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RESUMO

Defeito congénito ou malformacao congénita é qualquer anomalia anatémica,
metabolica ou funcional, herdada por um mecanismo de transmissdo mendeliana, ou
causada por uma mutacdo génica nova, por uma alteracdo cromossdmica ou por uma
agressdo fisica, quimica ou infecciosa sobre o feto ou embrido em desenvolvimento.
Suas causas podem ser genéticas ou ambientais, sendo, na maioria das vezes, de origem
multifatorial, onde fatores de predisposi¢cdo genética interagem com fatores ambientais
desencadeadores. No estado do Para, um grande nimero de individuos acometidos por
Fissuras Labiopalatinas sdo oriundos de zonas rurais, principalmente no nordeste do
estado onde sabidamente se faz uso indiscriminado de agrotoxicos nocivos a saude
humana, muitos dos quais tem alto poténcias teratogénico .O objetivo de nosso estudo
foi Investigar a associacdo entre o polimorfismo (rs4630) no gene GSTT1 e a exposicao
a agrotdxicos na etiologia das fissuras labio palatinas, bem como analisar o padrédo das
alteracdes de fala dos pacientes de acordo com o tipo da fissura . Foram analisados 83
pacientes portadores de Fissuras Palatinas, labiais ou Labiopalatinas de ambos 0s sexos,
e 83 mées desses pacientes, todos oriundos do estado do Para, com residéncia em zona
rural e capital. Foram realizadas analises fonoaudioldgicas e com o sangue desses
individuos foi feita a andlise molecular. A analise estatistica foi realizada através dos
programas estatisticos SPSS v. 12.0 e BioEstat v. 5.0. Os testes realizados foram os
testes de Regressdo Logistica Multipla, teste x% o teste exato de Fisher. O resultado
consiste em cinco analises moleculares diferentes. Constatamos que a presenca do alelo
C no genotipo dos individuos pode influenciar no metabolismo de xenobioticos e

aumentar o risco para desenvolver fissuras Orais.

LAVRAS CHAVES: AGROTOXICOS, MAL FORMACOES, POLIMORFISMOS



ABSTRACT

Birth defect or congenital malformation is any anatomic, metabolic or functional
abnormality, inherited by a mechanism of Mendelian transmission or caused by a new
mutation, a chromosomal alteration or physical aggression by an infectious, chemical or
the fetus or embryo development . Its causes may be genetic or environmental, and,
most often, are multifactorial origin, through the genetic predisposition factors interact
with environmental factors triggers. In Paré state, a large number of individuals affected
by Oral clefts are from rural areas, mainly in the northeastern state where it is
notoriously indiscriminate use of pesticides harmful to human health, many of which
have high potential teratogenic. The objective of our study was to investigate the
association between the polymorphism (rs4630) in the GSTT1 gene and exposure to
pesticides in etiology of oral clefts and analyze the pattern of changes in speech of
patients according to the type of cleft. Eight three patients with cleft palate or lip, and of
both sexes, and 83 mothers of these patients, all from the state of Para, residing in rural
and capital area were analyzed. Speech therapy and analyzes were performed with the
blood of these individuals, the molecular analysis was performed. Statistical analysis
was performed using the statistical software SPSS v.. 12.0 and BioEstat v. 5.0. Tests
included testing multiple logistic regression test x2e the Fisher exact test. Our result
consists of five different molecular analyzes. We found that the presence of the C allele
in the genotype of the individual can influence the metabolism of xenobiotics and

increase the risk to develop oral clift.

KEY WORDS: AGROTOXIC, POLYMORPHISMS, MALFORMATION
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1) INTRODUCAO

No século XIX surgiram estudos associando efeitos quimicos industriais sobre a
reproducdo humana, ainda nesta época a alta taxa de infertilidade, abortamento
espontdneo, microcefalia, natimortos e convulsdes em recém-nascidos, foram
registradados em descendentes de trabalhadores de muita parte da Europa (Silva et al.,

2006).

Com o desenvolvimento industrial o homem adquiriu uma melhor qualidade de
vida, mas paralelo a isso aumentou 0 risco a exposi¢do a xenobi6ticos com possiveis
niveis acima da capacidade de gerenciamento pelos organismos vivos, possibilitando

contaminacdo ambiental que pouco ocorria até a era industrial.(SINDAG, 2013)

A descoberta de que fatores ambientais poderiam apresentar riscos reprodutivos
ocorreu no século XX, com relatos na Europa e Japdo, associando um numero
siguinificativo de recém-nascidos mortos, correlacionando a exposicdo ambiental de
mulheres ao chumbo.A partir destas descobertas surgiram dados de efeitos de radiacdo
ionizante em 1920, de rubéola em 1941, aminopterina em 1952 e os primeiros relatos de
malformacdo em humanos por condi¢cbes ambientais devido a contaminacdo de peixes

na Bahia Minamatano Japdo pelo metilmercurio em 1950.(Wyszynski et al.,1996).

Atualmente existem substancias ja conhecidas e estudadas quanto ao poténcial
toxico sobre o sistema reprodutor. Ensaios em roedores apresentaram associacfes

positiva para mas formag6es com fissuras orais (FO) (Thomas et al., 2004)

Qualquer fator ou condi¢do ambiental que afete a capacidade de gerar criangas

em condi¢cbes perfeitas de saude, ou seja, higidas, é considerado como risco a
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reproducdo, a radiacdo, tabaco e uso de drogas sdo alguns exemplos de risco na

reproducdo (Romitti et al., 1999).

Tanto o homem quanto a mulher podem estar expostos a fatores de riscos e
qualquer um dos dois podem apresentar alteracbes no nivel do aparelho reprodutor

consequentemente gerar uma prole comprometida (Carinci et al. 2007).

Dentre os paises que apresentam um maior numero do uso de agrotoxicos o
Brasil lidera com um significativo percentual de trabalhadores em area rural expostos a
estes compostos, existindo assim uma gama de produtos em diferentes composicoes e
apresentacdes. O uso de agrotoxico esta entre 0os maiores fatores de risco para a salude

humana e para o0 meio ambiente (Brasil et al., 2004).

A utilizacdo de inseticidas, fungicidas e herbicidas € realizada na agricultura
desde a década de 1940, tais substancias sdo produzidas para serem toxicas em
determinados organismos e os indicios de serem teratogénicas, carcinogénicas e/ ou
mutagénicas em seres vivos ainda sdo pouco estudados, existe portanto, pouca atencao

aos seus efeitos na saude humana(Vieira et al., 1999).

O estudo de Gargia e colaboradores demonstrou que a exposi¢cdo de mulheres em
periodo gestacional nos primeiros trimestres a estes agentes em areas rurais poderia esta
associado ao aparecimento de riscos congénitos, considerando a exposi¢do do trabalho
materno em zonas rurais, trabalho com jardinagem e moradia em area de plantio,
contudo, como estudos ecolégicos, ndo podemos generalizar, mas os efeitos desta
exposicdo sdo consideraveis em aparecimento a fissuras labiopalatinas.(Gargia

etal.,1991)
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Considerando a existéncia desta populacao residente em zona rural e exercendo
atividades em éareas de plantio onde o uso de agrotdxicos é utilizado, fez com que
ocorresse a necessidade de estudar possiveis caracteristicas genéticas que venham
influénciar no metabolismo dos compostos e investigar se ocorrem variantes
polimorficas e se estas estdo associados em mecanismos teratogénicos e

especificamente na génese da fissura labiopalatina. (Faria et al, 2007).

Contemplando estas investigacdes decidiu-se estudar a hipotese do polimorfismo
do Gene GSTT1(polimorfismors4630), se este apresenta associacdo xenobiltica e

biometabolica de fatores relacionados a fissuras labiopalatinas (FLP).

1.1) CONCEITOS DE MAFORMACAO CONGENITA

Defeito congénito ou maformacdo congénita é qualquer anomalia anatémica,
metabolica ou funcional, herdada por um mecanismo de transmissdo mendeliana, ou
causada por uma mutacdo génica nova, por uma alteracdo cromossdmica ou por uma
agressdo fisica, quimica ou infecciosa sobre o feto ou embrido em desenvolvimento.
Suas causas podem ser genéticas ou ambientais, sendo, na maioria das vezes, de origem
multifatorial, onde fatores de predisposicdo genética interagem com fatores ambientais

desencadeadores (Castilla et al., 1996).
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As malformagdes congénitas e defeitos de nascimento sdo termos descritos na
literatura usados para descrever distdrbios estruturais que aparecem no nascimento.
Malformagdes geralmente ocorrem durante a formacdo de estruturas no periodo da
organogénese, pode resultar da auséncia total ou parcial de uma estrutura ou em
alteracbes na configuragdo normal. As malformacGes geralmente s&o causadas por
fatores ambientais e/ou genéticos, agindo de modo independente ou em conjunto. Sendo
que a maioria das maformacdo tem sua origem no periodo entre a terceira e a oitava
semana de gestacdo. As fissuras labiopalatinas (FLP) ndo sindrémicas tem origem
multifatorial, podendo haver predisposicdo genética com varios genes envolvidos e
varios fatores ambientais que podem atuar durante o desenvolvimento embrionario

vindo a manifestar-se as FLP (Munger et al., 1996).

Os danos causados pelas FLP vao desde disturbios emocionais a até mesmo
sociais, afetando a familia e a sociedade, assim como, a vida profissional destes
pacientes, o tratamento exige o envolvimento de uma equipe multiprofissional. Embora
ainda ndo haja como prevenir o nascimento de pessoas com malformacdo craniofacial
congénita,a integracdo a um servico especializado permitird o monitoramento
multidisciplinar, além de favorecer o convivio social dos portadores de anomalias

(Stuppia, et al., 2011.)

1.2) EMBRIOLOGIA DA FACE E PALATO

O desenvolvimento inicial da face é dominado pela proliferacdo e migracdo do
ectomesénquima envolvido na formacdo das cavidades nasais primitivas. Em torno do
28° dia de vida intra-uterina, espessamentos localizados desenvolvem-se no ectoderma

da proeminéncia frontal em posicdo rostral a abertura do estomddio. Tais espessamentos
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sdo placoides olfatérios. Uma répida proliferacdo do mesénquima subjacente
ocorre em torno das saliéncias dos placoides na proeminéncia frontal anterior,
produzindo, também, uma saliéncia em forma de ferradura, que transforma o placdide
olfatério em uma fosseta nasal. O braco lateral de cada ferradura € chamado processo
nasal lateral, e o braco medial processo nasal medial. Entre os dois processos nasais,
encontra-se uma nova area formada por uma depressdo, denominada processo
frontonasal. Os processos nasais mediais dos dois lados, junto com 0 processo
frontonasal, formam a por¢do média do nariz, por¢cdo meédia do labio superior, porcao
anterior da maxila e palato primario. Os processos maxilares crescem medialmente e se
aproximam dos processos nasais mediais e laterais, porém permanecem separados deles
por nitidos sulcos. O crescimento medial do processo maxilar empurra 0 processo nasal
medial em direcdo a linha média, onde se funde com a sua contraparte anatbmica do
lado oposto, eliminando o processo frontonasal. Dessa forma, o labio superior é
formado a partir dos processos maxilares e processos nasais mediais, ocorrendo fuséo
entre a extensdo anterior do processo maxilar e a face lateral do processo nasal medial.
O labio inferior é formado pela fusdo dos processos mandibulares. A fusdo dos dois
processos nasais mediais resulta na formacéo de parte da maxila, que contém os dentes

incisivos e o palato primario, assim como parte dos labios (Baroneza et al., 2005).

Um tipo incomum de fusdo ocorre entre o processo maxilar e o processo nasal
lateral. Como a maioria dos outros processos associados ao desenvolvimento facial, 0s
processos maxilares e nasais laterais sdo, inicialmente, separados por um sulco
profundo. O epitélio do assoalho do sulco entre eles formam um ndcleo sélido que se
separa da superficie e, finalmente, d& origem a um canal, para formar o ducto
nasolacrimal. Ap6s o ducto tornar-se separado os dois processos fundem-se em

decorréncia da proliferacdo do mesénquima. As fissuras possuem diferentes causas, as
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fendas do labio e da maxila anterior resultam de um desenvolvimento imperfeito

do palato embrionério priméario. Freqientemente, quando

essas fendas ocorrem, a

deformacéo do desenvolvimento facial impede o contato das cristas palatinas, quando

elas giram para a posicéo horizontal, de tal forma que as fendas do palato priméario sdo

acompanhadas pelas do palato secundario (duro e mole). Entretanto, as FLP podem

resultar de falhas das cristas palatinas de se contatarem por causa de uma falha de

crescimento ou de um distdrbio no mecanismo de elevacao das cristas; falhas das cristas

em se fundirem apds o contato ter sido estabelecido devido ao fato de o epitélio de

revestimento ndo se romper ou ndo ser reabsorvido; ruptura

apos ter ocorrido a fusdo

das cristas; fusdo e consolidacdo defeituosa do mesénquima das cristas palatinas

(Lettieri, 1983)

Proeminéncia
frontonasal

Processos
maxilares

Cavidade
oral

Processos
mandibulares

Palato
primario

Septo
nasal

Laminas
do palato
secundério

Processos
nasais mediais

Processos
nasais laterais

Fosseta
nasal

Aba nasal

Forame

incisivo
Palato
fundido

Figura 1- Esquema da formacéo do labio e palato.

Fonte : Dixon et al., (2011)

a) Proeminéncia frontonasal, processos maxilares e

mandibulares

[processos

circundando a cavidade oral na 42 semana do desenvolvimento embrionario. b) Por volta
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da 5% semana, a fosseta nasal é formada, além dos processos nasais laterais e mediais. c)
Processos nasais mediais fundem-se com os maxilares para a formacéo do l&bio superior
e palato primario no fim da 6% semana. Os processos nasais laterais formam as abas
nasais, € os mandibulares formam a mandibula. d) Na 62 semana, o palato secundario se
desenvolve a partir dos processos maxilares, que crescem verticalmente. e) As laminas
palatinas elevem-se para uma posi¢do horizontal acima da lingua e encostam uma na
outra, iniciando a fuséo. f) A fusdo completa das laminas palatinas divide

completamente as cavidades oral e nasal.

1.3) EPIDEMIOLOGIA DAS FISSURAS

As FLP variam de um individuo para cada 700 nascidos vivos. O primeiro
pesquisador a estudar a prevaléncia das fissuras foi Frobeliius, onde encontrou 118
casos entre 180.000 criangas (0,7/100 criancas) em Sdo Petersburgo entre 1883 & 1864.
Contudo, existem informacdes que mostram que ha grandes diferencas étnicas na
incidéncia. As FLP sdo comuns em aborigenes americanos (3,7/1000 nascidos vivos) e,
a seguir, em ordem decrescente de freqiiéncia 0s japoneses (2,7/1000),chineses

(2,0/1000) e negros (0,4/1000).(Singh,2009).

Estima-se que no mundo haja um caso de FLP a cada 700 nascidos vivos,
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). As fissuras podem ocorrer isoladas
ou fazer parte de sindromes associadas, portanto, hd necessidade minuciosa de

investigacdo em busca de outras anormalidades (Castilla et al.,1996).

Visto que boa parte da populacdo do norte do Brasil € rural e sua principal
atividade de trabalho envolve a utilizagdo de agrotoxicos, o que nos faz perceber da
importancia de investigar caracteristicas genéticas que possam influenciar no

biometabolismo destes compostos e assim, procurar elucidar que variantes polimdrficas
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possam estar envolvidas em mecanismos de teratogénese, mais especificamente

na génese das FLP (Pessoa et al., 2003).

No Brasil existem discrepancias regionais evidentes, observa-se baixa incidéncia
no Norte e Nordeste, fato este que pode ser atribuido as falhas de notificagdes dos

casos.(Carreirdo et al., 1996).

>

L’ Nordeste
paraense

Baixo amazonas
Belém 20,4%

A. Marajé 14,6%

- Cameta 4,85%

Barcarena 4,85%

Sudoeste paraense

Outras cidades
do nordeste
paraense

Sudeste paraense

Figura 2- Ocorréncias de FLP no estado do Para, por mesorregides.
.Fonte: Prontuarios Analisados no HOL/2013
1.4) CLASSIFICACAO DAS FISSURAS

Foram descritas varias classificacdes das FLP com a finalidade de diferencia-las
com simplicidade e objetividade. Na literatura mundial sdo evidenciadas inUmeras
classificacbes. No Brasil, uma das mais difundidas, atualmente, é de Spina (1979) que €
pratica e eficaz, onde o forame incisivo divide a origem embrionaria das estruturas do
palato em si daqueles da pré-maxila, assim as estruturas que envolvem o labio e o
alvéolo dentario, bem como a porcdo anterior do palato duro, sdo classificadas em

fissuras pré-forame, e podem ser uni ou bilaterais. As fissuras pos-forame incisivo,
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envolvem o restante do palato. As fissuras que envolvem ambas as regides, pré e

pos-forame incisivo sdo chamadas de transforame (Murray, 2002).

Y
LARE

Figura 3: Classificacao das Fissuras Segundo Spina

etal, 1979

Fonte: Scielo

1.5) ASPECTOS CLINICOS E ALTERACOES FONOAUDIOLOGICAS MAIS

FREQUENTES EM PORTADORES DE FLP.

Modificacbes anatdmicas na regido peri e intra bucal decorrente de fendas de labio e
palato com comunicacdo da cavidade nasal e bucal, acometem dificuldades na habilidade de
succdo efetiva no recém nascido. O ato de sugar debil, no recém nascido acarreta fadiga,
irritabilidade, fome, engasgos e regurgitacao nasal do alimento e futuros danos na fala e voz
do individuo, resultando nas alteragcBes do distirbio da comunicacdo humana ainda na

infancia com repercussdo até a fase adulta. (Altmann et al., 1994).
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A anatomia das vias aereas superiores na presenca de FLP apresentam o modo
respiratorio nasal, onde a mesma encontra-se dificultosa, transformando o individuo com
FLP em respirador oral em potencial (Capelozza et al.,1992). A presenca da FLP carreta
comprometimentos otoldgicos que podem ocasionar perdas auditivas, infeccdes de repeticao
e irritacdo da tuba auditiva por refluxo de leite e alimentos, assim como amigdalites e
adenoides hipertrofiadas. Portanto as criangas que apresentam tem riscos elevados de
adquirir infecgdes de repeticdo no ouvido, podendo posteriormente até a perder a audicéo se

ndo tratada precocemente (Baroneza et al., 2005).

As anormalidades estruturais do labio, processo alveolar e do palato constituem
obstaculos para a correta fonoarticulacdo dos sons da fala, bem como a qualidade vocal que
pode apresentar-se anasalada. As possiveis falhas articulatérias apresentam-se na funcdo da
amplitude e da estresia do palato e arco dentario superior Silva,(1992). Os fonemas
alterados, geralmente, sdo os bilabiais /p//b/; os velares (golpe de glote) /k//g//cle os

fricativos faringeas /f/ e /v/.(Lofiego,1992)

O ponto articulatério decorrente ora do vedamento labial, ora da auséncia do
fechamento do palato. O termo “fala de fenda palatina” tem sido usado para descrever uma
gama crescente de fendmenos, tais como, ressonancia nasal anormal, qualidade alterada da

voz, laringea, producdo atipicas de consoantes (Trindade et al., 1996).

A fonacdo sempre estara alterada, assim como, a qualidade da voz laringea, que via de regra,
é associada a fala de portadores de fendas palatinas. Sdo presentes também na histéria

clinica a rouquidao e volume reduzido vocal (Loffredo et al.,1994) .

Alguns problemas dentarios bem evidentes nos pacientes com FLP s&o: agenesia de
dentes adjacentes a fissura, com mais ocorréncia nos incisivos laterais permanentes;

auséncia de dentes em outras regifes, especialmente os pré-molares, em alta incidéncia;
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dentes mal formados, posicionados ectopicamente; dentes supranumerarios; falta de suporte
0sseo para alguns dentes, comprometendo a possibilidade de movimenta-los para a posicao

desejavel (Mills et al.,2008).

O tratamento fonoaudidlogo inicia-se imediatamente ao diagnostico precoce na
maternidade, nesta etapa orientamos 0s pais e equipe de enfermagem sobre a alimentacdo do
bebé. Os aspectos nesta fase mais importantes sdo: Posic¢do do lactente durante as mamadas,
onde ele ficard o mais vertical possivel, para possiveis regurgitamentos do leite para a
cavidade nasal, tipo de mamadeira, aconselhamos com bico e chupeta ortodéntico para
adequada succcdo evitando possiveis transtornos de degluticdo na fase de lactacdo .(Altmann

et al.,1994)

As cirurgias sdo realizadas pela equipe liderada por um cirurgido plastico a partir dos
3 meses de vida, iniciando com a QUEILOPLASTIA (cirurgia de labios),
PALATOPLASTIA ( cirurgia de palato) por volta dos 12-18 meses de vida. Ap6s o
crescimento facial completo por volta dos 14-16 anos, sdo realizadas as cirurgias
ALVEOLARES (gengiva). A RINOSSEPTOMIA ap6s o total crescimento facial. (Garlin et

al.,2001).

1.6) ETIOLOGIA

1.6.1) Fatores ambientais e FLP

Dados epidemioldgicos e experimentais sugerem que fatores ambientais podem ser
importantes na etiologia das FLP. Exposicdo materna ao cigarro e/ou alcool, nutricdo
inadequada, infecgdes virais, drogas medicinais e teratogénicos no local de trabalho e em

casa no inicio da gravidez, tem sido investigados (Mossey et al., 2007); (Chen et al., 2007).
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Alguns teratogénicos sao reconhecidos por estarem associados a fissuras, incluindo
agentes raros como fenitoina, &cido valproico e talidomida (Wyszynski et al.,1996).Em

funcdo do contato

direto com agrotoxicos, Garcia e colaboradores (1991) reportaram que as mées que
estavam envolvidas em atividades agricolas entre o primeiro trimestre da gravidez e 0 més
anterior a concepc¢do, tiveram um forte aumento no risco de terem bebés portadores de

defeitos do sistema nervoso, fissuras labiopalatinas e anomalias multiplas.

1.6.2) Idade materna e idade paterna

Muitos estudos tém relacionados um aumento do risco de fissuras com o aumento da
idade materna ,Contudo muitos estudos falharam em identificar o aumento da idade
maternal com um aumento no risco de fissuras. Reciprocamente, outros estudos encontraram

um aumento do risco de fissuras labiais e maes jovens Deroo,( 2003); Reefhuis,( 2004).

A idade paterna avancada esta relacionada com o aumento de mutacdes e aberracfes
no DNA do espermatozoide, Puschecck,(2007) Sartorelli(2001). Mudancas genéticas nos
espermatozéides de pais com idade avancada poderiam levar a um risco aumentado de
defeitos congénitos em recém nascidos. Estudos prévios encontraram encontrado
associacOes entre idades paternas avancadas e muitos defeitos em criangas nascidas,

incluindo fissuras palatinas Harville(2007).

1.6.3) Efeito do cigarro e caréncia de acido félico

O uso de cigarro durante a gestacdo e o consumo de acido félico sdo os dois
principais fatores em investigacdo que parecem modificar os riscos genéticos de FLP. Os
efeitos do uso do cigarro durante a gestacdo estdo associados com o aumentam do risco de

recém-nascidos apresentarem FLP (Ribeiro et al.,2007). Estudos sugerem que a fracdo



26

atribuivel ao uso do cigarro pelas mées durante a gestacdo contribui com 4% do total de
casos das fissuras labiais e palatinas, e com 12% de fissuras labiais e palatinas bilaterais

(Honein et al., 2007).

Outros estudos tém investigado o efeito do fumo passivo e o risco de FLP (Yang et
al., 1996). O risco de FLP associado ao fumo passivo tende a aumentar tanto em recém
nascidos do género masculino quanto do género feminino (Zhiwen et al.,(2010). (Romitti et
al. 1999) sugerem um maior efeito do tabagismo passivo em recém nascidos do género
masculino. Contudo ( Little et al., 2004)encontraram que o risco de FLP associados ao
tabagismo passivo é maior em recém-nascidos do género feminino. (Honein et al. 2007)

sugerem que os efeitos sdo iguais tanto para ambos 0s géneros.

O tabagismo durante a gestacdo € a principal causa de hipdxia embrionéria, e tem
sido associada com o aumento da incidéncia de FLP ndo sindromicas. No entanto essa
relacdo ndo € um consenso entre 0s pesquisadores. Estudos de meta-analises sugerem uma
pequena, mas estatisticamente significante associacdo entre o uso do cigarro durante o
primeiro trimestre de gestacdo e o aumento do risco em criangas com FLP ou FL.

(Wyszynski et al., 1997).

O consumo associado do alcool com o tabaco, de acordo com ( Romitti et al. 1999),

pode resultar em um aumento mais acentuado no risco de fissura oral.

A caréncia de acido félico no organismo parece ter relagdo com casos de FLP uma
vez que suplementos de acido félico diminuem o risco de recém-nascidos nascerem com

FLP em um terco (Wilcox et al., 2007).

Ja foi bem estabelecido que o acido folico previne defeitos no tubo neural devido o

mesénquima facial ser derivado da crista neural, e acredita-se que as células da crista neural
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sdo importantes para o fechamento do tubo neural. O uso periconcepcional de &cido folico

também pode reduzir o risco de FLP (Hartridge.et al., 1999).

1.6.4) AGROTOXICOS E SEUS IMPACTOS AO AMBIENTE E A SAUDE

O trabalho na agricultura ja € exercido pelo homem ha mais de dez mil anos, quanto
que o uso de agrotdxicos para o controle de diversas pragas e doencas na lavoura ja é

descrito por meio século (Silva et al., 2006).

O Brasil nos ultimos 10 anos, &s vendas de agrotoxicos saltaram assustadamente
assumindo o pais a posicdo triste de maior consumidor mundial de venenos. Em 2009 o
consumo ultrapassou a marca de 1 milhdo de toneladas, o que representa 5,2 Kg de veneno
por habitante, segundo os dados do SINDAG ( Sindicato Nacional da Industria de Produtos
para Defesa Agricola)2014. Existe no Brasil atualmente 366 ingredientes ativos registrados
no Brasil para uso agricola, pertecentes a mais de 200 grupos clinicos diferentes que déo a
1.458 produtos formulados para venda no mercado.,sdo Inseticidas, fungicidas, reguladores
e inibidores de crescimento. Os Herbecidas sozinhos representam( 48%) deste mercado,

seguidos pelos inseticidas (25%) e pelos Fungicidas ( 22%) ( Pessoa et al, 2003).

O Herbecida Glifosato (mata/mato) mais vendido no Brasil e no mundo, é
comercializado sob a marca Roundup, tornou-se popular no Brasil que é usado erradamente
em jardins domésticos. Uma pesquisa realizada pela equipe do Professor Andrés Carrasco,
chefe do laboratério de Embriologia Molecular da Universidade de Buenos Aires, na
Argentina, onde foi avaliado os possiveis efeitos do glifosato em embrides de anfibios, apds
30 meses confirmou-se que o glifosato pode provocar deformacGes nos embrides mesmo
em concentracfes até 5 mil vezes menores do que as do produto comercial .Os efeitos

descritos no artigo incluem microftalmia (olhos menores que o normal), microcefalia
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(cabecas pequenas e deformadas), ciclopia(um olho s, no meio do rosto) e malformacdes

craniofaciais(deformacéo de cartilagens faciais e cranianas) (Silva et al.,2006).

Em estudos realizados com usuérios de agrotdxicos em areas rurais, lojas especializadas,

agronomos, outros pesquisadores e sites governamentais observou-se que os produtos mais

utilizados como agrotoxicos séo:

Fungicidas Pesticidas
Herbicidas

Cerconil Deltametrina
Glifosato

Mancozeb Organofosforados
Paraquat

Imidazol DDE

Diabendazol

Tabela 1 - Principais agrotoxicos

Fonte: Formulario Sindag : 2003
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1.6.5) FATORES GENETICOS

Formas sindrébmicas de FLP sdo, em muitos casos, devido as aberracGes
cromossémicas ou doencas monogeénicas, enquanto que a ndo sindrémicas sdo derivadas da

interacdo de fatores genéticos com os fatores ambientais (Stuppia, et al., 2011).

Pelo fato da etiologia das FLP nédo sindrémicas ser multifatorial, ainda ndo existe
fatores especificos e isolados que geram a FLP. Além disso, uma variedade de métodos de
investigacOes genéticas e epidemioldgicas tem identificado varios genes e loci candidatos

associados a esse tipo de malformacao facial (Chiquet et al., 2008).

Os produtos dos genes envolvidos na etiologia das FLP sédo classificados dentro de
algumas categorias a exemplo de: sinalizadores de polarizacdo, fatores de crescimento e
recepcdo, fatores de transcricdo, moléculas de aderéncia celular e matriz extracelular

(Cooper et al.,2000).

A presenca de mais de um caso de FLP em individuos da mesma familia em diversas
populacdes sugere que fatores genéticos determinam um papel importante na etiologia

desses defeitos (Carinci et al. 2007).

Analises de segregacdo e estudos epidemioldgicos mostraram que 25% a 35% dos
pacientes com FLP e 10% a 20% dos pacientes com fissura palatina tém historico familiar
de FLP. Considerando este fato, um simples modelo de heranca mendeliana é insuficiente

para explicar o modo de heranca nessas familias (Wyszynski et al., 1996).

Para identificar genes envolvidos na etiologia das FLP, associacdes e estratégias de
ligacdo para avaliar genes candidatos tém sido propostas, focalizando primariamente FLP

(Murray, 1995; Wyszynski et al., 1996).
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Baseado em estudos de ligacdo e associacdo, varios genes parecem influenciar o
risco de FLP, porém tem sido dificil reproduzir os resultados quando se analisa diferentes

populacdes (Marazita et al., 2002).

Uma abordagem para estudar a genética das FLP é avaliar genes e seus
polimorfismos conhecidos por controlar sindromes que envolvem malformacGes, e entre
elas, especialmente aquelas fenotipicamente mais proximas das FLPS nédo sindrémicas. Tais
genes e polimorfismos podem servir como ponto de partida para desvendar variantes
genéticas que controlam o risco para esse tipo de fissuras ndo sindrémicas (Parle et al.,

2006).

A selecdo dos polimorfismos potencialmente candidatos é também realizada
baseando-se em suas propriedades funcionais no local (quando o polimorfismo afeta a regido
promotora do gene, estes influenciam potencialmente a expressdo génica) e momento de
expressao, na localizacdo cromossémica (regido codificadora, pois estes podem alterar a
sequéncia de aminoacidos da proteina final), na homologia com modelos animais ou
previamente associados com patologias e alteracbes do desenvolvimento (Prescott et

al.,2001).

2 AGROTOXICOS E O GENE GSTTI

Fetos sdo constantemente expostos a xenobioticos e outros teratdgenos no inicio do
desenvolvimento, uma vez que sdo expostos as substancias presentes no sangue materno.
Desta forma, as mées devem tomar atitudes para protecdo de seus fetos devem se proteger
destes elementos no intuito de prevenir defeitos no desenvolvimento, incluindo a formacéo

de FLP (Reefhuis et al., 2004).

Shi et al., 2007 demonstraram que existe uma alta expressdo de GSTT1 em tecido
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embrionario craniofacial, durante um bom periodo do desenvolvimento, podendo assim a

falha deste gene, influenciar entre outras coisas o aparecimento de FLP.

Estudos demonstram que enzimas responsaveis pelo metabolismo de xenobioticos
aparecem bem cedo no desenvolvimento, configurando um mecanismo de protecdo para 0s
fetos. Qutro possivel mecanismo de protecdo estd relacionado com a funcdo de
transportadores de membrana, especificamente P-glicoproteinas, que sdo capazes de
proteger algumas células de xenobidticos, através do rapido bombeamento do composto para
fora da célula. Tem sido observado que estas proteinas atuam prevenindo a captacdo de
certos teratdgenos pelo cérebro, fluido cerebroespinal, testiculos e tecidos fetais (Saxén et

al., 1974).

A proteina gsttl atua na conjugacdo de uma glutationa reduzida em varios compostos
hidrofobicos e eletrofilicos. Alguns destes compostos, como o paraquat, podem induzir um
aumento da expressdo do mRNA de GSTT1, assim infere-se a necessidade deste produto

génico para a metabolizacdo destes compostos quimicos. (Lee et al.2001).

2.1 GENE GSTT1

A glutationa-S-transferase (GST) teta 1 (GSTT1) € um membro de uma superfamilia
de proteinas que catalisam a conjugacdo de glutationa reduzida a uma variedade de
compostos eletrofilicos e hidrofébicos. GSTs humanos podem ser divididos em cinco classes
principais: alfa, mu, pi, theta e zeta. A classe theta inclui GSTT1 e GSTT2(Masood et al.,

2013).

O gene GSTT1, esta localizado no cromossomo 22 na regido 22911, esta localizado a
aproximadamente 50 kb de distancia a partir do gene GSTT2 e estes dois genes possuem

uma estrutura semelhante, compostos por . O gene GSTT1 produz uma proteina de residuos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Masood%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23886141
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de aminoécidos, envolvida no biometabolismo de xenobidticos e de fatores relacionados a

FLP (Abhishek et al., 2010).

Chr 22

pl3
plz
pll.2
pll.1
gil.1
gl1.21
gll.z22
gl1.23
glz.1
qlz.2
ql2.3
gl3.1
ql3.2
gl3.31
gl3.32
gl3.33

A

Figura 4 - Posicao do gene GSTT1 no cromossomo 22.

Fonte: Genecards, 2013
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Figura 5 -Posic¢do dos éxons do Gene GSTT1no cromossomo 22

Fonte: Atlasgeneticsoncology, 2013

JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Muitas sdo as deficiéncias a serem resolvidas no campo da saude, a caréncia de
servicos especializados para individuos com FLP no Brasil é apenas uma das necessidades a
serem atendidas. A incompatibilidade entre a procura e a capacidade de atendimento
oferecida aos pacientes com FLP é fato inquestionavel. A criacdo de novos centros
especializados por meio de associacbes de hospitais e universidades pode melhorar o
caminho para um melhor atendimento a estes pacientes no estado do Pard, assim como no

Brasil.


http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_GSTT1.html
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No estado do Pard, um grande numero de individuos acometidos por FLP séo
oriundos de zonas rurais, principalmente no nordeste do estado onde sabidamente se faz uso
indiscriminado de agrotdxicos nocivos a saude humana, muitos dos quais tem alto poténcial
teratogénico comuns (Pradat et al., 2003; Vanrooijet al., 2004;Bille et al.,2007; Honein et

al.,2007; Wilcox et al., 2007; Deroo et al., 2008; Dolk et al.,2008).

Assim,o estudo do gene GSTT1 investigou se existe correlacdo entre a exposicao a
fatores quimicos nocivos, principalmente agrotdxicos, interagindo com sua variante
polimorfica na etiologia das FLP. Com base nesse estudo poderemos observar se existe
influéncia da exposicdo a agrotdxicos na origem e na epidemiologia deste tipo de ma
formacdo congénita, assim como, detectar os principais fonemas alterados nos pacientes

estudados.

3) OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacdo entre o polimorfismo (rs4630) no gene GSTT1 e a exposicao

a agrotoxicos na etiologia das FLPS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a prevaléncia de cada tipo de fissura oral em individuos expostos e ndo expostos a

agrotoxicos.

Avaliar se ha diferenca nas frequéncias alélicas e genotipica da variante rs4630 do gene

GSTT1 em individuos portadores de FLP, cujas mées foram expostas a agrotdxicos.

Avaliar se ha diferengas nas freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo no gene

GSTT1 entre as mées expostas a agrotoxicos e filhos afetados.
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Correlacionar as variantes alélicas e genotipicas do polimorfismo no gene GSTT1 do

probando e seus respectivos aspectos clinicos de fissuras.

Anélise das alteragdes da fala em pacientes portadores de FLP atendidos no HOL.

4 MATERIAL E METODO

4.1 AMOSTRA

Este estudo foi composto por uma amostra de 83 pacientes afetados por Fissuras
labiais, palatais ou labiopalatias de ambos o0s sexos, e 83 mdaes desses pacientes, todos
oriundos do estado do Para, com residéncia em zona rural e capital. Foram realizadas

analises fonoaudioldgicas e com o sangue desses individuos foi feita a analise molecular.

Em relacdo aos aspectos clinicos, foram observados os diferentes tipos de fissuras. O
critério de exclusdo utilizado na pesquisa foi a presenca de outras sindromes associadas as

Fissuras Labiopalatinas, quando possivel.

O estudo iniciou-se em rotina ambulatorial no setor de fonoaudiologia do Hospital
Ophir Loyola através de contato individual com cada paciente ou responsavel, foram
fornecidas aos participantes informacgdes acerca do objetivo da pesquisa, além de um
formuléario (termo de livre esclarecimento) para assinatura e consentimento para posterior

coleta do material (anexo B).

Um questionario foi aplicado visando observar vérias caracteristicas socio-
ambientais, onde as genitoras dos pacientes foram arguidas sobre habitos tabagistas e
etilistas, além do nivel de exposi¢do a agrotoxicos ou outros compostos que tinham

potencial teratogénico (anexo D).

4.2) ASPECTOS ETICOS
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Esta pesquisa esta de acordo com 0s principios éticos basicos das diretrizes e normas
que regulamenta pesquisas em seres humanos: autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia e
justica. Durante o estudo foi realizado um contato prévio com cada paciente ou responsavel
durante as consultas de rotina no ambulatério do Hospital Ophir Loyola (HOL), onde foram
fornecidas informacgdes acerca do objetivo da pesquisa, riscos e beneficios ao paciente,
familiares e populacédo afetada, além de ter sido entregue um formulario para assinatura do
termo de livre esclarecimento e consentimento para posterior coleta do material. O projeto
foi aprovado pelo comité de ética do Instituto de Ciéncia da Saude (ICS) da Universidade

Federal do Para (UFPA) N° 140/10 (Anexo A).

Considerando que a pesquisa é de carater analitico, os pacientes e familiares nédo
foram expostos a nenhum risco maior. O material biologico colhido (sangue periférico) foi
obtido por procedimento pouco invasivo (puncdo venosa periférica) dentro do ambulatorio

do HOL.

4.3) AVALIACAO FONOAUDILOGICA

Quanto as andlises fonoaudioldgicas foram realizadas reavaliacGes durante o retorno
dos pacientes em protocolo ja estabelecido no ambulatério do HOL e registrados no
prontudrio individualizado do paciente. Foram analisados os principais fonemas alterados e
padrdes articulatorios inadequados, em seguida registrou-se em protocolo avaliativo (Anexo

C) de rotina do ambulatério do hospital Ophir Loyola (HOL) no setor de fonoaudiologia.

4.4 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi a partir das amostras de sangue periférico, foram realizadas

com o Kit de extragdo Invirsob spin blood mini kit (Invitek), o DNA extraido foi extraido
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e armazenado em freezer -20°C até o momento da amplificacdo dos fragmentos por PCR

(Polimerase Chain Reaction).

4.5)SELECAO DE ENSAIOS

Os marcadores foram previamente selecionados a partir da analise de resultados de
trabalhos publicados na literatura e por dados de frequéncia dos polimorfismos, obtidos do
banco de SNPs do National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2013), dos quais
foram analisados a importancia dos genes nas FLP, como metabolizante de agrotdxicos, e a

importancia clinica dos mesmos, além da frequéncia populacional.

4.6) REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Anteriormente a técnica de Snapshot (descrita a seguir), foi necessaria realizar a
amplificacdo do DNA alvo do estudo através da técnica de Reacdo de Cadeia da Polimerase

(PCR).

Todo o protocolo utilizado para a amplificacdo do DNA alvo (volume da reacao,
concentracdo de DNA em ng, concentracdo de primer em picomoles, aditivos da PCR,

temperatura de extensdo e anelamento), foi otimizado.

O termociclador utilizado para a reacdo de amplificacdo foi o VeritiTM 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems). Foi utilizado o kit Qiagen Multiplex PCR, seguindo

instrucdes do fabricante.

4.7) SNAPSHOT

Neste trabalho, foi realizado o estudo do SNP rs4630 do gene GSTT1, porém ele

pertence a um projeto maior que inclui o estudo de mais 7 SNPs de outros genes.
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A anélise dos marcadores genéticos foi realizada pela técnica de SNaPshot Multiplex
System,através da genotipagem de 7 SNPs destribuidos em um painel, escolhemos esta
técnica pois € um método baseado em extensdo de primer desenvolvido para analises de
polimorfismos de base Unica (SNPs)marcado com fluorescéncia (Figura 6) esta técnica tem a
capacidade de ser realizada em multiplex, podendo ser analisados 10 SNPs em uma Unica
reacao, independentemente das suas posi¢des no cromossomo ou a distancia de separacédo

entre SNPs de locu vizinhos, facilitando na hora da anélise dos resultados.

SNaPshot® Kit Single-Base Extension Labeling Chemistry
Anneal Primer

T CCATGACTGATTCC
Target DNA — NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

Labeling Chemistry ddGTP

_SNP

ddCTP
SNaPshot® Ready d dSTP Extend and
Reaction Mix Terminate Primer
CCATGACTGATTCCG

NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

‘ . Color = genotype
Electrophoresis

-

A

Figura 6: leitura da técnica de SnaPshot a partir da eletroforese capilar, em um
sequenciador automatico, de um polimorfismo de base Unica de uma sequencia de DNA

Fonte: Invitrogem 2013

Em nossa pesquisa a técnica de SnaPshot Multiplex foi realizada através do
SNaPshot® Kit Single-Base Extension Labeling Chemistry seguindo as instrugdes do

fabricante.
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O polimorfismo de base unica (SNPs) a ser analisado foi oGSTT1( rs 4630). Esses
SNP apds ter seus primers amplificados por PCR, foi submetido a uma limpeza enzimatica

com a Shrimp alkaline phosfatase (SAP), seguido da reacdo de SNaPshot propriamente dita.

Neste método os produtos de PCR sdo utilizados como molde para a adicdo de um
unico didesoxirribonucleotideo marcado com floroforo na posicao do sitio polimorfico. Para
isso um terceiro oligonucleotideo (Primer SNaPshot), além do par de primers da PCR, ¢
usado para cada marcador. O primer de SNaPshot é desenhado de modo a se anelar no
produto de PCR na regido anterior ao nucleotideo polimérfico, de modo que quando a
reacdo ocorrer a DNA polimerase incorporara 0 nucleotideo correspondente ao sitio

polimorfico.

O produto da reacdo é desnaturado em formamida (Formamide Hi-Di, Applied
Biosystems e submetido a eletroforese capilar em sequenciador automatico (ABI 3130
Genetic Analyzer, Applied Biosystems). A leitura foi feita através dos picos gerados pela
diferenca de tamanho dos fragmentos e pela fluorescéncia gerada para cada variante

polimorfica.
4.8) ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através dos programas estatisticos SPSS v. 12.0 e
BioEstat v. 5.0. Os testes realizados foramos testes de Regressdo Logistica Multipla, teste

x%e 0 teste exato de Fisher. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ndmero total de amostras analisadas foi de 166 individuos, sendo 83 pacientes

acometidos por fissura, com idade média de 7 anos (DP 5 anos) e 83 mées dos mesmos. Em
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nossas amostras, 0 género masculino foi 64% do total de acometidos. As analises realizadas

no estudo foram as de alteracéo da fala e molecular.
5.1 ANALISE DAS ALTERACOES DE FALA

A partir do levantamento dos dados analisados detectou-se alteracbes
fonoaudioldgicos de fonemas no paciente portador de fissura labiopalatal, pode-se observar
ainda, que independente do tipo de fissura e classificacdo das mesmas, as alteracdes de fala
sempre estdo presentes assim como, os fonemas para producdo do som para a projecdo da

voz, sempre apresentam-se alterados independente da idade. Santos (2000).
Dentre as alteragdes apresentadas, constam:

(@) DISTURBIOS ARTICULATORIOS COMPENSATORIOS: Encontrados nos portadores
de fissuras labiopaltinas, com substituicdo de fonemas ou em conjunto com a articulacdo dos
mesmaos.

(b) ALTERACOES RELACIONADAS A FATORES DENTO-OCLUSAIS: Distorgdes oro-
laterais caracterizadas pela distor¢do dos fonemas fricativos como modificacdo na liberacao
da pressao e do fluxo aéreo através de constricdes na parte anterior da cavidade oral, decorre
de uma inadequada oclusdo dentaria.

(c) ALTERACOES RELACIONADAS A INADEQUACAO VELOFARINGEA: O mau
funcionamento do mecanismo velofaringeo € um dos principais responsaveis pela presenca
das alteracOes de fala, uma vez que pode haver um desiquilibrio na ressonancia oro-nasal,
prevelecendo & ressonancia nasal, consequentemente uma emissdo nasal auditivel.

Além dessas alteracdes de fala, observou-se disturbios articulatorios simples, que sao
0S mesmos que as criangas sem FLP em idade cronoldgica em desenvolvimento normal
apresentam como as omissdes de fonemas, distorcfes e substituicbes simples

(Altmann1997) .
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Outros fatores podem contribuir para as modificacdes dos padrbes de fala como a
hipertrofia da cicatriz resultante da cirurgia, tornado a mobilidade labial comprometida.
Sobre isso, Carvalho (2002) ressalta a importancia das massagens e dos exercicios de

mobilidade na regido da cicatriz do labio.

Principais Alteracoes de Fala

M TROCA /T//K/

® TROCA /P//B/

M OMISS30 /G/

H DISTORGAO /S//2/

i SUBSTITUICAO /F//V/

Gréfico 1 — Principais Fonemas Alterados

Fonte- Prontuéarios analisados/HOL

5.2) ANALISE MOLECULAR.

A distribuicdo de frequéncias para os tipos de fissuras entre os acometidos foi de



41
12% para fissuras somente labiais, 19% para fissuras somente palatais, o restante, 69% das

fissuras em nosso grupo amostral, atingiam o labio e o palato.

Entres as maes envolvidas no estudo, 25% declararam ter contato cotidianamente

com agrotoxicos, incluindo-se o periodo de gravidez do (a) filho (a) com FLP (Grafico 2).

HSIM
E NAO

Graéfico 2 — Fonte de dados dos Pacientes do Hospital Ofir Loyola, quanto ao uso de

agrotoxico.

Os gendtipos de todos os polimorfismos do grupo estudado foram analisados pelo painel

gerado pela técnica de SNapshot (Figura 7), os SNPs estdo representados por picos de varios

tamanhos e cores diferentes, para serem melhor analisados.
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Figura 7- Leitura do painel de duas amostra pela técnica de SNaPshot gerada em nosso

trabalho.

A distribuicdo encontrada em nossas amostras, de frequéncias genotipicas referentes
aos polimorfismos das enzimas envolvidas, entre outras coisas, no metabolismo dos
agrotoxicos, assim como as frequéncias populacionais sdo provindas do banco de dados

SNP500 Cancer, sobre as variagdes humanas (Tabela 2).

Cabe ressaltar que, de acordo com Santos et al. (2010) a populacdo miscigenada do
Estado do Para, nossa origem amostral, possui em sua constituicdo genética 60% de
contribuicdo europeia, 28% de contribuicdo de amerindios e 12% de contribui¢do africana.
Assim, observando as frequéncias alélicas a nivel mundial, obtidas da fonte de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2013), e considerando as frequéncias
de populacbes asiaticas como as de indigenas (pois estes possuem como ancestrais as

populacdes asiaticas), estimamos as frequéncias populacionais de nossa regido, de acordo

Gendtipos

Acometido Mae Global Caucasiana* Africana* Asiatica*

com a ancestralidade descrita acima. Desta forma, as frequéncias genotipicas esperadas para

a nossa populacdo seriam conforme as descritas nas colunas intituladas como “Estimada”.

Nosso resultado consiste de seis analises estatisticas diferentes. E para discussdo de
nosso estudo conseguimos cruzar dados dos nossos achados, com as poucas literaturas

descritas no assunto, analisando os genotipos de maior relevancia

Estimad

a
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N (%) N (%)

C/C

CIT

T/IT

0

2(20) 22(265) 6(7,0) 57 (68,6) 17 (21,0)
78 (94,00 77(93,0) 9(11,0)  9(11,0) 9(11,00  11(13,0)
5 (6,0)

4(50) 52(625) 68(82,0) 17 (204) 55 (66,0)

16

(19,2)

9 (11,0)

58

(69,8)

.Tabela 2 — Distribuicdo genotipica do Polimorfismo do GSTT1 (rs4630)

Fonte:SNP 500 cancer

Inicialmente, verificamos as diferencas entre as frequéncias genotipicas encontradas
nos acometidos, e nas mées destes, e aquelas das populacbes de individuos higidos. Isto
visando encontrar diferencas entre estes gendtipos que possam justificar a génese das FLP,
frente a exposicdo das mdes a agrotdxicos, e intrauterinamente dos filhos, ao
agrotoxico.Pois, ja foi relatado, que a exposicdo das maes a solventes organicos tal como
xileno, tolueno, acetona e especialmente benzeno, tem aumentado as taxas de risco do filho
nascer com fissura oral (Wyszynski e Beaty 1996; Wennborg et al., 2005).Para esta analise,
utilizamos o teste exato de fisher, e comparando os acometidos com a populacédo, tivemos
um resultado significativo para o genotipo T/T que estd menos presente em nosso ndmero
amostraldo que na populacdo, mostrando que talvez este gendtipo proporcione uma maior

eficiéncia em metabolizar pesticidas evitando esse tipo de malformacéo (P=0,004).
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Entretanto, alteraces nesse gene ja foram implicadas em alteragdes no
desenvolvimento fetal e na gestacdo (Nukui et al., 2004; Carmichael et al., 2006). Isto
demonstra a influéncia sobre o destino da formacdo do individuo, principalmente em uma
gestacdo sob influéncia de diversos xenobidticos. Reforcando a ideia de que precisamos
continuar pesquisando o polimorfismo do gene GSTT1, que estd correlacionado a esta méa

formacéo.

Além disso, Hozaz et al., 2005 constatou que o mal funcionamento do gene GSTT1
devido a presenca de um polimorfismo, concomitante a disfuncdo do gene GSTMLI,
evidenciou um risco relativo de 6,85 (p<0,01) no desenvolvimento de FLP em individuos

poloneses.

Outro estudo demonstrou que a auséncia de GSTT1 no feto aumentou em 4,2 vezes
0 risco de desenvolvimento de FLP, quando as maes fumavam de 10-14 cigarros/dia no
periodo gestacional. Tal risco era ainda maior (17,1 vezes) quando a méde consumia mais de
15 cigarros/dia demonstrando uma forte influéncia xenobiotica na etiologia das FLP em

individuos com alteracbes em GSTT1 (Shi et al., 2007).

Em um segundo momento, pelo teste qui quadrado, verificamos a frequéncia alélica
dos acometidos e populacdo para verificar se existe um alelo especifico que poderia estar

influenciando na eficiéncia metabodlica desses genes.

Para este célculo encontramos que o alelo C estd mais presente em nosso numero
amostral do que na populacdo, mostrando que esta presenca no polimorfismo pode dificultar

o funcionamento deste gene e aumentar o risco para ter FLP (P=0,007).

Alguns estudos comprovaram que o Tabagismo materno aumenta o risco de um bebé

nascer com fissuras, em particular quando a mae carrega as variantes nulas de GSTT1
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comparadas com as ndo-fumantes e com o genétipo tipo selvagem. Comprovando que o mal
funcionamento deste gene pode causar uma dificuldade maior de metabolizar xenobidticos,
aumentando o risco da mée ter um filho com FLP (Van Rooij IA, et al. 2001; Lammer, et al.

2005; Shi, et al. 2007; Vieira, 2008).

Em uma terceira analise, verificamos se houveram diferencas entre 0s genotipos
maternos e dos acometidos, que pudessem representar diferencas significativas entre estes
dois grupos de individuos (pois as mées, independentemente da exposi¢do ao agrotdxico,
poderiam ter FLP, caso o genotipo fosse de elevada importancia) e que possam ter relacédo

com a FLP.

Em um quarto estudo, verificamos se 0s genotipos encontrados nos individuos que
apresentam FLP estdo relacionados a exposicdo relatada aos agrotoxicos, como fator
etioldgico destas mas formacdes. Nao encontramos resultado estatisticamente significante

para estes dois testes.

Shaw et al. 2003, ndo encontraram associa¢des significativas quando foi avaliada a
presenca de polimorfismos no gene GSTTL, o uso de pesticidas e herbicidas e o risco de

desenvolvimento de diversas malformacdes congénitas, entre elas as FLP.

Porém, alguns estudos relataram que "a interacdo gene-ambiente” pode
desempenhar um papel chave no aumento do risco de cancer de bexiga urindria em
individuos que sdo geneticamente mais susceptiveis devido a presenca do genétipo nulo de
GSTM1/GSTT1 durante o seu encontro de rotina ou exposicdo a pesticidas (Sharma, et al.
2013; Siddarth, et al. 2014). Comprovando que individuos que possuem este gene alterado,
tem maior dificuldade de metabolizar agrotéxicos, causando uma maior probabilidade de

gerar doengas.
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Em uma quinta andlise, procuramos comparar 0s gendétipos das maes que usaram
agrotoxico com as que ndo usaram e comparamos os filhos que foram influenciados por esse
uso com os que ndo foram influenciados, para verificar se existe algum genotipo que possa
influenciar no metabolismo do agrotoxico. N&o foi encontrada relacdo estatisticamente

significante para esta variavel.

De acordo com os achados, Godoy, et al. 2014 ndo encontrou-se associagao entre o
gendtipo nulo de GSTT1 e a intoxicacdo por pesticidas. Mostrando que o funcionamento ou

ndo deste gene, ndo influencia no metabolismo de agrotoxicos.

Contudo, Sharma,et al. 2012 encontraram que o polimorfismo no gene GSTT1 pode
influénciar na exposicdo pré natal a pesticidas causando a restricdo do crescimento fetal.

Comprovando que a disfuncéo deste gene pode resultar em mas formacdes orais.

Em uma dltima analise, procuramos verificar pelo teste de regressao logistica
simples, se a caracteristica genotipica desses alvos de estudo, possa ter influenciado no
fenotipo do tipo de fissura, seja somente labial, seja palatal ou labiopalatal. Nao foi

encontrado nenhum resultado significativo para este tipo de analise.

No entanto, Marazitaet al. 2009 fez um estudo sobre o gendtipos de seus genes
candidatos e o fendtipo das fissuras orais, e encontraram que uma regido do gene IRF6 tem
uma associacdo maior com a fissura labial e outra regido do gene FOXE1 estava mais
associado com a FLP demonstrando que existe uma relagéo entre o tipo de fissura e 0

genotipo afetado.
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6) CONCLUSAO

Em nosso estudo na analise fonoaudioldgica, concluimos que os individuos
acometidos por FLP em nossa amostra apresentam alteracdes fonoaudioldgicas que
dificultam na articulagéo e producdo de fala consequentemente apresentando um distarbio
na comunicacao oral compromentendo a producdo adequada da fala no desenvolvimento da
crianga.

Para o estudo molecular das mées e pacientes, a distribuicdo dos genes e tipos de
FLP foi semelhante aos dados ja relatados anteriormente de individuos com FLP de

populacdes diversas. Entre as maes que participaram no estudo houve relatos de exposicédo

ambiental a agrotdxico relacionado ao aumento do risco de FLP.

Para este tipo de estudo constatamos que a presenca do alelo C no gendétipo dos
individuos pode influenciar no metabolismo de xenobidticos e aumentar o risco para

desenvolver fissuras.

Além disso, encontramos que 0 genotipo T/T esta menos presente em nNosso nUmero
amostral que na populacdo, mostrando que talvez este gendtipo proporcione uma maior

eficiéncia em metabolizar pesticidas evitando esse tipo de malformacéo.

Um maior nimero amostral pode ser necessario para substanciar a analise da

influéncia na etiologia das FLP.
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ANEXOS

ANEXO A - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

SERVIGO PUBLICO FEDERAL :
r—@—, UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA @
%ﬂ: INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE L2/
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

Urvata de Cedw o 9u P e

Carta Provisoria: 148/10 CEP-ICS/UFPA Belém, 10 de novembro de 2010.
Prof® Dr. Luiz Carlos Santana da Silva
Senhor Pesquisador,

Temos a satisfacao de informar que seu projeto de pesquisa "ESTUDO
MOLECULAR DE FISSURAS LABIO-PALATINAS: INVESTIGACAO DE POLIMORFISMOS E
MUTAGCOES EM GENES CANDIDATOS” de CAAE 4879.0.000.073-10 e parecer
n°140/10 - CEP-ICS/UFPA, foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Para,
na reuniao do dia 10 de novembro de 2010.

Assim, Vossa Senhoria tem o compromisso de entregar a este CEP, no dia
13 de setembro de 2012, um relatério indicando qualquer alteracao que possa ocorrer

apos a aprovacao do protocolo.

Atenciosamente,

YW N
Prof| Dr.Wallace Raimundo
Coordenador do C A

Comité de Etica em Pesquisa em Seres (CEP-ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS - Sala 13 - Cidade Universitiria
Professor José da Silveira Netto, n° 01, Guama - CEP: 66075-110 - Belém-Para. Tel.: 3201-7735
e-mail: cepccs® ufpa.br/ Site: www.ufpa.br/ics
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu

manifesto meu consentimento

com envolvimento do meu filho no projeto de pesquisa intitulado: Estudo Molecular de
Fissuras Labio-palatinas: Investigacdo de Polimorfismos e Mutacdes em Genes
Candidatos

1.

2.
3.

8.
9.
Assinatura do Responsavel:

Relacdo de parentesco com o paciente:
Nome completo do paciente:

A natureza e objetivo do projeto de pesquisa, descritos na folha de informacgdo em anexo,
foram explicadas a mim. Eu compreendo e concordo em participar.

Eu compreendo que meu filho podera néo ter beneficio direto por participar do estudo

Eu entendo que os possiveis riscos e/ou efeitos adversos, desconforto e inconveniéncias,
como foi destacado na folha de informacdes, foram explicadas a mim.

Eu compreendo que, apesar das informacdes obtidas no estudo poderem ser publicadas,
elas serdo confidenciais e meu filho ndo sera identificado a partir delas.

Eu compreendo que posso retirar meu filho do estudo em qualquer etapa e que isto ndo
ird afetar os cuidados médicos ou quaisquer outros aspectos da relacao recebidos ao meu
filho.

Eu compreendo que ndo havera pagamento para meu filho por participar deste estudo.

Eu tive a oportunidade de discutir a participacdo de meu filho neste projeto de pesquisa
com um membro da familia ou amigo e/ou tive a oportunidade de ter um membro da
familia ou amigo presente enquanto o projeto de pesquisa estava sendo explicado pelo
pesquisador.

Eu estou ciente de que devo guardar uma cépia do Termo de Consentimento, quando
completo, e da folha de Informacdes.

Eu concordo que o material (sangue) coletado seja utilizado no projeto acima.

Pesquisador Responsavel:



ANEXO C - AVALIACAO FISSURALABIOPALATAL

Data: Registro:
Paciente:

D.N: Idade:

Mae: Profissao:

Pai: Profisséo:
Endereco:

Tel: email:

Classificacéo do tipo de fissura:
( )Pré-forame
( )Pos-forame
( )Transforame
( )Fissuras raras

1. Cirurgias realizdas:
( )Queiloplastia
()Palatoplastia
( )Faringoplastia
( )Outras

2. Observacdo dos orgdos Fonoarticulatorios.
LABIOS:

() Postura entreaberta
() Tensao Cicatricial

Estética: ( )BOA ( )RUIM
Vedacdo labial ( )SIM  ( )NAO
Hipotdnia ( )SIM

61

YNAO

ARCADA DENTARIA:
( )Maoclusao
( )Pré-Maxila projetada
(' )Uso de aparelho ortodontico

POSTURA LINGUAL.:

( )Noassoalho ( )Projetada
FREIO LINGUAL.:

() Normal ( )Hipertrofico ( )Curto

PALATO:
Extencdo: ( ) Regular( )Curto ( )Normal
Mobilidade: ( )Boa ( )Regular( )Ausente

Paredes Laterais: ( )Movimento presente ( )Nao Visivel

Anel de passavant :( )Visivel ( )N&o visivel
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Aspecto do Palato: ( )Regular ( )Irregular ( )Fistula

3. HABILIDADE E MOTRICIDADE DOS OFAS:

Lingua: ( )Vibra ( )N&ovibra ( )Elevaaponta ( )Lateraliza
Labios: ( )Vibra  ( ) Protui ( )Retrai
Succdo:( )Com canudo ( )Débil
Mastigacédo: () Boa ( )Ruim
Degluticdo:( )Presenca de refluxo nasal com liquidos.
( )Presenca de refluxo nasal com sélidos.
Habitos Bucais:

4. AVALIACAO VOCAL:

Qualidade vocal ( )Boa ( )Alterada

Tensdo Larigea ( )Observavel ( )Nao Observavel
Rouquidao Frequente ( )Sim ( )N&o
Ressondncia ( )Sim ( )N&o

TESTE DO ESPELHO:
( Sopro, Sopro com lingua projetada, /i/, /u/, Ifl, Is/, I8/, palavras e frases)

i

TESTE CUL DE SAC
(Emissao de /i/ enquanto oclui e solta as narinas e depois 0 mesmo com o /u/)

i




RESSONANCIA: Contar de 1 até 10 e cantar Parabéns pra vocé

HIPERNASAL.:

() Severa

( )Moderada

() Leve significativa
( )Normal

RESPIRACAO

Fluxo Nasal

) Simétrico

)Assimétrico

)Resfrado, hoje?

Respira bem

o ~ ~ ~ ©

pelo
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nariz?

Ronco noturno?

e Cirargia

de

Adenodide?

5. AUDIBILIZACAO

e Discriminacdo auitiva: (  )BOA ( )RUIM
e Refere otalgia/ otorréia/ hipoacusiaa? ( )SIM(

YNAO Qual?

e Recepcgdo: ( ) BOA (
SOCIOCULTURAIS

6. PARECER FONAUDIOLOGICO

)PREJUDICADA (

)LIMITACOES

Fonoaudiologo Responsavel
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ANEXO D - FICHA PARA LEVANTAMENTO DE DADOS DO PACIENTE COM
FLP.

Nome do paciente:
Sexo do paciente:
Tipo de fissura:
Localidade de nascimento:

Nome do pai:
Nome da mée:

Data de nascimento do paciente:
Idade da mae:
Idade do pai:

Uso de cigarro e/ou alcool na gestacao:
Exposicdo a radiacdo durante a gravidez:
Grau de consanguinidade:
Telefone:

Uso de agrotoxicos em lavoura:






