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RESUMO

As fissuras orofaciais ndo-sindrémicas estdo entre as mais comuns malformacdes
congénitas, com uma incidéncia de aproximadamente 1/700 nascidos Vivos, cuja
prevaléncia varia de acordo com a regido geografica e nivel socio econdmico. As fissuras
labio-palatinas apresentam uma patogénese complexa que pode ser causada pela interacao
de fatores genéticos e ambientais, principalmente aqueles relacionados ao metabolismo da
homocisteina. Muitos estudos tém apontado evidéncias de que alteragdes no metabolismo
da homocisteina devido a polimorfismos nos genes envolvidos nesta rota metabdlica,
associados aos habitos maternos durante a gestacdo, podem estar relacionados a etiologia
das fissuras orofaciais. O metabolismo da homocisteina requer os genes MTHFR, MTR e
MTRR para a manutencédo das concentragdes adequados de homocisteina no plasma.

Com o objetivo de avaliar a influéncia de polimorfismos destes genes na etiologia
das fissuras orofaciais foi desenvolvido um estudo caso-controle com 94 criangas com
fissuras (casos), 91 de suas maes, além de 100 criancas sem malformacdes (controles) e
suas mdes, todos provenientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Com relacdo aos habitos maternos durante a gestacdo (uso de suplementacdo
vitaminica, fumo e &lcool) ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre mées de
casos e controles. As andlises dos polimorfismos C677T do gene MTHFR, A2756G do
gene MTR e A66G do gene MTRR ndo mostraram diferencas significativas quanto a
distribuicdo de seus gendtipos em pacientes com FL/P e seus controles. Uma freqiéncia
aumentada do gendtipo 677TT do gene MTHFR foi observada entre as mées de criangas
com fissuras orofaciais (casosTT= 20,8; controlesTT=10,0%; OR=2,38; 1C95%=0,97-5,89;
p<0,03), mas ndo para os outros gendtipos dos genes MTR e MTRR. Néo foram
observadas diferencas significativas nas analises de genotipos combinados e interacdo do
alelo 677T, gen6tipo 677TT com habitos maternos em mées dos casos.

Estes resultados indicam que alteragfes no metabolismo do folato, relacionados ao
gendtipo materno TT do polimorfismo C677T do gene MTHFR, podem predispor ao

aparecimento de fendas orofaciais na prole, na nossa populacéo.



ABSTRACT

Non-sydromic orofacial clefts are among the most common congenital
malformations, with an incidence of approximately 1/700 newborns, their prevalence vary
according to the geographic region and socio-economic status. The cleft lip and palate
presents a complex pathogenesis that can be caused by interaction of genetic and
environmental factors, mainly those related to the homocysteine metabolism. Many studies
have shown that changes in the homocysteine metabolism due to polymorphisms in the
genes involved in this metabolic route, associated with maternal habits during pregnancy,
can be related to the etiology of orofacial clefts. The homocysteine metabolism requires
MTHFR, MTR and MTRR genes to the maintainance of adequated homocystein
concentrations.

In order to evaluate the influence of these genes in the etiology of orofacial clefts, it
was developed a case-control study with 94 children with orofacial clefts (cases), 91 of
their mothers, and 100 children without malformations (controls) and theirs mothers, all
proceeding from Clinical Hospital of Porto Alegre (HCPA).

There was no difference between cases and control mothers considering their habits
during pregnancy (use of vitamins supplements, smoking and alcohol). The analysis of
C677T MTHFR, A2756G MTR and A66G MTRR polymorphisms didn’t show significant
differences in the genotypes distribution in patients and their controls. An increased
frequency of the 677TT genotype of MTHFR gene was observed among mothers of cases
(cases TT= 20,8; controlsTT=10,0%; OR=2,38; 1C95%=0,97-5,89; p<0,03), but not for
other genotypes in MTR and MTRR genes. It was not observed significant differences in
the analysis of combined genotypes and 677T allele, 677TT genotype with maternal habits
interactions in mothers of cases.

These results indicate that changes in the folate metabolism, related to the maternal
genotype TT of C677T polimorphism of MTHFR gene, can predispose to the appeareance

of orofacial clefts in the offspring in our population.



LISTA DE ABREVIATURAS

A = adenina

C = citosina

DH = dihidrofolato

DNA = &cido desoxirribonucléico

DP = desvio padrao

dTMP = deoxitimidilato monofosfato

DTN = defeitos de tubo neural

dUMP = deoxiuridilato monofosfato
ECLAMC = Estudo Colaborativo Latino Americano de Malformagdes Congénitas
FL/P = fissura labio-palatina

G = guanina

HCPA = Hospital de Clinicas de Porto Alegre
H-W = Hardy-Weinberg

IC = intervalo de confianca

Kg = quilograma

MTHFR = metilenotetrahidrofolato redutase
MTR = 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina S-metiltransferase
MTRR = metionina sintase redutase

n = ndmero amostral

NS = ndo significativo

OR = razé&o de chances

SAM = s-adenosilmetionina

SAH = s- adenosilhomcisteina

T =timina

THF = tetrahidrofolato

tRNA = 4cido ribonucléico transportador
5-10 MTHF = 5-10 metiltetrahidrofolato

5 MTHF = 5 metiltetrahidrofolato



1. INTRODUCAO

1.1 Fissuras Orofaciais

Anomalias craniofaciais, ¢ em particular as fissuras labio-palatinas (FL/P), estdo
entre os principais defeitos congénitos, com uma freqiiéncia de aproximadamente 1 em 700
nascimentos, variando de acordo com regido geografica de origem e nivel socio-
econdmico. Coletivamente as FL/P apresentam grande impacto clinico requerendo
cuidados cirurgicos, odontologicos, fonoaudioldgicos, psicologicos durante toda a infancia
e adolescéncia (Murray, 2002). Por isso, o estudo de possiveis fatores de suscetibilidade

para fendas orofaciais se faz necessario para entendermos a génese desta malformacao.

1.2 Embriologia

O desenvolvimento da cabega e da face compreende um dos mais complexos
eventos durante o desenvolvimento embrionario, coordenado por um conjunto de fatores
de transcricdo e moléculas sinalizadoras. Qualquer distirbio que afete o controle desta

cascata pode resultar em FL/P (Wyszynski et al., 1996).

O labio comega seu desenvolvimento no inicio da quarta semana, sendo formado
pela fusdo dos processos faciais que serve como limite externo para o fechamento da
cavidade oral. Os labios sdo resultado de uma estrutura em mosaico formada pelos
processos frontonasal, maxilar esquerdo e direito e mandibular esquerdo e direito (Lettieri,

1993).

O desenvolvimento do palato comeca durante a quinta semana de gestacdo, depois

da fusdo do labio superior, e se completa ao fim da décima segunda semana. A formagao



do palato segue o desenvolvimento inicial da regido oral, sendo dividido em duas regides —
o palato primdrio e o palato secundario (Gorlin et al, 2001). No inicio da sexta semana o
palato primdrio comega a desenvolver-se, formando a parte pré-maxilar da maxila. Ele
representa apenas uma pequena parte do palato duro adulto. O palato secundério também
comeca a se desenvolver no inicio da sexta semana, dando forma ao primordio das partes
duras e moles do palato. O palato secundario se funde com o septo nasal e a parte posterior
do palato primario. Gradativamente, desenvolve-se osso no palato primario, formando a
parte pré-maxilar da maxila, que alojard os dentes incisivos. Concomitantemente, 0 0sso
avanca do palato para os processos palatinos laterais para formar o palato duro. As partes
posteriores destes processos nao sao ossificadas, e formarao o palato mole e uvula (Moore

& Persaud, 2000).

A base embrioldgica da fissura palatina ¢ a falta do encontro e fusdo das massas
mesenquimais dos processos palatinos laterais entre si, com o septo nasal e/ou com a

margem posterior do processo palatino mediano (Moore & Persaud, 2000).

1.3 Classificacéo

A classificagdo das fissuras ¢ baseada no desenvolvimento embriologico e ¢
definida por sua causa e envolvimento fisico. A categoria de causas inclui: fendas labiais
e/ou palatinas sindromicas e ndo-sindromicas, onde as ndo-sindromicas sdo caracterizadas
pela auséncia de qualquer anomalia fisica ou de desenvolvimento exceto a presenca de
fendas (Schutte & Murray, 1999). Os casos sindrémicos podem estar associados a
sindromes cromossdmicas, mais de 350 disordens Mendelianas, teratdgenos e outras

sindromes nao categorizadas (Murray, 2002).

De acordo com o envolvimento fisico, as fissuras sdo definidas como unilateral,
bilateral e ainda completa e incompleta (Fig 1). As fissuras labio-palatinas envolvendo um
lado da face sdo unilaterais, e, bilaterais quando envolvem os dois lados. Fissuras labio-

palatinas incompletas sdo aquelas em que o ldbio e a parte anterior da maxila estdo



envolvidos, sendo que as completas incluem o labio, a parte anterior da maxila, o palato
duro e o palato mole. H4 ainda as fissuras labiais ou palatinas isoladas (Moore & Persaud,
2000). A maioria dos estudos sugere que aproximadamente 70% das pessoas que possuem
este tipo de defeito congénito apresentam fissuras do tipo labio-palatinas, e, que 50% das

fissuras palatinas isoladas sdo ndo-sindromicas (Murray, 2002).

—

Figura 1. Classificagdo das fissuras de
acordo com envolvimento fisico. a)
fissura unilateral do labio; b) fissura
labio-palatina unilateral; c) fissura 1abio-
. palatina bilateral; d) fissura labio-palatina
1 bilateral associada a sindrome de Van der
Woude.
Fonte: Murray, 2002.

1.4 Epidemiologia

As fissuras labio-palatinas ocorrem em aproximadamente 1 em 700 nascidos vivos,
com incidéncia variando de acordo com etnia, origem geografica, sexo do embrido e nivel
socio-econdmico familiar. Com relagdo a etnia a maior incidéncia esta entre amerindios

americanos com 3,6 em 1000 nascimentos, seguido por japoneses 2,1 em 1000
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nascimentos, caucasoides apresentando 1/1000 nascimentos, e, com menor incidéncia afro-

americanos com 0,3 em 1000 nascimentos (Croen et al., 1998).

O boletim informativo do Estudo Colaborativo Latino-Americano de Malformagoes
Congénitas (ECLAMC), programa que abrange aproximadamente 70 hospitais da América
Latina, durante o periodo de 1982 a 1999 registrou uma prevaléncia de FL/P de 11,1 em
10.000 nascimentos. O Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que colabora com
esse registro, apresentou uma incidéncia de FL/P de 3,77 em 10.000 nascimentos

(ECLAMC, 2001).

As fendas envolvendo o labio superior, com ou sem palato fendido, ocorrem 1 vez a
cada 1000 nascimentos, sendo que 60 a 80% das criangas afetadas sdo do sexo masculino.
Fendas palatinas isoladas t€m a incidéncia de 1 em 2500 nascimentos e sdo mais comuns
em criancgas do sexo feminino. As FL/P ocorrem mais freqiientemente em homens do que

mulheres na razdo de 2:1 (Moore & Persaud, 2000).

As freqiiéncias dos tipos especificos variam de acordo com o estudo. Segundo
Lettieri (1993), 21% dos casos envolve fissura labial isolada, 46% fissura labial associada
a palatina e 33% fissura palatina isolada. Aproximadamente 70% das fendas sdo unilaterais
e 85% das fendas bilaterais envolvem o palato. A FL/P ¢ mais comum no lado esquerdo da
face, sendo a razdo de fissura labial unilateral esquerda, unilateral direita e bilateral de

6:3:1 (Lettieri, 1993; Gorlin et al., 2001).

Um estudo conduzido por Félix et al. (2002) apresenta alguns dados importantes no
que diz respeito a caracteristicas fisicas especificas das fendas labio-palatinas em nosso
meio. Foram avaliados 282 pacientes, onde 77,3% dos casos eram nao-sindromicos e
22,7% dos casos apresentavam outras anomalias associadas. Dos casos avaliados, 20,44%
tinham FL/P bilateral, 19,4% FL/P a direita, 38,3% a esquerda, e, 22% apresentavam

somente fenda palatina isolada.

1.5 Etiologia
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A tese de Fogh-Anderson’s de 1942 foi o primeiro estudo compreensivo para
indicar que a causa das fissuras labio-palatinas tinham origem genética. Imediatamente
apos este estudo, Warkany e colaboradores relataram que também havia componentes
ambientais, exposicdes ou deficiéncias que poderiam causar estas fissuras. Como resultado
destes estudos, a heranga de fendas orofaciais ¢ explicada como sendo multifatorial,

envolvendo fatores genéticos e ambientais (Bender, 2000).

1.5.1 Fatores Genéticos

A observacdo de agregacdo familiar e da maior taxa de concordincia em gémeos
monozigoticos que em dizigdticos, que vai de 40-60%, sugere que os fatores genéticos tém
um papel muito importante na etiologia desta malformag¢ao, embora ndo sejam os Uinicos
responsaveis pelo fenotipo das fendas. O risco de recorréncia empirico para parentes em

1°grau de um afetado ¢ de aproximadamente 4 a 5% (Murray, 2002).

Muitos genes tém sido associados ao desenvolvimento de FL/P, sendo que
aproximadamente 30 genes candidatos ja foram identificados (Bender, 2000). Genes
relacionados ao desenvolvimento embriologico de fendas orofaciais, como TGFA
(transforming growth factor alpha), TGFB3 (transforming growth factor beta 3) e MSX1
sdo genes que representam maior importancia entre os estudos de ligagdo e associagao,
além de serem expressos durante o periodo critico da palatogénese (Schutte & Murray,

1999).

Genes que participam de rotas metabodlicas importantes para a suscetibilidade de
FL/P também tém sido alvo de estudos, principalmente aqueles relacionados ao
metabolismo da  homocisteina como o gene que codifica a enzima

Metilenotetrahidrofolato-redutase (MTHFR) (Mclnnes & Michaud, 2002).

1.5.2 Fatores Ambientais
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Diversos componentes ambientais estao sendo examinado como fatores de risco ou
de protecao para FL/P. Estes incluem fumo materno, exposicao a drogas antiepiléticas,
agentes antieméticos, uso de vitaminas durante o periodo periconcepcional, fatores
metabodlicos maternos, consumo de alcool e exposi¢do a agrotdxicos (Wysynski et al.,
1996). O estudo destas exposi¢des ¢ de grande valia, pois, podem sugerir alteragdes em
algumas rotas metabolicas importantes para o desenvolvimento de FL/P. Portanto,
exposi¢des nutricionais ou ambientais podem contribuir diretamente a um terco dos casos

de fendas (Murray, 2002).

A 1identificacao de como e porqué o fumo materno aumenta a incidéncia de fendas
orofaciais se tornou alvo de amplo interesse no campo das pesquisas. Shaw et al. (1996),
realizaram um estudo retrospectivo, e constataram que embrides expostos ao fumo materno
durante o primeiro trimestre de gestacdo tinham um risco aumentado para fenda labio-
palatina. O nivel de exposi¢ao indicou que o consumo de vinte ou mais cigarros por dia

resultam em um aumento do risco em 2%.

Estudos de populagdo mostram que o uso abusivo de alcool esta relacionado a altas
taxas de FL/P na prole. Hassler ¢ Moran (1986) notaram que a migragao e diferenciagdao
das células da crista neural foram interrompidas em embrides expostos ao alcool. Em outro
estudo, Romitti e colaboradores observaram que a exposi¢ao de quatro ou mais doses por

més elevava significativamente o risco para FL/P (Romitti et al., 1999).

A nutricdo materna também ¢ implicada como um dos fatores ambientais que
podem estar envolvidos com fendas. Especificamente a influéncia do acido foélico e da
vitamina B foi observada por pesquisadores ja em 1961, pois sua deficiéncia alterava o
desenvolvimento facial em embrides de camundongo (Lettieri, 1993). Porém, somente
anos depois, foi sugerido que a suplementacao vitaminica periconcepcional poderia reduzir
o aparecimento de fendas em humanos (Talarova, 1982). Shaw et al. (1995) dirigiram um
estudo de corte muito importante, onde foram entrevistadas 731 maes de criancas com
fendas e 734 maes de criangas sem malformacao. O principal resultado que obtiveram foi
que mulheres que usaram suplementa¢do vitaminica periconcepcional tiveram uma

reducdo 25 a 50% no risco de ter filhos com FL/P, quando comparadas a mulheres que ndo
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usaram qualquer tipo de vitamina. Recentemente, Rooij et al. (2004) demonstraram o
efeito benéfico do uso de suplementacdo vitaminica periconcepcional com acido folico
para reduzir o risco de fendas orofaciais, em um estudo do tipo caso-controle conduzido na

Noruega.

Atualmente, varios estudos continuam sendo conduzidos, principalmente no que diz
respeito a enzimas que participam do metabolismo do folato e da homocisteina como

possiveis fatores de suscetibilidade para fendas orofaciais.

1.6 Acido Félico, Homocisteina e Malformagcdes Congénitas

O éacido folico, folato ou vitamina B11, ¢ uma vitamina hidrossoluvel do complexo
B, considerada um nutriente essencial para o homem. A Unica fonte desta vitamina para o
organismo humano ¢ a dieta. O folato ¢ essencial na sintese de DNA, tRNA e aminoacidos

(Eskes, 1997).

O folato ¢ um importante substrato para o metabolismo da homocisteina. A
deficiéncia de folato ¢ uma condi¢do geralmente associada a baixa ingesta em relagdo a
demanda metabdlica. Isto ¢ particularmente importante durante a gestacdo, sendo que
qualquer alteragdo genética envolvendo o metabolismo do folato em gestantes, pode
representar um papel importante na etiologia de varias malformagdes congénitas,
principalmente na dos Defeitos de Tubo Neural (DTN) (Rosemblat & Fenton, 2001).
Diversos estudos cldssicos apontam para uma relacdo entre a ingesta materna de vitaminas,
o metabolismo envolvendo o 4cido folico e homocisteina na génese destes defeitos
estruturais (Czeizel & Dudas, 1992; Rosemblatt & Fenton, 2001). Os principais estudos
genéticos focalizam as variantes do gene da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e

a susceptibilidade genética aos DTNs (Mills et al., 1995; Botto & Yang, 2000).
Virios estudos demonstram que a suplementacdo vitaminica periconcepcional

diminui tanto a recorréncia como a ocorréncia de DTN na prole (Czeizel e Dudas, 1992;

Finnell et al., 2002). Além dos DTN, outras anomalias congénitas, como fissura labio-
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palatina, defeitos de membros, cardiopatia congénita e anomalias do trato urinario,
também podem ser prevenidas com o uso de suplementacao vitaminica periconcepcional

(Shaw et al., 1995).

Os eventos moleculares que levam a anomalias congénitas devido a deficiéncia de
folato ainda nao estdo bem definidos, mas podem incluir metilacdo insuficiente de
metabolitos cruciais para o desenvolvimento embrionario, diferenciagdo e apoptose, que
levariam a incorporacdo errada de nucleotideos no DNA durante a proliferagdo celular.
Como citado anteriormente, niveis baixos de vitamina B, e folato ocasionam um aumento
nos niveis plasmaticos de homocisteina. Em gestantes, tem-se a hipotese de que o nivel
elevado de homocisteina poderia atuar como agente teratogénico, inibindo reagdes de
metilacdo do DNA e a sintese de novo de timina. Sendo assim, este processo induziria
danos no DNA pela incorporagdo errada de uracilas no lugar de timina, seguida por
reagoes de excisdo-reparo, quebras na fita de DNA, pausa no ciclo celular e, ultimamente,

apoptose (Mattson & Shea, 2003).

Em conclusdo, folato, vitamina B, e homocisteina tém um papel fundamental no
crescimento celular e no desenvolvimento do embrido. E possivel que a homocisteina por
si s6 induza algumas alteracdes de desenvolvimento previamente atribuidas ao folato e/ou

deficiéncia de vitamina By, (Zetterberg, 2004).

1.7 Metabolismo Homocisteina

As rotas metabolicas da homocisteina ¢ do acido folico estdo diretamente
relacionadas (Figura 2). O acido folico, obtido a partir da dieta, atua em dois ciclos
envolvendo a biossintese de DNA (guanina, adenina e timina), essencial a divisdo celular,
e outro, de metilacdo (ou metabolismo do carbono), essencial para o fornecimento de

grupos metil para metiltransferases celulares (Eskes, 1997).
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ApoOs sua obtencao, o acido folico € rapidamente reduzido a sua forma ativa chamada
tetrahidrofolato, passando a 5,10-metilenotetrahidrofolato. A partir de entdo ocorre uma
reacdo muito importante, catalisada pela enzima codificada pelo gene MTHFR, que tem
um papel fundamental neste metabolismo, convertendo 5,10-metilenotetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato, a forma circulante do folato (Goyette et al., 1994). Este substrato ¢
vital para o metabolismo de acidos nucléicos e aminoacidos, incluindo aqueles que sdo
requeridos para a sintese de nucleotideos, e, conseqiientemente a divisdo celular, base
substancial da gestacdo (Bailey, 2000). O produto desta reagdo sdo grupos metil utilizados

para a sintese de metionina, necessarios para a metilagdo de DNA (Goyette et al., 1994).

Sintese de
DNA

DIETA
S-adenosilmetionina

/ Metilagdo
dTMP . (SAM)
Acido félico bNA
dUMP DH

\ metionina S-adenosilhomocisteina
(SAH)
THF MTR
ser
aly
5,10-MTHF homocisteina
WFR cistationa B-sintase
5-MTHF vitamina B,
T cistationina
folato l

cisteiha ——> qlutationa

Figura 2. Representagdo esquematica do metabolismo da homocisteina. (Adaptado de

Sharp & Little, 2004).
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A segunda etapa deste metabolismo explica a intima relacao entre homocisteina e
acido folico. Nesta parte do processo a enzima metionina sintase, codificada pelo gene
MTR, catalisa a remetilagdo de homocisteina a metionina, necessaria para a producao de S-
adenosiltimidilato, o doador universal de grupos metil. A vitamina B, atua como cofator
para a metilagdo  (Leclerc et al, 1996). A cobalamina (vitamina
B12) se torna oxidada ao longo do tempo e a enzima metionina sintase se torna inativada. A
regenera¢do funcional da metionina sintase requer a a¢do de outra enzima, a metionina
sintase redutase, codificada pelo gene MTRR (Leclerc et al., 1998; Wilson et al., 1999).
Portanto, a deficiéncia de metionina sintase redutase ira afetar o funcionamento normal da
metionina sintase, podendo alterar o metabolismo metionina’homocisteina e outros

processos de metilagdo celular (Zhu et al., 2003).

Polimorfismos em um dos genes envolvidos neste metabolismo - MTHFR, MTR e
MTRR - podem ocasionar um aumento nos niveis plasmaticos de homocisteina, podendo
resultar em vasculopatia placentaria, aborto espontdneo e anomalias congénitas (Wilson et

al., 1999; Botto & Yang, 2000; Nelen et al., 2000).

1.8 Genes Envolvidos no Metabolismo da Homocisteina

1.8.1 MTHFR

O gene MTHFR (Metilenotetrahidrofolato redutase) esta localizado no
cromossomo 1 (1p36.3), sendo essencial para o metabolismo da homocisteina. A seqiiéncia
de DNA complementar apresenta 2,2 kilobases e consiste de 11 exons. Esta enzima
catalisa a reducdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, que ¢ a forma
mais encontrada do folato circulante. A atividade normal deste gene ajuda a manter a os
niveis adequados de homocisteina produzida (Frosst et al., 1995). Para esse gene foram
identificadas 18 variantes alélicas, normalmente raras, de heranga autossdmica recessiva

que podem levar a deficiéncia grave da enzima MTHFR. A deficiéncia da enzima pode
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causar retardo de desenvolvimento neuropsicomotor, convulsdes, alteracdes psiquiatricas e
aumento do risco para complicagdes vasculares. Ja foram descritos quatro polimorfismos

relacionados com a termolabilidade da enzima (Botto & Yang, 2000).

O polimorfismo melhor caracterizado do gene MTHFR ¢é a mutagdo C677T,
(substituicdo da citosina por timina no nucleotideo 677, resultando na forma termolébil da
enzima), que converte alanina em residuo de valina (Frosst et al., 1995). O alelo 677T ¢
comumente chamado de termolabil, porque a atividade redutora da enzima se da a partir de
37° C. Contudo, a atividade do gene MTHFR entre homozigotos para o polimorfismo
C677T ¢ reduzida 50-60% de sua capacidade quando abaixo dos 37° C, e, 65% menor a
46° C, quando relacionado com o gene sem a mutacdo (Botto & Yang, 2000). Esta redugao
especifica pela atividade da enzima em pessoas homozigotas para o alelo mutado estd
associada a elevagdes dos niveis plasmaticos de homocisteina (hiper-homocisteinemia)
(Gudnason et al., 1998). Isto sugere que a mutagdo C667T no gene MTHFR pode
representar um importante fator de risco para doengas vasculares (Gallagher et al., 1996;
Kluijtmans et al., 1996) e também para a presenca de defeitos congénitos, como defeito de

tubo neural (Van der Put et al., 1995; Finnell et al., 2002).

O polimorfismo C677T ¢ encontrado em diferentes freqiiéncias de acordo com
variagdes étnicas e regionais (Tabela 1). Dados revisados por Botto e Yang, em 2000,
revelaram que a freqiiéncia do polimorfismo ¢ alta entre Italianos e Espanhoéis que vivem
na Califérnia, e bem menor entre Negros americanos. Porém, a razao para estas diferengas
encontradas na freqiiéncia do alelo em diferentes populacdes ainda ¢ desconhecida (Botto
& Yang, 2000). A freqiliéncia desta mutacdo na populacdo brasileira em geral ¢ de 5-10%,
porém, esta freqiiéncia se altera de acordo com os diferentes grupos étnicos de cada
populagdo. A prevaléncia de homozigotos para o alelo polimérfico foi maior entre pessoas
com ascendéncia caucasiana (10%) e consideravelmente baixa entre negros (1.45%) e
indios (1.2%) (Arruda et al., 1998). Em Porto Alegre a freqiiéncia do polimorfismo foi
estudada por Bandinelli (2000), sendo que em caucasoides a freqiiéncia para o gendtipo

TT ¢ de 15%, e em negroides de 5%.
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Tabela 1. Freqiiéncias genotipicas (TT) em diferentes populagoes.

Etnia Europa Brasil Porto Alegre
Caucasoides 8-18% 10% 14%
Negroides 1-2% 1.45% 5%
Asiaticos 11% - -
Amerindios 1-2% 1.2% -
Botto&Yang, Arruda et al, Bandinelli,
Autor
2000 1998 2000

Hiper-homocisteinemia e heterozigosidade ou homozigosidade para mutagdes no
MTHFR ocorrem mais freqiientemente do que o esperado em individuos com defeitos de
tubo neural e seus pais (Van Der Put et al., 1995; Finnell et al., 2002). Porém, ha ainda
evidéncias de que a mutagdo C667T deste gene aumente o risco de aborto espontaneo
(Greer, 1999; Kupferminc et al., 1999), palato fendido (Mills et al., 1995; Jugessur et al.,
2003), e doengas sistémicas (Frosst et al., 1995; Jang et al., 2002). Alteragdes no
metabolismo do folato, relacionados a mutacdo no gene MTHFR, também estdo associadas

ao aumento do risco para Sindrome de Down (James et al., 1999).

Outro polimorfismo encontrado no gene MTHFR ¢ mutacdo A1298C, uma
mutagdo de ponto no exon 7, que resulta na substituicdo do aminoacido glutamato por
alanina. Pessoas homozigotas para tal alelo ndo parecem apresentar aumento nos niveis de
homocisteina quando comparados a controles. Todavia, pessoas que sdo heterozigotas para
os alelos 1298T e 677T (gendtipo 1298C/677T), tendem a ter caracteristicas bioquimicas
similares aos homozigotos para o alelo 677T, que possuem seus niveis de homocisteina
elevados, e, seus niveis de folato diminuidos (Van Der Put et al., 1998). A freqiiéncia do
alelo 1298T ¢ menos documentada que a do alelo 677T nas populagdes. Porém, segundo
recente revisdo, as freqiiéncias para o alelo homozigoto foram similares a dos controles,
segundo estudo realizado no Canada. As freqiiéncias para os alelos heterozigotos
677T/1298T nas populacdes, sao de 15% em um estudo do Canada e de 17% em um
estudo dos Estados Unidos (Botto & Yang, 2000).
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E importante salientar que os polimorfismos mais estudados do MTHFR (C677T e
A1298C) nao sao fatores de risco independentes para alguns tipos de malformagdes.
Entretanto, a baixa ingesta periconcepcional de vitaminas e folato podem aumentar o risco
destas malformagdes na prole, e, este risco pode ser ainda mais pronunciado em maes que
possuem o gen6tipo MTHFR 677TT ou MTHFR 1298CC (Van Rooij et al., 2003). Desta
maneira, a suplementagdo faria mais do que corrigir uma deficiéncia nutricional. Um de
seus efeitos seria, provavelmente, estabilizar as mutacdes do gene MTHFR, reduzindo

entdo a expressao fenotipica desta mutagdo (Shields et al., 1999).

Ainda existem outros polimorfismos relacionados ao gene MTHFR, como T1059
(Trembath, 1999) e G1793A (Rady et al., 2002), que sdo pouco estudados, mas que na
presenga de outros polimorfismos do MTHFR podem estar associados a incidéncia de

malformagdes congénitas (Rady et al., 2002).

1.8.1.1 MTHFR e Fendas Orofaciais

Desde 1995, evidéncias obtidas a partir de estudos t€ém sugerido que o uso materno
de suplementagdo vitaminica periconcepcional com 4cido folico resulta em risco reduzido
para anomalias congénitas, especialmente quando associado ao polimorfismo C677T do

gene MTHFR (Shaw et al., 1995; Van der Put et al., 1996).

Estudos em que o polimorfismo C677T do gene MTHFR tem sido testado para
associacdo com FL/P mostram resultados conflitantes (Shaw et al., 1998; Mills et al.,
1999; Martinelli et al., 2001). Shaw et al. (1998), desenvolveram um estudo caso-controle,
envolvendo aproximadamente 300 criangas com FL/P e sem malformagdes. Neste estudo
nao houve indicagdo de risco aumentado para fendas orofaciais entre criangas homozigotas
para o alelo T relacionado ao polimorfismo C677T do MTHFR, nem indicaram interagao
entre o gendtipo TT destas criangas com uso de suplementagdo vitaminica materna.
Recentemente, Jugessur e colaboradores também ndo observaram associacdo entre o

gendtipo TT e este tipo de anomalia (Jugessur et al., 2003).
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Van Rooj et al. (2003) investigaram a associacdo independente entre os genotipos
dos polimorfismos C677T e A1298C do MTHFR entre criangas com FL/P seus pais e
maes. Nao houve diferancas na distribuicdo dos genoétipos do MTHFR em criangas com
fendas e seus pais e maes, contrastando com dados obtidos por Pezetti et al. (2004) que
observaram uma diferenca significante entre maes de criangas com fendas e que possuiam
o genotipo de risco. Entretanto, Van Rooj revelou em seu trabalho que maes que nao
usaram suplementacdo vitaminica periconcepcional e possuiam o genotipo 677TT

mostraram um aumento de quase 6% no risco de ter uma crian¢a com FL/P.

Poucos sdo os estudos que associam os gendtipos C677T e A1298C do gene
MTHEFR. Shotelersuk et al. (2003) ndo encontraram associa¢do entre os genotipos destes
polimorfismos e FL/P, porém mostrou uma freqiiéncia significativamente maior em maes
de criancas afetadas que possuiam gendtipos heterozigotos 677CT e 1298AC,

demonstrando um aumentando no risco de ter um filho com fendas de 4.4%.

1.8.2 MTR

O gene MTR codifica a enzima 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina S-
metiltransferase, que também ¢ chamada metionina sintase. Esta enzima catalisa a
remetilacdo de homocisteina a metionina na reagdo em que a cobalamina serve como
carreador intermediario de grupos metil (Leclerc, 1996). A metionina sintase ¢ essencial
para a manuten¢do adequada da quantidade de metionina e folato intracelular, bem como
para assegurar que as concentracdes de homocisteina ndo atinjam niveis toxicos (Van der

Put et al., 1997).

O gene MTR tem 4Kb e esta localizado no cromossomo 1q43, perto da regido
telomérica do brago longo. Sua seqiiéncia codificadora contém 3795 pares de bases,

codificando um polipeptideo de 1256 aminoacidos (Leclerc, 1996).
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A deficiéncia da atividade desta enzima pode resultar em hiper-homocisteinemia,
homocistinuria e anemia megaloblastica (Leclerc, 1996). Hiper-homocisteinemia branda
pode ser causada pela dieta pobre em vitaminas envolvida no metabolismo da
homocisteina, como acido folico, vitamina B, e Bg. Isto também pode ser devido a
reducdo da func¢do de enzimas chave para este metabolismo, resultando de variagdes nestes
genes. Ha pouco tempo o papel de polimorfismos no gene que codifica a metionina sintase

tem atraido interesses (Kerkc et al., 2003).

A andlise deste gene revelou o polimorfismo A2756G, uma mutagdo de ponto que
acarreta a substituicdo do acido aspartico por glicina. Embora ndo seja conhecida a
varia¢do na atividade enzimdtica da metionina sintase, tem-se a hipotese de que a variante
MTR A2756G possa elevar os niveis de homocisteina no plasma, aumentando o risco de
doengas cardiovasculares e defeitos de tubo neural (Leclerc, 1996; Van der Put et al.,
1997). Em 1996, Li et al. revisaram o papel do MTR no metabolismo da homocisteina, e
notaram que a perda de funcdo devido a mutacdes neste gene poderia levar a hiper-

homocisteinemia, além de ter um importante papel no desenvolvimento de tumores.

A freqiiéncia populacional deste polimorfismo ainda nao estda bem definida. Em
2003, Klerkc e colaboradores analisaram 540 individuos sadios, cuja freqiiéncia de
heterozigotos (GG) encontrada para este polimorfismo foi de 2,2%. A distribui¢do dos
genotipos encontrava-se em equilibrio Hardy-Weinberg. Van der Put et al. (1997),
encontraram 3,3% de genotipos GG em uma amostra de 364 controles utilizados em um
estudo de associacdo do polimorfismo A2756G deste gene. Em recente revisdo
bibliografica, Sharp & Little (2004) descreveram a freqiiéncia do gendtipo GG de algumas
populacdes. Em populagdes Japonesas e Chinesas a freqii€ncia deste gendtipo ¢ de 2-3%,
bem como para Europeus, 1-5% para Americanos, 10-11% para criancas caucasoides e

suas maes no Canada, e, 6% para negros Americanos.
Outro polimorfismo descrito por Leclerc et al. (1996) foi identificado como uma

mutacdo de ponto na posi¢ao 2758 do gene MTR, que troca citosina por guanina,

resultando em uma substitui¢do do aminodcido histidina a asparagina.
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1.8.3 MTRR

Em 1998, Leclerc e colaboradores clonaram o cDNA correspondente a metionina
sintase redutase. Esta enzima tem um papel crucial no metabolismo da homocisteina, sendo
necessaria para a manutencao do funcionamento da enzima metionina sintase. O gene,
simbolizado MTRR, estd localizado no cromossomo 5pl15.3-p15.2, contendo 698

aminoacidos.

Wilson e colaboradores (1999) identificaram o polimorfismo A-G na posi¢ao 66 do
nucleotideo, que troca a isoleucina por metionina. Este estudo ainda associou defeitos de
fechamento de tubo neural ao polimorfismo, especialmente quando os niveis de vitamina
B, sdo baixos ou quando o polimorfismo C677T do gene MTHEFR esta presente. Doolin et
al. (2002) verificou o potencial envolvimento dos genoétipos maternos e embrionarios para
determinar o risco para DTN. Foram analisados os polimorfismos MTRR A66G ¢ MTR
A2756G que trouxeram evidéncias de que as duas varidveis maternas aumentavam o risco
para DTN. Em 2003, Pietrzyk e colaboradores também encontraram associagdo do

gendtipo MTR 66 GG e maes de criangas malformadas.

Hobbs et al. (2000) avaliaram as freqiiéncias dos polimorfismos do MTHFR
C677T e MTRR A66G em amostras de DNA de 157 maes de criangas com sindrome de
Down e 144 maes controle. A razao de chances (OR) foi calculada para cada polimorfismo
separadamente e para interacdo gene-gene. Como resultado, individuos homozigotos GG
para o polimorfismo do MTRR foram associados a um aumento de 2,6% no risco
estimado, e, a presenca dos dois polimorfismos foi associada a um risco ainda maior para
sindrome de Down, calculado em 4,08%. Ainda na busca de associagdo para Sindrome de
Down, um estudo foi desenvolvido em 2003 por Bosco e colaboradores, que estudou a
influéncia dos trés principais polimorfismos envolvidos no metabolismo da homocisteina,
MTHFR C677T, MTR A2756G ¢ MTRR A66G em maes de criangas com Sindrome de
Down. Eles encontraram uma associagao entre o gendtipo MTR 2756 AG/GG como fator

de risco para Sindrome de Down (OR = 6,7 e 3,5 respectivamente). Duplos heterozigotos
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para MTR 2756 AG/ MTRR 66 AG tiveram seus gendtipos combinados e apresentaram

um risco de significativo para esta sindrome (OR = 5).

Com relagdo a freqiiéncia populacional do polimorfismo A66G do MTRR, a
freqiiéncia do genotipo GG ¢ de 10,3% em Afro-Americanos, 29,6% em Caucasoides e
7,3% em espanhois, de acordo com Rady et al. (2002). Sharp & Little, em um artigo de
revisdo de 2004, destacam ainda a freqiiéncia do genotipo GG de 8-10% em Japoneses, e
de 42% para Afro-Americanos. No Brasil hd um estudo recente desenvolvido com 220

criangas normais, cuja freqiiéncia do genotipo GG € de 15% (Aléssio et al., 2004).

Além deste polimorfismo, outra variante do MTR foi descrita, MTRR C997G com
uma freqiiéncia de 0,02 entre 50 controles (Wilson et al., 1999). Porém a verdadeira
freqliéncia deste polimorfismo em populagdes maiores, bem como sua potencial associacao
com os niveis plasmaticos de homocisteina, folato e vitamina B, ainda ndo foram

avaliados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar possiveis fatores de suscetibilidade para fissuras orofaciais relacionados ao

metabolismo da homocisteina.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar a freqiiéncia dos polimorfismos C677T do gene MTHFR, A2756G do
gene MTR e A66G do gene MTRR em uma amostra de criangas com Fissuras Orofaciais e
suas maes, € em uma amostra controle composta por criangas ndo malformadas e suas

maes;

e Avaliar os habitos maternos durante a gestacdo (uso de suplementagdo vitaminca,

fumo e alcool) como potenciais fatores de suscetibilidade para FL/P;

e Testar possiveis interacdes entre os genotipos dos polimorfismos C677T do gene

MTHFR, A2756G do gene MTR e A66G do gene MTRR;

e Avaliar a interacdo gene-ambiente dos polimorfismos estudados com os habitos

maternos durante a gestagao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento

O estudo realizado foi do tipo caso-controle de base hospitalar.

3.2 Amostra

3.2.1 Definicéo de caso

Caso foi considerado toda crianga de 0 a 13 anos apresentando fenda ldbio-palatina ndo-
sindromica e sua mae. Todos os casos foram recrutados no ambulatério de Cirurgia Buco-

maxilo-facial do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.2.2 Definicao de controle

O grupo controle foi constituido de criangas de 0 a 13 anos sem malformagdes e
suas maes. Estes foram convidados a participar do projeto de pesquisa durante coleta de

rotina na Zona 14 do HCPA.

3.2.3 Critérios de exclusao
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Recusa da mae ou responsdvel da crianca em participar da pesquisa,
impossibilidade de localizagao do enderecgo, falecimento do paciente ou ndo confirmacao
de presen¢a de malformacao congénita maior apds realizacdo do exame fisico no momento

da coleta da amostra.

Todas as maes que aceitaram participar do projeto assinaram um termo de
consentimento (Anexo I). Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa e Etica do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.2.4 Periodo de incluséo de pacientes

As coletas de casos e controles ocorreram no periodo de janeiro a dezembro de

2004.

3.2.5 Local de realizacéo

Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul e Servigo

de Genética Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.3 Obtencao Dados Clinicos

Os casos e suas maes, bem como os controles e suas maes responderam a um
protocolo clinico (Anexo II), contendo informagdes sobre idade, sexo, idade dos pais,
consangiiinidade, outros casos de fendas na familia, etnia, dados sobre a gestagdo da mae ¢

parto da crianga, e tipo de fenda.
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3.4 Coleta de material

Foram coletados dos casos e controles cerca 10 ml de sangue periférico em EDTA.
Esta amostra foi coletada e colocada imediatamente em frasco com gelo, que,

posteriormente, foi utilizada extragdo de DNA.

3.5 Extracgédo de DNA

O DNA foi extraido a partir da amostra de sangue coletada, pelo método descrito

por Lahiri e Nurnberger (1991).

3.6 Analise do Polimorfismo C677T do MTHFR

Para a andlise deste polimorfismo do gene MTHFR foi utilizado o método da
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com os seguintes primers, descritos por Frosst et

al, 1995:

5’ TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3’ e,
5" AGGACGGTGCGGTGAGTG 3’

O PCR foi realizado em um volume total de 25 pl, contendo 2.5 ul de tampao e
dNTP, 1 ul de cada primer, 0.2 ul de Taq polimerase, 16.05 ul de dgua Milli-Q e 1ul de
DNA. Os parametros utilizados para o PCR foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 50 segundos, anelamento a 54°C

por 50 segundos, extensdo a 72°C por 50 segundos e extensdo final de 2 minutos a 72°C.
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A presenga do fragmento amplificado de 198pb foi verificado em gel de agarose
1.5%. O produto do PCR foi digerido com a enzima Hinf I a 37°C, cujo produto foi

visualizado em gel de acrilamida 6% ap0s eletroforese a 100V por 1 hora e meia.

Casos e controles foram genotipados TT se homozigotos para o alelo 677T, CT se

heterozigotos os alelos 677C/T e, CC se homozigotos para o alelo 677C.

3.7 Analise do Polimorfismo MTR A2756G

Para a analise deste polimorfismo do gene MTR foi utilizado o método da PCR,

com os seguintes primers, descritos por Van der Put et al., 1997:

5’ GGTGTGTTCCCAGCTGTTAGATG 3’ e,
5" GACACTGAAGACCTCTGATTTGAAC 3°

O PCR foi realizado em um volume total de 25 ul, contendo 2.5 ul de tampao e
dNTP, 1 ul de cada primer, 0.2 ul de Taq polimerase, 16.05 ul de dgua Milli-Q e 1ul de
DNA. Os parametros utilizados para o PCR foram: desnaturagdo inicial a 92°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 92°C por 60 segundos, anelamento a 56°C

por 60 segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos e extensdo final de 7 minutos a 72°C.

A amplificagdo do PCR resultou em um fragmento de 265 pb que foi visualizado
em gel de agarose 1,5%. O fragmento foi digerido com a enzima de restricao Haelll a 37°
C por 3 horas, seguida pela analise por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% por 2
horas a 100 V. Apoés a digestdo o alelo 2756A apresenta um fragmento de 265pb,

enquanto que o alelo 2756G resulta em dois fragmentos de 180 e 85pb, respectivamente.

3.8 Analise do Polimorfismo MTRR A66G
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Para a anélise deste polimorfismo do gene MTRR foi utilizado o método da PCR,

com os seguintes primers, descritos por Wilson et al., 1999:

5" GCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT 3’ e,
5" AAACGGTAAAATCCACTGTAACGGC 3°

O PCR foi realizado em um volume total de 25 pl, contendo 2.5 ul de tampao e
dNTP, 1 ul de cada primer, 0.2 ul de Taq polimerase, 16.05 ul de agua Milli-Q e 1ul de
DNA. Os parametros utilizados para o PCR foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C

por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e extensao final de 5 minutos a 72°C.

O produto do PCR com 150 pb foi visualizado em gel de agarose 2%, seguida de
digestdo utilizando a enzima de restricio Ndel a 37°C por 3 horas. Apds a clivagem os
fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% por 1 hora e
meia a 100V. Na presenga do alelo A o produto de PCR nao ¢ clivado permanecendo com

150 pb, em contraste aos dois fragmentos de 123 e 27 pb obtidos na presenca do alelo G.

3.9 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o programa Epilnfo, versdao 3.3 (2004). O
teste do y” foi utilizado para testar o equilibrio Hardy-Weinberg, comparar as freqiiéncias
alélicas entre os grupos, e avaliar as interacdes gene-gene e gene-ambiente. O nivel de

significancia foi estabelecido como p < 0,05 e intervalo de confianga de 95%.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da Amostra

A amostra inicial foi constituida por 110 criangas com fissuras orofaciais nao-
sindromicas e suas maes (casos), € por 103 criancas sem malformagcdes e suas maes

(controles).

Dos 110 casos, 60,0% eram do sexo masculino e 40,0% do sexo feminino, cuja
média de idade foi de cinco anos (DP: 3,8) e de 3.152 Kg (DP: 624,7 g) ao nascimento. De
todos os casos apenas quatro individuos relataram apresentar consangiiinidade, e 11 (10%)
casos apresentaram histérico familiar positivo para fissuras orofaciais. Noventa e cinco
criangas (84,5%) com FL/P eram caucasoides e 15 (15,5%) negréides. Todos as criangas
negroides foram posteriormente excluidas do estudo, sendo que o niimero amostral final
foi considerado como 95, referente aos caucasoides. Quanto ao tipo de fissura orofacial,
81,8% das criangas tinham fissura do tipo labio-palatina, e, 18,8% apresentavam fissura

labial ou palatina isolada.

Na amostra dos controles 57,3% criancas eram do sexo masculino e 42,7% do sexo
feminino, com média de idade de 5,9 anos (DP: 3,3) e de 3.338 Kg (DP: 383.9 g) ao
nascimento. Foi observada consangiiinidade em quatro controles e um histérico familiar
positivo para fissuras orofaciais. Cem criangas eram caucaséides e apenas trés negroides.
Do mesmo modo que os controles, as criancas negroides foram excluidas do estudo, sendo

que o numero amostral final foi considerado como 100.

Quando comparadas as amostras de casos e controles foi encontrado apenas uma
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, com relacdo a familiares afetados
em 1°grau (pai, mde, irmao) para fendas orofaciais (Tabela 2). No grupo dos casos 11

individuos possuem familiar afetado em 1°grau enquanto que no grupo controle hé apenas
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um (p<0,01). Ainda no grupo dos casos oito individuos tém familiares afetados em 2° grau

e 13 casos possuem familiares afetados em 3° grau.

Tabela 2. Caracteristicas da Amostra de Casos e Controles.

Caracteristicas Casos (n =110)  Controles (n =103) Significancia
n % n %
Sexo
Masculino 66 60,0 59 57,3 NS
Feminino 44 40,0 44 42,7 NS
Etnia
Caucasoide 95 84,5 100 97,1 —
Negroide 15 15,5 3 2,9 —
Consaguinidade 4 3,6 4 3,9 NS
Familiares afetados
(1°grau) 11 10,0 1 1 <0,01
Tipo de Fissura
Labio-Palatina 90 81,8 — —
Isolada 20 18,2 — —
X DP X DP
Idade 5,0 3.8 5,9 3,3 NS
Peso ao Nascimento 3.152 6247 3.385 3839 NS

4.2 Historia Materna: Potenciais Fatores de Risco

Na anélise de potenciais fatores de risco que podem estar associados a suscetibilidade
a fendas orofaciais foi investigada a idade materna na gestacdo, bem como o uso de

medicagdes, suplementagdo vitaminica, alcool e fumo, como apresentado na Tabela 3.
A idade materna foi analisada em um total de 95 maes casos e 100 maes controles.A

distribuicdo de idade foi similar em casos e controles. Com relagdo as variaveis de héabitos

e exposi¢oes maternas sO foi possivel coletar os dados de 60 maes controles. A maioria das
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maes fez pré-natal, totalizando 87,4% das maes casos e 93,3% das maes controles. Apenas
15,8% das maes de criangas com fissuras orofaciais usaram algum tipo de medicagdao
durante a gestagdo contra 26,7% das maes controles. Poucas maes casos (12,6%) e
controles (16,7%) tomaram suplementacdo vitaminica contendo acido folico durante o
primeiro trimestre de gestacdo. No item uso de alcool, 13,7% das maes de casos e 16,7%
das maes controles o fizeram. O habito de fumar esteve presente em 16,8% das 95 maes de
casos ¢ em 13,3% das 60 maes de controles. Como apresentado na tabela, nenhum dos

habitos maternos apresentou diferencas significativas entre casos e controles.

Tabela 3. Potenciais fatores de risco para FL/P durante a gestagao.

Fatores de Risco Casos (n =95) Controles (n =60)  Significancia
n % n %
Idade na
Gestacao
<18 15 15,6 12/100 12,0 NS
19-34 63 65,7 78/100 18,0 NS
> 35 18 18,7 10/100 10,0 NS
Pré-Natal 83 87,4 56 93,3 NS
Uso Medicagado 15 15,8 16 26,7 NS
Suplementacéo
Vitaminica 12 12,6 10 16,7 NS
Alcool 13 13,7 10 16,7 NS
Fumo 16 16,8 8 13,3 NS

4.3 Analise do Polimorfismo C677T do gene MTHFR

A tabela 4 apresenta a distribuicdo dos genotipos e freqiiéncia dos alelos referente ao
polimorfismo C677T do gene MTHFR, das criancas com FL/P e suas maes, bem como seus

controles.
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Tabela 4. Distribui¢do dos genétipos e freqiiéncias alélicas referente ao polimorfismo
C677T do gene MTHFR.

Fregliéncia Genotipica n (%) Fr;?;?:;ia
Amostra CC CT 1T C T
Casos 40 (42,5) 37 (39.4) 17 (18,1) 0,62 0,38
Controles 45 (45,00 41 (41,0 14 (14,0) 0,65 0,35
Mées Casos 36  (39,6) 36 (39,6) 19 (20,8)* 0,59 0,41
Maes Controles 38 (38,0) 52 (52,0) 10 (10,0) 0,64 0,36

* Freqiiéncia do gendtipo TT em maes de casos ¢ significativamente superior (p<0,03) ao dos
controles, com relagdo aos demais genotipos.

A distribui¢do dos gendtipos nao diferiu do esperado entre os grupos, encontrando-
se em equilibrio Hardy-Weinberg. As andlises genéticas revelaram homozigozidade para a
variante alélica 677T do gene MTHFR em 18% das criangas com FL/P, e em 14% dos
controles, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa quando comparada a
distribuicdo dos genotipos entre casos e controles. Entretanto, quando comparadas as
freqiiéncias genotipicas das maes de criancas malformadas e as maes controles, foi
encontrado uma diferenga significativa (Razdo de chances = 2,38; IC = 0,97-5,89; p<0,03)
sendo que 20% das maes de criancas com FL/P apresentaram o genotipo 677TT contra

apenas 10% das maes controles.

4.4 Analise do Polimorfismo A2756G do gene MTR

A distribuicdo dos genoétipos e a freqiiéncia dos alelos A ¢ G do polimorfismo
A2756 do gene MTR em criangas com fissuras orofaciais, suas maes e controles esta
demonstrada na tabela 5. A distribuicao dos genétipos ndo diferiu da esperada, estando em
equilibrio H-W. Desta maneira ndo foi observada diferencas estatisticamente significativa

entre casos e controles para este polimorfismo do gene MTR.
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Tabela 5. Distribui¢do dos gendtipos e freqiiéncias alélicas referente ao polimorfismo
A2756G do gene MTR.

Freqiéncia Genotipica n (%) Fr;?;?ggia
Amostra AA AG GG A G
Casos 61 (64,9) 30 (31,9) 3 (32 0,81 0,19
Controles 67 (67,00 29 (29,0 4 (4,0) 0,81 0,19
Maes Casos 58 (63,7) 31 (34.1) 2 (22 0,81 0,19
Maes Controles 70 (70,00 26 (26,0) 4 (4,0 0,83 0,17

4.5 Analise do Polimorfismo A66G do gene MTRR

A distribuicdo dos genotipos referentes ao polimorfismo A66G do gene MTRR e
suas freqliéncias alélicas estdo apresentadas na Tabela 6. A distribui¢do dos genotipos
entre criancas com fissuras orofaciais, suas maes e controles diferiu da esperada, ndo
mostrou a distribui¢do esperada pelo Equilibrio Hardy-Weinberg (criangas casos p<0,003;
criancas controles p<0,002; maes casos e controles p<0,001). As analises nao revelaram
diferencgas estatisticamente significativas entre criancas com FL/P e seus controles, bem

como para suas maes e controles.

Tabela 6. Distribuigdo dos gendtipos e freqiiéncias alélicas referente ao polimorfismo
A66G do gene MTRR

Frequiéncia Genotipica n (%) Fr;?;?ggia
Amostra AA AG GG A G
Casos 33 (35,1) 56 (59,6) 5 (5,3) 0,65 0,35
Controles 33 (33,00 61 (61,0) 6 (6,0 0,64 0,36
Maes Casos 34 (374) 54 (59.3) 3 (3.3) 0,67 0,33
Maes Controles 35 (35,0) 60 (60,0) 5 (5,0 0,65 0,35
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4.6 Anélise da interacgdo entre os genotipos dos genes MTHFR, MTR e MTRR

As interagdes gene-gene foram avaliadas através das combinagdes dos gendtipos

homozigotos e heterozigotos para os trés polimorfismos dos genes MTHFR, MTR e

MTRR em maes casos e controles (Tabela 7). Estes genétipos foram primeiramente

combinados dois a dois, e, por ultimo em trio para avaliagao de possivel fator de risco para

fissuras orofaciais. Os numeros de individuos estudados nesta analise foram muito

reduzidos e ndo mostraram diferencas significativas.

Tabela 7. Combinagdo de genotipos dos polimorfismos C677T do gene
MTHFR, A2756G do gene MTR e A66G do gene MTRR em maes de

casos e controles.

Combinac0es Casos (n =91) Controles (n=100)
Genotipicas n % n %
MTHFR/MTR
TT/GG 1 1,1 0 0,0
CT/AG 12 13,2 16 16,0
MTHFR/MTRR
TT/GG 1 1,1 1 1,0
CT/AG 22 24,2 31 31,0
MTR/MTRR
GG/GG 0 0,0 1 1,0
AG/AG 19 20,1 14 14,0
MTHFR/MTR/MTRR
TT/GG/GG 0 0,0 0 0,0
CT/AG/AG 8 8,8 7 7,0

4.7 Anélise das interagdes gene-ambiente
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Tendo em vista a associacao positiva entre o polimorfismo C677T do gene MTHFR
e maes de criancas com FL/P, foi avaliada a possivel interagdo gene-ambiente entre o
polimorfismo do gene MTHFR e habitos maternos durante a gestacdo nas maes casos
(Tabela 8). Para a variavel fumo e suplementac¢do vitaminica foram analisadas 90 maes de

criangas com fissuras orofaciais e 89 para a injestao de alcool.

As andlises estatisticas ndo revelaram interagdes do alelo (T) ou gendtipo (TT) de
risco com relagdo as varidveis fumo, alcool e suplementacdo vitaminica nas maes de

criangas com FL/P.

Tabela 8. Possiveis interagdes entre o polimorfismo C677T do gene MTHFR e habitos
maternos durante a gestagdo em maes de criangas com FL/P.

Alelo T Genoétipo TT
Variavel Sim Nao Sim Nao
n % n % n % n %

Fumo (n=89)

Sim 11 12,3 4 4,5 3 3,3 12 13,4

Nio 43 484 31 348 16 17,9 58 654
Alcool (n=90)

Sim 8 8,9 2 2,2 2 2,2 8 8,9

Nio 47 52,2 33 36,7 17 18,9 63 70,0
Suplementagéo
Vitaminica (n=89)

Sim 7 7,9 5 5,6 3 3,4 9 10,1

Nao 48 53,9 29 32,6 16 18,0 61 68,5
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5. DISCUSSAO

Alteragdes no metabolismo da homocisteina e do acido félico tém sido associadas a
varios tipos de malformagdes congénitas (Botto & Yang, 2000). A partir do fato de que a
ingestdo de acido félico influencia nos niveis plasmaticos de homocisteina, e que esta pode
ter um papel teratogénico se em niveis elevados, t€ém-se a hipotese de que as variantes dos
genes envolvidos neste metabolismo podem estar associados a algumas malformacdes
congénitas. Esta hipotese foi iniciada com estudos no gene MTHFR, que codifica uma
enzima chave para o metabolismo da homocisteina (Frosst et al., 1995; Shaw et al., 1995).
Este trabalho avaliou trés polimorfismos — C677T do gene MTHFR, A2756G do gene
MTR e A66G do gene MTRR — encontrados em genes que fazem parte do metabolismo da
homocisteina ¢ do acido folico, em criangas com fissuras orofaciais, suas maes e seus
controles. Adicionalmente foram estudados possiveis fatores de risco para FL/P, dando

maior atengdo aos habitos maternos durante a gestacao.

Criangas com fissuras orofaciais ¢ suas maes foram avaliadas e comparadas com
criancas normais ¢ suas maes. Nao houve diferencga estatistica significativa entre casos e
controles com relagdo a distribuicao de sexo, idade, peso ao nascimento e consangiiinidade
dos pais, sugerindo estes grupos constituem amostras comparaveis. Com relagdo ao item
historico familiar positivo para fendas orofaciais foi encontrada uma diferenca entre casos
e controles (p <0,01). Este resultado era esperado, uma vez que o risco de recorréncia para
uma doenca multifatorial como FL/P ¢ de aproximadamente 5% para parentes em 1°grau
(Murray,2002). Entretanto o observado de recorréncia familiar na nossa amostra ¢ de
10,0% para parentes em 1°grau, 7,3% 2° grau e 11,8% de 3° grau, o que realmente ¢
superior ao esperado pelo modelo multifatorial classico. Uma explicagdo para isto seria o

atendimento preferencial no ambulatorio de familiares afetados.
No presente estudo ndo foi possivel verificar associacdo entre os habitos e

exposicoes maternas (uso de suplementagdo vitaminica, alcool e fumo) durante o periodo

de gestacdo, principalmente no que diz respeito ao primeiro trimestre, sendo que este € o
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periodo critico no desenvolvimento fetal. Entretanto, estudos t€ém relacionado os hébitos e
exposi¢des maternas como possiveis fatores de risco para fissuras labio palatinas. Em
1987, Khoury et al. encontraram uma relagdo positiva entre fumo materno e fissuras
orofaciais (OR = 3,33; IC = 1,3-8,4). Wyszynski et al (1997) realizaram uma meta-analise
utilizando os resultados de 11 estudos e também encontraram associagdo positiva para
criancas com FL/P cujas maes haviam fumado durante a gestagdo, atribuindo um risco de
11%, sugerindo que o fumo ¢ um fator de risco para todos os tipos de fissuras orofaciais.
Lieff et al. (1999) encontraram uma relagdo dose-dependente entre FL/P e habito de fumar,
onde os fumantes pesados obtiveram um “odds ratios” de 1,85 contra 1,09 dos fumantes
leves. Honein et al. (2001) também relatam que fumantes tem um risco aumento para

varios tipos de malformacdes, incluindo fissuras labio-palatinas.

A nutri¢do materna também tem sido implicada como um dos fatores ambientais
que podem ter papel na etiologia das fissuras orofaciais, principalmente no que diz respeito
a suplementagdo vitaminica periconcepcional. O 4cido folico tem sido reconhecido como
um importante componente para o inicio do desenvolvimento fetal. Estudos do tipo caso-
controle (Werler et al., 1993), randomizados (Czeizel & Dudéas, 1992) e obsevacionais
(Milunsky et al., 1989) tém demonstrado que o uso de acido folico reduz a ocorréncia e
recorréncia de DTN em pelo menos 60%. A suplementac¢do vitaminica contendo acido
folico também tem um importante papel na prevencdo de fissuras orofaciais. Talarova &
Harris (1995) encontraram uma diminui¢cdo de 65% no risco para FL/P entre criangas de
maes que usaram suplementacdo vitaminica durante a gestacdo. Itikala et al. (2001)
observaram uma reducdo de 48% no risco de fissuras quando as mulheres foram
submetidas a suplementag¢do vitaminica, e Loffredo et al. (2001) demonstraram um efeito

protetor de suplementagdo vitaminica para FL/P.

Com base nessas informagdes existe um consenso mundial de que mulheres em
idade reprodutiva devem receber suplementa¢do contendo 4cido folico, com doses de
aproximadamente 0,4 mg/dia (Rosenberg, 2002). Em diversos paises, incluindo o Brasil,
uma das estratégias adotadas para o fornecimento populacional desta suplementagdo ¢ a

fortificacdo da farinha de trigo com écido félico (Food na Drug Administration, 1996).
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Frosst et al. (1995) identificaram a primeira mutacdo no gene MTHFR quando
conduziam um estudo sobre possiveis fatores de risco para doencas vasculares e
homocisteina. Esta mutacao era dada por uma substituicdo de uma citosina por uma timina
na posi¢do 677, o que resultava na troca do aminoacido alanina por valina. Essa mutagdo
foi relacionada com a diminui¢do na atividade termoldbel da enzima
metilenotetrahidrofolato-redutase, podendo ocasionar a elevagdo dos niveis plasmaticos de
homocisteina. Neste mesmo ano, Van der Put e colaboradores apresentaram o primeiro
estudo de associacdo do polimorfismo C677T do gene MTHFR com Defeito de Tubo
Neural, observando uma freqiiéncia aumentada de homozigotos TT em criangas com DTN,

suas maes e seus pais (Van der Put et al., 1995).

Segundo uma meta-andlise conduzida por Botto & Yang (2000), poucos sdo os
estudos que tem investigado a associacdo entre os genétipos dos polimorfismos do gene
MTHFR e o risco para outras malformacdes congénitas além dos DTN. Entretanto,
segundo esta meta-andlise, hd algumas pesquisas que relatam uma possivel associagdo
entre os polimorfismos do MTHFR e defeitos cardiacos, fissuras orofaciais, anomalias

urogenitais, deficiéncias de membros e Sindrome de Down.

No presente estudo ndo observamos a associagdo do alelo 677T do gene MTHFR
em criancas com FL/P e criangas sem malformagdes congénitas, sendo que a freqiiéncia do
alelo T foi similar em casos (0,38) e controles (0,35). A freqiiéncia deste alelo encontrada
nesta pesquisa confere com a freqiiéncia do alelo T na populagdao do Rio Grande do Sul,
que, segundo Bandinelli (2000) ¢ de 0,35 em caucasoides. Arruda et al. (1998) estudaram a
prevaléncia desta mutagdo entre diversos grupos étnicos no Brasil e relataram que a
freqliéncia do alelo 677T ¢ de 0,37 em caucasoides, o que confere com os dados obtidos

nesta pesquisa.

Contudo, encontramos uma diferenga estatisticamente significativa em maes de
criangas com Fissuras orofaciais com p<0,03 (Razdo de chances = 2,38). Neste caso,
20,8% das maes casos apresentaram o genotipo 677TT para o gene MTHFR, enquanto que

apenas 10% das maes controles obtiveram este genotipo. Este resultado nos sugere que
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maes que possuem o gendtipo TT tém 2,38 vezes mais chances de ter um filho com

fissuras orofaciais do que aquelas com gendtipo CC ou CT.

Estudos em que o polimorfismo C677T do gene MTHFR tem sido testado para a
associa¢do com fissuras orofaciais apresenta resultados conflitantes, como mostra a Tabela
9. Talarova et al. (1998) e Martinelli (2001) indicaram o envolvimento do genotipo 677TT
em criangas argentinas e em maes italianas, respectivamente, para o risco de FL/P. Estes
estudos mostraram uma alta propor¢do do genotipo TT em casos e suas maes, sendo de 17
e 21%. Em contraposi¢ao, Jugessur et al. (2003), ao conduzir um estudo do tipo caso-
controle revelou que maes que possuem uma ou duas copias do alelo 677T teriam um risco
reduzido para FL/P. Neste mesmo ano, Shotelersuk et al ndo encontraram associagdo entre
o gendtipo de risco do MTHFR e criangas com FL/P, suas maes e seus pais. Recentemente,
Pezetti et al. (2004) ao conduzir um estudo caso-controle observaram uma maior
freqiiéncia do alelo 677T em pacientes com fissuras do que nos controles, embora uma
diferenca significativa somente foi observada nas maes destes pacientes, da mesma forma
que o estudo apresentado nesta pesquisa. Além disso, Pezetti et al mostram que maes
heterozigotas para o polimorfismo 677T apresentam maior risco de ter filhos com fissuras

orofaciais (OR = 2,45).

Tabela 9. Estudos de associagdo do polimorfismo C677T do gene MTHFR e fissuras
orofaciais em diferentes populacdes.

Autor Populacido Associacao Razdo de Chances
Presente Estudo Caucasoide, Brasil Positiva 2,38
Shaw et al., 1998 Caucasoide, EUA Negativo 0,9
Mills et al., 1999 Caucasoide, Europa Positiva 1,65
Martinelli et al., 2001 Caucasoides, Italia Positiva 2,75
Jugessur et al., 2003 Caucasoide, Noruega Negativo 0,38
Van Rooj et al., 2003 Caucasoide, Holanda Negativo 1,2
Pezetti et al., 2004 Caucasoide, Italia Positiva 2,45

41



Se a ingestdo de acido folico afeta o risco para FL/P em algumas gestagdes se tem a
hipoétese de que as variantes dos genes envolvidos no metabolismo do acido folico podem
estar associadas a este risco. Est4 hipotese foi iniciada com estudos do gene MTHFR, que
codifica a enzima chave para o metabolismo do acido folico (Jugessur et al., 2003). A

partir de entdo outros genes envolvidos neste metabolismo comegaram a ser estudado.

Um destes genes, o MTR que codifica a enzima metionina sintase, se tornou alvo
de interesse para as pesquisas relacionadas ao metabolismo da homocisteina e 4cido folico.
Seu polimorfismo mais estudado foi identificado por Leclerc et al. em1996, conhecido

como A2756G, acarretando em uma substituicao do acido aspartico por glicina.

Em nosso estudo foi investigado o possivel envolvimento do polimorfismo MTR
A2756G como fator de risco para fissuras orofaciais em criangas e suas maes pela analise
da prevaléncia deste polimorfismo nesta populagdo. Nao foi observado nenhum aumento
significativo do gendtipo de risco 2756GG em criangas com FL/P e suas maes com relagdo
aos controles, indicando, talvez, que a troca deste aminoacido pode ndo significar um risco
maior para suscetibilidade de FL/P. A freqii€éncia encontrada do alelo G foi de 0,19 em
criancas a malformacao, seus controles e suas maes, e de 0,17 nas maes controles, o que
demonstra que a freqiiéncia para este alelo ¢ praticamente a mesma entre os grupos. Van
der Put et al (1997) estudando DTN, apresenta uma freqiiéncia alélica de 0,16 em 364
controles, o que confere com nosso achado. De acordo com recente meta-analise conduzida
por Sharp & Little (2004), a freqiiéncia do genotipo GG ¢ de 2-3% em populagdes
japonesas, 3% em populagdes européias, 1-5% em norte-americanos e 6% em populagdes
negras do Hawai. No presente trabalho a freqiiéncia encontrada do gendtipo GG foi de

3,2% para criancas com FL/P e de 4% para seus controles.

O polimorfismo MTR A2756G ainda ¢ pouco estudadon no que diz respeito a
fissuras orofaciais, para o qual ainda ndo ha relatos disponiveis na literatura. Ha alguns
estudos relacionando este polimorfismo a DTN. Van der Put et al (1997), estudando
pacientes com DTN nao mostrou associagdo entre este polimorfismo, criangas
malformadas e suas maes, cuja freqiiéncia genotipica GG foi de 1,8% para pacientes com

DTN, 2,9% para maes das criancas malformadas, e, 3,3% para os controles.

42



Outro gene que também esta envolvido no metabolismo da homocisteina ¢ MTRR.
Seu polimorfismo MTRR A66G identificado hd pouco tempo por Wilson et al (1999)
resulta em uma substituicdo do aminoécido isoleucina por metionina. Este polimorfismo
estd associado algumas malformagdes congénitas, doencas cardiovasculares e cancer
(Sharp & Little, 2004), entretanto, pesquisas relacionadas a este polimorfismo ainda s3o
poucas. O’Leary et al (2002) examinaram a prevaléncia da variante genética MTRR A66G
em 48 maes que tiveram filhos com Sindrome de Down e 192 maes controles. Eles
observaram uma freqiiéncia genotipica significativamente maior em casos (50%) que em
controles (29%), revelando que maes com o gendtipo GG tém maiores chances de ter um

filho com Sindrome de Down do que as que possuem genotipo AA.

De acordo com a amostra deste estudo ndo houve diferenca na freqiiéncia do
polimorfismo A66G do gene MTRR nos individuos com FL/P, suas maes e controles,
demonstrando que o polimorfismo deste gene parece nao ser um fator de risco para fissuras
orofaciais nesta populacdo. A freqiiéncia alélica 66G encontrada foi de 0,35 em criangas
com FL/P, 0,36 em criangas controles, 0,33 em maes casos, ¢ 0,35 em maes controles,
sendo possivel observar que as freqiiéncias alélicas se mantiveram equilibradas entre os

grupos.

As porcentagens dos genotipos e freqiiéncias alélicas do gene MTRR encontradas
nesta pesquisa divergem um pouco de dados apresentados em alguns trabalhos. Em recente
estudo conduzido no Brasil, Aléssio et al (2004) investigaram a presenca do polimorfismo
MTRR A66G em 220 criancas normais. Como resultado a prevaléncia observada de
homozigotos GG para este polimorfismo foi de 15% para estas criangas. Rady et al (2002)
também apresentaram a freqiiéncia deste polimorfismo do gene MTRR, mas agora em
diferentes populacdes, sendo que a freqiiéncia encontrada do genétipo GG foi de 10,3% em
afro-americanos, 29,6 em caucasoides e 7,3 em espanhois. Sharp & Little (2004), relatam
em sua meta-analise que a menor prevaléncia do gendétipo GG ¢ de 8-10% em japoneses e
19-29% em caucasoides. No presente estudo foi observado que a freqiiéncia para o

genotipo de risco GG variou de 3,3 a 6% entre casos e controles.
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A Tabela 10 sumariza alguns estudos relacionados aos polimorfismos envolvidos
no metabolismo da homocisteina (C677T MTHFR; A2756G MTR; A66G MTRR) em
diversas populacdes do mundo e as freqiiéncias alélicas encontradas. Como pode ser
observado, as freqiiéncias alélicas encontradas no presente estudo estdo de acordo com as
freqliéncias observadas em outras pesquisas para os polimorfismos dos genes MTHFR e
MTR. Contudo, as freqliéncias alélicas encontradas para o polimorfismo do gene MTRR
diferem das relatadas em outros estudos. Esta diferenca pode estar relacionada ao fato de
que a populacdo estudada neste trabalho ndo se encontra em equilibrio H-W, onde algum
fator pode estar atuando na modificacdo destas freqii€ncias alélicas. Nao conseguimos
explicar a razdo do desvio dos genotipos do sistema MTRR do esperado pelo equilibrio de

H-W em casos e controles.

Tabela 10. Freqiiéncias alélicas dos polimorfismos C677T do gene MTHFR, A2756G do
gene MTR e A66G do gene MTRR em diversas populagdes do mundo.

Autor Populacgao MTHFR MTR MTRR
aleloT alelo G alelo G
Presente estudo Caucasoide, Brasil 0,35 0,17 0,35
Rady et al., 2002 Caucasoide, EUA 0,32 - 0,54
O’Laeary et al., 2002 Caucasoide, Europa 0,31 - 0,55
Aléssio et al., 2004 Caucasoide, Brasil 0,32 - 0,51
Bowen et al., 1998 Caucasoide, Europa 0,35 - -
Arruda et al., 1998 Caucasoide, Brasil 0,37 - -
Pezetti et al., 2004 Caucasoide, Italia 0,41 - -
Van der Put et al., 1997 Caucaséide, EUA - 0,16 -
Klerk et al., 2003 Caucasoide, Holanda - 0,16 -

Por causa da complexidade genética do metabolismo do folato e homocisteina, ¢
esperada uma interagdo entre os genotipos de risco dos genes envolvidos neste
metabolismo uns com os outros. Através da combinagdo genotipica dos polimorfismos

C677T do gene MTHFR, A2756G do gene MTR e A66G do gene MTRR foi possivel
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observar que ndo hé interacdao entre estes trés polimorfismos, indicando que a presenga
desses genotipos combinados nao esta atuando como um possivel fator de suscetibilidade
na etiologia das FL/P nesta populacdo. Nao existem relatos na literatura de interagdes
gene-gene, relacionados a estes polimorfismos, para fissuras orofaciais. Porém, Morrison
et al. (1998), estudando os polimorfismos C677T do gene MTHFR e A2756G do gene
MTR encontrou um risco aumentado para DTN em maes que tinham as duas variantes
destes genes (OR = 3,9). Em outro estudo, conduzido por Wilson et al. (1999), foram
avaliados os polimorfismos A66G do gene MTRR e C677T do gene MTHFR e, criancas
que eram homozigotas para ambas as variantes também mostraram um aumento no risco

para DTN (OR =4,1).

Além das interacdes gene-gene também sdo esperadas interacdes de genes
relacionados ao metabolismo da homocisteina com fatores ambientais que possam
influenciar nesta rota metabdlica. Muitas observagdes tém sugerido que o risco para
malformagdes congénitas associadas aos genes envolvidos no metabolismo da

homocisteina pode variar de acordo com os habitos maternos durante a gestacao.

A interacdo gene-ambiente mais bem estudada diz respeito a interagao do
polimorfismo C677T e suplementagdo vitaminica periconcepcional Van Rooj et al. (2001)
sugeriram que a interagdo gene-ambiente entre o uso de suplementagdo vitaminica
contendo acido foélico e o gendtipo 677TT representam um risco aumentado para a
incidéncia de fissuras orofaciais na prole (OR = 5,9). Eles concluem o estudo dizendo que
o genotipo MTHFR 677TT nao ¢ um fator de risco independente para fissuras orofaciais,
mas o baixo consumo de folato associado a este genotipo ¢ que ird aumentar o risco de ter

um filho com fissura labio-palatina.

Interacdes gene-ambiente relacionadas ao polimorfismo do MTHFR e habitos
maternos como fumo e alcool ainda nao estdo bem estudados em FL/P. Brown et al. (2004)
publicaram um estudo no qual testaram a hipotese de que o habito de fumar modifica a
relagdo entre os genotipos do polimorfismo C677T do MTHFR e os niveis plasmaticos de
homocisteina. Como resultado eles encontram que o genotipo TT estava associado com

niveis elevados de homocisteina em adultos saudaveis fumantes (p = 0,001). No presente

45



estudo nao encontramos interagdes entre o alelo T nem entre o genotipo TT com habitos e

exposicoes de maes de criangas com fissuras orofaciais.
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7. ANEXO |

CONSENTIMENTO INFORMADO

Justificativa e os Objetivos da pesquisa:

Os defeitos congénitos sdo defeitos que aparecem, normalmente, uma unica vez nas
familias afetadas, porém em alguns casos, pode haver repeti¢ao do problema. O
entendimento dos mecanismos que levam a formagao destas malformagdes, nos seus
aspectos genéticos, podera contribuir para o planejamento de uma estratégia de prevengao
destas anomalias no nosso meio. O objetivo deste trabalho ¢ compreender as causas das
fissuras labio-palatinas, o que poderd auxiliar na preven¢ao destes defeitos em casos
futuros.

Procedimentos e Riscos ou desconfortos potenciais:

Serdo coletados 10 ml de sangue, em dois frascos para estudos moleculares de meu
filho(a). As amostras serdo analisadas no Servigo de Genética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

No momento da coleta de sangue poderé haver alguma dor em decorréncia da
pungdo da pele. Complicagdes de coleta de sangue rotineira sdo raras e geralmente sdo de
pequeno porte. Se houver extravasamento de sangue da veia no local da pung¢ao
geralmente ha um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias.

Beneficios esperados:

Este trabalho podera beneficiar minha familia, visto que ha um componente
genético nestas anomalias. Esse beneficio ndo serd direto para meu filho(a) afetado, mas
podera beneficiar outros membros da minha familia e de outras familias em risco de
apresentarem casos semelhantes. Caso alguma informacao derivada deste estudo for
importante para minha familia todo esforco sera realizado para informa-la.

Procedimentos alternativos:

Entendo que tenho direito de recusar a participar deste projeto e que minha recusa
nao afetard de nenhuma maneira o cuidado com meu filho(a) ou de minha familia no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Forma de acompanhamento e assisténcia:

As coletas de sangue serdo realizadas pelo pessoal especializado do Hospital de
Clinicos de Porto Alegre.

Pelo presente Consentimento Informado, declaro que fui esclarecido, de forma
clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coer¢do, dos objetivos, da
justificativa, dos procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios
do presente Projeto de Pesquisa, assim como dos procedimentos alternativos aos quais
poderia ser submetido, todos acima listados.

Fui igualmente, informado(a):
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. da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
davida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a

pesquisa;
. da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de

participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuagdo do meu cuidado e
tratamento;

¢ daseguranga de que ndo serei identificado e que se mantera o carater confidencial das
informacdes relacionadas com minha privacidade;

Os pesquisadores responsaveis por este projeto de pesquisa sdo a Dra. Lavinia
Schiiler-Faccini e Ana Paula Brandalize (Fone: 51 33168008 ou 51-91438403), tendo este
documento sido revisado e aprovado pela Comissao Cientifica e Comissdo de Pesquisa e
Etica em Satide do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Data: / /

Nome e assinatura do Paciente ou Responsével

Nome e assinatura do Pesquisador
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8. ANEXO I1

PROTOCOLO DE AVALIACAO DE PACIENTES COM FL/P NAO
SINDROMICA

IDENTIFICACAO
Nome

REG HCPA

Residéncia n° apto

Bairro Cidade Fone
Sexo( )M ( )F Id12__ a m Idade:
Nome pai DN / / Idade

n

Nome mae DN / / Idaden

Ocupagdo mae

Local moradia durante gestacao Bairro

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

Pré-natal (1) S (2) N (3) Nao sabe Uso medicacdo (1) S (2) N (3) Nao sabe

Uso de vitaminas (1)S (2) N (3) Nao sabe

Alcool

Bebeu alcool durante os 3 meses antes de engravidar (1) S (2) N (3) Nao sabe

Durante que meses antes de engravidar bebeu alcool (1) (2) (3)

Bebeu élcool durante a gestacdo (1) S (2) N (3) Nao sabe

Durante que meses bebeu alcool durante a gestagdo (1) (2) (3) (4) (5) (6) ( ) meses
Quantidade: (1) 1-3 drinks/ més (2) >4 drinks/més

Fumou durante a gestacdo (1) S (2) N (3) Nao sabe

Durante que meses da gestagdo fumou meses

Meédia de cigarros por dia: (1) 1 a9 cigarros (2) 10 a 20 cigarros (3) > 20 cigarros
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Gestagdo (1) <37 sem (2) 37-41 sem (3) >41 sem (4) Nao sabe Parto (1) Normal (2)
Cesaria

PN: g Comp  cm PC_ ocm  Apgar
Intercorréncias perinatais (1) S (2) N (3) Nao sabe

HISTORICO FAMILIAR
Consangiiinidade (1) S (2) N (3) Nao sabe
Outros casos na familia (1) S (2) N (3) Nao sabe

Parente afetado (1) 1° grau: gémeo MZ, DZ, irmdo, pai, mae
(2) 2° grau: tios e tias
(3) 3° grau: primos
(4) outros

Antepassados: (1) Europeu Latino (2) Europeu ndo latino  (3) Judeu (4) Nativo

(5) Turco (6) Negro (7) Oriental (8) Outros
DIAGNOSTICO
(1) FL/P
(2) FPI

FL (1) Primario (2) Secundario

FP (1) Primario (2) Secundario

OBS:
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