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RESUMO

Introducdo: As fendas orais sao malformacdes caracterizadda fmmacao
incompleta das estruturas que separam a cavidasi eaoral. Sabe-se que varios
fatores ambientais e genéticos estdo envolvidosenodesenvolvimento, dentre esses,
polimorfismos associados ao metabolismo do acidioofGéém sido alvo de estudos.
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi okaess freqiéncia dos polimorfismos
C677T e 0 A1298C do gene da Metilenotetrahidrofoladutase (MTHFR), A2756G
da Metionina Sintase (MTR), A66G da Metionina Sset&Redutase (MTRR) e A80G
do Transportador de folato reduzido (RFC1) em mpaege portadores de fendas orais
ndo-sindrémicas, buscando associa-los ao desemait® das mesmagasuistica e
Métodos: Foram avaliados 140 portadores de fendas oraisindodmicas e suas maes
e 175 individuos controles com suas mées, que feimetidos a um questionario
familiar para obtencéo de informacdes. Foi realizactoleta de sangue para extracao
do DNA dos pacientes e de suas méaes para idepfiicdos gendtipos de ambos
atravées de PCR-RFLP, além da realizacdo das dasatgrglicose, AST, ALT e
creatinina séricos, dosagens de acido félico emwita B12 séricos e homocisteina
plasmatica, além da realizacdo de hemogr&eaultados:A maioria dos pacientes sao
portadores de fenda labio-palatina (55,8%), segdédBenda palatina isolada (24,2%) e
da fenda labial (20%). Em relacdo ao sexo, 62%pdogentes e sdo do sexo masculino
e 48% do sexo feminino e, apds subdivisdo do tpdetida de acordo com o sexo
constatou-se uma prevaléncia do sexo masculinoferatas do tipo labio-palatina
(69%) e labial (69,2%) e no caso das fendas paktiisoladas houve uma
predominancia do sexo feminino (59%). A concentvag@dia de acido félico sérico no
grupo das mées de pacientes fissurados foi sigtifaamente inferior (13,8+2,4ng/mL)
guando comparada com o grupo das mées dos indsv/imhrdgroles (18,8+3,4ng/mL), o
gue também foi observado para o grupo dos paciéasesados quando comparado aos
filhos controles, a dosagem de acido folico apreseriferenca significante com
valores de 15,6+0,6(ng/mL) e 17,9+0,6(ng/mL), retipamente. Para as dosagens
bioquimicas de glicose, AST, ALT e creatinina n&@wam observadas diferencas
estatisticas, assim como ndo foi observado parapar&metros hematoldgicos
realizados. Na avaliacdo da frequéncia dos polismads C677T e Al1298C da
MTHFR, A2756G da MTR, A66G da MTRR e A80G do RFC3orfoi observada
diferenca estatisticamente significante na disigdo dos genotipos entre caso e
controle tanto em relagcdo as maes quanto nos pesitssuradosConclusao: Apesar
de ndo ter sido observada associacdo dos polimasis estudados com o
desenvolvimento das fendas, a diminuicdo na coragfud sérica de acido félico no
grupo dos pacientes fissurados e de suas maes rpfldér algum disturbio no
metabolismo desse metabdlito, sendo necessario pwiglos como estudos de
metilacdo e expressdo para melhor elucidar o emwehto do acido fdlico no
desenvolvimento das fendas orais.

Palavras-chave: Fenda labial, Fissura Labial, Lahieporino, Acido folico,
Polimorfismos
Apoio Financeiro: UFRN, FAPESP, CNPq, CAPES.



ABSTRACT

Introduction: The congenital facial clefts are characterizednispmplete formation of
the structures that separate the oral and nasatycdv is known that several
environmental and genetic factors are involved t&1 development, among these,
polymorphisms associated with folic acid metabolisave been investigated. In this
sense, the objective was to observe the frequemcgotymorphisms C677T and
A1298C methylenetetrahydrofolate reductase gene HRFR), methionine synthase
A2756G of (MTR), A66G of methionine synthase redset (MTRR) A80G and the
reduced folate carrier (RFC1) in patients with mgndromic oral clefts, trying to match
them with their developmenkethods: We studied 140 patients with non-syndromic
oral clefts and their mothers and 175 control subjewith their mothers, who
underwent a questionnaire to obtain family inforimat Were collecting blood for DNA
extraction from patients and their mothers to iderthe genotypes of both by PCR-
RFLP, in addition to carrying out the determinatminglucose, AST, ALT and serum
creatinine, folic acid and vitamin B12 Serum anéspha homocysteine, and the
hemogram.Results: Most patients have cleft lip and palate (55.8%)jofved by
isolated cleft palate (24.2%) and cleft lip (209%)egarding gender, 62% of patients
were male and 48% female and, after subdivisiotheftype of screwdriver according
to sex was found a prevalence of males in the sratkhe type lip and palate (69 %)
and lip (69.2%) and in the case of cleft palate wdsmale predominance (59%). The
average concentration of serum folate in the groluipnothers of cleft patients was
significantly lower (13.8 + 2.4 ng / mL) comparediwthe group of mothers of control
subjects (18.8 = 3.4 ng / mL) This was also obs#ifee the group of cleft children as
compared to controls, the dosage of folic acid @adynificant difference with values of
156 £ 0.6 (ng / mL) and 17.9 + 0.6 (ng / mL), resjvely. For the biochemical
measurements of glucose, AST, ALT and creatinineewet statistically different, nor
was observed for haematological parameters perfibrimeassessing the frequency of
polymorphisms C677T and A1298C MTHFR, A2756G MTRTRR A66G and A80G
of the RFC1 there was no statistically significdifference in genotype distribution
between cases and controls both for mothers atieinleft. Conclusion: Although not
observed association of polymorphisms with the igreent of cracks, the decrease in
serum folate in the group of cleft patients andrthethers may reflect a disturbance in
the metabolism of this metabolite, necessitatingthkr studies such as studies
methylation and expression to further elucidate tmeolvement of folate in the
development of oral clefts.

Keywords: Cleft lip and palate, folic acid, polyrpbism,
Financial Support: CNPq, CAPES, UFRN, FAPESP
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1. INTRODUCAO
1.1 Fendas orais: Epidemiologia e fatores de risco

Os primeiros relatos de casos de fissuras lab@atipak remontam ao século | da
Era Cristd. Ao longo dos tempos, houve varias teatde descrever a etiologia desse
tipo de malformacdo, embora o real progresso eatdel aos conhecimentos sobre as
lesGes, dos disturbios e dos procedimentos teliap8ugomente tenha acontecido nos
altimos 50 anos. (BARONEZA, et al., 2005; FREITAS&SA, et al. 2008).

Dentre as malformacdes presentes ao nascimenissasab congénitas de labio
e/ou palato ocupam lugar de destaque, sendo asnu@fmles craniofaciais mais
comuns e uma importante categoria dentre os defe@ngénitos por afetarem funcdes
e interferirem no desenvolvimento psicoldgico, didgico e na adaptagdo social,
requerendo atuacdo multiprofissional especializadategrada (BARONEZA, et al.,
2005; FREITAS&SILVA, et al. 2008).

As fissuras faciais causam importante impacto sabréala, aparéncia e
cognicdo, além de disturbios na formacdo dentatificuldade de se alimentar,
associagcdo com processos infecciosos do tratorasg®w e do conduto auditivo
podendo causar perda auditiva. Assim, influenciand@eira prolongada a saude e a
integracdo social de seu portador, ndo s6 pelaidant® mas, principalmente, pelos
distarbios emocionais, estigmatizacdo e exclusagialso pois interferem no
desenvolvimento da auto-estima, relacées interpéss@ insercdo no meio
socioecondmico e cultural. A reabilitacdo estéfiomcional desses pacientes exige
atencdo  multiprofissional integrada, integral, owm e especializada
(FREITAS&SILVA et al., 2008; KRAMER et al., 2008; ®NLLEO, I.L., GIL-DA-
SILVA-LOPES, V.L., 2006; COUTINHO et al., 2009).

Pesquisas que tracam o perfil epidemiolégico dosieptes portadores de
fissuras labio-palatinas tém identificado fatoresogiados como: sazonalidade, classe
social, etnia, idade dos pais, peso ao nascergitaba, uso de medicamentos e
procedéncia (COUTINHO et al., 2009)

Trata-se de malformacfes caracterizadas pela féonagcompleta das
estruturas que separam a cavidade nasal e a cavatalj tais como os labios, os

alvéolos e o palato duro e/ou mole, podendo aiffief@raoutras regides da face tais
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como as orelhas, as regides palpebrais, que podestaw parcial ou totalmente
acometidas (MERRITT et al, 2005, MARTELLI JUNIORat, 2006).

Estabelecem-se precocemente, ainda na vida irdrenait entre a 42 e a 122
semana, fase em que ocorre a fusdo dos diversosspas responsaveis pela formacgao
desta area da face. A acao de fatores etiologajamseles ambientais (alcool, cigarro,
medicamentos) ou genéticos, podera resultar nondelsémento da ma formacéo do
labio e/ou palato (DALBEN et al, 2003, SCAPOLI Et2008).

A formacdo do palato tem inicio entre a 6% e a&famas, e comeca a se
desenvolver a partir da maxila, formando o palatmgrio, até o forame incisivo. O
palato secundério desenvolve-se a partir de dugsgdes das proeminéncias maxilares
gue crescem para dentro da cavidade oral. Durarftes@mana, 0s processos laterais do
palato se alongam e assumem orientacdo horizdatalindo-se no plano médio. A
falha na fusdo desses processos resulta na tgida palatina em seus variados graus
(REQUEIJO, 2006).

Dispostos a descrever as fendas orais de mamé&alitar os estudos e unificar
a nomenclatura acerca dessas anomalias cranigfaciarios autores buscaram
classifica-las de acordo com seu entendimento E#42,1Bogh-Andersen apresentou
uma classificagcdo baseada na embriologia e naigenétvolvida na formagdo das
fendas. Nesta, as fendas foram divididas em tréxipais grupos: 1) Fenda labial
(simples ou dupla), Il) Fenda labio-palatina, que énaior grupo (abrangendo fendas
completas da narina até a uvula), Ill) Fenda datpakendo sempre mediana e nunca

ultrapassando o forame incisivo (Figura 1) (NUNE&l. 2007).

J& em 1972, Spina propds uma nova classificacadpsesta ainda hoje a mais
utilizada pelas equipes multidisciplinares envagidno tratamento das criancas
portadoras de fendas orais. E uma classificacd@ eaobjetiva baseada no forame
incisivo. O forame dos incisivos € o marco de sa@@Ev embrioldgica e anatbmica das
fendas que acometem o palato primario e secundBsta classificacdo pode ser
dividida em 4 grupos: I) Fendas Pré-forame incsivw@ndo do tipo unilaterais (direita
ou esquerda, completa ou incompleta), bilateraimfdeta ou incompleta) ou mediana
(completa ou incompleta); 1) Fendas Transforaneesivas, sendo do tipo unilaterais
(direita ou esquerda), bilaterais e medianas;Hédas Pds-forame incisivas completas
ou incompletas e IV) Fendas raras da face (SPINAPSILLAKIS, J.M.; e LAPA,
F.S.; 1972.; NUNES, et al. 2007).
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FIGURA 1. Tipos de fendas orais Fonte: http://foatat.blogspot.com/2009/05/assunto-

da-semana-fissura-labiopalatina.html

Além disso, as fendas orais podem ser agrupadasiedndmicas e nao-
sindrdmicas. As nao-sindrbmicas estdo presentdadmmente, sem outras doencas
associadas. Entretanto, as sindrbmicas ocorremurt@anpente a outras anomalias
relevantes, podendo assim ser associadas a uneda@ei de sindromes. Os portadores
de fendas com exposicdo conhecida a agentes ténatog estdo incluidos na categoria
dos sindrémicos (MERRITT et al, 2005).

Nos EUA as fendas orais sao tratadas como a areowiigénita mais comum
envolvendo a face. Apresentam aproximadamente thdafepara cada 870 nascidos
vivos, e uma incidéncia de 1 em cada 1.500 nasei@os nos casos de fenda palatina
isolada (HONEIN et al., 2007). Estudos realizados earios paises Europeus
evidenciaram uma incidéncia de 1,3 a 1,94 afetashoscada 1.000 nascidos vivos.
Resultados semelhantes foram obtidos por Mestrtval. (2005), que observaram de
Janeiro de 1988 a Dezembro de 1998, uma incidéecigl7 para cada 1.000 nascidos
vivos na Croécia.

Na America Latina as anomalias congénitas respongem 10-25% das
admissbes hospitalares pediatricas, ocupando o 43° legares dentre as causas de
morte. No Brasil, os defeitos congénitos vém setemto como a 22 causa de mortes
perinatais, contribuindo com 13% destas no anoO@®.2Entre os defeitos congénitos

destacam-se as fissuras labio-palatinas, palasokias, craniossinostoses e disturbios
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do fechamento do tubo neural, sendo as primeiranas prevalentes (MONLLEO,
I.L.; GIL-DA-SILVA-LOPES, V.L., 2006; TAKANO et al.2008).

A prevaléncia das anomalias craniofaciais varia aderdo com a regiéao
geografica e grupo étnico considerado. Indubitagabe as fissuras labio-palatinas
constituem os exemplos mais frequentes, podendoescem até um em cada 600
recém-nascidos, o que significa o nascimento departador a cada 2,5 minutos no
mundo (WHO, 2002.; MOSSEY, P.A.,; LITTLE, J., 2002)

Dados sobre as anomalias craniofaciais na populagiileira sdo escassos e
dispersos. A principal e mais abrangente fonte grodoEstudo Colaborativo Latino-
Americano de Malformacdes Congénitd&CLAMC), que realiza vigilancia
epidemioldgica dessas condigbes em maternidadasmtéadlas. De acordo com o
ECLAMC, a prevaléncia de fissuras labiopalataisNuwrdeste e Sul do Brasil varia
entre 9,72-11,89/10 mil, enquanto no Sudeste, enBO-9,71/10 mil. As fissuras
palatais variam de 2,41-3,08/10 mil no Nordesteug & de 3,09-5,01/10 mil no
Sudeste. Essas prevaléncias sdo concordantes ¢@s papulacdes (MONLLEO, I.L.;
GIL-DA-SILVA-LOPES, V.L., 2006).

Os custos da atencdo a saude nessa area sao sldvadmo 2000, dlational
Institute of Dental and Craniofacial Researdbs Estados Unidos estimou em 1 bilh&o
de ddlares/ano o investimento necessario para etepdrtadores de fissuras
labiopalatais ao longo de suas vidas e, em 20Matmnal Health Servicedo Reino
Unido avaliou em 6,4 milhdes de libras/ano o inveshto necessario para manter uma
unidade regional multiprofissional com capacidaggapl40 casos novos/ano de
fissuras labio-palatina (WHO, 2002.; BERK, N.W.; RAZITA, M.L., 2002).

Com o intuito de potencializar esforcos e estaleeleecessidades prioritarias,
consensos globais e protocolos comuns de pesqbsa as anomalias craniofaciais, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) lancou em 20pfbjeto Global Strategies to
Reduce the Health-care Burden of Craniofacial Anlkesa Desde entdo, foram
realizadas trés conferéncias internacionais quenideeh areas de investimento de
pesquisas (interacdo genética-ambiente, aspechatiqes, tratamento e prevencédo) e
parametros para registro global dessas anomalrdset&nto, a historia da atencéo as
anomalias craniofaciais no Brasil confunde-se comluta de profissionais,
pesquisadores e familias de portadores que, ao kog Gltimos 35 anos, ndo mediram

esforcos para a insercdo desses defeitos congérat@auta das politicas de saude.
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Como resultado desses esforcos, o Brasil conta duje centros de exceléncia no
tratamento de anomalias craniofaciais, sendo uresdedconhecido como referéncia
mundial pela OMS (WHO, 2002).

Apesar disso, apenas na década de 1990, medipnte@sso de implantacéo e
consolidacdo do SUS, foram dados os primeiros papata a efetiva inclusédo da
assisténcia a portadores de anomalias craniofactaiSUS. Em 1993, foram criados
mecanismos de pagamento para correcdo de fissabbagpdlatinas e realizagdo de
implante dentario 0sseo-integrado na tabeleSthbema de Informacdes Hospitalares
(SIH/SUS). No ano seguinte foram publicadas nordesredenciamento de servicos
para realizacdo desses procedimentos (MONLLEO, KGIL-DA-SILVA-LOPES,
V.L., 2006).

Posteriormente, no contexto da adequacédo do prmdesdescentralizacdo a um
arranjo racional do sistema e ao modelo de finamemo adotado, foi criada a Rede de
Referéncia no Tratamento de Deformidades Cran@@@RRTDCF). Atualmente, essa
rede conta com 29 centros credenciados nas cingdesedo pais (Quadro 1), para
tratamento de fissuras labiopalatais e/ou real@zagdimplante dentario osseointegrado
e implante coclear (MONLLEO, I.L.; GIL-DA-SILVA-LOES, V.L., 2006).

Monlléo e Gil-da-Silva-Lopes (2006) relataram o artante aumento do
namero de centros credenciados nos ultimos cinas, aperiodo correspondente a
criacdo da RRTDCF, demonstrando o impacto positiessa acdo do Ministério da
Saude sobre a ampliacdo da assisténcia a portader@somalias craniofaciais no

Brasil.

Nos paises em desenvolvimento, problemas de or@leragierarquizacdo do
sistema de saude e de iniquidade de acesso ag®@sdmrnam a atencao as anomalias
craniofaciais fora do alcance de muitos pacientésrdlias. Nessas regides, mutirdes
internacionais realizados por ONGs muitas vezeseseptam a Unica chance de
tratamento (MONLLEO, I.L.; GIL-DA-SILVA-LOPES, V.L..2006).

A despeito desses numeros, importantes difererggasnais continuam sendo
observadas, sendo os dois extremos representatissrpgioes Norte e Sudeste. No
ano de 2003, o montante de recursos destinadoi@ordiprte foi de R$ 21.360,59,

sendo realizados vinte procedimentos. Na Regidestedesses nimeros foram R$
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10.084.812,09 e 4.546 procedimentos (MONLLEO, I.GIL-DA-SILVA-LOPES,
V.L., 20086).

TABELA 1. Distribuicdo dos centros de atendimentoedenciados pelo
Ministério da Saude, no Brasil conforme regido géfica

Regido Geografica Brasil Amostra
N % N %

Norte 1 3,4 1 4,0
Nordeste 4 13,8 4 16,0
Centro-oeste 2 6,9 1 4,0
Sudeste 16 55,2 13 52,0
Sul 6 20,7 6 24,0
Total 29 100,0 25 100,0

Fonte: MONLLEO, I.L.; GIL-DA-SILVA-LOPES, V.L., 2006)

Devido a auséncia de dados amplos sobre a preial@as anomalias
craniofaciais na populagédo brasileira, ndo é pebksvaliar o niumero de servi¢cos
necessarios nas diferentes regides geograficasido @ontudo, tomando a densidade
populacional como parametro, € possivel inferir ¢algez ndo exista um numero
excessivo na Regido Sudeste (MONLLEO, I.L.; GIL-BA-VA-LOPES, V.L., 2006).

Por outro lado, nas regibes Norte, Nordeste e Gamste, provavelmente esse
namero seja insuficiente, fato que pode alimentaiimportante fluxo de pacientes que
buscam atendimento em instituicdes distantes deleeais de residéncia (MONLLEO,
l.L.; GIL-DA-SILVA-LOPES, V.L., 2006).

A gqualidade da atencdo as anomalias craniofac@istitui uma importante
preocupacdo no meio cientifico. Em todo o munddajrersistem grandes incertezas e
controvérsias em relagdo as melhores condutas cadinie cirdrgicas no
acompanhamento dos portadores. E comum a adogdotdeolos ndo uniformizados,
0 que restringe a execucao de estudos multicésiriomgitudinais e randomizados
(MONLLEDO, I.L.; GIL-DA-SILVA-LOPES, V.L., 2006).

Loffredo et al, (2001), utilizando dados provengsndo Hospital de Reabilitacéo
de Anomalias Craniofaciais (HRAC-SP) e do DATASWSataram que no periodo de
Janeiro de 1975 a Dezembro de 1994 foram regisgtra@53 novos casos de fissura
oral, tendo a regido Sudeste contribuido com 61#sdA prevaléncia estimada foi de
0,19 por 1000 nascidos vivos, apresentando um&nered ascendente nos quingquénios

posteriores, onde foi calculada uma prevalénci@,d® por 1000 nascidos vivos entre
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0s anos de 1990 e 1995, resultando num aumentgb8ev@zes no numero de novos

casos no periodo de 20 anos.

Nesse mesmo estudo observou-se que a regidao Nwdaseatou uma discreta
tendéncia de declinio e a regido Nordeste se aypoeseestavel. As discrepancias
regionais podem ser imputadas a menor exposi¢cgmplalacdo da regido Norte aos
fatores de risco ou, ao que é mais provavel, dsmgahas notificacdes dos casos
(LOFFREDO et al., 2001)

No Brasil, os dados nédo sao precisos, justificamdeecessidade de trabalhos
cientificos sobre malformacbes congénitas, bem cgasquisas e estudos com
portadores de fissuras labio-palatinas em hospiaimaternidades especializadas
(FREITAS-SILVA et al., 2008)

Franca & Locks (2003), buscando determinar o nungerariancas nascidas
com fendas orais na cidade de Joinville (SC), emcory2 portadores da malformacéo
ente os 58.054 nascidos vivos no municipio, erfi@1a 2000. Apds analise de todos
0s nascidos, durante este periodo de 7 anos, fongada uma incidéncia média de

1,24 por 1000 nascidos vivos.

Em 2004, Cunheet al realizaram um estudo de caso controle em cinco
hospitais-maternidade da cidade de Pelotas-RS madpede 1990 a 2002. Dos 71.500
nascimentos registrados 56 possuiam fenda labidlbapalatal, chegando-se a uma
incidéncia de 0,78/1000 nascidos. Neste estudoaubsres citam uma correlacéao
importante entre o grau de instrucdo materna esend®lvimento das fendas, além da

presenca de malformagdes na familia, com a ocoaréias fendas orais.

A literatura relata que quanto ao aspecto indididugexo masculino mostra-se
mais afetado, com maior tendéncia de fissurasitabtam ou sem envolvimento do
palato e uma predominancia do sexo feminino emratando de casos de fissura
palatina isolada. Em se tratando de classe s@saldos como os de Baroneza et al,
(2005) e Cerqueira et al., (2005) mostraram quea@mnnia dos pacientes portadores de
fissura labio-palatinas pertencia ao nivel socimrémico baixo (FREITAS-SILVA et
al., 2008)

Em estudo realizado em Recife foi observado entéelao tipo de fenda que
houve uma prevaléncia da fenda trans-forame coBvV#8.dos casos seguida da pos-
forame (24,62%) e da pré-forame (22,26%). Também oftservada uma maior
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incidéncia das fissuras orais no sexo masculing%Bde acordo com outros estudos
dentro e fora do Pais (TAKANO et al., 2008).

O nascimento de uma crianca com fendas orais tgingth problema de saude
médica relevante, de grande 6nus para a familera g sociedade, uma vez que além
do tratamento cirurgico corretivo, € necessaria ugwbilitacdo por varios anos,
envolvendo varios profissionais altamente espeeidbs. O tratamento eficiente desses
pacientes, que é fundamental para que o fissuradadapte adequadamente na
sociedade, é extremamente complexo, com um cudd@mrdé, pelo menos, R$400.000
(quatrocentos mil reais) por paciente (PASSOS-BUEM@®R., 2009)

Estima-se a existéncia de 1 caso para cada 658@loasivos no Brasil, sendo
gue os poucos estudos disponiveis apresentam dedumifiabilidade devido ao fato de
utilizarem-se de amostras pequenas e, em sua maimiativas a estatisticas
hospitalares de algumas localidades do Pais, omdai@ia dos estudos nao envolve
casos da regido Norte e Nordeste (MONLLEO, I.L.L.-BA-SILVA-LOPES, V.L.,
2006; PEREIRA et al., 2007). Além disso, os dadspahiveis pelo Ministério da
Saude (MS) relacionam apenas 0s numeros de cisurgiizadas para fendas labiais
e/ou palatinas de acordo com o0 sexo, a faixa etdrias Estados onde mais
freqientemente se realizaram o0s procedimentos, em&tindo estudos estatisticos
oficiais que determinem a incidéncia das fendamikle/ou palatinas. No entanto nao
existe uma estimativa confiavel da incidéncia daglés orais, ja que a maioria dos

estudos ndo envolve casos da regiao norte e nerdSREIRA et al., 2007).

No Estado do Rio Grande do Norte, estima-se gquada ano nascem cerca de
100 a 120 criangas com fissuras de labio e/ou qatantretanto, ndo existe até o
momento um estudo epidemioldgico especifico pardisasiras no Rio Grande do
Norte, e 0 nimero anual de criancas fissuradase dew superior a 100 — 120 casos.
Além disso, estima-se que a ocorréncia desta madigdio nos estados do Nordeste,
especialmente no Rio Grande do Norte, € considienavnte superior do que na regido
Centro-Sul. Desta forma, torna-se imprescindive¢aizacdo de estudos que possam
estimar a prevalencia e incidencia desta anomaliestado do RN para que o Programa
de Atendimento aos Portadores de Fendas Oraidmatuie instalado no Hospital de
Pediatria Professor Heriberto Ferreira Bezerra (FEX3UFRN), se consolide como
Centro de Referencia do Estado, encaminhando apanm@ a efetiva inclusdo da

assisténcia aos portadores de anomalias cranigface&8US. Deve ser ressaltado que a
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especialidade de genética clinica exigida na eqogmeplementar € contemplada na
equipe do HOSPED, e que o Laboratério de Biologiaeular (LABIOMOL) dos

Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncias Farmacéatieas Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Nortes fobrporado ao Servico de alta

complexidade para a realizacdo dos estudos gesético

A etiologia das fendas orais envolve multiplos fetoambientais e genéticos.
Ha um consenso em considerar que a associacdo admesf socioeconémicos,
condicfes nutricionais na gestacdo, uso de alasol,de cigarro, uso de drogas, e as
predisposi¢cdes genéticas, constituem elementosagpalta incidéncia das fendas orais.
Além destes, existem outros fatores como o seXxocaizacdo geografica, ocorrendo
variagbes num mesmo pais onde sdo encontradosrdéerestilos de vida e condiges
ambientais (BARONEZA et al. 2005; CARINCI et al,0&) DE-ROO et al., 2008, LIE
et al., 2008).

Dos fatores ambientais, o consumo materno de albe@nte a gravidez tem
sido um dos mais associados ao aumento da incadéiecfendas, estando relacionado
inclusive com um aumento na incidéncia tanto dadde sindrébmicas quanto das nao-
sindrdmicas. O mesmo tem sido encontrado paraamisino, resultando no dobro de
casos de fendas quando comparados com maes naotdsméEPPLEY et al, 2005,
SHI et al. 2007, DE-ROQO et al., 2008).

O uso de medicamentos durante a gravidez tem sgbi@ado a um aumento na
incidéncia das fendas orais. Este aumento tem sidofirmado por varios
investigadores que estudam as fendas orais na@siichs (CARMICHAEL et al,
1999; PARK-WYLLIE et al, 2000). Os anticonvulsivast incluindo fenitoina,
oxazolidinodionas e acido valproico também estamleidos como agentes etiologicos
das fendas orais. A fenitoina leva a um aumentardiem de 10 vezes na incidéncia das
fendas orais e exerce seu efeito pela inibicamndana NADH desidrogenase na cadeia
transportadora de elétrons. Outros agentes fardgicok, incluindo o acido retindico,
tém sido implicados no desenvolvimento das fendes 0 mecanismo de acédo ainda
nao foi determinado (EPPLEY et al. 2005, MEADORlet2008).

Quanto ao sexo, as fendas labio-palatinas saovdzas mais comuns em homens
do que em mulheres, enquanto que em casos de fealdéisas isoladas a incidéncia é
maior entre as mulheres (AL-BUSTAN et al, 2002; BAREZA et al, 2005). Esses
dados séo confirmados por FONSECA e RESENDE (1®&h), como FREITAS et al.
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(2004). Segundo LARY e PAULOZZI (2001), o palatonpario de um feto feminino
demora em média uma semana a mais para fechar el qualato de um feto
masculino. I1sso poderia ser uma explicacao paraiarnrequéncia de mulheres com
fenda pos-forame, pois as maes permaneceram umEngeammais na presenca de
agentes ambientais, 0s quais associados a fatemésigps podem levar a ma formacéo
da face. (BARONEZA et al., 2005).

A embriologia e classificacdo das fendas oraisk&in estabelecidas, entretanto o
conhecimento sobre sua etiologia € incompleto.eddds resultam de uma combinacao
de fatores genéticos e ambientais que culminam &daiha na fusdo dos processos
faciais. Varios genes e mutacdes podem influenziaisco de desenvolvimento de
fendas. Genes que sdo responsaveis pela herandandas sindrémicas sdo fortes
candidatos para as fendas nao-sindromicas, em quacdes com algum efeito ou

polimorfismos podem ser fatores de risco (SCAPQIdl.e 2008).

1.2 — Metabolismo do Folato: Deficiéncia, Aspectos Genébs e

Consequéncias.

Varios estudos mostram que a suplementacdo matemadcido folico no
periodo pré-natal reduz a freqiéncia de neonatasduwres de defeitos congénitos.
Vérias intervencdes e estudos de caso-controlept®mposto que o0 uso pré-natal de
multivitaminas contendo acido folico previne o agamento de fendas orais (BAILEY
et al, 2003; JOHANNING et al 2005; BLIEK et alQ@®, PICKELL et al, 2009).

O folato atua na principal via co-enzimatica no abetismo de doacdo de
carbonos, e, assim, na sintese de nucleotideos imod&uialos, como também na
metilacdo do DNA, sendo mecanismos importantesolggracao celular (FIGURA 2)
(KIM, 2009).

Quando ingerido o &cido fdlico encontra-se geratmena forma de
poliglutamato, porém para que haja absorcéo natasélo jejuno proximal, através do
transportador de folato reduzido 1 (RFC1) preseatsmembrana das células da mucosa
intestinal, o &cido fdlico precisa estar na forneandonoglutamato. A enzima carboxi
glutamato peptidase Il é responsavel pela descagfimgdo folato da forma poli para
monoglutamato no intestino, permitindo sua absof§#tNKELMAYER et al. 2003,
LOPREATO et al., 2008).
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Portanto, o RFC1 deve operar eficientemente pareangia adequada
concentracédo intracelular de folato. Variagdesraasportador de folato reduzido séo
merecedoras de investigagbes como potenciais $atlereisco para distarbios no tubo

neural e nas fendas orais (SHAW et al., 2003).

Sendo assim, o polimorfismo A80G na RF€Husa a substituicdo de histidina
por arginina na posicdo 27 da proteina. Altas cunaebes de folato sérico foram
encontradas em individuos com genoétipos A80/A80ndaacomparados com 0S
individuos G80/G80 (CHANGO et al., 2000). Além dissSHAW et al. (2003)
observaram maior risco (4,2 vezes maior) de espbifida entre as criangcas com
genotipos G80/G80 cujas maes nao fizeram uso dersaptos vitaminicos quando
comparadas as criangcas com gendtipos A80/A80 esfillie mulheres sem uso de
suplementos vitaminicos durante a gravidez (BARB@SAI., 2008).

Dentro da célula o folato, na forma de 5-metilteiteofolato (5-CHTHF), é um
doador de carbono, estando envolvido na biossirtasepurinas e pirimidinas e na
remetilacdo da homocisteina. A enzima metilendi&trafolato redutase (MTHFR) é
responsavel pela conversdo do 5,10-metilenotetafbidto (5,10-CHTHF) a 5-
metiltetrahidrofolato, que é utilizado pela metmisintase (MTR) na conversao da
homocisteina a metionina. A deficiéncia da ativelada enzima MTHFR no
metabolismo do folato em neonatos, é consideraganaipal causa bioquimica de
hiperhomocisteinemia (SCHNAKENBERG et al, 2005, IRECL, et al., 2009).
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FIGURA 2. Representacdo esquematica da via metabotio acido fdlico.
MTHFR=metilenotetrahidrofolato redutase, MTR=metmansintase, MTRR=metionina sintase
redutase, THF=tetrahidrofolato, 5-MTHF=5-metiltéicrofolato, 5,10-MTHF= 5,10
dimetiltetrahidrofolatoFonte: Brandalize, et al., 2005

O folato e vitamina B12 participam na fase de ragfib da homocisteina a
metionina que é o precursor da S-adenosilmetionimapotente doador de grupos metil
para os acidos nucléicos, neurotransmissores,lifuigfos e hormonios. A metilacdo é
reconhecida como um mecanismo relevante para atwestre fungdo génica.
Concomitantemente com a geragdo de metionina, mhiétofolato formado é
convertido a 5,10-metilenotetrahidrofolato, faeilib por um enzima dependente de
vitamina B6. O 5,10-metilenotetrahidrofolato € reqdo para a biossintese de
nucleotideos purinicos e timidilato necesséarios iatese e reparo do DNA.
Concentragbes séricas de folato, e as de vitanfdtae B12, sdo inversamente
correlacionadas com as concentracdes séricas decrsteina (HARTMAN et al, 2001,
GUERRA-SHINOHARA et al., 2007).

A Homocisteina é produto do metabolismo da metmnastando relacionado a

uma via metabolica entre folato e ciclos de remgdib, onde trés principais eventos
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podem ocorrer com a homocisteina: a remetilacdondionina, a entrada na via
biossintética da cisteina, ou a liberacdo para @ regtracelular. Claramente, este
terceiro evento é a principal causa do aumentocdasentracdes da homocisteina na
urina e no plasma. O acumulo da homocisteina gogdibs corporais leva a formacéo
de compostos altamente reativos como a homocistalatona, que contém uma
ligacdo tio-éster intramolecular de alta energiag @ deixa quimicamente reativa
levando facilmente a acilacdo de grupos amino divpgincipalmente na asparagina,
glutamina, arginina e lisina, sendo esta altavektte estar explicando o envolvimento
da homocisteina na fisiopatologia de diversas dmerfMEDINA et al, 2001; GIL-
PRIETO et al., 2009).

Uma andlise dos dados do Programa de Monitorantenidefeitos Congénitos
da Califérnia revelou que o uso materno de muétivinas esta associado com uma
significante reducéo na ocorréncia das fendas.dxaiste estudo, uma reducao de 50%
na ocorréncia de fendas labio-palatinas e de 27%ciddas palatinas isoladas esta
associada com 0 uso materno de multivitaminas ndotécido folico. Um achado
similar foi relatado por Itikala et al (2001), qestudou mulheres que utillizaram
multivitaminas durante o periodo pré-natal ou queidram o uso durante o primeiro
més de gestacao. Por outro lado, nenhuma assod@galoservada em um estudo de
caso-controle hospitalar realizado em Boston, Beélfshia e Toronto. Entretanto uma
investigacdo posterior na mesma area realizadaWmter et al (1999), encontrou
diminuicao significante para fenda palatina, mas péara fenda labio-palatina entre
mulheres que utilizaram multivitaminas contendoddciélico durante a gravidez
(BAILEY et al, 2005, SALBAUM et al., 2009).

A diminuicdo da atividade catalitica da MTHFR, comonsequéncia das
mutacdes, pode resultar na diminuicdo dos prodotosados e uma elevacdo do seu
substrato, nesse caso 0 homocisteina, levandaeehbipocisteinemia e homocistinaria
(LOPREATO et al., 2008). Niveis circulantes anosnde folato podem causar o
acumulo de Homocisteina podendo diminuir a capdeidde metilacdo do DNA,
processo este que regula a expressao de divemses derante a embriogénese (KIM,
2009)

A ocorréncia destes disturbios metabdlicos tem gidlacionada com o

aparecimento de doencga corondria oclusiva, neueopetiférica, retardo mental, assim
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como defeitos de fechamento do tubo neural e nmadgdes congénitas.(MEDINA et
al, 2001; UELAND et al, 2001; GIL-PRIETO et al.,03).

O polimorfismo genétictTHFR C677T é uma mutagcdo missense que consiste
na troca de uma citosina por uma timina na po$gaono exon 4. Esta mutacédo causa
a substituicdo de uma alanina por uma valina naeetp dominio catalitico da enzima.
O resultado desta substituicdo € uma enzima tebih@jde possui atividade catalitica
reduzida. Estudos vitro indicaram que individuos com homozigose para @stacao
apresentam apenas cerca de 30% da atividade dameemzirmal, enquanto que 0s
heterozigotos apresentaram 60% da atividade ¢eda{ROBIEN et al, 2003). Segundo
Rosenberg et al (2002) os individuos com geno6tippHWR 677TT apresentam
menores concentracdes de folato sérico e maioreentracdes de homocisteina total
(tHcy) quando comparados aos individuos com gend@ip (SOZEN et al., 2009; GIL-
PRIETO et al., 2009).

Um outro polimorfismo associado a MTHFR € o A1298Cexon 7, que resulta
na substituicdo de um glutamato por alanina. Eslienprfismo encontra-se no dominio
regulatorio de ligacdo da enzima MTHFR com a dal&iasilmetionina (SAM). A
ligacdo da SAM resulta em uma mudanca conformakamanzima MTHFR que inibe
sua atividade enzimética (WEISBERG et al., 1998E8EIO et al., 2004, GUERRA-
SHINOHARA et al, 2007).

Em um estudo realizad@ vitro, com linfocitos de individuos com gendétipo
1298AC, evidenciou-se que a atividade da enzima WHHorrespondia a 60% da
atividade da enzima nativa, e esta reducdo nalatlei da enzima MTHFR foi também
observada em individuos com genétipos heterozigoéos as duas mutacdes (MTHFR
A1298C e MTHFR C677T) (ROBIEN et al, 2003).

Uma avaliacdo de mutacGes no gene da MTHFR realizach 507 individuos
representantes de varias etnias, e que foram racalmente selecionados de uma
populacao de pacientes do Texas e de Nova lorguelou uma nova mutagcdo no gene
da MTHFR causada pela substituicdo de guanina geniaa na posicao 1793, que
resultou na substituicdo do aminoacido arginina glatamina no cédon 594. Essa
mutacéo foi encontrada no exon 11, sendo que aiddafoi observada efeito deste
polimorfismo nos niveis de folato e/ou homocistgiRADY et al, 2002; ROBIEN et al,
2003; TONG, et al., 2009).
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Outras enzimas, tais como a metionina sintase (M@&Ryetionina sintase
redutase (MTRR) sdo muito importantes no metabolidmhomocisteina. A metionina
sintase realiza a conversdo da homocisteina a mreioem presenca de
metilcobalamina (coenzima). JA a metionina sinteegutase € responsavel pela

regeneracao da metilcobalamina cofator da MTR (JBE®et al, 2003).

Jacques et al (2003) identificaram uma mutacdo apegda MTRR que
corresponde a substituicdo de uma adenina por rguard posicao 66. A presenca do
alelo G resulta numa proteina variante que exiba atividade $X menor comparada a
enzima nativa e foi associada ao aumento no risco de desenvatwnue defeitos do
fechamento do tubo neural. De particular impori@reia associacdo que o gendtipo
(A66G) da MTRR possui com o genoétipo 677 TT da MR{HBue leva a um relevante
aumento no risco de defeitos do fechamento tuboahdWAUGHN et al, 2004,
O'LEARY et al, 2005, WETTERGREEN et al., 2010).

Jacques et al (2003) realizou ainda o isolament@@WA humano da MTR e
demonstrou um polimorfismo onde ocorre a transig@oA por G na posicao 2756,
resultando na substituicdo de uma glicina por uidoaaspartico. Essa substituicao
ocorre na regido de ligagdo da enzima, que induzma modesta reducdo de
homocisteina (WETTERGREEN, et al., 2010)

A interagéo entre o alelo 66GG da MTRR e baixaseotmacdes de vitamina B12
foi associada a um aumento de cinco vezes no disagodes terem filhos com espinha
bifida, comparadas aquelas mée que possuiam oygro®ipos e concentracdes de
vitamina B12. O alelo 66G pode diminuir a dispoliilside de SAM por reduzir o nivel
de atividade da MTR (WILSON et al, 1999, BARBOSA al., 2008,
WETTERGREEN ET AL., 2010).

Mesmo antes da deficiéncia de acido folico ter siclmrelacionada ao
desenvolvimento de defeitos do tubo neural, ja acenahecido que essa deficiéncia
causava fendas em camundongos. Entretanto, estedssociagdo das fendas orais em
humanos tém mostrado resultados inconsistentesaegegestdo permanece sem resposta
(WILCOX et al. 2007).

Considerando-se a caréncia de estudos na regiadederque estabelecam a
prevaléncia, fatores de risco e o perfil epidengmd e genético dos pacientes
portadores de fissuras labio-palatinas, inclushferindo risco relativo aos fatores de
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risco que influenciam no desenvolvimento das fendess, propomos avaliar a
presenca de polimorfismos nas Metilenotetrahidatfolredutase (MTHFR), enzima
envolvida no metabolismo do acido félico, as cotregdes circulante de &cido félico,
vitamina B12 e homocisteina em pacientes portadideefendas orais do RN, com o
objetivo de avaliar a relacdo entre os mesmos essiyel efeito destes fatores na

ocorréncia das fendas orais.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

2.1.1 Avaliar dados epidemiolégicos, bioquimicam@eculares candidatos a

fatores de risco ao desenvolvimento das fendas poakEstado do RN

2.2- Objetivos Especificos

2.2.1 Realizar levantamento de dados epidemmd&ge historico familiar dos

pacientes e suas maes

2.2.2. Determinar as dosagens de glicose, AST, AL@reatinina, além da

realizacdo do hemograma em pacientes e suas maes

2.2.3. Determinar as concentracdes séricas dasinda B12 e folato e da

homocisteina total plasmaética.

2.2.4. Determinar as frequéncias genotipicas écasdos polimorfismos nos
genes da MTHFR (C677T, A1298C), MTR (A2756G), MTR®S6G) e
RFC1(A80G) em individuos portadores de fendas @asas mées e na

populacao.

2.2.5. Associar a ocorréncia das variantes alélittes polimorfismos com as
concentragdes das vitaminas envolvidas, e o des@émemto das fendas

orais.
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3. ASPECTOS ETICOS E CASUISTICA

3.1- Aspectos Eticos

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Psaqia UFRN, obedecendo
as diretrizes regulamentadas da pesquisa envolvesds humanos, que constam na
Resolucdo do Conselho Nacional de Saude n°. 1€6#96340/04, sendo aprovado para
realizagédo sob o n°. 136/08.

Este estudo foi avaliado e cadastrado pela comsgmesquisa do Hospital de
Pediatria Professor Heriberto Ferreira Bezerra -RNFCP-HPHFB-PROJETO N°
42/2008, para execucao dentro da estrutura desgitelode Pediatria.

Este Projeto foi aprovado pela Fundagdo de Apdtesguisa do Estado de S&o
Paulo - FAPESP, sob o n° 2008/05064-9 submetido Pebdf. Tit. Mario Hiroyuki
Hirata colaborador do Projeto, através da colaldarantre Universidade Federal do
Rio Grande do Norte - UFRN e a Universidade deF&iido - USP

3.2 — Casuistica

As criancas com idade superior a 2 anos de idasiga® maes, que procuraram o
Hospital de Pediatria Professor Heriberto Ferr@ezerra (HOSPED-UFRN) foram
convidadas via seus responsaveis legais a participl estudo, e ap6s serem
entrevistados conforme o Ficha de coleta de daflipéndice 1). Os pacientes e seus
responsaveis foram informados sobre sua participagduntaria por meio de um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndy;, constando dados sobre a
pesquisa, assim como 0s riscos e beneficios. Asjugle cumpriram o0s critérios
clinicos, de inclusdo e exclusdo e assinaram o TE&dtlveram aptos a participar da
pesquisa

Aceitaram participar do estudo 140 individuos pdotes de fendas orais, com
suas respectivas maes. O diagndéstico dos pacitmitésiseado em critérios clinicos
utilizados pela Equipe do Programa de Atendimerds Racientes Fissurados do
Hospital de Pediatria Professor Heriberto Ferrdezerra (HOSPED-UFRN). Os
pacientes foram atendidos e triados pela equipdidisgiplinar do Programa de

Atendimento aos Fissurados do HOSPED-UFRN, a quah®osta por fonoaudioldga,
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enfermeiros, meédicos, cirurgides, odontologo, pealianutricionista, farmacéutico e

geneticista.

Critérios de Inclusao:
- Individuos acometidos de fendas orais ndo-simérés

- Individuos acometidos com idade a partir dea@sa
- Dosagens de AST e ALT dentro dos valores deé&etga (10 — 37U/L)
- Dosagem de Creatinina dentro dos valores de émfex (0,4 —

1,4mg/dL)

Critérios de Nao-incluséo:
- Crianca portadora de fenda oral sindrémica
- Crianca com idade menor que 2 anos
- Dosagens de AST, ALT e Creatinina fora dos nesla@le referéncia
- Parentesco com criangas ja incluidas no estudo

- Portadores de outros tipos de doenca

Foram selecionadas também 175 criancas aparentsalias pareadas por faixa
etaria e género e suas maes, para serem utilizzmlos individuos controles que
seguiram os mesmos critérios de inclusdo e naasaoldos casos, com excecéo de que
foram incluidas criancas néo-portadoras de fendss e ndo foram incluidas criancas

portadoras de fendas orais e que possuam histariwbar de fendas.
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4. METODOLOGIA
4.1 — Tipo de Estudo

Estudo transversal do tipo Caso-controle Pareaskndp avaliar a presenca de
polimorfismos na Metilenotetrahidrofolato redutag®ITHFR), as concentracbes
circulantes de acido fdlico, vitamina B12 e homwmiisa em pacientes portadores de
fendas orais do RN, avaliando a relacdo entre asmoe e 0 possivel efeito destes

fatores na ocorréncia das fendas orais.

4.2 - Amostras Bioldgicas

Foram coletados 18 mL de sangue, a vacuo, de wipsrticipantes com jejum
minimo de 8 horas, tomando os cuidados de protegerbos da luz e separar o plasma
em no maximo 20 minutos. Para a puncéo foram adibs tubos com anticoagulante
EDTA K3 para realizacdo da Extracdo de DNA, do Hemogranda e€losagem de
Homocisteina e tubos com ativador de coagulo pateterminacdo do Acido félico e
Vitamina B12 séricos, além dos parametros bioquimide glicose, AST, ALT e

creatinina.

4.3 - Determinacdo dos parametros Bioquimicos e

Hematoldégicos.

As dosagens de glicose e creatinina foram realizatibhzando kit Biosystems
(Reagents & Instruments, Barcelona, Espanha) seguas orientacdes do fabricante,
enquanto que as dosagens de Aspartato aminotrassfe(AST), Alanina
aminotransferase (ALT) foram determinados utilizarits Labtest (Minas Gerais,
Brasil) seguindo as instru¢bes do fabricante,zatiido um espectrofotometro RA-50
(Bayer, Irlanda, 1998). Todas as dosagens foratizadas em triplicata utilizando o

Soro.

A determinacdo de Homocisteina foi realizada watildo 15uL de plasma por
imunoensaio competitivo quimuiluminescente. A deiaacdo do Acido folico e da
Vitamina B12 foram realizadas utilizando 250uL deros por imunoensaio

guimiuoluminescente polarizado. Estas dosagensmforaalizadas utilizando kits
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Siemens (Los angeles, CA, USA) no equipamento IMMUWE. 1000 (Los angeles,
EUA).

Ainda foi realizado o Hemograma a partir de sartgtad, onde foram avaliados
a contagem de hemacias, determinacdo de hemogloliematocrito, indice
hematimétricos (V.C.M., H.C.M., C.H.C.M.), contagem plaquetas e contagem global
de leucocitos. Essas determinagfes foram realizagaaparelho automatizado ABX
micros 60 (ABX Diagnostics, Franca, 2004).

4.4 — Extracao e analise do DNA gendémico

O DNA gendmico foi obtido a partir do sangue tgtiférico, colhido com
EDTA, utilizado kits QlAamp DNA Blood mini Kit (Qiger”, Alemanha)

A integridade das amostras de DNA foi avaliadagsparacao eletroforética em
gel de agarose a 0,8% em tampdo TBE pH 8,0, cocado o corante GelR&d
(Biotium, 2008) e foto-documentadas em sistemaagituca de imagem Gel Logic 100
(KODAK Carestream Health, Rochester, NY, EUA) iméhdo o software de captura
de imagem Chemilmag@ét 4400 (v5.5) (Alpha Innotech Corporation, San Leand
CA, EUA). A quantificacdo de DNA foi realizada pespectrofotometria a 260nm, e a
pureza do DNA determinada pela relagagdP g0 utilizando o Espectrofotdbmetro
Cirrus MB80 (FEMTO, Sao Paulo, Brasil).

4.5 — Avaliacao dos Polimorfismos

Os polimorfismos dos genddTHFR C677T e A1298C (numero de acesso
genbankNM 005957), Metionina Sintase (MTR) A2756G (numegenbank de acesso
NMO000531), Metionina Sintase Redutase (MTRR) A6®&@nferogenbankde acesso
NM 002454) e do transportador de folato reduzidBGR) A80G (numerg@enbankde
acesso NM 006996) foram amplificados pela reacaaamheia pela polimerase (PCR)
em equipamento automatizado MyCycleiThermal Cycler — BIO-RAD (Califérnia —
USA) sob as seguintes condi¢gbes: 92°C por 2mimédesacao inicial); amplificacdo
por 35 ciclos a 92°C 1min (desnaturagcao), 62°C (MRHC677T) 57°C (MTHFR
A1298C) 54°C (MTR A2756G) 51°C (MTRR A66G e RFC10&3 por 1min (etapa
de hibridizac&o dos iniciadores), e 72°C 1mindes#o); etapa final a 72°C por 10min

(extenséo final).
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Na composicao de reagentes da PCR foram utiliZadlog de DNA, iniciadores
a 10umoles/L, (Integrated DNA Technologies, ColtayiEUA), deoxinucleotideos
(DNTPs) a 10mmoles/L (GE Healthcare, Amersham Bevges do Brasil, S&o Paulo,
SP), 1U de Taq DNA polimerase e tampéo de PCR-ATka 75mM (pH9,0), MgGl
a 2mM, KCl a 50mM, ((NH).SO, a 20mM) (Biotools, Madrid, Espanha), em volume
final de 25uL completado com agua Milli-q autockdaa

Os primers para todos os polimorfismos foram demgod com auxilio do
programa Primer Premier 5.0 v5.5 (Premier Biosaf#rnational, CA, USA) (Tabela 2).

TABELA 2. Primersutilizados para amplificagcdo das sequéncias-alvo.

Tamanho do

Gene SNPs Primers Tm (°C) f
ragmento

C677T+ 5 — GAAGCAGGGAGCTTTGAGG-3’ 61

198pb
Ce77T- 5- ACGATGGGGCAAGTGATG-3' 61

MTHFR
A1298C+ 5- ATGTGGGGGGAGGAGCTGAC-3' 56 G
p

A1298C- 5- GTCTCCCAACTTACCCTTCTCCC-3’ 56
A2756G+ 5. GGTGTGTTCCCAGCTGTTAGATG-3' 55

MTR 189pb
A2756G-  5.GACACTGAAGACCTCTGATTTGAAC-3 55
ABEG+ 5-GCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT-3’ 51

MTRR 66pb
AB6G- 5-TGGTGGTATTAGTGTCCTTTTG-3' 51
A80G+ 5-AGTGTCACCTTCGTCCCCTC-3' 35

RFC1 230pb
AB0G- 5-CTCCCGCGTGAAGTTCTT-3' 55

Os produtos da PCR obtidos foram analisadoslptrotorese em gel de agarose
entre 1% corado com o corante GelRd®Biotium, 2008) e foto-documentadas em
sistema de captura de imagem Gel Logic 100 (KODAdfeGtream Health, Rochester,
NY, EUA utilizando o software de captura de imag€fmemilmage?™ 4400 (v5.5)
(Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, EUA)izando-se como referéncia
um marcador de tamanho molecular de DNA de 50piBROOK et al, 2001 a).

Para o estudo dos polimorfismos foi utilizada anigg de Polimorfismo de
Tamanho do Fragmento de Restricdo (RFLP). Apo6s glificacdo pela PCR, os
produtos obtidos para o gene da MTHFR foram digsridom a enzima de restricdo
Hinfl para a analise do polimorfismo C677T (FROS$SRI, 1995) durante 2 horas, e
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apos a digestdo os fragmentos foram observadogéstide eletroforese em gel de
agarose 2,5% corados com GelRed. Para o polimarfsh298C foi utilizada a enzima
Mboll por 2 horas e apds a digestao os fragmerdoedgs foram observados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (VAN DEBT et al, 1998)

Para o polimorfismo do gene MTR a enzima Hae llutdizada para analise do
polimorfismo A2756G com visualizacdo das bandas gahde agarose 2,5%. Em
relacdo ao polimorfismo do gene da MTRR a enZida Ifoi utilizada para andlise do
polimorfismo A66G (JACQUESRt al, 2003), com visualizacdo das bandas através de
gel de poliacrilamida 12% e para o polimorfismoggme RFC1 utilizou-se enzima Hha
| para a andlise do polimorfismo A80G em gel der@sm 2,5% (O’'LEARY et al.,
2005). A Tabela 3 mostra para cada gene acimaocttadragmentos gerados apos acao

das enzimas de restricdo selecionadas para o®eakiagolimorfismos.

TABELA 3. Enzimas de restricao utilizados na avgimdos polimorfismos.

Genes Polimorfismo Enzima de restri¢cdo Fragmentos gerados
MTHFR C677T Hinf | 198pb (CC)
175 e 23pb(TT)
MTHFR A1298C Mbo Il 56, 31, 30, 28 e 18pb (AA)
84, 31, 30, 18pb (CC)
MTR A2756G Hae IlI 189pb (AA)
159 e 30pb (GG)
MTRR AB6G Nde | 22 e 44pb (AA)
66pb (GG)
RFC1 A80G Hha | 162 e 68pb (AA)

125, 68 e 37pb (GG)

4.6. — Analises Estatisticas

Para andlise dos genotipos foi realizada a coag@a entre propor¢des do teste
qui-quadradoyf) e teste exato de Fisher (Rosner, 1986). A agsiwientre as variaveis
mensuradas e os fatores de interesse foi verificatiaando-se o teste T. Foram
considerados estatisticamente significantes osltagées cujos niveis descritivos

(valores deP) forem inferiores a 0,05.
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5 — Resultados

5.1 — Caracterizacdo da amostra

A amostra foi constituida de 140 pacientes poreglale fendas orais e suas
maes, além de 175 criancas saudaveis com suastreapenaes para serem utilizadas
como individuos controles. A avaliacdo da fichaddelos individuais dos pacientes
revelou os seguintes resultados.

Na Figura 3 podemos observar que a maioria doemi&s sdo portadores de
fenda labio-palatina (55,8%), seguida da fendatipalasolada (24,2%) e da fenda
labial (20%). Em relacdo ao sexo, 62% dos pacierss do sexo masculino e 48% do
sexo feminino como mostrado na Figura 4. Quanddisisiimos o tipo de fenda de
acordo com o0 sexo constatou-se uma prevaléncia>aomasculino nas fendas do tipo
labio-palatina (69%) e labial (69,2%) e no casofdadas palatinas isoladas houve uma

predominancia do sexo feminino (59%) (Figura 5).

20%

M Labio-palatina

55 8% H Palatina

24,2% i Labial

FIGURA 3. Distribuicdo dos pacientes analisade acordo com o tipo de fenda
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H Masculino

H Feminino

FIGURA 4. Distribuicdo dos pacientes analisadoaaedo com o sexo.

80% -
20% 69% 69,2%

60%

~

individuos

50%

40%

20% M Masculino

M Feminino
20%

Porcentagem de

10%

0%

Labio-palatina  Palatina Isolada Labial

Tipos de fendas

FIGURA 5. Distribuicdo dos pacientes analisadosadardo com o tipo de
fenda subdivididos em funcéo do sexo

5.1.1 Fatores de risco

Foram analisados alguns fatores que sao relatadlierratura como fatores que
aumentam o risco de desenvolvimento de fendas-faElaiinas

Podemos observar na Tabela 4 que 15% das maescdmtpa fissurados
relataram tabagismo durante o 1° trimestre da dgayi semelhante ao que foi
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observado nas méaes dos individuos sadios onde 18¢l86 relataram pratica de
tabagismo durante o 1° trimestre da gravidez. Hagde ao fator consumo de bebidas
alcodlicas durante a gravidez, foi obtido uma pagem de 15% de mées que
relataram consumo de bebidas alcdolicas durantavédgz, enquanto que as méaes dos
individuos controles foi de 4,0%. Em relacdo a @nesa de histérico familiar de fendas
observou-se que 35,5% dos pacientes relataram agglipm parentes portadores de
fendas (Tabela 4).

TABELA 4. Caracteristicas relacionadas a fatoresist® para o desenvolvimento de
fendas em pacientes e controles

MAES CASOS MAES CONTROLES P VALOR
CARACTERISTICAS (N=140) (N=175)
Sim % Nao % Sim % Nao %
Tabagismo 20 15 120 85 23 131 152 868 0,8691
Alcoolismo 21 15 119 85 07 40 168 96,0 0,0011
Historico familiar* 50 355 90 645 - - - - -

* Foram excluidos do grupo controle individuos gussuissem historico familiar de

fendas.

Em relagéo a idade ao nascimento foi observado amarmumero de mées de
pacientes fissurados tendo seus filhos com idatte 8t e 30 anos quando comparado
com as maes dos individuos do grupo controle. Pogarservar também que na faixa
acime de 31 anos o grupo das maes da pacientesatiss apresenta um maior numero
de méaes quando comparado com o grupo das maeslesnsendo essa faixa etaria
relatada pela literatura como um fator de riscalesenvolvimento das fendas (Tabela
5).

TABELA 5. Idade das maes ao nascimento dos fillmadisados.

Idade ao Nascimento Maes Casos Maes Controles P valor
(n=140) (n=175)
N % N %
10 — 20 anos 30 21,4 35 20
21 — 30 anos 69 49,3 94 53,7
31 - 40 anos 39 27,8 38 21,7 0.2623
Acima de 40 anos 02 1,5 08 4.6

P<0,05, intervalo de confianca de 95%.
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5.1.2 Andlises Bioquimicas e Hematoldgicas

As dosagens bioqumicas de glicose, AST, ALT e oriea foram realizadas
para avaliar o metabolismo hepatico e renal quenmdacarretar em falsas alteragfes
nas concentracbes de acido folico, vitamina Bldmdtisteina que também foram
dosados.

Em relacdo as dosagens bioquimicas ndo foram a@uasv diferencas
estatisticamente significativas entre os pacieatesspectivos controles incluidos nas
dosagens de acido fdlico, vitamina B12 e homociatedpresentando valores de AST,
ALT e creatinina dentro dos valores de referéndiabéla 6). Este resultado foi
importante ja que a diferenca nas dosagens de ASTT e creatinina entre pacientes e
controles pode acarretar numa interpretacao ineodas concentracdes de vitamina
B12 e homocisteina.

TABELA 6. Dosagens bioquimicas dos grupos estudados

DOSAGENS BIOQUIMICAS

Mées Méaes P Filhos Filhos P valor  Valores de

Casos Controles valor Fissurados Controles referéncia
Glicose 85+84 74579 0,0897 83,585 74,3 +6,0 0903 70-99mg/dL
AST 23+83 1875 0,7731 30,8+80 20,6+7,15 0,0592 10-39U/L
ALT 21+10 17,7+£9,2 0,7739 19+£7,5 154+6,4 040 10-37U/L

Creatinina 08+0,1 0,79+0,1 0,4760 0,6+0,15 0,74+0,09 0,5587 0,5-1,2mg/dL

P<0,05 com intervalo de confianca de 95%. c= TEéste

Na Tabela 7 podemos observar os resultados ohpi@i@sas dosagens de acido
foélico, vitamina B12 e homocisteina para os grupstudados. Observa-se que a
concentracdo meédia de acido foélico no grupo dassnue pacientes fissurados é
significativamente superior (13,8+2,4ng/mL) a odétigara o grupo das maes dos

individuos controles (18,8+3,4ng/mL).
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TABELA 7. Valores das concentragfes de &cido folistamina B12 e homocisteina
dos pacientes fissurados e controles e suas resgsectaes.

Acido Fdlico Vitamina B12 Homocisteina
(ng/mL) (pg/mL) (uMol/L)
Maes Casos 13,8+2,4 418 + 182 6,7+29
Maes Controles 18,8+3,4 381 +179 6,1+23
P valor *<0,0001° 0,6129 0,4162
Filhos Fissurados 15,6 £ 0,6 581 + 60,2 5,7+0,37
Filhos Controles 17,9+ 0,6 526 + 47,4 4,6 + 0,67
P Valor *<0,0109 0,4980 0,1246

P<0,05 com intervalo de confianca de 95%. c= Téste

Para o grupo dos pacientes fissurados em relagafifams controles, a dosagem
de &cido félico apresentou diferenca significanten cvalores de 15,6+0,6(ng/mL) e
17,9+0,6(ng/mL), respectivamente. J& para as dosagde vitamina Bl12 e
Homocisteina ndo foi observado diferenca estagistente significativa, como pode ser
observado na Tabela 7.

Para a andlise hematodlogica ndo foram observdttmacdes em nenhum dos
parametros avaliados como hemoglobina, hematddtitmtagem de hemécias, o0s
indices hematologicos, VCM, HCM e CHCM dentre agogs avaliados (Tabela 8).

TABELA 8. Valores dos parametros hematoldgicos dices hematimétricos dos
pacientes fissurados e controles e suas respenties.

Resultados Hematologicos

Hemacias Hemoglobina Hematdcrito V.C.M H.C.M. C.H.C.M.
(milhdes) (g/dL) (%) (fL) (P9) (g/dL)
Maes Casos 4,58 + 0,38 12,7+1,1 394+29 85,8+ 6,2 27485 32,4+18
Maes
4,59 + 0,37 12,7+2,9 39,3+3,0 85,771 279x27 325+0,9
Controles
P Valor 0,845% 0,9816 0,9758 0,9304 0,8954 0,814%
Filhos
: 49+0,9 122+1,7 37,7+4,3 781+76 253+3,1 32,3+1,6
Fissurados
Filhos
49+04 12,9+ 1,06 39,7+ 3,3 81+6,2 26,432, 325+0,8
Controles
P Valor 0,768F 0,424% 0,018% 0,065% 0,076% 0,4348&

P<0,05 com intervalo de confianca de 95%. c= TE€ste
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5.1.3 Genotipagem

5.1.3.1 - Analise do polimorfismo C677T da
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)

A analise do polimorfismo C677T da MTHFR foi realila ap6s amplificacéo
do gene e posterior digestdo com a enzima de g@stiinf 1. O gene amplificado
gerou um produto de PCR de 198 pares de base qumsdge digerido gerou os
fragmentos de 175pb e 23pb caracteristicos do igendT. No gendtipo CC néo houve
o corte da enzima mantendo-se o fragmento de 19@pie a identificacdo dos
fragmentos foi realizada através de eletroforese gein de agarose 2,5%, como
observado na Figura 6.

A Tabela 9 apresenta a distribuicAo dos gendétipoaletos referente ao
polimorfismo C677T do gene da Metilenotetrahidrafol redutase (MTHFR) das
criancas portadoras de fendas labio-palatinas & si#@es, bem como dos individuos

controles e suas respectivas maes.

GENOTIPO - MTHFR (Gel de RFLP)

Cl' CC €T MEET ORI T el O CO e

50pb

FIGURA 6. Eletroforese em Gel de Agarose 2,5%, apégi¢cdo com a enzima Hinf |
gerando fragmentos de 175 e 23pb para o gendtippdra o gendtipo CC nao ha corte
do produto de restricdo mantendo o produto de 19@ph o polimorfismo C677T da
MTHFR. O fragmento de 23pb do gendétipo TT ndo agareno gel

A distribuicdo dos gendtipos encontra-se em Equolide Hardy-Weinberg. As
andlises genéticas mostraram homozigose 677T ef¥oldas Maes dos fissurados e
8,6% nas Maes dos individuos controles, e freqaém® 11,5% nos pacientes
fissurados em relacéo a 7,2% nos individuos cagraldo sendo observada diferenca

estatisticamente significativa na analise gendadipic
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Quando realizada a analise alélica do polimorfise&y 7T observamos uma
frequéncia de 31,4% para o alelo T nas maes deddss em relacdo a 27,9% nas maes
dos individuos controles. Para os individuos fiados foi encontrada a frequéncia de
29,7% para 0 mesmo alelo e de 22,9% para os ingigiccontroles, ndo sendo

observada diferenca estatisticamente significante.

TABELA 9. Frequéncias genotipica e alélica paraotinprfismo C677T da MTHFR
do grupo fissurado e controle.

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos CcC CT TT P Valor C T P Valor
Maes Caso 85 (48,6%) 70 (40,0%) 20 (11,4%) 240 (68,6%) 110 (31,4%) 02013
< 0,51472 :

Mles | 7a(28%) 54(Be%) 12(86%) 202 (121%) 78 (27,9%)

Filhos 91 (52,0%) 64 (36,5%) 20 (11,5%) 246 (70,3%) 104 (29,7%)

Casos 0.18912 0,0870
Etlcmrsoles 86 (61,4%) 44 (31,4%)  10(7.2%) 216 (77,1%) 64 (22,9%)

P<0,05 com intervalo de confianca de 9%8Qui-quadrado, b=Teste exato de Fisher

Foi analisada também a relacdo dos gendtipos coripos de fendas dos
pacientes, onde para o gendtipo CT todos os timpdeddas tiveram frequéncia
semelhante (Labio-palatina (32,4%), Palatina (32,2%abial (30,7%)). Para o alelo
TT as frequéncias também nao apresentaram diferestgdisticamente significante
como observado na Tabela 10. Em relacdo ao gen®@pa proporcéo entre os tipos de
fenda foram semelhantes, ndo sendo observadardifesgynificante.

Além disso, foi realizada a relacdo dos alelos alonrfismo C677T do gene
da MTHFR com os tipos de fendas dos pacientes, pageo alelo T todos os tipos de
fendas tiveram frequéncia semelhante (Labio-paafi20,7%), Palatina (25,0%) e
Labial (25,9%)). Nao foram observadas diferencéatisscamente significantes entre a

frequéncia dos alelos em relacdo aos tipos de f@rateela 10).
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TABELA 10. Frequéncias genotipicas e alélicas paraolimorfismo C677T da
MTHFR apoés a subdivisdo dos pacientes em funcdipdale fenda.

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Tipos de fendas CcC CT TT P Valor C T P Valor
Labio-palatina 46 (59,7%)  25(32,4%) 06 (7,9%) 142 (79,3%) 37 (20,7%)

Palatina isolada 20 (58,1%) 11(32,2%) 03 (9,7%) 00,9947 51 (750%) 17 (25,0%) 0,9458

Labial 17.(57,7%) 09 (30,7%) 03 (11,6%) 43 (74,1%) 15 (25,9%)

P<0,05 com intervalo de confianca de 95%. a=Qudrpdo

5.1.3.2 - Anadlise do polimorfismo A1298C da MTHFR

A analise do polimorfismo A1298C da MTHFR foi realilo apés amplificacdo
do gene e posterior digestdo com a enzima de g&stiMbo Il. O gene amplificado
gerou um produto de PCR 163 pares de base quedag@glo com a enzima Mbo I
gerou fragmentos de 56, 31, 30, 28 e 18pb visublgzaa eletroforese em gel de
Poliacrilamida 12%. Para o gendtipo AA e para obtjpn CC foi abolido um sitio de
restricdo da enzima gerando fragmentos de 84,@8B&,1Bpb.

A Tabela 11 apresenta a distribuicdo dos gendtipoalelos referente ao
polimorfismo A1298C do gene da Metilenotetrahidiato redutase (MTHFR) das
criancas portadoras de fendas labio-palatinas ensies, bem como dos individuos

controles e suas respectivas maes.
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MTHFR A1298C

FIGURA 7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 12%60s restricdo com a enzima
Mbo Il gerando fragmentos de 56, 31 e 28pb parendtipo AA e 84, 31 e 28pb para o
gendtipo CC para o polimorfismo A1298C da MTHFR.fr@agmento de 18pb do
gendtipo CC ndo aparece no gel.

A distribuicdo dos gendtipos encontra-se em Equilibe Hardy-Weinberg. As
analises genéticas mostraram homozigose para o @lekm 5,7% das maes dos
pacientes fissurados em relacdo a 2,8% nas maéaslesne uma frequéncia de 3,6%
nos pacientes fissurados e 2,3% nos individuosralest ndo sendo observada
diferenca estatisticamente significante.

Quando realizada a analise alélica do polimorfighkil@98C observamos uma
diferenca estatisticamente significativa com frexpig de 26,1% para o alelo C nas
maes de fissurados em relacdo a 19,7% nas maesdiasluos controles. Para os
individuos fissurados foi encontrada a frequén@a2d,5% para o mesmo alelo e de
20,6% para os individuos controles, ndo sendo whder diferenga estatisticamente
significante (Tabela 11).
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TABELA 11. Frequéncias genotipica e alélica pargotimorfismo A1298C da
MTHFR do grupo fissurado e controle.

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos AA AC CcC P Valor A C P Valor
Maes Caso 75 (53,6%) 57 (40,7%) 08 (5,7%) 207 (73,9%) 73 (26,1%) 00681
< 0,14562 )
g"gﬁtfoles 111 (63,4%) 59(33,7%) 05 (2,8%) 281(80,3%) 69(19,7%)
Filho Caso 82 (58,6%) 53 (37,8%) 05 (3.6%) 217 (77,5%) 63 (22,5%) 0 5568
s N e Rl = v e e
Controles (BLa100) (Ei2i8) ’ (FERE) (e

P<0,05 com intervalo de confiangca de 95¥Qui-quadrado *diferenga estatisticamente
significante

Foi analisada também a relagdo do gendtipos corntipos de fendas dos
pacientes, onde para o genétipo AC a fenda labia@ tima maior frequéncia (43,7%)
seguida da fenda palatina isolada (36,7%) e daafédinio-palatina (33,3%). Para o
alelo CC a maior frequéncia foi na fenda palats@aida (10,0%), seguida da fenda
labial (6,3%) e da fenda labio-palatina (3,9%),apar genétipo AA a fenda labio-
palatina teve um maior prevaléncia deste genodtipumle todas as diferencas néo
apresentaram diferenca estatisticamente signigoamno se observa na Tabela 12.

Na tabela 12 observamos a relacéo dos alelos dogréismo A1298C do gene
da MTHFR com os tipos de fendas dos pacientes, qata o alelo C houve
semelhanca na frequéncia entre as fendas palsoheda (28,3%) e labial (28,2%),
engquanto que a fenda do tipo labio-palatina aptesamma menor frequéncia (20,5%).
N&o foram observadas diferencas estatisticameghdfisantes entre a frequéncia dos
alelos em relacdo aos tipos de fenda. Em relaca@dedm A houve um semelhanca na
prevaléncia dos tipos de fendas estudadas

TABELA 12. Frequéncias genotipicas e alélica parpobmorfismo A1298C da
MTHFR dos pacientes fissurado subdivididos em fardgitipo de fenda.

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos AA AC cc P Valor A C P Valor
124 32

Labio-palatina 49 (62,8%) 26 (33,3%) 03 (3,9%) (795%)  (20.5%)

Palatina 03 43 17 0,3233
Isolada 16 (53,3%) 11(36,7%) (10,0%) 0,5725 (TL7%)  (28.3%) ,
Labial 16 (50%) 14 (43,7%) 02 (6.3%) 46 18

(71,8%)  (28,2%)

P<0,05 com intervalo de confianca de 95%. a=Qudrpdo
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5.1.3.3 - Andlise do polimorfismo A2756G da Metiona Sintase
(MTR)

A andlise do polimorfismo A2756G da MTR foi reatibaap6s amplificacéo do
gene e posterior digestdo com a enzima de restrg&adlll. O gene amplificado gerou
um produto de PCR 189 pares de base que apoOsddigemm a enzima Hae Il gerou
fragmentos de 159 e 30pb para o gendtipo GG e énaiasdo polimorfismo aboliu o
sitio de restricdo mantendo-se o produto de 18Bgptes foram visualizados através de
eletroforese em gel de Agarose 2,5%.

A Tabela 13 apresenta a distribuicdo dos genoétipoalelos referente ao
polimorfismo A2756G do gene da Metionina Sintas@ R)das criancas portadoras de
fendas labio-palatinas e sua maes, bem como dv$dnds controles e suas respectivas

maes.

MTR - A2756G

AA AA AG AA

FIGURA 8. Eletroforese em Gel de Agarose a 2,5%, apés rastopm a enzima Hae Il
gerando fragmentos de 159 e 30pb para o gendtipe @d3a o gendétipo AA ndo houve o corte
do fragmento de 189pb da MTR. O fragmento de 3@ppeth6tipo GG ndo apareceu no gel

A distribuicdo dos gendtipos encontra-se em Equolide Hardy-Weinberg. As
analises genéticas mostraram homozigose para o @eem 3,6% das maes dos
pacientes fissurados em relagdo a 1,7% nas maé&slesne uma frequéncia de 1,4%
nos pacientes fissurados e 1,8% nos individuosralest ndo sendo observada

diferenca estatisticamente significante.
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Quando realizada a analise alélica do polimorfig2@56G observamos uma
frequéncia de 16,4% para o alelo G nas mées derdbss em relacdo a 16,6% nas
méaes dos individuos controles. Para os individussufados foi encontrada a
frequéncia de 18,9% para o0 mesmo alelo e de 1988%0qs individuos controles, nao
sendo observada diferenca estatisticamente signiéqTabela 13).

TABELA 13. Frequéncias genotipica e alélica papmkamorfismo A2756G da MTR
do grupo fissurado e controle.

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos AA AG GG P Valor A G P Valor
Maes Caso 99 (70,7%) 36 (25,7%) 05 (3,6%) 234 (83,6%) 46 (16,4%) Loo®
. 0,46002 ,
Maes 0 T 03 (1,7%) ’ 9 9
Gl 120 (68,6%) 52 (29,7%) 292 (83,4%) 58 (16,6%)
Filho Caso 89 (63,6%) 49 (35,0%) 02 (1,4%) 227 (81,1%) 53 (18,9%)
Filhos g 0971 1,000
110 (62,8%) 62 (35,4%) 03 (1.8%) 282 (80,1%) 68 (19,9%)
Controles

P<0,05 com intervalo de confianca de 9%8Qui-quadrado, b=Teste Exato de Fisher

Foi analisada também a relacdo do genodtipos comnipos de fendas dos
pacientes, onde para o genétipo AG a fenda paletot@ada teve uma maior frequéncia
(40,0%) seguida da fenda labio-palatina (33,7%4 &dda labial (33,4%). Para o alelo
GG a maior frequéncia foi na fenda palatina isol¢3ld%), seguida da fenda labiO-
palatina (1,2%)ndo havendo nenhum individuo portadiEsse genoétipo com fenda
labial, para o gendtipo AA a fenda labial teve uraion prevaléncia deste gendtipo,
onde todas as diferengcas nao apresentaram difeestagssticamente significante como
se observa na Tabela 14.

Na tabela 14 observamos a relacéo dos alelos dogréismo A1298C do gene
da MTHFR com os tipos de fendas dos pacientes, qata o alelo G houve
prevaléncia da fendas palatina isolada (23,4%)idagla fenda labio-palatina (18,1%),
enquanto que a fenda do tipo labial apresentou mer@or frequéncia (15,4%). N&o
foram observadas diferencas estatisticamente gigniés entre a frequéncia dos alelos

em relacéo aos tipos de fenda.
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TABELA 14. FreqUéncias genotipicas e alélicas pgralimorfismo A2756G da MTR
dos pacientes fissurados em funcao do tipo de fenda

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos AA AG GG P Valor A G P Valor
Labio-palatina 56 (65,1%) 29 (33,7%) 01 (1,2%) 141(81,9%) 31 (18,1%)
E%'lztg;a 17 (56,6%) 12 (40.0%) OL1(34%) = 46 (76,6%) 14 (23.4%) 0:5282°
Labial 16 (66,6%) 08 (33,4%) 00 (0,0%) 44 (84,6%) 08 (15,4%)

P<0,05 com intervalo de confianca de 9%#Qui-quadrado, *=ndo foi possivel realizar o
teste devido ao pequeno numero de amostras pomguabg

5.1.3.4 — Analise do Polimorfismo A66G da MetioninaSintase
Redutase (MTRR)

A analise do polimorfismo A66G da MTRR foi realizadp6s amplificacdo do
gene e posterior digestdo com a enzima de resthc@ol. O gene amplificado gerou
um produto de PCR 66 pares de base que apés digmid a enzima Nde | gerou
fragmentos de 44 e 22pb para o genoétipo AA e aepgasdo polimorfismo aboliu o
sitio de restricdo mantendo-se o produto de 66ptesHoram visualizados através de
eletroforese em gel de Poliacrilamida 12%.

A Tabela 15 apresenta a distribuicdo dos genotipoalelos referente ao
polimorfismo A66G do gene da Metionina Sintase Raski (MTRR) das criancas
portadoras de fendas labio-palatinas e suas méescbmo dos individuos controles e

suas respectivas maes.
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MTRR A66G

Bl <— 66pb

44ph

FIGURA 8. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 12%0s restricdo com a
enzima Nde | gerando fragmentos de 44 e 22 pagyanotipo AA e para o
gendtipo GG nédo ha corte da enzima mantendo-sedufar de PCR de 66pb
para o polimorfismo A66G da MTRR.

A distribuicdo dos gendtipos encontra-se em Equilibe Hardy-Weinberg. As
analises genéticas mostraram homozigose para 0 @eem 1,6% das maes dos
pacientes fissurados em relacdo a 1,7% nas maéaslesne uma frequéncia de 1,4%
nos pacientes fissurados e 3,0% nos individuosralest ndo sendo observada
diferenca estatisticamente significante.

Quando realizada a analise alélica do polimorfish&®G observamos uma
frequéncia de 16,8% para o alelo G nas méaes derdbss em relacdo a 18,9% nas
maes dos individuos controles. Para os individussufados foi encontrada a
frequéncia de 16,4% para o0 mesmo alelo e de 22d8%qs individuos controles, ndo

sendo observada diferenca estatisticamente signiéqTabela 15).
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TABELA 15. Frequéncias genotipicas e alélicas parpolimorfismo A66G da
MTRR do grupo fissurado e controle.

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos AA AG GG P Valor A G P Valor
Maes Caso 98 (70,0%)  37(28,4%) 05(1,6%) 233 (83,2%) 47 (16,8%) 0531
< 0,21922 )
'\C/Ic?r?tsroles 112 (64,0%) 60 (34,3%) 03 (1,7%) 284 (81,1%) 66 (18,9%)
Filho Caso 96 (68,6%) 42 (30,0%) 02 (1,4%) 234 (83,6%) 46 (16,4%) 00860
s e s EE . Peaceei e
Controles (GeRE) (B2 ’ (FeRT) (220

P<0,05 com intervalo de confianca de 95%Qui-quadrado, b=Teste Exato de Fisher

Foi analisada também a relagdo do gendtipos corntipos de fendas dos
pacientes, onde para o genétipo AG a fenda paletot@ada teve uma maior frequéncia
(41,2%) seguida da fenda labial (32,1%) e da fédloia-palatina (23,3%). Para o alelo
GG a maior frequéncia foi na fenda labial (3,6%8gwda da fenda labio-palatina
(1,2%) ndo havendo nenhum individuo portador degsedtipo com fenda palatina
isolada, ja para o gendtipo AA a fenda labio-patatieve um maior prevaléncia deste
genotipo, onde todas as diferencas ndo apresentditarenca estatisticamente
significante como se observa na Tabela 16.

Na tabela 16 observamos a relacdo dos alelos dagrismo A66G do gene da
MTRR com os tipos de fendas dos pacientes, onde@atelo G houve prevaléncia da
fendas palatina isolada (20,6%), seguida da feaoiall(19,7%), enquanto que a fenda
do tipo labial apresentou uma menor frequéncial@b®, Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entreequéncia dos alelos em relagcdo aos

tipos de fenda.

TABELA 16. Frequéncias genotipicas e alélica papalonorfismo A66G da MTRR
dos pacientes fissurados em fun¢ao do tipo de fenda

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos AA AG GG P Valor A G P Valor
Labio-palatina 68 (75,5%)  21(23,3%) 01(1,2%) 153(?6"9% 23(13,1%)
Ei'lztg;a 10(58,8%) 07(41,2%) 00(0,0%) = 27(79,4%) 07(20,6%) 0:3314°
Labial 18(64,3%)  09(32,1%) 01(3,6%) 45(80,3%)  11(19,7%)

P<0,05 com intervalo de confianca de 9%#Qui-quadrado, *=ndo foi possivel realizar o
teste devido ao pequeno numero de amostras pomguabg
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5.1.3.5 — Andlise do polimorfismo A80G do Carreadorde Folato
Reduzido 1 (RFC1)

A andlise do polimorfismo A80G do RFCL1 foi realiaagpds amplificagdo do
gene e posterior digestdo com a enzima de restHp&@ol. O gene amplificado gerou
um produto de PCR 230 pares de base que aposddiggou fragmentos de 125, 60 e
37pb para o gendtipo GG e 162 e 68pb para o gendifp Estes fragmentos foram
visualizados através de eletroforese em gel deosgaz,5%.

A Tabela 17 apresenta a distribuicdo dos gendtipoalelos referente ao
polimorfismo A80G do gene do Carreador de FolatduRelo 1 (RFC 1) das criancas
portadoras de fendas labio-palatinas e suas méescbmo dos individuos controles e

suas respectivas maes.

RFC1 A80G

FIGURA 9. Eletroforese em Gel de Agarose 2,5%,apésicdo com a enzima Hha |
gerando fragmentos de 162, 68 e 37pb para o genGtpe para o gendtipo AA seréao
gerados fragmentos de 125 e 68pb.

A distribuicdo dos gendtipos encontra-se em Equolide Hardy-Weinberg. As
analises genéticas mostraram homozigose para o @eem 7,1% das maes dos
pacientes fissurados em relagao a 7,4% nas maé&slesne uma frequéncia de 2,9%
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nos pacientes fissurados e 1,1% nos individuosralest ndo sendo observada
diferenca estatisticamente significante.

Quando realizada a analise alélica do polimorfish®G observamos uma
frequéncia de 24,3% para o alelo G nas méaes derdbss em relacdo a 27,4% nas
maes dos individuos controles. Para os individussufados foi encontrada a
frequéncia de 16,8% para o mesmo alelo e de 15a®0qs individuos controles, nao

sendo observada diferenca estatisticamente signiéqTabela 17).

TABELA 17. Frequéncias genotipicas e alélicas papalimorfismo A80G do RFC
1 do grupo fissurado e controle.

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos AA AG GG P Valor A G P Valor
Maes Caso 82 (58,6%) 48 (34,3%) 10 (7,1%) 212 (75,7%) 68 (24,3%) 0411
. 0,55062 ;
Méaes 9 o 13 (7,4%) 0 0
s 92 (52,6%) 70 (40,0%) 254 (72,6%) 96 (27,4%)
Filho Caso 97 (69,3%) 39 (27,8%) 04 (2,9%) 233 (83,2%) 47 (16,8%)
- 0.54192 0,6632
'hos 123 (70,3%) 50 (28,6%) 02 (1,1%) 296 (84,6%) 54 (15,4%)
Controles
P<0,05 com intervalo de confianca de 9%4Qui-quadrado, b=Teste Exato de
Fisher

Foi analisada também a relagdo do gendtipos cortipos de fendas dos
pacientes, onde para o genoétipo AG a fenda palaoiada (30,4%) e a fenda labial
(30,3%) tiveram frequéncia semelhante,tendo a fédoia-palatina menor frequéncia
(26,2%). Para o alelo GG a maior frequéncia foiferada palatina isolada (4,4%),
seguida da fenda labial (3,1%) e com menor fregaéadenda labio-palatina (2,4%),
onde todas as diferencas nao apresentaram difeestagssticamente significante como
se observa na Tabela 18.

Na tabela 18 observamos a relacao dos alelos dogrismo A80G do gene do
RFC 1 com os tipos de fendas dos pacientes, ondeopaelo G houve prevaléncia da
fendas palatina isolada (19,6%), seguida da feaoiall(18,2%), enquanto que a fenda
do tipo labio-palatina apresentou uma menor fregaégii5,5%). Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entreequéncia dos alelos em relagcdo aos
tipos de fenda.
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TABELA 18. Frequiéncias genotipicas e alélicas mapolimorfismo A80G do

RFC1 dos pacientes fissurados em fungao do tigeraz

Frequéncia Genotipica (%) Frequéncia Alélica (%)
Grupos AA AG GG P Valor A © P Valor
Labio-palatina  60(71,4%)  22(26.2%) 02(2,4%) 142(84,5%) 26(1)5’5%
Ei'lzté’;a 15(65.2%) 07(30,4%) OL(4A4%)  «  37(80.4%) 09(1)9'6% 0,75852
Labial 22(66,6%)  10(30,3%) 01(3,1%) 54((81,8%) 12(18:2%

)

P<0,05 com intervalo de confianca de 9%#Qui-quadrado, *=ndo foi possivel realizar o
teste devido ao pequeno numero de amostras pomguabg
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6 — DISCUSSAO

Os efeitos de disturbios no metabolismo do &cidlicd tém sido muito
estudados, seguindo o fato de que a suplementagéerna com folato mostrou
diminuir o risco de ocorréncia de defeitos do takaral, onde estéo incluidas as fendas
orais (PICKELL et al., 2009). Existem evidénciasigideraveis sugerindo que genes
envolvidos na via de metabolizacdo do &cido fééstho relacionados a etiologia das
fendas orais, que sabidamente, possuem um fortparmnte genético (MILLS et al.,
2008).

As fendas orais tém uma alta prevaléncia relapeda literatura, onde para os
casos sindromicos se tem bem estabelecidos quanes gestdao ligados ao
desenvolvimento de determinada sindrome. Ja pareasss das fendas orais néo-
sindrdmicas, sabe-se que diversos fatores inflaemseu desenvolvimento, como 0 uso
de alcool, fumo e medicamentos durante a graviGZzSNICA et al., 2009). Em
relacdo aos fatores genéticos ainda ndo se temesebelecido quais genes estdo
diretamente ligados ao desenvolvimento das fenéassimdromicas. Além disso, ndo
existe no Estado do Rio Grande do Norte nenhundestuespeito do desenvolvimento
das fendas orais n&o-sindrémicas

Em nosso estudo foram avaliadas criancas portadimdendas I4bio-palatinas
nao-sindromicas e suas maes. A partir dos dadadosbfoi estruturado um perfil
epidemioldgico desses pacientes, algo que seriazessario, pois ndo existem dados a
cerca dessas informacdes no Estado do Rio GranNerte.

Assim observamos que a maioria dos pacientes séadpces de fendas do tipo
labio-palatina (55,8%), seguido das fendas palstisaladas (24,2%) e das fendas
labiais (20%). Nossos resultados estdo de acordo Freitas-Silva et al., (2008) que
encontraram resultados semelhantes em um estuliitadeano Estado de S&o Paulo
com pacientes atendidos no Centro de ReabilitagdoDseformidades Faciais de SP
onde 62% tinham fenda labio-palatina, seguida dddealatina isolada (20%) e por
altimo a fenda labial (9%). Estudo realizado pokdre et al (2008) com pacientes do
Centro de Atencdo aos Defeitos da Face (CADEFI)Irdituto Materno Infantil
Professor Fernando Figueira (IMIP) de Recife — &Bh#ém foi observada uma maior
prevaléncia das fendas labio-palatinas (48,6%) idagda fenda palatina isolada
(24,6%). Concordam com Jamillian et al (2007) qamkém observaram em estudo
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realizado no Ird& uma maior prevaléncia da fendaifo Labio-palatina e uma menor
frequiéncia da fenda labial

Ja Cerqueira et al., (2005) estudando pacienteSagdeJosé dos Campos no
periodo de 1992 a 2002 encontrou prevalénciasedifes quanto ao tipo de fenda onde
a fenda palatina isolada prevaleceu com 41,3% degia fenda labio-palatina com
33,1%, os autores salientam que os dados obtids®e nevantamento talvez nao
correspondam a todos 0s casos ocorridos na cidaegs responsaveis de maior poder
aquisitivo podem nao ter procurado a Associacabpteo aos Fissurados Labiopalatais
(AAFLAP), onde nao se constatou registro de indigklde poder aquisitivo elevado
(CERQUEIRA et al., 2005)

Em relagdo ao sexo, encontramos uma prevaléncisexo masculino (62%)
resultado este coincidente com os achados de ds/érsbalhos realizados no Brasil
como em Sao José dos Campos (Cerqueira et al.), Z08& Paulo (Freitas-Silva et al.,
2008), e Recife (Takano et al., 2008; Coutinhd.e{2009).

Ao subdividirmos os tipos de fenda em funcdo dm s¥bservamos que a fenda
labio-palatina foi mais prevalente no sexo masouli@9%) e que a fenda palatina
isolada tava uma maior prevaléncia do sexo femi(t986). Resultado semelhante foi
observado por Coutinho et al., (2009) estudandieR@s de Recife-PE que observou
uma prevaléncia do sexo masculino na fenda ladatipa (52,3%) e para a fenda
palatina isolada o sexo feminino foi mais afete®m&%). Esses resultados corroboram
Carinci et al., (2005) estudando a populacdo halilambém observou prevaléncia
semelhante quanto ao tipo de fenda. A maior praeaé&o sexo feminino na fenda do
tipo palatina isolada pode estar relacionada aocomempo necessario para 0
fechamento de palato em fetos de sexo femininangw em torno de 1 semana a mais
para estar completamente fechado (MOORE et al4;208NG et al., 2009).

As fendas orais possuem etiologia complexa e ainda muito bem
compreendida, e geralmente é considerado que $&wnileadas por fatores ambientais
e geneéticos. Estudos epidemiolégicos tém sugerido ugna proporcado de casos de
fendas estdo associadas a exposicdo materna duvanfgrimeiros estagios de
desenvolvimento do feto a drogas, cigarros, alaadeficiéncia de Acido félico
(CHEVRIER et al., 2008; JIANYAN et al., 2010).

E sabido que o alcool € uma substancia teratbgertauenanos que produz uma
ampla gama de efeitos dependendo do tempo de e#posida quantidade ingerida

(DE-ROO et al., 2008). Em uma revisédo realizada260® foi observado que o alcool
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pode aumentar o risco de ocorréncia de fendas emaisriancas em até 4X, propondo

um efeito teratogénico do mesmo sobre as célulasriga neural, células estas que
darédo origem ao sistema nervoso e todas as esgudtumadoras da face (LEITE et al.,

2002). No presente trabalho, para as méaes dompesi®i observado que 15% fizeram

uso de alguma bebida alcoodlica durante o periodgedtacdo. Estes resultados séo
semelhantes aos relatados na literatura refor¢cguattanto, que o uso de alcool pelas
maes durante a gestagao representa um fator denasocorréncia de fendas orais nos
filhos. De-Roo et al., (2008) observaram um pereansemelhante cujo indice foi de

18% de maes que utilizaram bebidas alcodlicas tkirangestacdo e tiveram filhos

afetados pelas fendas.

O habito de fumar durante a gravidez € tambémaddicomo um fator de risco
para o desenvolvimento de fendas orais. Uma recedti@-analise de 24 estudos
estimou que maes que fumam durante a gravidez @misgo 1,3X maior de ter um
filho portador de fenda (SHI et al., 2007; LIE &t 2008) Segundo Shi et al., (2007)
estudando uma populacdo de mulheres na Dinamattabito de fumar durante a
gravidez aumentou o risco de desenvolvimento ddaferorais nas criancas e apés
subdividir essas populacdo de acordo com a quaetidke cigarros fumados foi
observado um risco maior no grupo das maes quevimama maior quantidade de
cigarros. Os mecanismos biologicos que dao suparteessa associacdo Ssao
desconhecidos, mas podem estar relacionados comnaegquantidade de téxicos
contidos no fumo (LIE et al., 2008). No presensbatho foi observado um percentual
de 15% de mulheres que mantiveram o habito de fudwante a gravidez,
corroborando Lie et al., (2008) que verificou unmceatual de 16% de méaes fumantes
em estudo realizado na Noruega.

Segundo os autores o habito de fumar é um fatoisde claramente associado
ao desenvolvimento das fendas, principalmente gquamdnesmo acontece nb°
trimestre da gestac&o. A nicotina, principal congmae toxico do cigarro, € um
vasoconstritor que no periodo gestacional diminfluwo sanguineo na artéria
Utero-placentaria, podendo debilitar o perfeitoedeslvimento do embrido/feto,
ainda podendo haver a contribuicdo do mondéxidoaibono na diminuicdo da
oferta de oxigénio aos tecidos embrionarios edetasto que o mesmo se liga a
hemoglobina diminuindo sua funcionalidade (BARONE&Al., 2005).
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Em relacdo a avaliagcdo da presenca de fendas nubafas das criancas,
observou-se que 35,5% dos pacientes estudadoseposalgum parente também
afetado por esta malformacdo. DE-ROO et al.,, (20@8)bém observaram um
percentual de 28% de pacientes afetados pelassfemdés que possuiam histérico
familiar de fendas. Baroneza et al., (2005) estddgacientes atendidos no Centro de
apoio e reabilitacdo dos portadores de fissuram-[gdlatal de Londrina e regido
(CEFIL) observou que 26% dos portadores de fissl@b#-palatinas possuiam
historico familiar de fendas, reforcando dessa #&oren idéia de que existe uma
contribuicdo da genética na etiologia das fendais.or

Estes resultados representam os primeiros dadgsedib epidemioldgico de
pacientes portadores de fendas orais no Estadood@ifande do Norte. Embora sejam
parciais, revelam a maior ocorréncia para a feat@{palatina com prevaléncia no
sexo masculino, estando de acordo com os obtidoso@nos estudos na Brasil.
Entretanto, seréo realizadas novas avaliagfes serdepossivel ainda classifica-los de
acordo com o proposto por Spina et al (1972), aléraumentar o nimero de pacientes
avaliados, para que possa ser representativo [gstado.

E objetivo ainda atrair para o Programa de Atendimeaos Pacientes
Fissurados do HOSPED/UFRN o maior niumero de paseid diferentes regides para
gue se possa determinar a real prevaléncia e mzmalée quais os fatores de risco que
estdo associados. Assim, sera possivel em um fptdsdmo promover campanhas de
atencdo aos pacientes do RN, voltados para a entigeicdo e prevencao do
desenvolvimento das fendas orais.

No que diz respeito as anormalidades no metabolgmarido félico estas estdo
associadas a condi¢cdes que contribuem significamée com a morbidade e a
mortalidade de criancas e adultos (YANG et al.,.80®s disturbios do tubo neural,
onde estdo incluidas as fendas l4bio-palatinasjoesntre as mais freqlentes
malformagbes congénitas, contribuindo para a mdadé infantil. Estudos
observacionais e clinicos tém mostrado evidénciaaclasivas a respeito da
suplementacdo com acido félico, onde um aumeniogestao de acido folico durante
o periodo periconcepcional reduz o risco de defedo tubo neural em até 50%
(MEZZOMO et al., 2007; ROSENTHAL et al., 2008).

No presente estudo, foram avaliadas as concensrat@eicido folico sérico,
vitamina B12 sérica e homocisteina plasmatica carbjetivo de estudar a contribuicéo

das mesmas para o desenvolvimento das fendasosagacientes estudados
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Para o acido folico foi obtida uma diminuicdo sig@ativa na concentracéo
média de acido félico tanto nas maes dos pacidigegsrados quanto nos proprios
pacientes fissurados em relacdo as mées dos inds/idontroles e os individuos
controles, respectivamente. Entretanto, para anuita B12 e homocisteina ndo foram
observadas alteragfes nas concentracfes tant@pardies quanto para as criangas,
sejam elas fissuradas ou sadias. Deve ser levad@am®sideracdo que foram realizadas
as dosagens de creatinina, AST e ALT parasgmeeningda funcdo renal e hepética,
visto que a presenca de alteracdo nessas funcdesigpalterar as concentracfes das
vitaminas. Nossos resultados ndo mostraram difasee@tre os grupos fissurados e
controles, estando todas as dosagens dentro dosewale referéncia, garantindo a
comparacao das vitaminas entre os grupos estud&d$éiSRRA-SHINOHARA et al,
2004).

O acido félico prové carbonos essenciais paratasdrde acido nucléico e para
as reacoes de metilagdo, sendo estas necessdaasaisao celular, expressdo génica
e manutencdo da estrutura do cromossomo durant@senvblvimento fetal. A
deficiéncia do acido félico pode prejudicar o metamo materno e neonato, podendo
ser associado com resultados anormais e aumeniscaode defeitos congénitos. Em
humanos a suplementacdo pré-natal com acido fa@igyavidas mostrou reduzir a
incidéncia de fendas labio-palatinas em vérias lagpes (SOZEN et al., 2009).

Portanto, a reducao do acido folico obtida no priesestudo para as méaes dos
pacientes fissurados, deve ser reconhecida commportante fator de risco associado
ao desenvolvimento das fendas orais nos respectivms. Além disso, deve ser
considerado que esta populacdo de maes estevevidavobm fatores etioldgicos de
destaque como o0 uso de alcool, habito de fumam alé apresentar um histérico
familiar de fendas.

A Cobalamina (Vitamina B12) é um nutriente essdrgug@ atua como co-fator
em uma via metabdlica associada ao acido fdlictudes mostram que baixas
concentracées maternas de cobalamina estdo assoc@at desenvolvimento pré-natal
anormal e aumento do risco de defeitos congénBA&KRBOSA et al., 2007). Nossos
resultados ndo mostraram diferencas significathnegsconcentracdes da Vitamina B12
tanto das mées quanto das criancas fissuradas @uantparadas com as mées dos
individuos saudaveis e os proprios individuos. &€seesultados também foram

observados por Barbosa et al.,, (2008) que, realwaa avaliacdo de diversos
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parametros relacionados ao metabolismo do acidoof@m mulheres saudaveis de
Sorocaba — SP, nédo observou diferenca na dosag¥itadana B12.

A homaocisteina € um aminoacido sulfurado formagaréir da desmetilacédo da
metionina. Nessa reacdo o acido félico, vitamin2 Bla vitamina B6 atuam como co-
fator e coenzimas, respectivamente (FELIX, 200230 Noi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as concengmgie homocisteina tanto das maes
quanto das criangas fissuradas quando comparadasaganaes dos fissurados e 0s
proprios fissurados. No estudo de Felix, (2002)g&m ndo foi observada alteracédo nas
concentracdes de homocisteina plasmatica. Broursl €2008) estudando liquido
amniotico de mulheres gravidas ndo observaram agler na concentracdo de
homocisteina, mesmo tendo observado uma dimingigidicativa na concentracdo de
vitamina B12 dessa maes.

Do ponto de vista genético, os estudos tém diradora atencdo em avaliar a
presenca de polimorfismos nos genes das enzimasedabolismo do acido folico
como a Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)gtionina sintase (MTR),
metionina sintase redutase (MTRR), transportaddoldéo reduzido (RFC1).

Consideravel atencdo tem sido dada ao gene da eNaitrahidrofolato
redutase (MTHFR), uma enzima dimérica que catabsaconversdao do 5,10-
metiltetrahidrofolato (5,10-THF) em 5-metiltetratotblato (5-THF), sendo esse o
passo limitante na sua biossintese. Existem 2 pdismos codantes comuns da
MTHFR designados C677T e A1298C. O alelo 677T tasuima troca de uma alanina
por uma valina no cédon 222, resultando numa entgémaolabil que tem sua atividade
catalitica reduzida em 70% (SOZEN et al., 2009).

No presente estudo ndo encontramos associacaooealeto 677T e as fendas
orais das criancas do RN. Esse resultado corrd@raradalize et al., (2007) que realizou
estudo com 114 pacientes fenotipicamente ndo-smdos de Porto alegre o qual ndo
observou associagéo do polimorfismo C677T com aé@coia das fendas orais e Sozen
et al.,, (2009) que estudaram 179 pacientes fisear@d 168 maes do Nordeste da
Venezuela também n&o observaram associacao dogpfiimo avaliado, tanto para as
maes quanto para os pacientes afetados.

Entretanto, estudos em que o polimorfismo C677gatee da MTHFR tem sido
avaliado para a associacdo com fissuras orofagpmissentam resultados conflitantes.
Um estudo Italiano realizado por Pezzetti et aD04) avaliou 110 portadores de fendas

nao-sindrémicas e seus parentes (pai e mée), dnfieasn incluidos aqueles que nao
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possuiam nenhum parente afetado, além de 289 mtrObservou-se uma alta
frequéncia do alelo T nos casos e em seus parente®lacdo aos controles, sendo
observada uma diferenca significante apenas noogilap maes. A mée portadora do
genotipo TT tinha uma risco 3X maior de ter umditom fenda.

Em contraposicdo, Little et al (2008), ao condumin estudo do tipo caso-
controle na Inglaterra, onde foram incluidos 19€igr#tes portadores de fendas orais, 0s
quais foram subdivididos em 2 grupos: fenda lakilayna e fenda palatina isolada,
revelou uma associacao inversa da ocorréncia ddageem relacdo a presenca do alelo
677T materno, sugerindo dessa forma um risco rddue desenvolvimento de fenda
na presenca do polimorfismo nas maes. O autor damenda que a diminuicdo do
risco associada ao alelo T poderia estar relacoicath uma maior ingestdo de acido
félico por essas mées, visto que foi analisadaetadd foram dosados o acido folico
sérico e eritrocitario. Este mesmo trabalho mosaionda que ndo havia associacdo do
gendtipo da crianca afetada com as fendas.

Um Estudo realizado na China por ZHU et al., (20@0@strou associacao do
polimorfismo C677T com a populacdo do Norte da @himas ndo com a populacéo do
sul da China. Outro estudo mais recente do mesomogavaliando triades (pai, mae e
filho) mostrou que os pais heterozigotos do NoleGhina estdo 2X mais aptos a
transmitir seu alelo T, de alto risco, em compavag#n os pais do Sul da China (ZHU
et al., 2010). Assim, mostrando a heterogeneidametgga da populacdo e que isso
influencia a possibilidade de uma melhor analiseéiea de determinada populacéo,
necessitando de um grupo de estudo bem maior.

Um outro polimorfismo associado a MTHFR € o A129&Cexon 7, que resulta
na substituicdo de um glutamato por alanina. Eslienprfismo encontra-se no dominio
regulatorio de ligacdo da enzima MTHFR com a dal&iasilmetionina (SAM). A
ligacdo da SAM resulta em uma mudanca conformakamanzima MTHFR que inibe
sua atividade enzimatica. Esse polimorfismo tém freguéncia em torno de 30 a 35%
nas populacdes em geral, que gera uma reducaoitaae enzimatica de em torno de
65% no homozigoto mutado. (GUERRA-SHINOHARA et2007; VUJKOVIC et al.,
2009).

Em nosso estudo néo foi encontrada diferenca sistatiquando analisamos o0s
gendtipos e alelos para o polimorfismo A1298C daHWR, tanto nas mées quanto nos
pacientes fissurados. Existem varios trabalhosango este polimorfismo em relacao

as fendas orais, sendo que nenhum deles encorssouiacdo, como Van Rooij et al
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(2003) que realizaram a analise de 179 triades ifie e filho), aléem de 204 controles
na Holanda como também Mills et al.,, (2008) nanitl onde os casos foram
subdivididos em 536 casos de fendas labio-palatnd26 casos de fenda palatina
isolada, além de Sozen et al (2009) estudando m@exientes portadores de fendas
orais no Nordeste da Venezuela que também néo teac@ssociacdo do polimorfismo
A1298C com o risco de ocorréncia das fendas.

O gene MTR codifica a enzima 5-metiltetrahidrofotabmocisteina S-
metiltransferase, que € também chamado de metiimt@se. Esta enzima catalisa a
remetilacdo da homocisteina a metionina na reagidajee a cobalamina serve de
carreador intermediario de grupos metil. A metianisintase é essencial para a
manutencédo adequada da quantidade de metioninate ifatracelular, bem como para
assegurar que as concentracdes de homocisteinatingon niveis toxicos. Este gene
possui 4Kb e esta localizado no cromossomo 1o matregido telomérica do braco
longo. Sua sequéncia codificadora contém 3.795spdee bases, codificando um
polipeptidio de 1.256 aminoacidos (BRANDALIZE et AROQ7).

A analise desse gene revelou o polimorfismo A27566Ga mutacdo de ponto
que resulta na substituicdo do acido asparticogpoina. Tem sido postulado que o
residuo de glicina poderia afetar a estrutura sis da proteina e consequentemente
a atividade desta enzima. Embora ndo seja conhexithdvel dessa variagdo na
atividade enzimatica da metionina sintase, tem-b@atese de que a variante MTR
A2756G possa elevar os niveis de homocisteina asnm@, aumentando o risco de
doencas cardiovasculares e Disturbios de fechansenfitubo Neural (BRANDALIZE
et AL., 2007).

Em nosso estudo ndo foi encontrada associacdo gediseorfismo com a
presenca das fendas orais ndo-sindrémicas, targoupo de méaes quanto no grupo dos
pacientes fissurados em relacdo a seus controgtgdde realizado por Klerk et al.
(2003) estudando pacientes com risco de doencaamoa na Alemanha, mostrou um
risco 4X maior quando na presenca do genoétipo G@ paolimorfismo A2756G da
MTR, evidenciando sua influéncia no aumento daseatnacdes de homocisteina. O
polimorfismo A2756G da MTR ainda é pouco estudadiorelacdo as fissuras orais,
havendo poucos dados na literatura, como BrandatiZd. (2003) que n&do observou
associacao deste polimorfismo estudando paciesssddos no RS.
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A Metionina sintase redutase MTRR enzima que vaai MTR numa reacao
dependente de cobalamina. O polimorfismo A66G d&RTeva a uma substituicao de
uma isoleucina por metionina no cédon 22, resuttandma variante protéica que
possui uma atividade 4X menor que a forma selvadesim, esta variante diminui a
quantidade disponivel de SAM por reduzir o nivelatigidade da MTR, tendo como

resultado a possivel indugéo de hipometilagdo dé DMEHBY et al., 2010)

Nosso estudo ndo evidenciou associacdo do polsnwf A66G com o
desenvolvimento das fendas orais nao-sindromicgeemao quer dizer que nao exista
influéncia do metabolismo do folato no desenvolviinedas fendas orais néo-
sindrémicas. Devido a complexidade do metabolismdothto, um grande nimero de
enzimas, as possibilidades de pequenas alteragbds/ersos pontos podem contribuir
de maneira mais evidente do que a analise de pamicses (BRANDALIZE et al.,
2007)

Estudo analisando polimorfismos do folato (MTHFBR7CT, MTR A2756G e
MTRR A66G) mostraram que pacientes portadores deec&olo-retal que apresentam
0 gendtipo heterozigoto tem pior sobrevida se Ip&rimetilacdo do DNA da mucosa
(WETTERGREN et al.,, 2010). Assim, a presenca danpwfismo ndo mostrou
associacdo com efeito direto, mas provavelmentesuposim efeito indireto,

influenciando no processo de metilacdo de certossgye

O carreador de folato reduzido 1 esta envolvidaraosporte intracelular de
folato, participando no processo de absorcédo epmte do 5-MTHFR para o interior
de uma variedade de células, sendo um importaméentieante das concentracdes de
folato intracelular (GALBIATTI et al., 2010)

Essa € a principal rota de transporte de folata parcélulas de mamiferos, onde
o carreador de folato reduzido (RFC1), um transplont bidirecional caracterizado por
12 dominios transmembrana, facilita a troca de gmralo capaz de transportar ions
folato para as células via um sistema de co-tratespBm tecidos adultos a expressao
de RFC1 é observada nas bordas em escova do rinteftigado e grosso e na
membrana basolateral do epitélio dos tabulos readésn disso, durante a gestacédo é
também expresso na placenta (VAN-WAES et al., 2008)

Nos nossos resultados nao foi observada assoaicaolimorfismo A80G do
RFC1, apesar de ter sido observada uma diminuig@aconcentracdes de &cido folico
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tanto no grupo das maes dos pacientes fissuradaglagiio as méaes dos individuos
controles, quanto dos pacientes fissurados emaelaps controles. As células de
mamiferos possuem um elaborado mecanismo paragpbde extracelular de folato,
envolvendo receptores glicolipicos ancorados na lonana celular, transportadores de
transmembrana de baixa afinidade (SALBAUM et a009. Assim, essa diminui¢ao

pode estar associada a outros transportadoresrasule folato.

Apesar da ndo associagao dos polimorfismos estadamo o desenvolvimento
das fendas orais nao-sindrémicas, existem muigdtaglos conflitantes em relacdo ao
metabolismo do acido folico e as fendas, como tamérios autores mostram o efeito
benéfico da suplementagdo com &cido folico e Ble&ssB forma, mais estudos séo
necessarios para o melhor entendimento dessaageiacéuindo estudos de expressao
das enzimas do ciclo do folato e estudos de adaliaie metilacdo nesses pacientes,

além do aumento no numero de pacientes participgai® maiores esclarecimentos.

Os resultados obtidos até o0 momento sao de extrap@tancia uma vez que
vem trazer pela primeira vez informacdes a respigtperfil epidemiolégico das fendas
orais no Estado do RN e os fatores de risco asBug;igejam ambientais ou genéticos.
Este estudo abre a oportunidade de trazer o Eg@@ouma posicdo de evidéncia no
sentido de concretizar o reconhecimento do ProgrdenaAtendimento aos Pacientes
Fissurados do HOSPED/UFRN e sua inclusao na Re&=fé#éncia no Tratamento de

Deformidades Craniofaciais e no SUS.
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7. CONCLUSOES

v' O perfil epidemioldgico dos pacientes com fendassorevelou a maior
prevaléncia da fenda labio-palatina no sexo masetuknquanto que a

fenda palatina isolada foi prevalente no sexo femin

v' Os fatores de risco associados ao desenvolvimesgofehdas como
tabagismo, alcoolismo e historico familiar estdespntes para as maes
dos pacientes fissurados. Os parametros bioquingchematoldgicos

mantiveram-se inalterados.

v" A diminuigéo significativa na dosagem de acidoddlianto no grupo das
maes quanto no grupo dos fissurados em relacaseass respectivos
controles sugere uma relacdo do mesmo com o ddsenento das

fendas.

v' N&o foi possivel observar a associacdo dos polismos C677T e
A1298C da MTHFR, A2756G da MTR, A66G da MTRR e A80G
RFC1 com o desenvolvimento das fendas orais dalttraumero de

pacientes arrolados no estudo.
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APENDICE | - Ficha para coleta de dados individuais

» Dados

Nome do Paciente :
Nome da Mae:
Tipo de fenda:

Registro ambulatorial N°:

N° de identidade do paciente : N° de identidade da méae :
Sexo:
Naturalidade do paciente: Naturalidade da Méae:

Cor da paciente: Branca () Negra () Pard&Marela ()
Cor da Méae: Branca () Negra () Parda () Astaa()

Data de nascimento do paciente: Data de nastdenviae:
Endereco Atual: N°
Bairro: Cidade:
CEP: Telefone:

1) O paciente possui alguma doencga? Qual?
1.Sim () 2. Nao ()

2) O paciente toma medicamentos? Quais? Dosagens?
Qual?
3) A mae possui alguma doenca? Qual?

1.Sim () 2. Nao ()
4) A méae toma medicamentos? Quais? Dosagens?
Qual?

E durante a gravidez? Qual?

5) Prética de tabagismo em algum momento da vida®afuma?
6) Ingeriu bebida alcodlica durante a gravidezdGwa droga?

7) Pratica exercicio fisico? Frequéncia?
1.Sim () 2. Nao ()

Frequéncia

8) Fez ou faz uso de algum tipo de polivitaminico?
1. Sim () 2. Néao ()



Em que momento fez uso?

» Historico familiar
Possui algum parente com:

1. Fende labial e/ou palatina( )
Obesidade ( )

90

Hipertenséo ( )

Doenca cardiovascular ( )

Hipercolesterolemia ( )

Diabetes mellitus( )

Outros ()

© N o 0o B~ WD

N&o sabe ()

Qual o grau de parentesco?

» Exames fisicos
Peso (Kg):

Altura (m):

IMC:
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APENDICE Il — Termo de consentimento livre e esclacido - maes
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisaEstudo de polimorfismos associados ao MetabolismAdido
Folico em Criancas portadoras de Fendas Orais.

Meu nome é Adriana Augusto de Rezende, sou mmfesda Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio GrandeatteNUFRN) e estou convidando
vocé (Mae) para participar do estudo que estoundetendo com a equipe de
Hospital de Pediatria Professor Heriberto Bezed@SPED). A pesquisa esta sendo
realizada em colaboracédo com pesquisadores dad@deutle Ciéncias Farmacéuticas
da USP. Esta pesquisa tem como objetivo avaliamleesacbes do DNA (uma
substancia que esta dentro da célula e que herdd@niosssos pais e transmitimos aos
nossos filhos), estudaremos determinados “pedagindm DNA (cientificamente séo
chamados de genes), que podem esta relacionanoe sargimento das fendas labio
e/ou palatinas. Os genes estudados serdao: MTHFRR, WMITRR, RFC1 e TC que
servem para utilizacdo do acido félico pelo orgamise também realizara a dosagem
de vitaminas e hemograma. Caso vocé (mae) aceiteipar desta pesquisa serao
coletados cerca de 18 ml de sangue, para a readizigtodos os testes. Alem de vocé
(Mé&e), outras cento e noventa e nove pessoas tanpagtitipardo da pesquisa.
Precisarei, ainda, que vocé responda algumas pgasygnbre doencas existentes nos
seus familiares, medicamentos que estd tomandtrasonformacdes relacionadas com
o estudo. O sangue sera coletado no Hospital datRed- Centro de Ciéncias da
Saude (CCS)/UFRN. O DNA obtido sera armazenado atmtatério Multidisciplinar
do CCS/UFRN sob a minha responsabilidade. As aasdi DNA serdo enviadas para
Sao Paulo para realizagdo de algumas das analsesnies ao projeto, sendo que a
mesma retornard ao local de armazenamento inictal GCS/UFRN, ficando
armazenada na Faculdade de Ciéncias Farmacéutacimidersidade de Sao Paulo
(FCF/USP) somente durante a realizacdo das anaiglesa responsabilidade do Prof.
Dr. Mario Hiroyuki Hirata. O transporte da mesmaaseealizado por via aérea em
condicbes adequadas de transporte para esse tipmalgra bioldgica, devidamente
identificada. ApOs a realizacédo de todos os examgmciente podera ter acesso aos
resultados no Programa de Atendimento aos PaciEigsgrados do HOSPED-UFRN,
com a Dra. Sandra Regina de Oliveira. Caso hagrasse de realizarmos futuras
pesquisas entraremos em contato com vocé, e soo@mnteua autorizagdo e aprovagao
dos novos projetos no Comité de Etica em Pesgedaaremos os estudos.

Confidencialidade do estudo: :Os registros de sua participacdo no estudo seréo
mantidos confidénciais. Eles serdo guardados e rgenos pesquisadores trabalhando
com a pesquisa terdo acesso. Cada pessoa pateciggebera um numero para ser
utilizado na pesquisa. Se qualquer relatorio odipatfo resultar deste trabalho, sua
identificacdo néo seréa revelada.

Dano decorrente da pesquisaCaso ocorra algum dano ou problema decorrente desse
estudo o paciete sera indenizado.

Riscos inerentes da coletad risco a saude sera minimo, por causa da caetamue
gue pode formar uma mancha roxa (hematoma) no ttzcaicada da agulha além do
risco do aparecimento de reacbes adversas devidasaodo medicamento e/ou
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suplementacdo. Riscos esses que serdo minimizadeésade procedimentos de coleta
cuidadosos

Ressarcimento de despesa® pesquisador sera responsavel pelo ressarcimento d
eventuais despesas decorrentes da pesquisa.

7

Participagdo voluntaria: Sua participacdo neste estudo € totalmente volantar
podendo recusar-se fazer parte do mesmo ou intpeose julgar conveniente, sem
prejuizo para o andamento do trabalho de pesdD&sn vocé tenha alguma davida em
relacdo a pesquisa vocé pode entrar em contato addna. Adriana Augusto de

Rezende (telefone: 3215-4377) ou com a Dra. SaRdgina de Oliveira, dentro da

estrutura médico-hospitalar da HOSPED/UFRN a qualgora do dia (telefone:3215-

4400)

Perguntas: Queremos que vocé fagca perguntas a respeito dalipasde houver
alguma duvida, entre em contato com o Dra Adriangusto de Rezende ou com Jodo
Felipe pelo telefone 3215-4377 no Laboratorio Miigiplinar do CCS/UFRN.

Comité de ética:Este projeto foi avaliado pelo Comité de ética ersgpisa da UFRN
(CEP). Informacdes adicionais podem ser obtidas te¢éfone 3215-3135.

Consentimento para participagao

Estou de acordo com a participacédo do estudo tlesaima. Fui devidamente
esclarecido (a) quanto aos objetivos da pesques,peocedimentos aos quais serei
submetido (a). Foram garantidos esclarecimentosegueenha a solicitar durante o
curso da pesquisa e o direito de desistir da gaagéo a qualquer momento, sem que
minha desisténcia implique em qualquer prejuizartnenpessoa ou a minha familia. A
minha participacdo na pesquisa nao implicara efosusi prejuizos adicionais, sejam
eles de carater econdmico, social, psicologico otamFoi-me garantido o anonimato,
o sigilo dos dados referentes a minha identificagdo compromisso de que serei
contactado (a) para avaliacdo de estudo futurodaesas amostras biolégicas obtidas
nesse instante.

Paciente (Mae)

Responsavel (Polegar Dtiog

Compromisso do pesquisadorEu discuti as questdes acima com o (a) participdmte
presente estudo ou com seus responsaveis legamnta convicgcdo que o paciente
entende os riscos, beneficios e obrigacdes rekadasncom este projeto.

(Pesquisador Responsavel)

(Assinatura)
Natal, / /
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APENDICE Il — Termo de consentimento livre e escleecido - filhos

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE A
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisaEstudo de polimorfismos associados ao Metabolismadaido
Folico em Criancas portadoras de Fendas Orais.

Meu nome é Adriana Augusto de Rezende, sou mmfesda Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio GrandeaiteNUFRN) e estou convidando
vocé (Crianga) para participar do estudo que edemenvolvendo com a equipe de
Hospital de Pediatria Professor Heriberto Bezed@JPED). A pesquisa esta sendo
realizada em colaboragédo com pesquisadores dad@aeutle Ciéncias Farmacéuticas
da USP. Esta pesquisa tem como objetivo avaliamleesacbes do DNA (uma
substancia que esta dentro da célula e que herdd@niogssos pais e transmitimos aos
nossos filhos), estudaremos determinados “pedagintm DNA (cientificamente séo
chamados de genes), que podem estéa relacionanoe sargimento das fendas labio
e/lou palatinas. Os genes estudados serdo: MTHFRR, WITRR, RFC1 e TC que
servem para utilizacdo do &cido félico pelo orgaise também realizar4 a dosagem
de vitaminas e hemograma. Caso vocé (crianca) eespwnsavel legal aceitem sua
participacéo neste estudo seréo coletados cert8 dd de sangue, para realizagéo de
todos os testes. Além de vocé (Criancga), outrag@noventa e nove pessoas também
participardo da pesquisa. Precisarei, ainda, que @ou seu responséavel legal
responda algumas perguntas sobre doencas existamies seus familiares,
medicamentos que estd tomando e outras informaefssonadas com o estudo. O
sangue sera coletado no Hospital de Pediatria -tr&cCate Ciéncias da Saude
(CCS)/UFRN. O DNA obtido sera armazenado no Laldoi@tMultidisciplinar do
CCS/UFRN sob a minha responsabilidade. As amod#aBNA serdo enviadas para
Sao Paulo para realizagdo de algumas das analsesnies ao projeto, sendo que a
mesma retornard ao local de armazenamento inictal GCS/UFRN, ficando
armazenada na Faculdade de Ciéncias Farmacéutacimidersidade de Sao Paulo
(FCF/USP) somente durante a realizacdo das anaiglesa responsabilidade do Prof.
Dr. Mario Hiroyuki Hirata. O transporte da mesmaaseealizado por via aérea em
condicbes adequadas de transporte para esse tipmalgra bioldgica, devidamente
identificada. ApOs a realizacdo de todos os examgmciente podera ter acesso aos
resultados no Programa de Atendimento aos PaciEigsgrados do HOSPED-UFRN,
com a Dra. Sandra Regina de Oliveira. Caso hagrasse de realizarmos futuras
pesquisas entraremos em contato com vocé, e soo@mnteua autorizagdo e aprovacgao
dos novos projetos no Comité de Etica em Pesgedaaremos os estudos.

Confidencialidade do estudo:Os registros de sua participacdo no estudo serao
mantidos confidénciais. Eles serdo guardados e rgenos pesquisadores trabalhando
com a pesquisa terdo acesso. Cada pessoa pateciggebera um numero para ser
utilizado na pesquisa. Se qualquer relatorio odipatgfo resultar deste trabalho, sua
identificacdo néo seréa revelada.

Dano decorrente da pesquisaCaso ocorra algum dano ou problema decorrente desse
estudo o paciete sera indenizado.
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Riscos inerentes da coletad risco a salde sera minimo, por causa da caetamgue
qgue pode formar uma mancha roxa (hematoma) no tcglicada da agulha. Riscos
esses que serdo minimizados através de procedisnégmimleta cuidadosos

Ressarcimento de despesa® pesquisador sera responsavel pelo ressarcimento d
eventuais despesas decorrentes da pesquisa.

Participacdo voluntaria: Sua participacdo neste estudo € totalmente volantar
podendo recusar-se a fazer parte do mesmo ouomper se julgar conveniente, sem
prejuizo para o andamento do trabalho de pesdD&sn vocé tenha alguma dadvida em
relacdo a pesquisa vocé pode entrar em contato ecddma. Adriana Augusto de

Rezende (telefone: 3215-4377) ou com a Dra. SaRdgina de Oliveira, dentro da

estrutura médico-hospitalar da HOSPED/UFRN a qeeilgora do dia (telefone:3215-

4400)

Perguntas: Queremos que vocé faga perguntas a respeito dalipasdge houver
alguma duvida, entre em contato com o Dra Adriangusto de Rezende e com Joao
Felipe pelo telefone 3215-4377 no Laboratério Miisiplinar do CCS/UFRN.

Comité de ética:Este projeto foi avaliado pelo Comité de ética essquisa da UFRN
(CEP). Informacdes adicionais podem ser obtidas teé¢fone 3215-3135.

Consentimento para participacao

Estou de acordo com a participacédo do estudo tlesmima. Fui devidamente
esclarecido (a) quanto aos objetivos da pesquasa,peocedimentos aos quais serei
submetido (a). Foram garantidos esclarecimentosegueenha a solicitar durante o
curso da pesquisa e o direito de desistir da @ajéo a qualquer momento, sem que
minha desisténcia implique em qualquer prejuizarthenpessoa ou a minha familia. A
minha participacdo na pesquisa nao implicara enosusl prejuizos adicionais, sejam
eles de carater econdmico, social, psicoldgico otamFoi-me garantido o anonimato,
o sigilo dos dados referentes a minha identificagdo compromisso de que serei
contactado (a) para avaliagdo de estudo futurodasas amostras biolégicas obtidas
nesse instante.

Paciente (Crianca)

Responsavel (Polegar Dtiog

Compromisso do pesquisadorEu discuti as questbes acima com o (a) participdmte
presente estudo ou com seus responsaveis legamnhia conviccdo que o paciente
entende os riscos, beneficios e obrigacdes rekagiEcom este projeto.

(Pesquisador Responsavel)

(Assinatura)
Natal, / /



APENDICE IV — Parecer consubstanciado — CEP/UFRN

MINISTERIO DE EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE - UFRN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP

PARECER N°011/2009
(Final)
Prot. n® 136/08-CEP-UFRN
CAAE 0152.0.051.000-08
Projeto de Pesquisa ESTUDO DE POLIMORFISMO ASSOCIADOS AO

METABOLISMO DO ACIDO FOLICO EM
CRIANCAS PORTADORAS DE FENDAS ORAIS

Area de Conhecimento CIENCIAS DA SAUDE-FARMACIA  Grupo Il
Pesquisador Responsavel ADRIANA AUGUSTO DE REZENDE
Instituicao Onde Sera Realizado UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO
NORTE
Instituicao Sediadora HOSPITAL DE PEDIATRIA (HOSPED)-UFRN
Nivel de Abrangéncia do Precjeto de Pesquisa DISSERTACAO DE MESTRADO
Periodo de realizagao Inicio :12/08 Término:12/10
Revisao Etica 13 de janeiro de 2009
RELATO

Considerando que as pendéncias expostas por este Comité, foram adequadamente cumpridas, o
Protocolo de Pesquisa em pauta enquadra-se na categoria de APROVADO.

ORIENTAGOES AQ PESQUISADOR: em conformidade com a Comisséo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) através do Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa (Brasilia, 2002) e
Resol. 196/96 — CNS o pesquisador responsavel deve:

1. entregar ao sujeito da pesquisa uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), na integra, por ele assinada (Resol. 196/96 — CNS — item [V.2d);

2. desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apés a andlise das razées da descontinuidade pelo CEP/UFRN (Resol. 196/96 — CNS —
item [11.3z);

3. apresentar ao CEP/UFRN eventuais emendas ou extensbes ao protocolo original, com
justificativa (Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia — 2002 — p.41);

4. apresentar ao CEP/UFRN relatorio final apés concluséo da pesquisa - (Manual Operacional
para Comités de Etica em Pesquisa - CONEP - Brasilia — 2002 — p.65);

Os formularios para os Relatérios Parciais e Final estdo disponiveis na pagina do CEP/UFRN
(www.etica.ufrn.br).

Natal, 13 de janeiro de 2009.

N 1,

3 . / 1

& Aalre Hmerdse
~"Dulce Almeida

COORDENADORA DO CEP-UFRN

Comité de Etica em Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, CP 1666, Natal, RN, 59078-970, Brasil,
foneffax: xx (84) 3215-3135, e-mail cepufrn@reitoria.ufrn.br, hitp:// www. etica.ufm.br

95



APENDICE V — Termo de aprovacdo FAPESP

= Processo: 2008/05064-9
. _FAPESP Data impress&o: 16/02/2009 12:28:22
Folha:
Volume:
Rubrica:

Termo de Qutorga
Processo 2008/05064-9

O Conselho Técnico-Administrativo da Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo, doravante denominada OUTORGANTE,
usando das atribui¢des que lhe confere o Artigo 14, letra "b" da lei Estadual no 5.918, de 18 de outubro de 1960, e de acordo com as
especificacBes, clausulas e condicdes descritas a seguir e nos Anexos, que sdo parte integrante desde Termo, concede:

Outorgado Mario Hiroyuki Hirata
CPF: 879.692.038-68

Instituigio Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/FCF/USP

Linha de Fomento Programas Regulares / Auxilios a Pesquisa / Projeto de Pesquisa /
Projeto de Pesquisa - Regular

Projeto AVALIAGAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AQ

METABOLISMO DO ACIDO FOLICO E AO DESENVOLVIMENTO
FACIAL EM CRIANCAS PORTADORAS DE FENDAS ORAIS NO
ESTADO DO RN

Grande Area Ciéncias da Saide

Area Farmacia

Sub-area QOutra Subarea Farmacia
Vigéncia 01/02/2009 a 31/01/2011
Relatorios Cientificos até 30/01/2010,28/02/2011
Prestaciio de Contas até 28/02/2010,28/02/2011
Observagoes

- Qualquer alteragdo na destinacdo dos recursos concedidos, inclusive a utilizacdo de saldos resultantes de diferenca entre os pregos
previstos no projeto e os precos efetivamente pagos, deve ser previamente autorizada pela Outorgante.

- Matenal de consumo (se houver): Caso sejam adquiridos materiais que nao sejam manifestamente necessarios a realizagdo deste
projeto, a Outorgante podera impugnar as despesas correspondentes na prestagdo de contas.

- 0O Qutorgado reconhece que o auxilio concedido, nos termos aqui descritos, viabilizam plenamente a execugdo do projeto, salvo
circunstincias imprevisiveis no ato da assinatura. SolicitacGes de qualquer alteragdo de orcamento, exceto em casos emergenciais,
poderio ser apresentadas por ocasido da apresentacio do(s) relatdrio(s) cientifico(s).

- Imediatamente apos a apresentacdo do relatono cientifico estabelecido pela FAPESP como relatério final, o salde acaso existente
sera automaticamente cancelado.

- A aquisicdo de material radioativo, nacional ou importado, fica condicionada a entrega a FAPESP do comprovante de registro do
Outorgado e da Instituicdo na CNEN.

- Asinstrucdes para prestacio de contas deverdo ser consultadas através do portal da FAPESP no endereco: www._fapesp.br/
formularios.

- A aquisicdo de bens ou pagamento de servicos no exterior, sera realizada pela FAPESP, devendo o Outorgado encaminhar a
solicitacdo de agendamento para o endereco eletrdnico agendaimportacac@trieste fapesp.br.
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APENDICE VI - Apresentacdo de Resumo no XIX Congre de Iniciacao
Cientifica da UFRN

E '-'
CODIGO: 5B2319
TITULO: E5TUDO EFDEMIOLOGICS DA OCORRENCIA OFE FENDAS ORATS EM CRIANCAS
ATENDIDAS KO HOSPITAL DE PEDIATRIAUFEN
ALUNO- ANASSELY BEFERT A BESSA (3372187488
ORIENTADOR: ATRIANA AUGUSTO OF REZENDE (5410305808)
CO-ATTOR: SANTRA BEGRIA DE CLIVER A (2301440354

CO-AUTOR: MARTA LETNLA CARDOSD (2703456276}
CO-AUTOR: JOAQ FELIPE EEZEREA (1186161430

Lﬁ‘_” ﬂﬂl‘?ﬁr

34 ite (b

—

- Sbh-Haide  Biolégeas

Eesuma:

As fendas orals s30 malformagtes caractenzadas pela formacdo meonspista das estrufuras que separam
a cavidade masal e a cavidade oral geralmente astabelecids precocemsnis, ainda na vida intra-uterma, O
ni:uem'nduemhalhnemalmumesmm epidemiplesicn dﬂp-aﬂdeummdhﬁmhsmm
mﬂrmta:ammmi:i}EmdﬁdﬂRmehMHmbjﬂmﬂn Ldmnﬁtarcamcmmm
pormderes de fendas factais, npﬂalenm&ﬁmdﬁhhm—pam&mbusnszmzen
pam criangas do sewo masouding Ests maguerio q:llﬁamnlngmﬁmha;endumnlmgn@n&elbpaﬁmﬂ:
mmdembn:mmpmﬂim;&ﬁxﬂmmm&agnmmm&aﬂnmmmdm&ﬂ;
racisntes foram atendidos e mriados pelo Programa de Arendimento 205 Fissurados do Hospital de Pediatria
(HOSPED) — UFEN. A analise dos dados demmanstrou que: quanto 20 tipo da fends, prevaleceram as fandas
tio tipo Jahio-palating com 473 dos cases; segnida da fenda palating isolada com 25% e 15% apresenavam
somente fenda labial Cuante 20 sexo, hoove uma incidencia de fendas foml de 62°% no mascubing e 32% oo
femirine. A relagdo entre o 52%0 @ ¢ tpo de fenda prevalente (l2bio-palating) fod de 3% para o mascufing 2
16%= para o femining. De acorde com 3 amosrazem dos dados pode-s2 conclur gue exisie realmente wma
prevaléncia de fendas labio-palatna, & que o sexo masoaling tem uma predisposicac malor 2 se7 acometide
com fendas.

Palavras chave: Epidemiologia. Fenda labis-palating. Fenda palatina. Sexe

NI Uongresm de lmewclo Cienrfica - PR Tea 11 de Db 206K
Pesipizn & Divessndade: 50 anos da LIFRN m carstrgio do W Msial {AM) - Hiusl
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APENDICE VIl - Apresentacdo de Resumo no | SimpdsidNacional em Ciéncias
Farmacéuticas Basicas e Aplicadas (Natal, 27 de Noabro de 2009)

FREQUENCIA DO POLIMORFISMO C677T DA MTHFR EM PACIENTES
PORTADORES DE FENDAS ORAIS NO RN.

SOARES, C.D.! BEZERRA, JF.'! OLIVEIRA, G.HM'' CARDOSO, ML.":
URURAHY, M.A.G."; FREIRE NETO, F.P.": SILVA, H. P. V.": SOUZA. K §S. C.";
OLIVEIRA, S.R.*; GONCALVES NETO, L."; FAJARDO, C.M.*; ALMEIDA, M.G.";
HIRATA. R. D. C.%; HIRATA, M. H.>; REZENDE, A. A.'

1 Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas, UFRN, Natal/RN
2 Departamento de Anilises Clinicas e Toxicolégicas, USP, Sao Paulo/SP
3 Hospital de Professor Heriberto Bezerra (HOSPED), UFRN, Natal/RN

Introducao: As fendas orais sdo malformagdes caracterizadas pela formacio
incompleta das estruturas que separam a cavidade nasal e oral. Sabe-se que varios
fatores ambientais e genéticos estdo envolvidos no seu desenvolvimento, dentre esses,
polimorfismos associados ac metabolismo do dcido félico tém sido alvo de estudos.
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi observar a freqiiéncia do polimorfismo
C677T da gene da Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) em pacientes portadores
de fendas orais ndo-sindromicas, buscando associd-los ao desenvolvimento das mesmas.
Casuistica e Métodos: Foram avaliados 112 portadores de fendas orais ndo-
sindrOmicas e suas mdes. Esses pacientes foram triados pelo Programa de Atendimento
ao Paciente Fissurado do Hospital Professor Heriberto Ferreira Bezerra (HOSPED-
UFRN), tendo sido aprovado pelo comité de ética da UFRN SOB o n”136/08 e pelo
comité de avaliacio de Projetos do HOSPED sob o n°42/2008. Foi realizado um
inquérito familiar para obtencéio de informacdes e foi também realizada uma coleta de
sangue para extracio do DNA dos pacientes e de suas mdes para identificacdo dos
genodtipos de ambos através de PCR-RFLP. Resultados: Na avaliaciio da fregii€ncia do
polimorfismo C677T observou-se para os portadores de fendas orais uma freqiiéncia de
32,9% para o genotipo heterozigoto (CT) e 10% para o gendétipo mutado (TT). Para as
maes dos portadores de fendas as fregiiéncias foram semelhantes de 38,7% para o
heterozigoto e 8.6% para o homozigoto mutado, Conclusao: Embora a genotipagem
dos individuos controles ndo tenha sido realizada para verificar a possibilidade de
associacdo dos polimorfismos da MTHFR com um maior risco de desenvolvimento de
fendas orais ndo-sindromicas, estes resultados sugerem que a freqiiéncia do heterozigoto
estd semelhante (33 a 35%) ao observado em estudos de populacdes européias e
africanas que séo a origem da populacio Brasileira. Ja para o homozigoto mutado foi
encontrada uma freqgiiéncia superior quando comparada as populacbes européias e
africanas que giram em torno de 5%.

Apoio Financeiro: CNPq, CAPES, UFRN, FAPESP
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ARTIGO

Estudo de polimorfismos C677T e Al1298C do gene da
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) em paciernes portadores
de fendas orais nao-sindrémicas

BEZERRA, J.F; CARDOSO, M.L% OLIVEIRA, G.H.M.%; SOARES, C.D
OLIVEIRA, S.R> HIRATA, M.H.% HIRATA, R.D.C;, ALMEIDA, M.G.*;
REZENDE, AA.
1 Departamento de Analises Clinicas e Toxicologic&RN/Natal-RN, Brasil
2 Programa de Poés-graduacao em Ciéncias da SakB&/Natal-RN, Brasil
3 Programa de Pds-graduacéo em Ciéncias FarmauiERN/Natal-RN, Brasil
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RESUMO

Introducdo: As fendas orais sdo malformacdes caracterizadda fmmacao
incompleta das estruturas que separam a cavidaadé earal. Fatores genéticos estao
envolvidos no seu desenvolvimento, onde os polismds associados ao metabolismo
do acido folico tém sido alvo de estudos. Nestdid®no objetivo deste trabalho foi
observar a frequéncia dos polimorfismos C677T e ©298C do gene da
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) pacienpestadores de fendas orais néo-
sindrdmicas, buscando associa-los ao desenvolvimdas mesmasCasuistica e
Métodos: Foram avaliados 140 portadores de fendas oraisindodmicas e suas maes
e 51 individuos controles com suas maes. Foi addizum inquérito familiar para
obtencé&o de informagdes e foi também realizaddrag®o do DNA para identificagéo
dos genotipos de ambos através de PCR-RFLP alématiaacdo das dosagens de
glicose, AST, ALT e creatinina séricos e as dossghn acido félico e vitamina B12
séricos e homocisteina plasmatica, além da reabizag hemogramaResultados:
Observou-se que a concentracdo média de acidm féidco no grupo das maes de
pacientes fissurados foi significativamente superid3,8+2,4ng/mL) quando
comparada com o grupo das maes dos individuosotest(18,8+3,4ng/mL), 0 que
também foi observado para o grupo dos pacientesiridos em relacdo quando
comparado aos filhos controles, a dosagem de &fdlico apresentou diferenca
significante com valores de 15,6+0,6(ng/mL) e 10,8fng/mL). Para as dosagens
bioguimicas de glicose, AST, ALT e creatinina n&@wam observadas diferencas
estatisticas, assim como néo foi observado paraparmetros hematoldgicos
realizados. para o polimorfismo A1298C foi obseevaiferenca significativa quando
somado o0 genotipo heterozigoto e o homozigoto noutasl mées dos pacientes
fissurados apresentaram 46,4%, enquanto que asdodi@sdividuos controles tiveram
29,4%. No caso dos pacientes fissurados essa rjger@do foi significativa.
Concluséo:A associagéo do polimorfismo A1298C da MTHFR obaday juntamente
com a diminuicdo significativa da dosagem de adi@o sugerem a relacdo do
metabolismo do acido félico com o risco de desennwnto das fendas orais néo-
sindrdmicas.

Palavras-chave: Fendas labio-palatinas, acidoofgtiolimorfismos e MTHFR
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Introduction: The congenital facial clefts are characterizednispmplete formation of
the structures that separate the oral and nasiiesavGenetic factors are involved in its
development, in which polymorphisms associated wlith metabolism of folic acid
have been investigated. In this sense, the obgedtizs to observe the frequency of
C677T and A1298C polymorphisms of methylenetetrabigdate reductase gene
(MTHFR) patients with nonsyndromic oral clefts, lieg to involve them in their
developmentPatients and Methods:We evaluated 140 patients with nonsyndromic
oral clefts and their mothers and 51 control subjegth their mothers. We conducted a
household survey to obtain information and has p&tormed the extraction of DNA
for identification of both genotypes by PCR-RFLP addition to perform the
measurement of glucose, AST, ALT and serum crewirand serum folic acid and
vitamin B12 and serum homocysteine, in additiorbkmod cells countResults: We
found that the average concentration of serum dalatthe group of mothers of cleft
patients was significantly higher (13.8 + 2.4 ngjndtompared with the group of
mothers of control subjects (18.8 £ 3,4 ng/mL), abhwas also observed for the group
of cleft patients in relation when compared to cointhildren, the dosage of folic acid
had a significant difference with values of 15.6.6 (hg/mL) and 17 , 9 + 0.6 (nhg/mL).
For the biochemical measurements of glucose, ASIOT And creatinine were not
statistically different, nor was observed for hatotagical made. for the A1298C
polymorphism was no significant difference whenetitb the heterozygous genotype
and homozygous mutant mothers of cleft patientsvedo46.4%, while the mothers of
control subjects were 29.4%. In the case of cleftiepts this difference was not
significant. Conclusions: The association of the MTHFR A1298C polymorphism
observed along with significant reduction in dosage folic acid suggest the
relationship between folic acid metabolism with tiek of developing nonsyndromic
oral clefts.

Keywords: Cleft lip and palate, folic acid, and MFR polymorphisms
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INTRODUCAO

Dentre as malformacgdes presentes ao nascimenissasab congénitas de labio
e/ou palato ocupam lugar de destaque, sendo asnu@fmles craniofaciais mais
comuns e uma importante categoria dentre os defedngénitos por afetarem funcdes
e interferirem no desenvolvimento psicoldgico, di8gico e na adaptagdo social,
requerendo atuacdo multiprofissional especializadategrada (BARONEZA, et al.,
2005; FREITAS&SILVA, et al. 2008).

Trata-se de malformacbOes caracterizadas pela féonagcompleta das
estruturas que separam a cavidade nasal e a cavadal tais como os labios, os
alvéolos e o palato duro e/ou mole, podendo aiffief@raoutras regibes da face tais
como as orelhas, as regides palpebrais, que podestaw parcial ou totalmente
acometidas (MERRITT et al, 2005, MARTELLI JUNIORat, 2006).

Nos EUA as fendas orais sao tratadas como a areouiigénita mais comum
envolvendo a face. Apresentam aproximadamente thdafepara cada 870 nascidos
vivos, e uma incidéncia de 1 em cada 1.500 naseigos nos casos de fenda palatina
isolada (HONEIN et al.,, 2007). J& na America Latiaa anomalias congénitas
respondem por 10-25% das admissdes hospitalaredtnmss, ocupando o 3° e 4°
lugares dentre as causas de morte. No Brasil, fegalecongénitos vém se mantendo
como a 22 causa de mortes perinatais, contributodo 13% destas no ano de 2000.
(MONLLEOQ, I.L.; GIL-DA-SILVA-LOPES, V.L., 2006; TAKANO et al., 2008).

A etiologia das fendas orais envolve multiplos fetoambientais e genéticos.
Ha um consenso em considerar que a associacdo admesf socioeconémicos,
condicfes nutricionais na gestacdo, uso de alasol,de cigarro, uso de drogas, e as
predisposi¢cdes genéticas, constituem elementosapata incidéncia das fendas orais. s
(BARONEZA et al. 2005; CARINCI et al, 2005, DE-RO& al., 2008, LIE et al.,
2008). Varios genes e mutagfes podem influenciaisa de desenvolvimento de
fendas. Genes que sado responsaveis pela herandendas sindrémicas sao fortes
candidatos para as fendas nao-sindromicas, em quacdes com algum efeito ou

polimorfismos podem ser fatores de risco (SCAPQIdl.e 2008).

Varios estudos mostram que a suplementacdo matemm@cido félico no periodo pré-
natal reduz a frequiéncia de neonatos portadoreefdétos congénitos. Varias intervencdes e

estudos de caso-controle tém proposto que o usbapaé de multivitaminas contendo acido
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félico previne o aparecimento de fendas orais (EMLet al, 2003; JOHANNING et al 2005;
BLIEK et al., 2009, PICKELL et al, 2009).

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHEREesponsavel pela conversédo do
5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-GFHF) a 5-metiltetrahidrofolato. A diminuicdo da
atividade catalitica da MTHFR, como consequéncsardatacdes, pode resultar na diminuigdo
dos produtos formados e uma elevacdo do seu suhstesse caso o homocisteina, levando a
hiperhomocisteinemia e homocistinaria (LOPREAT@let2008). Niveis circulantes anormais
de folato podem causar o acumulo de homocisteidarmm diminuir a capacidade de metilacdo
do DNA, processo este que regula a expresséo desds/genes durante a embriogénese (KIM,
2009)

O polimorfismo genéticM THFR C677T resulta em uma enzima termolabil que possui
atividade catalitica reduzida. Estudaosvitro indicaram que individuos com homozigose para
esta mutacdo apresentam apenas cerca de 30%idaddida enzima normal, enquanto que 0s
heterozigotos apresentaram 60% da atividade d¢edal(ROBIEN et al, 2003). Segundo
Rosenberg et al (2002) os individuos com gendtipbHWR 677TT apresentam menores
concentracdes de folato sérico e maiores concémsage homocisteina total (tHcy) quando
comparados aos individuos com gendtipo CC (SOZE ,e2009; GIL-PRIETO et al., 2009).

Um outro polimorfismo associado a MTHFR é o Al298atontra-se no dominio
regulatério de ligacdo da enzima MTHFR com a dal&iasilmetionina (SAM). A ligacéo da
SAM resulta em uma mudanga conformacional da enN&lFR que inibe sua atividade
enzimatica (WEISBERG et al., 1998; ALESSIO et 32004, GUERRA-SHINOHARA et al,
2007). Em um estudo realizadn, vitro, com linfécitos de individuos com genétipo 1298AC,
evidenciou-se que a atividade da enzima MTHFR spmadia a 60% da atividade da enzima
nativa, (ROBIEN et al, 2003).

Mesmo antes da deficiéncia de acido fdlico ter siclwrelacionada ao
desenvolvimento de defeitos do tubo neural, ja cenahecido que essa deficiéncia
causava fendas em camundongos. Entretanto, estadssociacdo das fendas orais em
humanos tém mostrado resultados inconsistentesagjegestado permanece sem resposta
(WILCOX et al. 2007).

Considerando-se a caréncia de estudos na regiagdederque estabelecam o
perfil genético dos pacientes portadores de fisslftaio-palatinas, inclusive inferindo
risco relativo no desenvolvimento das fendas otaahjetivo do presente sera avaliar a
presenca dos polimorfismos C677T e A1298C da Mutdiktrahidrofolato redutase
(MTHFR), as concentracdes circulante de acidodohitamina B12 e homocisteina em
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pacientes portadores de fendas orais do RN, adimvdliar a relacdo entre 0s mesmos

e o possivel efeito destes fatores na ocorrénsideti@as orais.

ASPECTOS ETICOS E CASUISTICA

Foram selecionados 140 individuos portadores déafenrais, com idade superior
a 2 anos com suas respectivas maes, triados peipekdp Programa de Atendimento
aos Pacientes Fissurados do Hospital de Pediatfad3or Heriberto Ferreira Bezerra
(HOSPED-UFRN). O estudo foi submetido ao Comité&tiea em Pesquisa da UFRN,
de acordo com as diretrizes regulamentadas pelalugé@s n°. 196/96 e n°. 340/04 do
Conselho Nacional de Saude, sendo aprovado pdiaagg®m sob o n°. 136/08. Este
Projeto foi aprovado pela Fundacdo de Apoio a Hsasqio Estado de S&o Paulo -
FAPESP, sob o n°® 2008/05064-9 submetido pelo Frnbf.Mario Hiroyuki Hirata
colaborador do Projeto, através da colaboracace ddiiversidade Federal do Rio
Grande do Norte - UFRN e a Universidade de SaooPalUlSP Os pacientes e seus
responsaveis foram informados sobre sua participagduntaria por meio de um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido constaladios sobre a pesquisa, assim
como os riscos e beneficios. Aqueles que cumpragmritérios clinicos, de inclusdo e
exclusao e assinaram o TCLE estiveram aptos aipartida pesquisa

Foram incluidas também 51 criancas sadias pargruai®ixa etaria e género e
suas maes, para serem utilizados como individungates que seguiram 0S mesmos
critérios de incluséo e excluséo dos casos, comgéxcde que foram incluidas criancas
nao-portadoras de fendas orais e foram excluidasgas portadoras de fendas orais e

gue possuam histérico familiar de fendas.
METODOLOGIA

Amostras Biologicas

Foram coletados 18 mL de sangue, a vacuo, com j@ummo de 8 horas,
utilizando tubos com anticoagulante EDTA jpara realizacédo da Extracdo de DNA, do
Hemograma e da dosagem de Homocisteina e tubosatteador de coagulo para a
determinagcdo do Acido folico e Vitamina B12 séricadém dos parametros
bioquimicos de Glicose, AST, ALT e Creatinina.
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Determinacéo dos parametros Bioquimicos e Hematoltmps.

As dosagens de Glicose e Creatinina foram realizatiizando kit Biosystems
(Reagents & Instruments, Barcelona, Espanha) seguas orientacées do fabricante,
enquanto que as dosagens de Aspartato aminotrassfe(AST), Alanina
aminotransferase (ALT) foram determinados utilizarits Labtest (Minas Gerais,
Brasil) seguindo as instru¢bes do fabricante,zatiido um espectrofotometro RA-50
(Bayer, Irlanda, 1998). Todas as dosagens foratizadas em triplicata utilizando o

Soro.

A determinacdo de Homocisteina plasmatica, do Afdtico e da Vitamina B12
séricos foram realizadas utilizando kits Siemen®s(Langeles, CA, USA) no
equipamento IMMULITE 1000 (Los angeles, EUA). Aindarealizado o Hemograma
a partir de sangue total, onde foram avaliadoshéagem de hemacias, determinacdo de
hemoglobina, hematdcrito, indice hematimétricos C(M., H.C.M., C.H.C.M.),
contagem de plaquetas e contagem global de leasodiissas determinagbes foram

realizadas em aparelho automatizado ABX microsMB8X(Diagnostics, Franca, 2004).

Extracédo e analise do DNA gendémico

O DNA gendémico foi obtido a partir do sangue tgiatiférico, colhido com
EDTA, utilizado kits QlAamp DNA Blood mini Kit (Qiger”, Alemanha)

A integridade das amostras de DNA foi avaliadagemaracao eletroforética em
gel de agarose a 0,8% em tampdo TBE pH 8,0, cocado o corante GelR&d
(Biotium, 2008) e foto-documentadas em sistemaaghtuca de imagem Gel Logic 100
(KODAK Carestream Health, Rochester, NY, EUA). Aaqtificacdo de DNA foi
realizada por espectrofotometria a 260nm, e a putezZDNA determinada pela relacao
A0/ Azgo Utilizando o Espectrofotdmetro Cirrus MB80 (FEMT&&0 Paulo, Brasil).

Avaliacdo dos Polimorfismos

Os polimorfismos dos genddTHFR C677T e A1298C (numero de acesso
genbankNM 005957), foram amplificados pela reacdo em ieagela polimerase
(PCR) em equipamento automatizado MyCy&efThermal Cycler — BIO-RAD
(California — USA).

Os produtos da PCR amplificados com os inicisslalesenhados em nosso
laboratério com auxilio do Programa Primer Prenfaam analisados por eletroforese
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em gel de agarose entre 1% corado com o coranRee(Biotium, 2008) e foto-
documentadas em sistema de captura de imagem @el 100 (KODAK Carestream
Health, Rochester, NY, EUA utilizando-se como méfieia um marcador de tamanho
molecular de DNA de 50pb (SAMBROQG# al, 2001 a).

Os polimorfismos foram analisados através da tacwie Polimorfismo de
Tamanho do Fragmento de Restricdo (RFLP), ondeamkifps de PCR obtidos para o
gene da MTHFR foram digeridos com a enzima dei¢@stHinfl para a analise do
polimorfismo C677T (FROSSEt al, 1995) durante 2 horas, e ap0s a digestdo os
fragmentos foram observados através de eletrof@esgel de agarose 2,5% corados
com GelRed. Para o polimorfismo A1298C foi utiliasal enzima Mboll por 2 horas e
apos a digestao os fragmentos gerados foram olesnedravés de eletroforese em gel
de poliacrilamida 12% (VAN DER PUat al, 1998)

Andlises Estatisticas

Para andlise dos genotipos foi realizada a caagparentre proporc¢des do teste
qui-quadradoyf) e teste exato de Fisher (Rosner, 1986). A agsiwientre as variaveis
mensuradas e os fatores de interesse foi verificatiaando-se o teste T. Foram
considerados estatisticamente significantes osltag®s cujos niveis descritivos
(valores deP) forem inferiores a 0,05.

RESULTADOS
Caracterizacdo da amostra

A amostra foi constituida de 140 pacientes poreslde fendas orais e
suas maes, além de 51 criancas saudaveis com es@activas maes para serem

utilizadas como individuos controles.

Andlises Bioquimicas e Hematologicas

As dosagens bioqumicas de glicose, AST, ALT e orieat foram realizadas
para avaliar o metabolismo hepéatico e renal quenmdcarretar em falsas alteracdes
nas concentracbes de acido folico, vitamina Bldmdtisteina que também foram
dosados.

Para as dosagens bioquimicas nao foram observddeendas estatisticamente
significativas entre os pacientes e respectivosralas incluidos nas dosagens de acido

félico, vitamina B12 e homocisteina, apresentanalores de AST, ALT e creatinina
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dentro dos valores de referéncia (Tabela 1). Esteltado foi importante ja que a
diferenca nas dosagens de AST, ALT e creatininge goéicientes e controles pode
acarretar numa interpretacdo incorreta das coragds de vitamina Bl2 e
homocisteina.

Observou-se que a concentracdo média de acidm fdbcgrupo das maes de
pacientes fissurados é significativamente supdii®8+2,4ng/mL) a obtida para o
grupo das maes dos individuos controles (18,8+x3mhpgPara o grupo dos pacientes
fissurados também foi observada diminicdo sigriffeana dosagem de acido folico
15,6+0,6(ng/mL) quando comparado com os controle9+0,6(ng/mL). Ja para as
dosagens de vitamina B12 e Homocisteina néo farehdo diferenca estatisticamente
significativa, como pode ser observado na Tabela 2.

Para a andlise hematoélogica ndo foram observdtimagdes em nenhum dos
parametros avaliados como hemoglobina, hematodditmtagem de hemacias, o0s

indices hematoldgicos, VCM, HCM e CHCM dentre agpgs avaliados (Tabela 3).

Genotipagem

A andlise do polimorfismo C677T da MTHFR mostroueqas genétipos
encontram-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Asilliaes genéticas mostraram
homozigose 677T em 9,3% das Maes dos fissuradd% eas Maes dos individuos
controles, e frequéncia de 8,6% nos pacientesrfidss em relacdo a 7,8% nos
individuos controles, ndo sendo observada diferastatisticamente significativa na
analise genotipica. Quando analisamos o0 polimodisomando a frequéncia do
homozigoto mutado com o heterozigoto também né&o dbservada diferenca
estatisticamente significante. Essa analise fdizada pois sabe-se que a presenca de
um unico alelo é necesséria para acarretar enagdiema atividade da enzima avaliada
(Tabela 4).

Quando realizada a analise alélica do polimorfise&y 7T observamos uma
frequéncia de 28,6% para o alelo T nas maes dedidss em relacdo a 25,5% nas maes
dos individuos controles. Para os individuos fiados foi encontrada a frequéncia de
23,6% para o0 mesmo alelo e de 25,5% para os ingigiccontroles, ndo sendo
observada diferenca estatisticamente significante.

Quando analisada a relacdo dos genétipos comasdpfendas dos pacientes,

observou-se para o0 gendétipo CT todos os tiposrtafetiveram frequéncia semelhante
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(Labio-palatina (32,4%), Palatina (32,2%) e Lah{aD,7%)). Para o alelo TT as
frequéncias também ndo apresentaram diferencaisgstahente significante como
observado na Tabela 4. Em relacdo ao genétipo @OGpmorcao entre os tipos de fenda
foram semelhantes, ndo sendo observada diferegiificinte. O mesmo ocorreu para
a analise dos alelos em relac&o aos tipos de fendas

A analise do polimorfismo A1298C da MTHFR mostrairec distribuicdo dos
gendtipos encontra-se em Equilibrio de Hardy-WeimbeAs analises genéticas
mostraram homozigose para o alelo C em 5,7% das d@epacientes fissurados em
relacdo a 3,9% nas maes controles, e uma frequéad#®% nos pacientes fissurados e
2,0% nos individuos controles, ndo sendo observdifierenca estatisticamente
significante. Quando somamos o gendtipo heterozigom o homozigoto mutado as
maes dos pacientes fissurados apresentaram 46,4%oma gendtipos AC+CC,
enquanto que as maes dos individuos controlesative?9,4%, sendo esta diferenca
estatisticamente significante. Ja para os paciefisssirados foi observada uma
frequéncia de 42,1% enquanto que para os individaogoles foi de 33,4%, ndo sendo
esta diferenca estatisticamente siginificante.

Quando realizada a analise alélica do polimorfiski?98C observamos uma
diferenca estatisticamente significativa com frewpig de 26,1% para o alelo C nas
maes de fissurados em relacdo a 16,7% nas maesdiasluos controles. Para os
individuos fissurados foi encontrada a frequén@a2d,9% para o mesmo alelo e de
17,7% para os individuos controles, ndo sendo whdar diferenca estatisticamente
significante (Tabela 5).

Foi analisada também a relacdo do gendtipos cotipas de fendas dos pacientes,
onde para o gendtipo AC a fenda labial teve umamnfeequéncia (43,7%) seguida da
fenda palatina isolada (36,7%) e da fenda labiatpe (33,3%). Para o alelo CC a
maior frequéncia foi na fenda palatina isoladaq€), seguida da fenda labial (6,3%) e
da fenda labio-palatina (3,9%), para o genétipo &Aenda labio-palatina teve um
maior prevaléncia deste genotipo, onde todas asedifas ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante como se observa balda®.

Na tabela 6 observamos a relacéo dos alelos dom@dismo A1298C do gene
da MTHFR com os tipos de fendas dos pacientes, qata o alelo C houve
semelhanca na frequéncia entre as fendas palsoheda (28,3%) e labial (28,2%),
engquanto que a fenda do tipo labio-palatina aptesama menor frequéncia (20,5%).

N&o foram observadas diferencas estatisticameghdgfisantes entre a frequéncia dos
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alelos em relacdo aos tipos de fenda. Em relacadetm A houve um semelhanca na

prevaléncia dos tipos de fendas estudadas

DISCUSSAO

Os efeitos de disturbios no metabolismo do acidiicd tém sido muito
estudados, seguindo o fato de que a suplementagéerna com folato mostrou
diminuir o risco de ocorréncia de defeitos do tabaral, onde estéo incluidas as fendas
orais (PICKELL et al., 2009). Existem evidéncianhsideraveis sugerindo que genes
envolvidos na via de metabolizacdo do acido fééstéo relacionados a etiologia das
fendas orais, que sabidamente, possuem um fortparnte genético (MILLS et al.,
2008).

No que diz respeito as anormalidades no metaboldomacido folico estas estao
associadas a condi¢cdes que contribuem significamée com a morbidade e a
mortalidade de criancas e adultos (YANG et al.,.80®s disturbios do tubo neural,
onde estdo incluidas as fendas l4bio-palatinasjoesntre as mais freqientes
malformagbes congénitas, contribuindo para a mdadé infantil. Estudos
observacionais e clinicos tém mostrado evidénciaaclasivas a respeito da
suplementacdo com acido félico, onde um aumeniogestao de acido folico durante
o periodo periconcepcional reduz o risco de defetto tubo neural em até 50%
(MEZZOMO et al., 2007; ROSENTHAL et al., 2008).

Para o acido folico foi obtida uma diminuicdo sig@ativa na concentracéo
meédia de acido félico tanto nas maes dos pacidigegsrados quanto nos proprios
pacientes fissurados em relacdo as mées dos inds/idontroles e os individuos
controles, respectivamente. Entretanto, para anuita B12 e homocisteina ndo foram
observadas alteragfes nas concentracfes tant@pardies quanto para as criangas,
sejam elas fissuradas ou sadias. Deve ser levadamsideracdo que foram realizadas
as dosagens de creatinina, AST e ALT parasgmeeningda funcao renal e hepética,
visto que a presenca de alteragdo nessas funcdesigpalterar as concentragbes das
vitaminas. Nossos resultados ndo mostraram difasee@tre os grupos fissurados e
controles, estando todas as dosagens dentro domewvale referéncia, garantindo a
comparacao das vitaminas entre os grupos estuq&déiSRRA-SHINOHARA et al,
2004).



109

O acido félico prové carbonos essenciais paratasdrde acido nucléico e para
as reacdes de metilagdo, sendo estas necessdaasaisao celular, expressdo génica
e manutencdo da estrutura do cromossomo durant@senvblvimento fetal. A
deficiéncia do acido félico pode prejudicar o metamo materno e neonato, podendo
ser associado com resultados anormais e aumeniscaode defeitos congénitos. Em
humanos a suplementacdo pré-natal com acido faigyavidas mostrou reduzir a
incidéncia de fendas labio-palatinas em vérias lagpes (SOZEN et al., 2009).

Portanto, a reducao do acido folico obtida no priesestudo para as méaes dos
pacientes fissurados, deve ser reconhecida commportante fator de risco associado
ao desenvolvimento das fendas orais nos respectivms. Além disso, deve ser
considerado que esta populacdo de maes estevevidavobm fatores etioldgicos de
destaque como o uso de alcool, habito de fumam alé apresentar um histérico
familiar de fendas.

A Cobalamina (Vitamina B12) é um nutriente essdrgu@ atua como co-fator
em uma via metabdlica associada ao acido félictudes mostram que baixas
concentracdes maternas de cobalamina estdo assoc@at desenvolvimento pré-natal
anormal e aumento do risco de defeitos congénBA&KRBOSA et al., 2007). Nossos
resultados ndo mostraram diferengas significatnassconcentracdes da Vitamina B12
tanto das mées quanto das criancas fissuradas @uantparadas com as mées dos
individuos saudaveis e o0s proprios individuos. &seesultados também foram
observados por Barbosa et al.,, (2008) que, realwaa avaliacdo de diversos
parametros relacionados ao metabolismo do acidoof@m mulheres saudaveis de
Sorocaba — SP, nédo observou diferenca na dosag¥itadana B12.

A homocisteina é um aminoacido sulfurado formagardir da desmetilacdo da
metionina. Nessa reacdo o acido félico, vitamin2 Bla vitamina B6 atuam como co-
fator e coenzimas, respectivamente (FELIX, 200230 Noi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as concengmgie homocisteina tanto das maes
quanto das criancas fissuradas quando comparadasaganaes dos fissurados e 0s
proprios fissurados. No estudo de Felix, (2002)g&m ndo foi observada alteracédo nas
concentracdes de homocisteina plasmatica. Broursl €2008) estudando liquido
amniotico de mulheres gravidas ndo foi observaderagldo na concentracdo de
homocisteina, mesmo tendo observado uma dimingigidicativa na concentracdo de

vitamina B12 dessa maes.
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Do ponto de vista genético, consideravel atencéo selo dada ao gene da
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), uma emzi dimérica que catalisa a
conversao do 5,10-metiltetrahidrofolato (5,10-TH&N 5-metiltetrahidrofolato (5-
THF), sendo esse o passo limitante na sua biossintexistem 2 polimorfismos
codantes comuns da MTHFR designados C677T e A1298{elo 677T resulta numa
troca de uma alanina por uma valina no cédon 2&ltando numa enzima termolabil
que tem sua atividade catalitica reduzida em 709ZEN et al., 2009).

No presente estudo ndo encontramos associacaooealeto 677T e as fendas
orais das criancas do RN. Esse resultado corrddranradalize et al (2007) que realizou
estudo com pacientes de Porto alegre o qual n&nahsassociacao do polimorfismo
C677T com a ocorréncias das fendas orais e Sozeh.,ef2009) que estudaram
pacientes fissurados do Nordeste da Venezuela tamBé observaram associacédo do
polimorfismo avaliado.

Entretanto, estudos em que o polimorfismo C677gatee da MTHFR tem sido
avaliado para a associacdo com fissuras orofagpmssentam resultados conflitantes.
Tolarova et al. (1998) e Martinelli (2001) indicar® envolvimento do genotipo 677TT
em criancas argentinas e maes italianas, respewiva, para o risco de fenda labio-
palatina. Estes estudos mostraram uma alta prapac&endtipo TT em casos e suas
maes, sendo de 17 e 21%. E contraposi¢cao Jugesduf603), ao conduzir um estudo
do tipo caso-controle revelou que maes que possmesnou duas copias do alelo 677T
teriam um risco reduzido para fendas labio-palatifeste mesmo ano Schotelersuk et
al (2003) ndo encontraram associacao entre o gendé risco do MTHFR e criangas
com fendas Iabio-palatinas.

Um outro polimorfismo associado a MTHFR € o A129&Cexon 7, que resulta
na substituicdo de um glutamato por alanina. Eslienprfismo encontra-se no dominio
regulatério de ligacdo da enzima MTHFR com a dal&iasilmetionina (SAM). A
ligacdo da SAM resulta em uma mudanca conformakamanzima MTHFR que inibe
sua atividade enzimatica (ALESSIO et al., 2004, BBE-SHINOHARA et al, 2007).

Em nosso estudo néo foi encontrada diferenca sistatiquando analisamos o0s
genotipos para o polimorfismo A1298C da MTHFR demia isolada, mas quando
associamos 0 genotipo heterozigoto com o homozigattado conseguimos observar
uma diferencga estatisticamente significante da dwépaciente fissurado em relacdo a

mae do individuo controles. O somatério dos indiesl heterozigotos com o0s
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homozigotos mutados faz-se possivel pois a presgsgautacdo em heterozigose ja

acarreta em alteracao na atividade da enzima.

Este polimorfismo podera refletir na reducdo dsiddide da enzima MTHFR
diminuindo assim a disponibilidade de acido folpara as fun¢des as quais 0 mesmo
esta envolvido, como relatado por Van der put) €1298) que observou uma reducédo
de 37% na enzima que continha o alelo C. Além digseducdo na concentracdo de
acido folico também observada para as méaes dosmnpesifissurados, se somaria a
diminuicdo da atividade enzimética da enzima MTH$tiportando o envolvimento

deste polimorfismo no desenvolvimento das fendas alas criancas estudadas.

Deve ser considerado que as criangas com fendastambém apresentaram
diminuig&o significativa na concentracdo de acialed. Para o polimorfismo A1298C
da MTHFR apresentaram um p valor igual 0,0564 O gsta bastante proxima de
significancia. Considerando que o nimero de cresgalias estudadas deve chegar a
um total de 200 provavelmente este polimorfismoepaédse tornar significativo, bem
como para 0s demais propostos.

Van Rooij et al (2003) e Mills et al., (2008) nd@iacontraram associacao entre o
polimorfismo A1298C em Maéaes na Koren e em paciep@sadores de fendas na
Irlanda. Sozen et al (2009) estudando maes e pesi@ortadores de fendas orais no
Nordeste da Venezuela também ndo encontrou asdocd; polimorfismo A1298C

com o risco de ocorréncia das fendas.

A correlacéo do polimorfismo A1298C da MTHFR corprasenca das fendas
orais indica a relacdo do metabolismo do &cidocdoiha génese das mesmas. A
pesquisa de outras variaveis dentro desse compiexabolismo sera realizada atraves
de um projeto maior o qual foi aprovado pela FAPES&ue inclui ainda duas (2) teses

de mestrado e duas (2) de doutorado.

Seréo avaliados os polimorfismos em outras enzooas a Metionina Sintase
(MTR) e Metionina Sintase Redutase (MTRR), além tcimsportador de folato
reduzido (RFC1) e do receptor de folatFOLR o) que atuam no seu transporte pelos
tecidos, os quais auxiliardo no melhor entendimdatgénese da fendas labio-palatinas
nao-sindrémicas. Vale salientar que no presentedestia foi padronizada da
genotipagem da MTR, MTRR e RFC1, e serd parte canmghtar do artigo a ser
publicado como produc¢éo do mestrado.
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Os resultados obtidos até o0 momento sdo de extrap@tancia uma vez que
vem trazer pela primeira vez informacdes a respitperfil epidemiolégico das fendas
orais no Estado do RN e os fatores de risco askugi@ejam ambientais ou genéticos.
Este estudo abre a oportunidade de trazer o Eg@@ouma posicdo de evidéncia no
sentido de concretizar o reconhecimento do ProgrenaAtendimento aos Pacientes
Fissurados do HOSPED/UFRN e sua inclusao na Re&=fé#éncia no Tratamento de

Deformidades Craniofaciais e no SUS.

A diminuicdo significativa encontrada na dosagenaaddo folico das maes dos
pacientes fissurados, fator este relacionado a@aiomo risco de desenvolvimento das
fendas, juntamente com a associacdo do polimorfaf#98C da MTHFR observado
para as maes dos pacientes fissurados, reforcanpssivpl envolvimento do

metabolismo do acido folico num risco aumentaddes=nvolvimento das fendas orais
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TABELA 1. Dosagens bioquimicas dos grupos estudados

DOSAGENS BIOQUIMICAS

Maes Maes P Filhos Filhos P valor Valores de
Casos Controle valor Fissurado Controle referéncia
S S S

Glicose 85+84 788+86 08675 835+85 804%89 08624 70-99mg/dL
AST 23+83 253+90 04379 308+80 264+63 08095  10-39U/L
ALT 21+10 23,4%98 071219 19+75  20,6+7,9 00882  10-37U/L
Creatinin 08+0,1 08%01 03512 06015 07011 0,187% 0,5-1,2mg/dL

a

TABELA 2. Valores das concentragfes de &cido folistamina B12 e homocisteina
dos pacientes fissurados e controles e suas resseataes.

Acido Folico Vitamina B12 Homocisteina
(ng/mL) (pg/mL) (uMol/L)
Méaes Casos 13,8+2,4 418 +182 6,729
Maes Controles 18,8+34 381 +179 6,1+2,3
P valor *<0,0001 0,6129 0,4162
Filhos Fissurados 15,6 + 0,6 581 + 60,2 5,7 +0,37
Filhos Controles 17,9+ 0,6 526 + 47,4 4.6 +0,67

P Valor *<0,0109 0,4980 0,1240
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TABELA 3. Valores dos parametros hematologicosdécas hematimétricos dos

pacientes fissurados e controles e suas respenifes.

Resultados Hematoldgicos

Hemacias Hemoglobina Hematdcrito V.C.M

(milhdes) (g/dL) (%) (fL)
Maes Casos 4,58 +0,38 12,7+1,1 394+29 85,8+ 6,2
Maes

4,59 + 0,37 12,7+2,9 39,3+3,0
Controles
P Valor 0,845% 0,9816 0,9758 0,9304
Filhos

: 49+0,9 122+1,7 37,7+4,3

Fissurados
Filhos

49+04 12,9+ 1,06 39,7+ 3,3 81+6,2
Controles
P Valor 0,768F 0,424% 0,018% 0,065%

H.C.M.

(P9)
2785

857+7,1 279+27
0,8954

78,176 253%3]1

C.H.C.M.
(g/dL)
324+18

32,5+0,9
0,814%

32,3+1,6

26,4x2,325+0,8

0,0765

0,4348

TABELA 4. Frequéncias genotipica e alélica paraotinprfismo C677T da MTHFR

do grupo fissurado e controle.

Frequéncia Genotipica (%)

Frequéncia Alélica (%)

Grupos cc CcT T P .
Méaes Caso /3 54 13 67
(52,1%) (38,6%) (9,3%) (47.9%)
0,45671
Mées 27 22 02 24
Controles (52,9%) (43,1%) (4,0%) (47.1%)
Filho Caso 86 42 12 54
| (61,4%) (30%) (8,6%) (38,6%)
0,784¢
Filhos 29 18 04 29
Controles (56,9%) (35,3%) (7,8%) (43.1%)

©

200
(71,4%)
76
(74,5%)
214
(76,4%)

76
(74,5%)

T

80
(28,6%)
26
(25,5%)
66
(23,6%)

26
(25,5%)

P Valor

0,6066

0,787¢F

TABELA 5. Frequéncias genotipica e alélica pamobmorfismo C677T da MTHFR

apos a subdivisdo dos pacientes em funcéo do éipendia.

Frequéncia Genotipica (%)

Frequéncia Alélica (%)

]:I;gg:sd € CC CT TT P Valor C T P Valor
Labio-palatina 46 (59,7%) 25 (32,4%) 06 (7,9%) (7;‘320/0) (26?’,;%)
Palatina isolada 20 (58,1%) 11 (32,2%) 03 (9,7%) 9942 (755'3%) (251'8%) 0,9458
Labial 17 (57,7%) 09 (30,7%) 03 (11,6%) a ﬁ%) o 51’2%)
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TABELA 6. Frequéncias genotipica e alélica paralinprfismo A1298C da MTHFR
do grupo fissurado e controle.

Frequéncia Genotipica (%)

Frequéncia Alélica (%)

Grupos
Maes Caso

Maes
Controles

Filho Caso

Filhos
Controles

AA AC
75 57
(53,6%) (40,7%)
36 13
(70,6%) (25,5%)
81 54

(57,8%) (38,6%)

34 16
(66,6%) (31,4%)

CC

08
(5,7%)
02
(3,9%)
05
(3,6%)

01
(2,0%)

CT+TT
65
(46,4%)
15
(29,4%)
59
(42,1%)

17
(33,4%)

P Valor

0,1077

0,517%

A
207
(73,9%)
85
(83,3%)
216
(77,1%)

84
(82,3%)

C

73
(26,1%)

17
(16,7%)
64
(22,9%)
17
(17,7%)

P Valor

*0,0462F

0,3176%




