et al., 2015). Na Tabela 2 estdo descritos as variantes para o gene
IRF6.

Tabela 2. Variantes observadas para o gene IRF6.

SNP Posi¢cdo no Cromossomo 1q.32.2 Sequéncia
rs595918 209.793.498 (+) ATTTG(A/G)GAAAG
rs599021 209.787.577 (+) CTAAC(A/C)CCTGA
rs614662 209.789.074 (+) TAATC(CIT)CAGCA
rs622832 209.800.887 (-) GAGAG(G/T)TGCTT
rs627212 209.795.838 (+) AAAAAAITTTTTT

SNP — Single Nucleotide Polymorphism
rs# — refSNP cluster
Fonte: modificado do GeneCard (2016).

O IRF6 também € um fator determinante na diferenciacéo e proliferacdo dos

gueratinécitos envolvidos na epiderme. O desenvolvimento embrionario de varias
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estruturas ectodérmicas (por exemplo: labios, boca, digitos, e genitalia externa)
também depende destes processos serem corretamente regulados (BEN et al., 2005;
BLANTON et al., 2005; BOTTl et al., 2011; KWA et al., 2014; DE SOUZA et al., 2016).

Embora a via de sinalizacdo principal do IRF6 né&o esteja clara, o fato de ser
um fator de ativacdo transcricional de outros fatores de transcricdo, como do gene
GRHL3, é importante para a diferenciacdo de queratindcitos (HUANG et al., 2009;
DESMYTER et al., 2010; BOTTI et al., 2011; DE LA GARZA et al., 2013). Em ratos
irf6 knock-out ou mutados surge o fenotipo da fissura palatina, indicando a importancia
do IRF6 para o desenvolvimento do palato. Embora isso esteja confirmado, outros
genes alvo e vias de sinalizacdo que regulam a fusdo palatina, ainda nédo foram
claramente determinados (JIA et al., 2009; IBARRA-ARCE et al., 2015; KE et al., 2015;
KERAMEDDIN et al., 2015).

1.5.2 Gene GRHL3
O gene Grainyhead Like Transcription Factor 3 (GRHL3) localizado no loco
1p36.11, inicia-se na base 24.319.322 e finaliza na base 24.364.482, apresentando

um total de 45.161 bases, com orientacao plus strand (Figuras 7 e 8).

Figura 7. Posicao de leitura do gene GRHL3.
Chromosome 1 - NC_000001.11

[ 24154157 p [ 24537020 p

IFNLR1 LOC105376871 STPG1 RCANSZAS
LOC284632 GRHL 3 wep ~ NIPAL 3
RCANS

Fonte: NCBI (ID 57822), (2016).

Figura 8. Localizacdo do gene GRHL3 no cromossomo, ho loco 1p36.11
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Fonte: GeneCard (2016).

Esse gene possui 19 exons e codifica uma proteina que atua como fator de

transcricdo, podendo formar dimeros com os genes GRHL1 ou GRHL2. O gene
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GRHL1 atua como fator de transcricdo durante o desenvolvimento embrionario. O
gene GRHL2 esta envolvido na regulacdo estrutural e na diferenciacdo dos tecidos
epiteliais WERTH et al., 2010; BOGLEV et al., 2011; SENGA et al., 2012). O GRHL3
€ um fator de transcricdo que estimula a migracdo celular endotelial priméaria (HE;
BIAN, 2016; MANGOLD et al., 2016).

Peyrard-Janvid et al. (2014), relataram mutacfes no gene GRHL3 em uma
familia finlandesa, descrita por Koillinen et al. (2001), além de sete familias adicionais
com SVW. Esse trabalho evidenciou que o GRHL3 é o segundo gene cujas mutacdes
levam a SVW. MutacBes nos genes IRF6 e GRHL3 podem levar a fendtipos quase
idénticos da fissura orofacial, confirmando a heterogeneidade de locos para esta
sindrome (LESLIE et al., 2016; WANG et al., 2016). Na Tabela 3 estdo descritos as

variantes para o gene GRHL3.

Tabela 3. Variantes para o gene GRHL3.

SNP Posicdo no Cromossomo 1p36.11 Sequéncia
rs481399 24.346.003 (+) TTGCC(CIT)TGCTT
rs483202 24.327.302 (-) GAAGA(CIT)AGACC
rs502185 24.330.354 (-) AATgt(C/T)ctcaa
rs557811 24.328.894 (-) CCTGG(A/G)TCAAC
rs609352 24.330.705 () ATCAG(A/G)AAAGG

SNP — Single Nucleotide Polymorphism
rs# — refSNP cluster
Fonte: modificado do GeneCard (2016).

Durante a diferenciacdo da epiderme, a expressdo do gene GRHL3 na
epiderme e epitélio oral € controlada pelo IRF6. Consequentemente, a interacéo
desses genes com a fissura deve ser investigada (WANG et al., 2016). Mutagbes no
GRHL3 alteram o desenvolvimento do epitélio oral. Algumas mutacbes foram
encontradas em familiares de pacientes com SVW, 0s quais nao apresentaram
mutacbes no IRF6. No entanto, a associacdo entre o GRHL3 e as fissuras nédo

sindrdmicas permanece desconhecida (WANG et al., 2016).
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1.6 Heranca

A tese de Fogh-Andersen (1942) foi o primeiro estudo compreensivo indicando
que havia uma causa genética para FL/P. Warkany et al. (1943) relataram a presenca
de componentes ambientais, exposicoes ou deficiéncias que poderiam causar FL/P.
Como resultado desses estudos a heranca das FL/P é explicada como sendo
multifatorial onde a condi¢éo é causada por genes mais a interacdo com o ambiente.
O embrido herda genes de ambos os pais 0 que aumenta o risco para FL/P e, em
combinac¢éo com certos fatores ambientais, o risco vai além do nivel limiar e 0 embrido
desenvolve a fissura (WARKANY et al. 1943; STANIER; MOORE, 2004).

Diante do exposto, é inevitavel que um subgrupo de individuos com FL/P o qual
tenha sido classificado como ndo sindromico, especialmente aquele com historia
familial de tipos mistos de fissuras e aquele com heranca dominante de fissura,
apresente mutacdes (SIVERTSEN et al., 2008; SULL et al., 2009; WU-CHOW et al.,
2013). Sendo assim, é muito importante fazer analises nessas familias, clinica e
geneticamente, para acessar com maior precisao os riscos de recorréncia com o
propésito final de uma consultoria genética adequada.

Ao se perceber um risco aumentado de recorréncia para parentes de primeiro
grau de individuos afetados e uma grande proporcdo de individuos afetados com
histérico familial positivo, deduziu-se a existéncia de uma forte base genética para
fissuras ndo sindromicas (CARINCI et al., 2007). O risco de recorréncia de fissuras
orofaciais, dentro de uma mesma familia, é de 28 a 40 vezes maior se comparada a
populacao geral (EBADIFAR et al., 2015). Estudos em gémeos mostraram uma maior
concordancia em gémeos monozigoticos (40% a 60%) em comparacdo a gémeos
dizigoticos (3% a 5%), reforcando a importancia dos fatores genéticos na etiologia das
fissuras ndo sindrébmicas (JUGESSUR et al., 2009; RAHIMQV et al., 2012; CAMPOS
NEVES et al., 2016).

Entretanto, o grau de contribuicdo genética pode ser afetado por etnia, meio
ambiente, consanguinidade e origem geografica. Em paises com historia recente de
imigracdo e miscigenacdo, como o Brasil, os fatores étnicos podem ter fortes efeitos
nas contribuicdes genéticas de doengas multifatoriais (BRITO et al., 2011; 2012). A
populacao atual do Brasil € o resultado de séculos de mistura étnica de trés grupos
principais: europeus, africanos e amerindios dificultando o estudo em heranca
complexa (PARRA et al., 2003; PENA et al., 2009; 2011). Na tabela 4, estdo descritas
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as informacdes relacionadas em estudos anteriores sobre frequéncia de fissuras em

diferentes etnias.

Tabela 4. Frequéncia da ocorréncia de fissuras em diferentes etnias.

ETNIA FREQUENCIA
Africanos 0,3:1000
Europeus 0,7-1,3:1000
Chineses 1,4:1000

Japoneses 2,1:1000
Amerindios 3,6:1000

1.7 Técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification — MLPA

O presente estudo definiu pela técnica de MLPA , pelo motivo de essa técnica
possuir algumas vantagens em relacdo a outras ja utilizadas para a deteccao de
alteracdes gendmicas relacionadas ao niumero de copias, entre as quais se destacam:
a deteccdo de mais de 50 sequéncias de DNA genbmico em uma mesma reacao;
possibilidade de inclusdo de muitas amostras em um mesmo ensaio
(reprodutibilidade); capacidade de detectar sequéncias que diferem em apenas um
nucleotideo; protocolo Unico para muitas aplicacfes diferentes; e custo relativamente
baixo do ensaio por paciente e a existéncia de um unico kit onde seriam analisados
dois genes candidadtos a mutac¢des em fissuras ndo-sindromicas (SCHOUTEN et al.,
2002; WU-CHOW et al., 2013; MRC-Holland®, 2016).

O MLPA, desenvolvido por Schouten et al. (2002), € uma técnica de genética
molecular rapida, robusta, de excelente relacéo custo beneficio e de alta resolucéo e
especificidade, registrada pela marca comercial MRC-Holland®. E utilizada para
deteccao de alteracdes cromossdmicas em relacdo ao numero de copias de DNA em
alvos multiplos. O uso pode auxiliar no diagn[ostico genético de varias sindromes que
apresentam micro delegcdes ou duplicacdes.

A reacéo consiste em quatro etapas: 1) desnaturagédo do DNA; 2) hibridizag&o
das sondas; 3) reacado de ligacdo das sondas; e 4) amplificacdo por PCR (Figura 9).
ApOs essas etapas ocorre a separacdo dos produtos amplificados através da
eletroforese capilar e, posteriormente, a analise dos dados da leitura através de
softwares especificos (SCHOUTEN et al., 2002).
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Figura 9. Representacdo esguematica das etapas da reacdo de MLPA descritas pelo

fabricante.
Oligonucleotideo sintético 50-60 pb Oligonucleotideo M13-derivado 60-450 pb
primer (sequénciaY)
primer (sequéncia X)
; sequéncia “stuffer”
seqiénciade hibridacao sequéncia de hibridagdo

3 sequéncia S 3 sequéncia S
alvoA alvoB
ligase termoestavel ligase termoestavel

3  seqiéncia O seqiéncia O
alvo A alvoB
e e e—

Fonte: modificado de MRC-Holland® (2016).

Na reacdo sao amplificadas sondas que consistem de duas partes (sonda A e
B), com cerca de 20 pares de bases (pb) cada. As sondas se ligam em posicbes
adjacentes na sequéncia alvo e sdo posteriormente unidas por uma enzima ligase. As
sondas possuem na extremidade uma sequéncia universal (primer), marcada com
fluorescéncia e sdo amplificadas na etapa de PCR (SCHOUTEN et al., 2002).

Em um mesmo experimento séo utilizadas varias sondas que se diferenciam
por tamanho (em b) e pela presenca de uma sequéncia intercalada entre os primers,
chamada de stuffer. Todas as sondas que se complementam ao DNA se ligaréo e,

como todas elas sdo flanqueadas por primers de sequéncias idénticas, a reagéo de
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amplificacdo ocorrera simultaneamente, utilizando apenas um par de primers. Cada
sonda ao ser amplificada correspondera a um fragmento génico de tamanho
determinado e unico (entre 130 e 480 nucleotideos (nt)) identificados por eletroforese
capilar (MRC-Holland®, 2016).

A reacdo é baseada na analise de alteracdes relativas ao sinal das sondas. A
disponibilidade relativa de sondas ligadas no inicio da reacéo de PCR corresponde a
disponibilidade das sequéncias alvo na amostra. Diferencas entre 0os experimentos
podem afetar o padréo dos picos do MLPA, dai a necessidade de incluir sondas de

referéncia em cada experimento (MRC-Holland®, 2016).
2. OBJETIVO
Analisar os genes IRF6 e GRHL3, por MLPA, em portadores de fissuras de

labio e/ou palato ndo sindrémicas, com a finalidade de se verificar a presenca de

variacdes no niumero de copias nesses genes.
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3. METODOLOGIA

3.1 Casuistica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias (CEP-UFG — Anexo 1) sob o nimero de protocolo
1.190.671. Os participantes do estudo foram informados sobre o teor da pesquisa e,
apos ler o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 2) ou 0 Termo
de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE — Anexo 3), 0s que aceitaram participar
do estudo assinaram a autorizacdo do uso dos dados, imagem e amostra biolégica.

Os individuos com fissura de |abio e/ou palato foram atendidos pela Associagéo
de Combate as Deformidades Faciais (REFACE), com sede em Goiania, GO, a qual
recebe pacientes dos estados de Goias e do Para. Fizeram parte deste estudo um
total de 80 individuos, avaliados clinicamente pelo Dr. Fernando Henrique Cardoso
Almas, cirurgido dentista da REFACE, os quais foram classificados como portadores
de fissuras orais ndo sindrdomicas. Dentre os 80 individuos 44 foram do género
masculino e 36 do género feminino. Quanto a classificacdo das fissuras 45
apresentam fissura transforame, 32 fissura pré-forame e 3 fissura pés-forame.

As amostras de pacientes do Estado do Para foram coletadas em unidades de
atendimento em suas respectivas cidades , Maraba e Camet4, pelo nosso grupo
pessoalmente, assim como as fichas clinicas e respectivas fotos.

Uma amostra de sangue periférico foi coletada de cada individuo participante e
de seus familiares, quando disponiveis. Quando houve casos de recorréncia na familia
outros membros também foram convidados a participar do estudo. O sangue foi
coletado por venopuncdo (BD® Vacutainer, K2 EDTA 7,2mg) para andlises
moleculares. Dados clinicos sobre o periodo da gestacéo e historico familial foram

obtidos em um questionario conforme o anexo 4.

3.2 Extracédo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada com 2mL de sangue total de acordo
com as recomendacdes do fabricante do kit comercial FlexiGene Genomic Purification
Kit (Qiagen®). Esse volume de sangue foi colocado em um tubo Falcon de 15mL.

Foram adicionados 5mL de buffer FG1 e os tubos foram homogeneizados por
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inversdo. Foram centrifugados a 3000G por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado
por inversdo, com o cuidado de néo soltar o pellet do fundo do tubo. Foi adicionado
1mL do buffer FG2 + proteinase K (preparado previamente) e os tubos foram agitados
em vortex para desfazer o pellet. Em seguida, os tubos foram incubados em banho
maria a 65°C por 10min. Apés esse procedimento, foi adicionado 1mL de isopropanol
(P.A.) gelado e os tubos foram homogeneizados por inversdo. Os tubos foram
centrifugados a 3000G por 3min. Descartou-se o sobrenadante por inversdo dos
tubos. Foi adicionado 1mL de etanol 70% gelado aos tubos que foram agitados no
vortex e entdo centrifugados a 3000G por 3min. Descartou-se o0 sobrenadante e o0s
tubos foram mantidos abertos, em temperatura ambiente por 24 horas, para
evaporacao total do etanol utilizado. Apds esse periodo, foi adicionado 200uL do
buffer FG3. Os tubos foram agitados em vortex e incubados a 65°C por 1 hora para
hidratar o DNA. O volume obtido foi transferido para microtubos identificados e
armazenados a -20°C até o momento de utilizacdo. O DNA obtido foi avaliado quanto
a sua concentracédo (em ng/uL) e pureza (razdo A260/A280) por absorbancia da luz
UV em espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®).

3.3 Anélise por MLPA

A andlise de rearranjos pela técnica de MLPA foi realizada utilizando-se o kit
SALSA MLPA probemix P304-B1 IRF6-GRHL3 (Lot B1-0116), seguindo as instru¢des
do fabricante (MRC-Holland®), segundo o protocolo original. O kit contém 32 sondas
com produtos de amplificacdo entre 127 e 382 nucleotideos. Além disso, contém 9
fragmentos controle gerando um produto de amplificacdo menor do que 120
nucleotideos, sendo: 4 fragmentos que verificam se a quantidade do DNA gendémico
foi suficiente para a reacédo (Q-fragments) nas posi¢des 64-70-76-82nt, 3 controles
gue analisam se a desnaturacdo do DNA foi completa ou ndo (D-fragments) nas
posi¢cdes 88-92-96nt, um fragmento que marca o cromossomo X no tamanho de 100nt
e um fragmento que marca o cromossomo Y no tamanho de 105nt (MRC-Holland®).

A primeira etapa da técnica de MLPA foi realizada em microtubos de 0,2uL aos
quais foram adicionados 100ng de DNA genbmico (amostras previamente
quantificadas) perfazendo um volume final de SuL. As amostras foram desnaturadas
no termociclador (Proflex Thermal Cycler — Life Technologies®, EUA) a 98°C por 5

minutos e mantidas a 25°C. A cada amostra foram adicionados 1,5uL de Salsa
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probemix que contém as sondas A e B para cada regido analisada; e 1,5uL de MLPA
buffer, misturando bem todos os reagentes com o auxilio da pipeta. Os microtubos
foram novamente desnaturados a 95°C por 1 minuto, seguido da hibridizagdo das
sondas que aconteceu a 60°C por 18 horas.

A segunda etapa, ap0s as 18h, ocorreu ainda no termociclador. A temperatura
foi reduzida para 54°C e adicionou-se, a cada amostra, 32uL do mix contendo: 3uL de
ligase buffer A, 3uL de ligase buffer B, 1uL de Ligase-65, 25uL de H20d.d. (Millipore
Corporation®). Os microtubos foram mantidos a 54°C por 15 minutos para a ligacdo
das sondas A e B hibridizadas ao DNA correspondente a cada regido, e a 98°C por 5
minutos seguido de resfriamento a 15°C.

Para a reacdo de PCR, utilizou-se o mix contendo: 7,5uL de H20d.d. (Millipore
Corporation®), 2uL de Salsa PCR primers, 0,5uL de Salsa polymerase. Adicionou-se
10uL desse mix a cada amostra misturando bem todos os reagentes com o auxilio da
pipeta. A reacdo de PCR ocorreu com 35 ciclos sendo: 95°C por 30 segundos; 60°C
por 30 segundos; 72°C por 1 minuto; 72°C por 20 minutos; e resfriamento a 15°C.

Para a preparacdo da placa de leitura em eletroforese capilar foi preparado o
mix contendo: 0,3uL ROX500 (Life Technologies®) e 9uL formamida HiDi (Life
Technologies®). A placa foi preparada com 9,3uL do mix e adicionou-se 0,7uL do
produto de PCR a cada poco previamente identificados no mapa de amostras. A
corrida para a separacdo dos fragmentos foi realizada no sequenciador automatico
ABI 3500 (Life Technologies®) do Laboratério de Genética e Biodiversidade (LGBio —
ICB1). As amostras foram injetadas nos capilares a 1.6kV por 15 segundos e a corrida
foi realizada a 15kV por 30 minutos, a 60°C em polimero POP7 (Life Technologies®).
As regides contempladas pelo kit utilizado no presente estudo estéo apresentadas na
tabela 5. Nem todos os exons dos genes analisados possuem sondas especificas no
MLPA.
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Tabela 5. Sondas do kit SALSA MLPA probemix P304-B1 IRF6-GRHL3 (Lot B1-0116).

SALSA MLPA P304-B1 IRF6-GRHL3 probemix
Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe reference IRF6 GRHL3
64-70-76-82 | O-fragments: DNA guantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 | D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Spedific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
127 Reference probe 18709-L26552 5q31
133 GRHL3 probe 20334-L27716 Exon 1
142 IRF6 probe 20335-128463 Exon 3
148 X GRHL3 probe 20336-SP0955-1.27718 Exon 10
154 GRHL3 probe 20337-L.27719 Exon 16
160 Reference probe 10686-L11268 6pl12
174 GRHL3 probe 20339-1.28489 Exon 8
183 GRHL3 probe 20340-127722 Exon 15
190 Reference probe 08838-L08898 2p13
196 IRF6 probe 20341-L27723 Exon 4
202 GRHL3 probe 20342-1.27724 Exon 2
209 IRF6 probe 20343-L27725 Exon 1
214 IRF6 probe 20344-L27726 Exon 8
226 GRHL3 probe 20345-127727 Exon 11
237 IRF6 probe 20346-129166 Exon 6
247 Reference probe 08189-L08083 11q12
254 IRF6 probe 20348-L27730 Exon 7
260 Reference probe 07723-L07433 7p13
266 X IRF6 probe 20349-S5P0956-128774 Exon 2
274 GRHL3 probe 20350-L28498 Exon 13
283 Reference probe 15113-116884 8p23
288 Reference probe 17604-121601 18ql1
297 GRHL3 probe 20351-128500 Exon 4
303 GRHL3 probe 20352-128501 Exon 12
310 GRHL3 probe 20353-L28776 Exon 9
330 GRHL3 probe 20354-L27736 Exon 14
337 IRF6 probe 20355-L27737 Exon 5
346 GRHL3 probe 20356-127738 Exon 3
355 IRF6 probe 20887-L28499 Exon 9
364 GRHL3 probe 20358-1.27740 Exon 6
372 Reference probe 14422-116127 12q21
382 Reference probe 11937-112757 16p13
X This probe consists of three parts and has two ligation sites.

3.4 Anélise dos Dados Obtidos

Os resultados, em formato fasta (.fsa) foram importados para o software
Genemarker (SoftGenetics®) e Coffalyser (MRC Holland®). Quantidades relativas dos
produtos de sondas amplificadas foram comparadas com as amostras de referéncia
para determinar o numero de cépias das sequéncias-alvo. Esses programas
determinam a relacdo da area dos picos de interesse com a area dos picos das regides

controle, considerando um pico como sendo normal quando a razao entre essas areas
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estiver entre 0,7 e 1,3. Valores inferiores a um limiar de 0,7 e acima de 1,3 indicam a
presenca de uma delecéo ou duplicacao, respectivamente (SCHOUTEN et al., 2002).

Foram utilizados 10 pacientes controle, pacientes esses que ndo possuem
nenhum relato de parentesco com nenhum individuo portador de fissuras labiais nem

palatinas.
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4. RESULTADOS

Foram coletados dados clinicos e sangue periférico de 80 individuos com
fissuras de labio e/ou palato ndo sindrémicas, conforme as caracteristicas descritas
na tabela 6. Maiores detalhes da caracterizacdo da amostra estdo disponiveis no

Anexo 5.

Tabela 6. Distribuicdo dos individuos portadores de fissuras de labio e/ou palato e ndo

sindrémicas
ESTADO GOIAS PARA TOTAL
n (%) n (%) n (%)
GENERO
Masculino 24 (60) 20 (50) 44 (55)
Feminino 16 (40) 20 (50) 36 (45)

CLASSIFICACAO

Pré-Forame 14 (35) 18 (45) 32 (40)
Pés-Forame 2 (5) 1(2,5) 3(3,8)
Transforame 24 (60) 21 (52,5) 45 (56,2)

FAMILIARES AFETADOS
Sim 5 (12,5) 16 (40) 21 (26,3)
N&o 35 (87,5) 24 (60) 59 (73,7)

O resultado da analise por MLPA nas 80 amostras de FL/P ndo sindrémicas
mostrou uma duplicagdo no exon 4 do gene GRHL3, evidenciada pelo software
GeneMarker e pelo software Coffalyser (Figuras 10 a 13). Essa duplicagéo foi
detectada em quatro individuos ndo aparentados, com fissura de labio e palato,

provenientes do estado do Para (Figura 14).
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Figura 10. Graficos gerados pelos programa Genemarker e Coffalyser da analise do MLPA.
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Figura 11. Graficos gerados pelos programa Genemarker e Coffalyser da analise do MLPA.
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Figura 12. Graficos gerados pelos programa Genemarker e Coffalyser da analise do MLPA.
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Figura 13. Graficos gerados pelos programa Genemarker e Coffalyser da analise do MLPA.
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Figura 14. Imagem dos individuos analisados com a microduplicacdo no exon 4 do gene
GRHL3.

Individuos 1 a 3 ja foram submetidos a corre¢do cirargica. O individuo 4 foi submetido

posteriormente a corre¢ao cirurgica.
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5. DISCUSSAO

A etiologia das fissuras de labio e/ou palato ndo sindrédmicas é multifatorial e
complexa, e depende da interacdo entre fatores ambientais e genéticos. A
compreensdo a respeito da acdo dos fatores genéticos associados a essa
malformacéo craniofacial, ainda, permanece incerta (KONDO et al., 2002; VIEIRA,
2006, 2008; VIEIRA et al., 2005, 2007; MILLS et al., 2008). O risco de recorréncia é
calculado de forma empirica, baseado em estudos populacionais, variando de 4% a
10% dependendo do sexo dos propdsitos afetados, nimero de individuos afetados na
familia e a relacdo de parentesco com o propdsito, sendo maior para parentes em 1°
grau (3,5%) (KE et al., 2013).

Dados epidemioldgicos, em diferentes populacdes, mostram que a prevaléncia
da fissura de palato é geralmente mais baixa do que a fissura de labio e fissura de
labio e palato. Apesar das analises realizadas em uma amostra pequena, composta
por 80 individuos, a caracterizagdo clinica dessa amostra corrobora com esta
afirmativa, uma vez que somente 3,8% (3/80) dos individuos apresentaram fissura
pos-forame. As FL/Ps de um modo geral, sdo mais frequentes em homens (H) do que
mulheres (M), e para a fissura de palato observa-se uma relacdo de 1H:2M
(NISWANDER et al., 1972). No presente estudo, foram avaliados 44 individuos do
género masculino e 36 feminino, também corroborando com a literatura.

No Brasil, as estimativas de FL/P variam de 0,6 a 1,54 para cada 1000
nascimentos. Este valor pode oscilar dependendo do componente étnico e dos fatores
sécio econdmicos, 0s quais ainda sédo pouco conhecidos (LOFFREDO et al., 2001). O
grupo investigado foi composto por individuos com FL/P n&o sindrémica provenientes
da regido centro oeste e norte do Brasil. De posse dos dados étnicos e soécio
econdmicos, procurou-se estabelecer uma associacao positiva entre esses fatores e
a ocorréncia das FL/Ps. No entanto, acredita-se que a miscigenacao seja bastante
elevada nesse grupo, embora nédo tenha sido confirmada a ancestralidade e outros
dados concretos sobre essa hipotese. Além disso, fatores socio econdmicos séo
bastante heterogéneos nessa populacdo estudada. Dessa forma, ndo foi possivel
relacionar esses fatores a etiologia das FL/Ps nesse grupo investigado.

Os fatores relacionados com as FL/P nao sindrémicas e resultados variam de
estudo para estudo. A ocorréncia ou ndo de polimorfismos genéticos esta relacionada

a ancestralidade (etnia e regido geografica), além dos fatores ambientais, conforme
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citou Dixon et al. (2011). O presente estudo observou uma maior frequéncia de
recorréncias familiares nos individuos do Para, quando comparados a Goias. No
entanto, esses dados foram informais e ndo foi possivel de fato, constata-los. Tudo
isso pode dificultar a busca por marcadores genéticos para as fissuras nao
sindrdmicas, principalmente no Brasil onde ha uma alta taxa de miscigenacéo
conforme os trabalhos realizados por Pena et al., (2009; 2011). A populacédo atual do
Brasil é resultado de séculos de mistura étnica (PARRA et al., 2003; PENA et al., 2009;
2011).

Mais de 500 sindromes que cursam com FL/P foram descritas na literatura de
acordo com a base de dados do OMIM (Online Mendelian lheritance in Man
Database). Entre as sindromes génicas, destaca-se a Sindrome de van der Woude
responsavel por 2% de todos os casos de FL/P (SCHUTTE; MURRAY, 1999). Kondo
et al. (2002) demonstraram gque mutacfes no gene IRF6 sdo responsaveis pela
maioria dos casos da SVW. O gene IRF6 é fortemente expresso no ectoderma das
porgdes palatinas antes e durante a formacéo do palato secundario (BEN et al., 2005;
KNIGHT et al., 2006) e que mutacdes no IRF6 podem levar a disrup¢cdo no
desenvolvimento orofacial.

Diversas investigacfes, com diferentes abordagens, tém sido realizadas na
tentativa de identificar o loco de suscetibilidades para FL/P ndo sindrémica. Diversos
candidatos surgiram através de estudos de ligacdo e associacdo. O primeiro estudo
que sugeriu que polimorfismos no gene IRF6 poderiam estar associados a
predisposicao de ocorréncia da fissura foi realizado por Zucchero et al. (2004). O IRF6
passou a ser entdo considerado como um dos genes candidatos devido ao fato de
estar, comprovadamente, ligado a Sindrome de van der Woude, a qual apresenta
sobreposicoes fenotipicas com as fissuras nao sindrémicas, conforme constataram os
estudos de Zucchero et al. (2004); Jugessur et al. (2008) e Rahimov et al. (2008).

Recentemente Peyrard-Janvid et al. (2014) relataram mutac¢des causadoras de
fissuras no gene GRHL3 em uma familia finlandesa descrita por Koillinen et al. (2001),
além de sete outras familias com SVW. O gene GRHL3 passou a ser 0 segundo cujas
mutacOes levam a SVW. Esses dados demonstraram que mutacbes nesses dois
genes, IRF6 e GRHL3, poderiam levar a fenétipos quase idénticos de fissura orofacial,
confirmando assim a heterogeneidade de locos para SVW. Devido a similaridade
fenotipica entre as FL/Ps sindrdmicas e ndo sindrémicas, acredita-se que 0s genes

causais identificados nas FL/Ps sindrébmicas também sejam genes candidatos
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promissores as FL/P nao sindrémicas (STANIER; MOORE, 2004). A identificacdo dos
genes IRF6 e GRHL3 na SVW é um exemplo de indicacdo de genes candidatos as
FL/Ps ndo sindromicas. Sendo assim, no presente estudo avaliou-se a possibilidade
de haver variagdes no numero de cépias desses genes em individuos com FL/P ndo
sindrémica.

As analises por MLPA realizadas no presente estudo utilizaram o kit SALSA
MLPA probemix P304-B1 IRF6-GRHL3 (Lot B1-0116), especifico para os genes IRF6
e GRHL3. A verséao anterior do kit MLPA (P304-Al IRF6 - Lot A1) analisava 0s 9 exons
do gene IRF6, e ndo incluia sondas para o gene GRHL3. Uma nova versao do kit (Lot
B1), em comparacdo com a versao anterior (Lot Al), foi adaptada. Todas as sondas
IRF6 foram redesenhadas, e a sonda especifica para a mutacdo mais frequente foi
removida. Além disso, sondas cobrindo o gene GRHL3 foram incluidas. Os resultados
observados demonstraram uma altera¢cdo no gene GRHL3 em quatro individuos néo
aparentados, os quais apresentaram duplicacdo heterozigota da regido de exon 4
desse gene. Estudo de associacdo entre este gene e as fissuras ndo sindromicas
mostrou um resultado significativo (WANG et al., 2016), no entanto este é o Unico
trabalho, até o momento, sobre o gene GRHL3 e as FL/Ps ndo sindromicas. Este
estudo € o primeiro a investigar alteraces no numero de copias por meio da técnica
de MLPA nesses dois genes. Portanto, o estudo foi pautado na cautela para a
interpretacéo dos resultados, e dessa forma, realizar outros estudos adicionais para
valida-los sdo fundamentais. De posse dessas confirmacfes sera possivel ter um
melhor posicionamento a respeito desses achados.

Uma variante polimérfica comum no IRF6 (rs17015215), onde ocorre uma
substituicdo no residuo 274 do aminoéacido (1083G>A, V274l), no dominio de ligacao
da proteina IRF6, foi identificada em um estudo sobre a mutacéo no IRF6 (KONDO et
al., 2002). Um estudo familial realizado em diversas popula¢cdes mostrou desequilibrio
de ligagcdo altamente significativo para essa variante em fissuras orais né&o
sindrdmicas (ZUCCHERO et al., 2004). Diversos estudos tem realizado o screening
mutacional do gene IRF6 numa tentativa de que a determinacdo das mutacbes
conhecidas se tornem rotina na pratica clinica ou de que as muta¢fes desconhecidas
no gene IRF6 possam estar associadas ao fen6tipo clinico. Outras analises dos genes
IRF6 e GRHL3 nesses individuos estd em andamento. Até o momento nenhuma

variante patologica foi detectada.
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Wu-Chou et al. (2013), analisaram 155 individuos com fissuras orais em
Taiwan, sendo 80 individuos nao sindrémicos, e utilizaram o kit P304-Al (Lot Al).
Esses autores ndo encontraram nenhuma dele¢ao ou duplicagcdo no grupo estudado.
Este foi o Unico trabalho encontrado que utilizou o Kit de MLPA, primeira versdo. O
presente estudo também néo identificou nenhuma alteracédo no gene IRF6. Botti et al.
(2011); De La Garza et al. (2013) e Biggs et al. (2015), constataram que apesar do
gene IRF6 ndo possuir ainda uma sinalizacéo clara, ele € um fator de ativacao para
outros genes fatores de transcricdo como, por exemplo, do GRHL3, importantes no
processo de diferenciacdo dos queratinécitos (BIGGS et al., 2015; HIXON et al.,
2016).

Hixon et al. (2016), no estudo recém publicado, demonstraram que a taxa de
proliferacdo dos queratinécitos € maior em pacientes sindrdmicos (SVW) do que em
individuos com FL/P n&o sindrdmica. A epiderme dos individuos sindrdmicos
apresentou o dobro da espessura quando comparada a epiderme dos n&o
sindrdmicos, e a expressao génica do PCNA (Proliferative Nuclear Cell Antigen) foi
duas vezes maior nos individuos com a SVW. Outro achado, nesse estudo, foi a
constatacdo de que nenhum dos individuos com FL/P ndo sindrébmica possuia
mutacao no IRF6.

Sendo assim, é possivel que variacdes no gene IRF6 ndo estejam associadas
ao fendtipo das fissuras orais ndo sindrémicas, apesar desse ser um dos genes mais
indicativos para tal patologia. Como o grupo amostral do presente trabalho é
relativamente pequeno (80 individuos), o fato de ndo ter encontrado nenhuma variante
no gene IRF6 ndo permite afirmar que este gene nao esteja associado ao fenétipo das
FL/Ps nao sindrémicas. No entanto, esses resultados somados aos resultados de Wu-
Chou et al. (2013), permite acreditar que microdelecées e/ou microduplicacdes no
gene IRF6 ndo sdo variagbes associadas as FL/P ndo sindrémicas.

Os estudos de Paranaiba et al. (2010); Filézio et al. (2013) e Aquino et al. (2014)
apontam que a dificuldade em estabelecer uma compreensdo completa sobre a
etiologia das fissuras ndo sindrdmicas justifica-se pelo fato de que sao geneticamente
heterogéneas e, também, pelo fato de que as rela¢des entre os polimorfismos e as
fissuras ndo sindrdmicas variam entre diferentes populacdes. Até o momento, este é
o primeiro trabalho que identificou uma microduplicacdo no gene GRHL3 em
individuos com FL/P nao sindrdmica. Portanto, o papel funcional do gene GRHL3 na
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etiologia e patologia das FL/Ps ndo sindrémicas, também merece uma melhor

caracterizacao.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo investigou variagdes no numero de copias dos genes IRF6
e GHRL3 em 80 individuos com FL/P n&o sindrémicas, provenientes da regido centro
oeste e norte do Brasil. Embora considere-se bem estabelecido que a acéo de fatores
genéticos e ambientais atuam em conjunto na etiologia das fissuras ndo sindrémicas,
ndo foi possivel detectar nenhum fator ambiental especifico que pudesse estar
associado ao fendtipo desta patologia, uma vez que 0os mesmos sdo diversos e
heterogéneos.

O tamanho do grupo investigado, de 80 individuos, € relativamente pequeno
para este tipo de andlise. Contudo, novos individuos estdo sendo convidados a
participar de novas etapas. Como trata-se de uma anomalia geneticamente
heterogénea, um grupo amostral maior atribuiria melhor fidedignidade aos resultados.

N&o foi encontrada nenhuma variacdo no gene IRF6, corroborando com o
estudo de Wu-Chou et al. (2013) utilizando a mesma técnica. No entanto, esses sao
0s Unicos trabalhos até o0 momento, os quais investigaram variagdes no numero de
copias do gene IRF6 por meio da MLPA. Para que seja possivel afirmar que, de fato,
nao ha micro delecdo e/ou duplicacdo nesse gene em individuos com FL/P nédo
sindrémica, estudos adicionais S80 necessarios.

A deteccao de uma microduplicacdo no gene GHRL3 em quatro individuos ndo
aparentados com fissura de labio e palato é um resultado preliminar, além de ser o
primeiro relato deste tipo de variacdo no referido gene. E necessério validar esse
resultado por outra metodologia, 0 que ja esta em andamento. Como um dos primeiros
estudos entre o gene GRHL3 e a ocorréncia das FL/Ps néo sindrémicas, a
contribuicdo desse gene na etiologia deve ser interpretado com cautela baseando-se
em evidéncias existentes. Além disso, para se ter robustez na associacdo entre o
GRHL3 e as FL/Ps nao sindrémicas, os resultados devem ser validados em um

namero maior de individuos, e grupos populacionais diferentes.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias

UNIVERSIDADE FEDERAL DE W
‘ GOIAS - UFG

DADOS DO PROJETO DE PESQLESA

Tiulo da Pesquisa: INVESTIGAGCAD DIAGNOSTICA EM INDIVIDUOS COM ANOMALIAS
CRANIO AClElS UTILIZANDO ESTRATEGIAS CITOGE S E MCLECULARES

Pesquisador: Lucliene Arfto Ribelo Bicudo

Aroa Tomdtica: Gendtica Mumara.
(Tratn-se de pesquisa envalvendo Gendtica Humana que nflo necessila de andiise
dlica por pate da CONEP;),

Veorsdo: 2

CAAE: 23029115 8.0000 5084

Instituigdo Proponento: Univarskiade Foderal de Gotls - UFG
Patrocinador Principal: Firmncamento Prépro

DADOS DO PARECER

Nimero do Parocer: 1.180.471

Apresentacso oo Projeto:

Trata-se de um projeto envolvendo gendlica humana com propositura do Laboraldrio e Clogenetica o
Gendlica Moleautar do ICE, da Univensidade Federal de Golds. Alegam os autores que a pmsente peaquisa
Enpensa 0 pareces #co am nivel do CONEP, O projais envalve o dagndatico molecudar e cogendlioo em
100 ou 150 individuos com anomalias cranboincisls cadastrados am conlro especilizado nominasdo de
REFACE. Em linhays gerals, visa renlizar a confirmagio gendlicas de informagdes clinicas objetivando
loenecer maknes Irformagfes & seus tamilaces o & equipe médica a respeta da patologia (progndstico) o
esclarecimenios sobre 08 risoos de recormincin da dooanga

Objetivo da Pesquisa:

Otijetive Priendria:

Irvestigaciio clinica, chogendtion o moleaular em individuos com anomatias crankilaclaia.

Chjetive Secunddno.

- Roalzar o caridtipo dos Individucs do cesuisiice em busca de abermapbes cromossdmices, pela cogendética
cleasica

« Investigagiio de microdelegtes'dupiicapdes pefa thenican de MLPA nos individuce ooen cariédiponcemal.
- Roatzar a téorice de armayCGH nos Individucs sem allerngtes no carkdtipo o no MUPA.

. Enderego: Frédo ds Aelure Teoeo Cx Fostel ™31

Bubro: Canpus Senambals CEP: Mo
UF: 00 Musicipic:  GOUNIA
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- Reallzar o sequenciamento pelo mélodo de Sanger de possivels genes associados ao provivel
dagnastico do paclante.
- Formecer a consulioria gendtica ace Individuos ¢ lemilares emvolvidos na avaliagho.

Avaliagio dos Riscos ¢ Boneficios:

Rsoos:

afirnam o9 sutones que a cokeia do sangue petideioo nilo colocard am risco a vida do Fxdivikiuo, visto ser um
procedimento simples ¢ reallzado por proflssionals capaciindas. Poderd surgl um desconlona arusado pela
punglio da agulba cumnie o peocedimento da colefe, pordm, um eledo pessageino. Na regio poderst surge
um leve hamatoma que desaparecer em poucos diss. Dados coletados rfio mplicam recos ao individuo e
0 5o serl preservedo aesim como seu conserfimanta. ervohidos no esfudo serfo martidos no
anonimato, € garantido o sigho total o privacidads dos pasticipantes relerertes sos dados colbidos. Alegam
o haver qualquer tipo de mesarcimento monetdnio nos perticipantes em virtude da particpag®o na
pesquisa. Todos os resullados dos lestes gendticos serSo entregues sos parficipanies

Benefickos - pos individues analisados. secflo benuliciados com os resullndos dos oxames goendtioos ¢
wnpliar 0 aoess0 nos exames gendticos nedoegnndo a importincia da implementacso de politices de saGde
ra &roa da gondtica no SUS. Os mesporssévels rocobecdio o aconsalhamento gonético de acocdo com os
resultados oblidos. Aos familares que apresentarem histddoo famiinl postivo, serflo comddados a parficipar
do pesgusn bando 0 acemso a lodos os axames e recabedio onentaghio gendtioa, gue pire Wl Serd
malizada de lorma esclurecedara com a Wllzagio de recursos diddticos (graviens, desanbos, lustragbes)
que maiam no entondimento

Beneficios - a comunidsde dentifice. a presente propostn passitédard a formagso e o trelnnmerdo de
prafissonals ervolvidos com gendlica humara em diforentes espedalidodes. quo atuam ra UFG, e podaric
futuramants atuer nesse cumpo na sadde plblica. Assim, a comunidade que ubiiza os servipos de salde
pltlica sert baneficeda com os conhecimentos obtidos,

Comentérios o Considernngbes sobm a Pesquisa:

Segue os esclarecknertos quanio nos questionamertos reallados a respedo do peojelo

om questSo:

» *...n8o hi informagtes melodoibgicas de como o8 dados colelados saro tmasiormados em material
clentifico publicivel ou passivels de apresentagfio em em evaentos clantificos”.

Endareco: Prédo ds Relors Téneo Cx Postal 131
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Fol acrescentaco um pardgrado no iniclo do lem Resutados Espesados no Infutto de

ovidenciar que Yodo produto de uma pesquisa 6, pelo menos, uma publicago.

- "M ddvices scbire o W8lragho de Yologmfies com idertBicagdo do partcipante.

Seevich a folo pora ersificar as caraciaristicns fenotiplcas o no Dr. Artonko
Richiort-Costa como ctado no Projto, ou a mesma seevird para tuncdamentar es publicagtes dentilices
como citndo no TCLE? Decidimos que toda o quaiquer avalisgdio dinica serd renfizada ra Vila Sao
Catallengo, nflo kavendo & necessidade de sa fotograter ou padicpardes”

As Imagans serfio Ltiizsdes lanto pars a dertBcoagiio fenctiplce pels andise do Dr.

Rchiert-Costa guanto pars publcages. Um pardgrato ol scescectado om metocologhy

o irtutio do esclisocer essa questio.

« “Corcluindo, sugere-me alorkar; 1+ 30 aspecto do praplzo pakokbgoo fnente 20

dingndstico gendtion 2- sobime a publicizagiio dos dedos,3- sotie 0 corfiio de

intecusse (anudncia de natbuiclo pedidpants ser lambéen um dos pesquisasdones

elercados”.

Evidertamerte guo nenhum participania esss bvre de sofrer guakjuer peojulzo
pelaoibgion diante di proposta do projeto. No entasnto, o falo da possibilcade de

escistocor o fator gemdor de te anomaka tnez contorto no participests, bem coma lere 0

cortecknunio sobre rsoo de recomfncin pera outros mdividucs m el Am dsso,

ns inforrmagbes sobre s resultndos da pesquiss serdo tmrmmiticos de tnd forma gue

esae suposk peejulzo peookdgico sem minkmizada

Todn pesquisa tem como um dos peodos finals a publicaglio. Acreditamees que o

projeto em guestio tem polencinl pere a publicaghio de artigos em peaddicos, anaks do
congresacs, enfra outros mekos de dvuigagSo,

O projeto apresentado verss sobre a irvesSpacho gendtica em dividues com lendas

orals. A participoagho de ura eguipe composta por genefcista, medion @ dentista irs

ngegnr suas axporises pare o bom deservolvimento do proolo. Do mew parto de vists, nflo noredto gue
possa haver confillo de inleresse. pelo contranio, inferesse um

UM POMo e1m comLEN, 0w safa, a cblenglo dos resultadons do projato proposto.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Ox tormos presecdes sfo.

1) Informagdes Bésicas do Projelo, 2) Folha de Rosto; £) TCLE, 5) Termo do compeomisso, 6) Termo de
Arulinga, e 7) Propsto Detalhado,

O TCLE o 0 Termo do Asserienento garanteen a pardScipagio voluntina, o princlpio da mgonomia o do sigio
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Comtruachs do Parsese: 1 1RO AT

Recomendagdes:

Conclusées ou Pendénclas o Lista de Inadoquagdes:

As pendoncias foram atendidas poe meio de eaplicagdes o acréscmo de informagdes no projeto de
pesguise.

Caonsidoragdes Finals a criténio do CEP:

Esto parccer fol elaborado baseacdo nos documentos abalxo relacionados:

Teo Docurmento Argavo Poustagem Ausior Stuagho
Folta e Rosto PLAT_BRASIL 1001 g 03022015 Aceito
201907
Irformagdes Bésicas |PE_INFORMACOES BASICAS DO_P | oan22015s Aceflo
do Proeto ROUETD 461563 pdl 205328
Outros fermo_compeomisse_cankiacal pd 12042015 Aoelio
21:39:10
TCLE iTermos o |TCLE propalo_craniofucial. pof 13042015 Avolto
Assertimento / 2138m
Justificadiva de
ALsdocn
TOLE Marmas oo |TALE_CRANIOFACIAL 2015, pd 13042015 Acailo
Assartimenio / 213821
Justificative de
Ausdnon
Outros fermo_anuvoncia_crarvotockel pdf 13042015 Aoello
21:38.36
Irfarmages Bésicas |PE_INFOARMACOES BASICAS DO P | 13042015 Acolto
| o Proieto ROETO_ 4615663 pat 21:41:44
Informagdes Bésicns [PB_INFOAMACCES BASICAS DO P | anoszo1s Acelto
g0 Prowto ROUETO 461663 pd 224340
Projeto Detalbado ! |PROETO _CRANICFACIALT _CEP p | 30082015 Aceilo
Brochura 2557
 irvesSoador _
Outros carta_esclaredmentos CEP_cminiofisce.| 3000682015 Acefto
225304
Situagdo do Parccor:
Aprovado
Necessita Apreclagdo da CONEP:
Nito
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Comtiruncio do Parsase | 1304T)

GOIANIA, 22 de Agosio de 2015

Assinado por:
Jodo Batista do Souza
(Coordenador)
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa a ser conduzida pelos
pesquisadores Betania Severino da Silva Maranhé&o (62-84804779), Nadia Aparecida
Bérgamo (62-35211481), Roséngela Hatori Rocha (62-35211215), Jalsi Tacon Arruda
(62-35211481), sob a coordenagéo da Profa. Lucilene Arilho Ribeiro Bicudo, ICB1-
UFG (telefones 62-35211481, 62-82269566).

O estudo a ser realizado se chama “Investigacdo diagndstica em individuos com
anomalias craniofaciais utilizando estratégias citogenéticas e moleculares.”. Nesta
pesquisa serdo avaliadas, por meio da andalise dos cromossomos e do DNA, as
possiveis alteracfes no material genético que poderiam causar a fenda palatina
presente em vocé e/ou no seu filho.

Dos participantes da pesquisa serdo coletados aproximadamente 5 mL de sangue
periférico e a coleta de sangue sera realizada por um(a) técnico(a) da equipe
devidamente capacitado(a) para o procedimento. Da amostra do sangue periférico
sera feita a cultura de células para a analise dos cromossomos e sera extraido o DNA,
ambos serdo submetido aos procedimentos de analise citogenética e molecular no
Laborat6rio de Genética Molecular e Citogenética localizado no ICB1 da UFG, campus
[I. Amostras bioldgicas restantes serdo armazenadas no laboratério para novos testes
futuros. Vocé sera avisado sobre esses testes, 0s quais sO serdo realizados com o
seu consentimento.

Os riscos da coleta de sangue € que pode causar um pouco de desconforto fisico e
h& possibilidade de aparecer uma mancha roxa (hematoma) na regido.

Garantia de sigilo e privacidade: seus dados serdo identificados por codigo e as
informagdes obtidas na triagem do estudo serdo guardadas sob sigilo e poderéo ser
publicadas em relatorios cientificos sem sua identificagdo. Para uma melhor
caracterizacao clinica é importante obter imagens do individuo a ser avaliado. Portanto
vocé (ou seu filho) sera fotografado e vocé pode escolher se suas fotos podem ser
divulgadas em artigos cientificos ou nao.

A sua participagdo sera voluntaria. N&o havera qualquer valor monetario ou
gratificaces por ter participado da pesquisa e podera em qualquer momento deixar a

pesquisa sem qualquer consequéncia para a sua pessoa. Vocé sera beneficiado com
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as analises citogenética e molecular as quais podem explicar o surgimento da doenca
gue esta sendo investigada. Uma coépia deste Termo ficard com vocé que contém os
telefones dos investigadores que esclarecerdo qualquer davida que ocorrer durante a
pesquisa. Se em algum momento durante esta pesquisa vocé se sentir lesado de
alguma forma, vocé podera solicitar indenizacéo.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFG situado na Pro-Reitoria de Pesquisa e
Pés-Graduagdo/PRPPG-UFG, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia
(Campus Il) - CEP:74001-970, Goiania — Goias, com o telefone de contato (62) 3521-
1215, tem por funcéo garantir a integralidade do participante na pesquisa e fazer valer
0s principios éticos dentro das pesquisas que envolvem seres humanos, seguindo as

normativas estabelecidas pela Resolu¢cdo CNS 466/2012.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG abaixo

assinado, autorizo a minha participacdo neste estudo ou do menor

pelo qual sou responsavel.

Fui devidamente informado e esclarecido sobre a pesquisa e os procedimentos nela
envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento. No caso de novas pesquisas propostas com os dados coletados, serei
informado e permitirei ou ndo sobre o uso do material biolégico. Eu e/ou meu
representante legal, em qualquer momento podemaos retirar o consentimento e deixar
de participar desta pesquisa, sem qualquer prejuizo de atendimento médico na
Instituicao.

Por favor assinale uma das opcdes abaixo:

() permito a divulgagao de imagens em publica¢fes cientificas

() n&o permito a divulgacao de imagens em publicagdes cientificas

Goiania, de de

Sujeito da pesquisa Visto do pesquisador
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Anexo 3. Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa a ser conduzida pelos
pesquisadores Betania Severino da Silva Maranhéo (62-84804779), Nadia Aparecida
Bérgamo (62-35211481), Roséngela Hatori Rocha (62-35211215), Jalsi Tacon Arruda
(62-35211481), sob a coordenagéo da Profa. Lucilene Arilho Ribeiro Bicudo, ICB1-
UFG (telefones 62-35211481, 62-82269566).

O estudo a ser realizado se chama “Investigacdo diagndstica em individuos com
anomalias craniofaciais utilizando estratégias citogenéticas e moleculares”. Seus pais
(ou tutores legais) permitiram que vocé participe. Nesta pesquisa queremos saber se
modificacdes no seu material genético pode causar a fenda palatina presente em
vocé. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu, nio
terd nenhum problema se desistir.

A pesquisa seré feita no Laboratério de Genética Molecular e Citogenética, localizado
no ICB1 da UFG, campus Il, onde analisaremos seus cromossomos e DNA. Para isso,
precisaremos coletar aproximadamente 5mL de sangue e a coleta sera realizada por
uma pessoa que sabe bem como fazer isso. Amostras biolégicas restantes seréao
armazenadas no laboratoério para novos testes futuros. Vocé sera avisado sobre esses
testes, os quais s serdo realizados com o0 seu consentimento.

Os riscos da coleta de sangue € que pode causar um pouco de desconforto fisico e
ha possibilidade de aparecer uma mancha roxa na regido. Mas também ha coisas
boas, pois com os resultados que obtivermos dessa pesquisa poderemos entender
melhor por que vocé tem esse problema de saude e assim poderemos auxiliar vocé e
sua familia.

Ninguém sabera que vocé estd participando da pesquisa. Seus dados serao
identificados por cédigo e as informacdes obtidas na triagem do estudo seréao
guardadas sob sigilo e poderdo ser publicadas em relatorios cientificos sem sua
identificacdo. Vocé sera fotografado para que possamos avaliar melhor seu quadro
clinico e vocé podera escolher se suas fotos podem ser divulgadas em artigos
cientificos ou néo.

A sua participagdo sera voluntaria. N&o haverd qualquer valor monetario ou

gratificacdes por ter participado da pesquisa e podera em qualguer momento deixar a
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pesquisa sem qualquer consequéncia para vocé. Se voce tiver alguma duvida podera
entrar em contato com 0s pesquisadores da pesquisa. Os numeros dos telefones
estdo escritos no inicio desse texto. Também podera ligar para o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UFG, localizado na Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-
Graduacao/PRPPG-UFG, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus
II) - CEP:74001-970, Goiania — Goias, com o telefone de contato (62) 3521-1215.

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG abaixo

assinado, aceito participar da pesquisa “Investigacao diagndstica em individuos com

anomalias craniofaciais utilizando estratégias citogenéticas e moleculares” que tem
como objetivo analisar o material genético em busca de modificacdes que esclarecam
minha doenca. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.
Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer
“nd0” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas
davidas e conversaram com 0s meus responsaveis. Recebi uma copia deste termo de

assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Goiania, de de

Sujeito da pesquisa Visto do pesquisador
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Anexo 4. Questionéario de anamnese dos individuos portadores de fissura néo

sindromica

FICHA DE ANAMNESE

1- INFORMACOES GERAIS:

NOME:

DATA DE NASCIMENTO:

SEXO:

ENDERECO:

TELEFONE:

TIPO DE FISSURA:

2- HISTORICO FAMILIAR

2.1 GRAVIDEZ

TEMPO

INTERCORRENCIAS

USO DE ALCOOL

USO DE CIGARRO

USO DE MEDICAMENTOS (QUAIS?)

2.2 CONSANGUINIDADE

2.3 RECORRENCIA

PAI, MAE OU IRMAO COM FISSURA?

OUTROS PARENTES COM FISSURA?

3- OUTRAS ALTERACOES

VISUAL

AUDITIVA

CARDIACA

MEMBROS




Anexo 5. Tabela com dados de cada paciente analisado.
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o USO DE BEBIDA TABAGISMO USO DE

ceie | oae | cenemo | IFODE | RECORGIOANA | ACOCOLCA | ST, | USDOEMECANENIOS i

PATERNA PATERNO MATERNA
CF021 16A04M MASC TRANSF SIM (m) N/R N/R N/R N/R
CF022 34A04M FEM PRE-FOR SIM (F) N/R N/R N/R N/R
CF034 03A01M FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF128 26A08M MASC PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF001 08A MASC PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF004 09A02M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF005 42A01M MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF006 01A11M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF003 04A01M MASC PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF007 44A01M MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF008 21A2M MASC PRE-FOR NAO SIM SIM N/R N/R
CF009 19A11M MASC PRE-FOR NAO SIM N/R N/R N/R
CF023 21A06M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF025 27A03M MASC TRANSF NAO N/R SIM N/R N/R
CF026 43A03M MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF027 34A07M FEM TRANSF SIM (f) N/R N/R N/R N/R
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CF033 42A08M FEM TRANSF NAO N/R SIM N/R N/R
CFO035 41A11M FEM PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF036 29A07M FEM PRE-FOR NAO N/R SIM N/R N/R
CFO050 21A09M MASC PRE-FOR NAO SIM SIM N/R N/R
CF118 Sl MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF119 Sl MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF120 01A04M MASC PRE-FOR SIM (tio) N/R N/R N/R N/R
CF121 Sl MASC POS-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF122 Sl MASC POS-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF126 17A06M FEM PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF129 Sl MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF131 Sl MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF132 Sl MASC PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF133 Sl FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF134 Sl MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF154 Sl MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF207 Sl FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF208 Sl FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF209 Sl MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF210 Sl MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
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CF211 5A FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF212 Sl FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF213 Sl MASC PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF156 19A09M FEM TRANSF SIM SIM SIM N/R N/R
CF159 20A MASC TRANSF SIM N/R N/R N/R N/R
CF160 45A01M FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF162 11A02M FEM PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF166 23A06M FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF167 38A05M MASC PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF171 19A05M FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF172 23A09M FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF173 01A03M FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF174 21A MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF177 Sl MASC TRANSF SIM N/R N/R N/R N/R
CF178 Sl MASC TRANSF SIM N/R N/R N/R N/R
CF181 16A07M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF182 08A05M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF185 17A07M FEM PRE-FOR NAO N/R N/R SIM N/R
CF187 17A07M FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF189 16A MASC PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
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CF192 Sl FEM TRANSF SIM N/R N/R N/R N/R
CF193 Sl FEM TRANSF SIM N/R N/R N/R N/R
CF194 Sl MASC PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF195 30A MASC PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF196 32A03M FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF197 08A FEM PRE-FOR SIM N/R N/R N/R N/R
CF200 31A MASC PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF201 44A MASC PRE-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF202 48A03M MASC PRE-FOR NAO SIM N/R N/R N/R
CF203 63A04M MASC PRE-FOR NAO SIM SIM N/R N/R
CFO053 10A08M MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CFO055 11A09M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF059 14A05M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF062 17A03M MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF064 02A03M MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF069 25A03M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF072 07A06M MASC TRANSF NAO SIM N/R N/R N/R
CFO075 02A11M MASC TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CFO77 01A05M MASC PRE-FOR SIM (pai N/R N/R N/R N/R
CF080 01A07M MASC TRANSF SIM (pai N/R N/R N/R N/R
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CF082 04A07M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R N/R
CF084 05A09M MASC TRANSF NAO SIM N/R N/R N/R
CF087 01A06M FEM POS-FOR NAO N/R N/R N/R N/R
CF051 40 A 02M FEM TRANSF NAO N/R N/R N/R NAO

SI: sem informacéo

Fem: feminino

Masc: masculino

N/R: nao relatado
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Mutation in gene GRHL3 in non-syndromic cleft lip/palate

Betania Severino da Silva Maranhéo; Jalsi Tacon Arruda; Lucilene Arilho Ribeiro Bicudo

Federal University of Goids, Posgraduate Program of Biological Sciences, Goiania, Goias,
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ABSTRACT

Cleft lip with or without cleft palate (CL/P) is the most frequent craniofacial anomaly,
corresponding to 25% of all birth defects. It occurs in about one in every 1,000 children born
in the world, and this rate varies considerably according to geographic area and ethnic group.
In Brazil, prevalence is estimated from 1:650 to 1:2,700. Advances in molecular and
quantitative analysis provide new opportunities to identify genes and gene—environment
interactions relevant to the etiology of this common and representative birth defect. The
etiology of nonsyndromic CL/P (NSCL/P) remains elusive, but it has been suggested that
causative genes of syndromic CL/P may contribute to NSCL/P. Therefore, in this study, we
analyzed a set of 80 individuals with NSCL/P from Associagédo de Combate as Deformidades
Faciais recruited from Midwest and Northern Brazil. We performed Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification for the interferon regulatory factor 6 and grainyhead-like
transcription factor (GRHLS3) genes. The results showed duplication on exon 4 of the GRHL3
gene in four unrelated individuals from Northern Brazil. To our knowledge, this study is the
first to show duplication in the GRHL3 gene in individuals with NSCL/P. The contribution of
GRHL3 genetic variants to NSCL/P susceptibility should be further investigated in different

populations and cohorts.

Keywords: cleft lip, cleft palate, polymorphism, IRF6, GRHLS3.

INTRODUCTION

Craniofacial anomalies affect a significant proportion of the global society. The formation of

the oral cavity comprises the interaction of different embryological processes, and thus any

change or failure in these processes can lead to malformations (1). Cleft lip with or without
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cleft palate (CL/P) is the most frequent craniofacial anomaly, corresponding to 25% of all birth
defects (2). It occurs in about one in every 1,000 children, and this rate varies considerably
according to geographic area and ethnic group (3). In Brazil, prevalence has been estimated
from 1:650 to 1:2,700 (4;5). The registration of cases of birth defects, such as NSCL/P, has no
standard because of the lack of an integrated and efficient information system that provides
accuracy and reliability of data found in Brazil. In addition, data on the frequency of CL/P may
vary according to researcher and country (6).

Approximately 70% of clefts are non-syndromic (NSCL/P), and only 30% have a syndromic
form of cleft (7). The genetics of craniofacial anomalies, particularly of NSCL/P, is complex.
The etiologies are many and involve single genes, chromosomal disorders, polygenic
interactions, environmental risks, and gene—environment interaction (3; 8; 9; 10). Much has
been learned about the genetics of craniofacial anomalies. However, the genetic basis of clefts
remains poorly understood despite a number of studies (9). Given the similar phenotype
between syndromic and non-syndromic forms of CL/P, causative genes identified in syndromic
CL/P are considered promising candidate genes for NSCL/P as well (11).

One gene that is possibly linked to orofacial clefts is interferon regulatory factor 6 (IRF6). This
gene is among those that have shown a convincing degree of consistency among different
studies (12; 13). Mutations in this gene are known to cause two autosomal dominant allelic
disorders, the van der Woude syndrome (SVW) and the popliteal pterygium syndrome (14; 15).
The IRF6 gene has a causal relationship with SVW and is related in 12% of nonsyndromic CL/P
(NSCL/P) (16; 17; 18). Mutations in this gene have been reported in patients with NSCL/P (19;
20; 21). Moreover, this gene has great potential to play a role in the etiology of isolated clefts
(16; 22; 8).

Several studies evaluating SNPs in the IRF6 gene in individuals with cleft and their families in
different populations have found a strong relationship between these polymorphisms and
NSCL/P, thus confirming the significant association between the IRF6 gene and the occurrence
of cleft (14;8;23;24,25;26; 2; 27; 28; 29; 21). Mutations in IRF6 have been identified in only
70% of families with VWS. A linkage study on a large Finnish pedigree with VWS identified
a novel locus on 1p33-p36 (VWS2) rather than in IRF6 at 1932-g41, providing further
evidence of locus heterogeneity underlying this syndrome (30). Recently, grainyhead-like
transcription factor 3 (GRHL3), which is located in VWS2 locus 1p34, has been identified as
another VWS causative gene and is considered a novel candidate gene for NSCL/P (31).
Previous studies demonstrated that mutations in both IRF6 and GRHL3 cause almost the same

clefting phenotypes. Furthermore, recent studies by GWAS and sequencing approaches have
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indicated a missense variant (rs41268753) in GRHL3 increases the risk for NSCL/P cases in
European ancestry (10;14;32;33;34;30;35; 31, 36). An association study genotyped multiple
tag single nucleotide polymorphisms spanning the GRHL3 gene in Chinese NSCL/P patients
and controls, but it did not reach a clear conclusion that any genotype or haplotype variant was
associated with susceptibility to NSCL/P in this cohort (37). Another recent work failed to
detect two missense variants (rs2486668 and rs545809) in GRHL3 contributing to NSCL/P risk
in Chinese Han cases and controls (38).

In this study, we investigated the possible contribution between variants in IRF6 and GRHL3
genes and susceptibility to NSCL/P in West Central and Northern Brazilian populations
previously screened for the IRF6 and GRHL3 gene mutation by polymerase chain reaction.

MATERIALS AND METHODS

Individuals

The ethical committee of the Federal University of Goias, Goiania, Brazil, approved this study.
Written informed consent was obtained from all subjects or their parents prior to participation
in the study. The dentistry surgeon examined all subjects and diagnoses as NSCL/P based on
clinical examination, medical records, and a detailed questionnaire. Blood samples were
collected from 80 subjects from Midwest and Northern Brazil and evaluated at the Associagio
de Combate as Deformidades Faciais. Subjects in the control group were healthy individuals

without a family history of orofacial clefts or other major congenital defects.

Molecular analysis

Genomic DNA was extracted from whole blood using a FlexiGene Genomic Purification Kit
(Qiagen). The DNA concentration was determined using a NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). DNA samples were analyzed through Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification (MLPA) using the MLPA SALSA kit probemix P304-B1-IRF6
GRHL3 (Lot B1-0116), following the manufacturer's instructions (MRC-Holland). This MLPA
assay was designed to detect deletions/duplications of one or more exons of the IRF6 and
GRHL3 genes. All runs included DNA from normal controls to calibrate unknown samples.
Probe amplification products were run on an ABI-3500 Genetic Analyzer using the GS500 size
standard (Applied Biosystems). The GeneMapper software (Applied Biosystems) was used to
size the PCR products and obtain peak areas. These data were exported to GeneMarker
(Softgenetics) and Coffalyser software (MRC-Holland) for MLPA analysis.
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RESULTS

We screened 80 individuals with NSCL/P, and this group was composed of 44 males and 36
females. Among this group, 45 had cleft lip and palate, 32 had cleft lip, and 3 had cleft palate.
All 80 NSCL/P DNA samples, previously screened by PCR for IRF6 and GRHL3 gene
mutation, were investigated by the MLPA technique. The MLPA performed on the samples
revealed four non-related individuals with duplication on exon 4 of the GRHL3 gene in both
software analyses of Coffalyser and Genemarker (Figure 1). All these four individuals
presented with NSCL/P and were from Northern Brazil (Figure 2). DNA samples from the
parents of these individuals who presented with microduplication were not available for the
study. A new MLPA assay was performed for these four patients and the results were

confirmed. No variation was found in the IRF6 gene.
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Figure 1. Show a comparative analysis by GeneMarker and Coffalyser of one individual
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Figure 2. Show the four individuals with microduplication in exon 4 of the GRHLS3.

DISCUSSION

In the present study, we searched for microdeletion or microduplication in a group of
individuals with NSCL/P from Midwest and Northern Brazil. These individuals were screened
for mutational analysis in the IRF6 and GRHL3 genes. We observed this group in an attempt
to link them to ethnic and socio-economic factors in the region. However, miscegenation was
shown to be high, and heterogeneous socioeconomic factors, detected a positive association
between these factors and CL/P.

Mutations of the VWS causative gene IRF6 located in 1g32-g41 (VWSL1 locus) were identified
in NSCL/P and considered as the first gene related to clefts. In another VWS locus 1p34,
mutations in GRHL3 were identified in VWS patients without IRF6 mutations. Therefore,
GRHL3 is recognized as a novel causative gene of VWS and is a promising candidate gene for
NSCL/P as well (16; 31). GRHL3 may be associated with the risk of NSCL/P, which awaits
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verification across different ethnic populations (38). In the present work, we performed MLPA
analysis to verify the contribution of the IRF6 and GRHL3 gene variations in the etiology of
NSCL/P in a Brazilian cohort. We found microduplication on exon 4 of the GRHL3 gene in
four unrelated individuals from Northern Brazil. These families had no history of recurrence,
but the information obtained was only in the family core. Wu-Chou et al. (39) analyzed 80
NSCL/P individuals using the SALSA MLPA P304-A1 kit, which analyzed the IRF6 gene only.
These authors found no deletion or duplication in the study group. In our study, we used the
SALSA MLPA that included the GRHL3 gene (P304-B1 IRF6-GRHL3). We did not find any
variation in IRF6, consistent with Wu-Chou et al. (2013). However, we did identify a variation
in the GRHL3 gene, the first microduplication found in the GRHL3 gene in NSCL/P
individuals.

GRHL3 mutations with deleterious and pathogenic effects identified in VWS families are rare
and therefore seem unlikely to be prevalent among large populations. However, common
genetic polymorphisms are considered to contribute to common diseases, such as NSCL/P (37).
A recent study was performed on NSCL/P Chinese patients using SNPs of GRHL3 but did not
give an affirmative answer if this gene could contribute to the etiology of NSCL/P in the
Chinese Han population (37). Sequencing analysis revealed four novel truncating GRHL3
mutations, including two that were de novo in four families; all nine individuals harboring
mutations had NSCL/P (36). Leslie et al. (10) performed a genome-wide association study on
NSCL/P. They discovered a genome-wide significant association with a missense variant in
GRHL3 (p.Thr454Met [¢.1361C>T]; rs41268753) and replicated the result in an independent
sample of case and control subjects. On the basis of these results, we observed that some studies
showed the involvement of the GRHL3 gene in causing oral clefts. Other studies were not able
to demonstrate this involvement. Nevertheless, this gene seemed to have a relationship with
ethnicity. In the Brazilian cohort, we investigated individuals from Midwest and Northern
Brazil.

Individuals in the northern region inhabit a small island, where the incidence of oral clefts has
been reported to be high. Many of these individuals live in locations that are difficult to access
on the island and do not seek medical care. Thus, a high rate of consanguineous marriages or
recurrence may occur in the family. Among the four individuals that showed variation in DNA,
no history of recurrence was found, but the parents did not know for certain. To our knowledge,
this study is the first to show microduplication in the GRHL3 gene in individuals with NSCL/P.
The contribution of GRHL3 genetic variants to NSCL/P susceptibility should be further

investigated in different populations and cohorts.
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