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Sumario: As fissuras labiopalatais (FL/P) estdo entre as malformacgdes congénitas de
maior frequéncia que acometem o ser humano e sua etiologia multifatorial inclui
hereditariedade, predisposicdo genética, fatores ambientais e doencas congénitas
infecciosas. Entretanto, até 0 momento ndo existe nenhuma evidéncia cientifica disponivel
sobre a associagdo de portadores de FL/P com a presenca de Leishmaniose nos pais
portadores da doenca. Diversos genes candidatos foram identificados como sendo
associados ao desenvolvimento de FL/P, dentre eles o gene TGFA, que se encontra
expresso na palatogénese e tem mostrado um grau significativo de consisténcia em varias
populagdes estudadas. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi verificar a existéncia
de associacdo entre o polimorfismo do gene TGFA com o desenvolvimento de fissura
labiopalatal em pacientes que possuem pais portadores de Leishmaniose e analisa-los
cariotipicamente. A amostra constituiu de 30 pacientes fissurados e seus genitores. O
polimorfismo foi detectado através da técnica de PCR em tempo real e ap6s analise
estatistica obtivemos um p value = 0,43 ndo fornecendo dados estatisticamente
significantes. Diante dos resultados obtidos, podemos sugerir que ndao ha cari6tipo
associado e o polimorfismo estudado ndo contribui diretamente para o surgimento das
fissuras labiopalatais em pacientes que possuem pais soropositivos para a Leishmaniose.
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INTRODUCAO
Anomalias craniofaciais, particularmente as fissuras labiopalatais (FL/P), estdo entre as
malformacBes congénitas de maior frequéncia que acometem o ser humano, cuja
prevaléncia mundial estd estimada em um para cada 700 a 1000 nascidos, variando de
acordo com regido geografica e nivel socioeconémico. (Wong, 1999). No Brasil esta
relagdo é ainda menor, tendo uma média de um para cada 650 nascidos. Durante o
desenvolvimento embrionéario a formacdo da cabeca e da face compreende um dos mais
complexos eventos coordenados por um conjunto de fatores de transcricdo e de moléculas
de sinalizacdo. Dessa forma, qualquer distarbio que afete o controle desta cascata pode
resultar em FL/P (Wysznski et al., 1996). Sua etiologia multifatorial inclui hereditariedade,
predisposicdo genética, fatores ambientais e doencas congénitas infecciosas (Molnarova et
al., 1992). No entanto, até 0 momento ndo existe nenhuma evidéncia cientifica disponivel
sobre a associacdo de portadores de fissuras labiopalatais com a presenca de Leishmaniose
nos pais e/ou parentes de portadores da doenca. A leishmaniose é considerada uma doenca
emergente e reemergente com aumento na sua incidéncia nas Gltimas duas décadas (Goto e
Lindoso, 2010), afetando principalmente individuos de paises subdesenvolvidos, onde a
populacdo acometida é aquela com menor status socioecondémico, que possui menor poder
politico para influenciar as decisdes do governo, e uma limitada capacidade de assumir 0s
custos da doenca (Desjeux, 2004). Dessa forma, estudos dos possiveis fatores de
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suscetibilidade para fendas orofaciais sdo necessarios para o entendimento da génese desta
malformacdo. Aproximadamente 30 genes candidatos foram identificados como sendo
associados ao desenvolvimento de FL/P (Bender, 2000). Genes relacionados ao
desenvolvimento embrioldgico de fendas orofaciais, como o TGFA (transforming growth
factor alpha), representa maior importancia entre os estudos de ligacdo e associacao, além
de ser expresso durante o periodo critico da palatogénese (Schutte e Murray, 1999). A
associacdo entre fissura labiopalatina e o polimorfismo foi encontrada em algumas
populagdes (Suazo et al., 2005) e estudos de interagOes gene-ambiente sustentam a
hipotese do papel do gene TGFA como um fator modificador da fissura labiopalatal.
Portanto, avaliar se os polimorfismos de genes tem associagdo com a LTA predispondo ao
surgimento das fendas palatais nos individuos da nossa amostra de estudo é relevante uma
vez que a fissura palatina constitui uma das afec¢des que merece maior atencdo, devido
ndo somente a magnitude da doenca, como pelo risco de ocorréncia de deformidades.
Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho foi verificar a existéncia de associagdo entre o
polimorfismo do gene TGFA com o desenvolvimento de fissura labiopalatal em pacientes
que possuem pais portadores de Leishmaniose e analisa-los cariotipicamente.

MATERIAIS E METODOS

Em um total de 30 pacientes fissurados e 47 genitores destes, foram recrutados, 0s quais
posteriormente passaram pela confirmacéo imunolégica para Leishmaniose, pelo teste de
Imunofluorescéncia Indireta. Foram coletados cerca de 5 ml de sangue periférico em tubos
a vacuo contendo heparina como anticoagulante. Ap6s a coleta, as amostras foram
encaminhadas para incubacdo (cultura de células). A extracdo de DNA gendmico foi
realizada a partir dos leucocitos pela técnica de fenol-cloroférmio. A anélise do
polimorfismo foi realizada por PCR em tempo real. As analises estatisticas para estimar as
frequéncias alélicas e distribuicdo dos genotipos foram realizadas atraveés de pacotes
estatisticos (equilibrio de Hardy-Weinberg, teste exato de Fisher, X? considerando
p<0,05). A analise dos dados foi realizada utilizando o programa BioStat 5.0. Este
subprojeto faz parte do projeto intitulado como “A Leishmaniose Tegumentar Americana
como fator predisponente genético para as fissuras labiopalatais”, aprovado no Comité de
Etica em Pesquisa da UPE sob o n° 50.100-010.

RESULTADOS

Neste trabalho foram investigadas 30 familias, nos quais 30 (criangas) sdo pacientes
portadores de fissura labiopalatal e 47 genitores, sendo 12 soropositivos e 35 soronegativos
para a Leishmaniose. A andlise citogenética foi realizada em 50 individuos, sendo 20
fissurados e 30 genitores de cada caso. A analise cariotipica pelo bandeamento G mostrou
que todos os individuos analisados até 0 momento, apresentaram cariotipo normal, sendo
46,XX no sexo feminino e 46,XY no sexo masculino, com exce¢do de sete individuos que
apresentaram alteracio cromossémica envolvendo os cromossomos 9 [9gh™ e inv(9)] e 16
(16gh™). Os resultados moleculares mostraram que no grupo caso 8% possuem o genotipo
selvagem (CC), 75% sao heterozigotos (CT) e 17% s&o homozigotos para o polimorfismo
(TT); no grupo controle, 20% possuem o gendtipo selvagem (CC), 17% sdo heterozigotos
(CT) e 31% sdo homozigotos para o polimorfismo (TT). Com a analise estatistica, 0 p
value encontrado foi 0,43 ndo mostrando significAncia estatistica quanto a presenca do
polimorfismo para o desenvolvimento das fissuras labiopalatais, nos pais soropositivos
para a Leishmaniose.

DISCUSSAO
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Embora a inversdo cromossdmica seja comumente vista em humanos e considerada por
muitos geneticistas como uma variagdo cromossémica normal, que ndo esta relacionada
com fenotipos anormais, muitos estudos relatam a associacdo desta inversdo com abortos
recorrentes, ma historia obstétrica, infertilidade, anomalias congénitas, retardo mental e
outros fendtipos clinicos anormais (Amiel et al., 2001). Além disso, individuos portadores
de inversdo apresentam um risco aumentado entre 1 a 10% de produzir uma progénie
desbalanceada (Gardner e Sutherland, 2004). A inv(9)(p12q13) tem uma frequéncia
estimada de 1 a 3% na populacdo geral. Contudo, alguns estudos tém associado essa
inversdo com diversas anomalias congénitas, como a face dismorfica, catarata congeénita,
surdez, anomalias cardiacas congénitas, hidronefrose, amenorreia e baixa estatura
(Stanojevic et al., 2000). A ocorréncia de adi¢do de heterocromatina constitutiva (HC) no
cromossomo 9, tem sido descrita como achados muito comuns na rotina citogenética,
denominados de polimorfismos, com frequéncia de aproximadamente 1-8% na populagéo
geral (Starke, 2002; Ramegowda et al., 2007). Dessa forma, estes resultados ressaltam a
importancia da descricdo da adicdo de heterocromatina (h+) nos laudos citogenéticos e
enfatiza que o estudo detalhado dessa regido pode contribuir para a relagéo desses achados
cariotipicos com possiveis caracteristicas fenotipicas. O gene TGFA estd localizado no
cromossomo 2p13, sendo sugerido que 0 cromossomo 2 pode apresentar um ou mais genes
contribuindo para a ocorréncia da FL/P (Marazita et al., 2004). A expressdo do gene
TGFA foi detectada em diversos tecidos normais durante o periodo de desenvolvimento
embrionario até a fase adulta em camundongos (Rapolee et al., 1988) e é produzido por
uma variedade de células, primariamente de origem ectodérmica, podendo interagir com o
receptor do fator de crescimento epidermal (EGF) e induzir respostas durante o contato
celular (Wilcox and Derynck, 1988). O TGFA foi o primeiro gene associado & FL/P isolada
em um estudo caso-controle (Ardinger et al., 1989) e em estudos subsequentes. Todavia
alguns estudos ndo detectaram qualquer correlacdo entre polimorfismos no gene TGFA e
FL/P (Passos-Bueno et al., 2004). Os primeiros estudos sugeriram um efeito genético
maior do que os estudos seguintes e fatores como viés de interpretacdo e diversidade
populacional podem explicar esta tendéncia dos primeiros estudos em superestimar a
predisposicdo atribuida aos polimorfismos no gene TGFA.

CONCLUSOES
N&o hé cariotipo associado com as fissuras labiopalatais e o polimorfismo estudado néo
contribui diretamente para o surgimento das fissuras labiopalatais em pacientes que
possuem pais soropositivos para a Leishmaniose, reforcando sua origem multifatorial, com
variantes ambientais, teratogénicas e genéticas.
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