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Resumo

Objetivo: as fissuras que acometem a regido do labio e/ou palato sio as anomalias faciais
mais freqiientes nos seres humanos. Sua etiologia é complexa, envolvendo fatores genéti-
cos e ambientais. Nos servicos multidisciplinares, a investigacdo cientifica das caracteristi-
cas desta deformidade sobre a populacdo assistida é fundamental para a atuacdao em nivel
preventivo. A proposicio deste estudo foi avaliar a possibilidade da estimativa do risco de
fissuras labiopalatais, numa amostra de individuos afetados do estado do Parana, através do
teste de associacdo entre indicadores morfoldgicos (fenotipo) e uma regido genética prin-
cipal (genotipo). Metodologia: utilizou-se o complexo do Antigeno Leucocitario Huma-
no (HLA) como marcador. Uma amostra composta por 17 individuos, do género masculino,
acometidos por fissuras labiopalatais, nio sindromicos, oriundos do Centro de Atendimento
Integral ao Fissurado (Curitiba/PR), foi testada quanto a associacdo entre duas caracteris-
ticas morfologicas da base do cranio - dngulo basicraniano (Ba.S.Na) e dimensido da base
craniana anterior (BCA) - e os tipos HLA mais freqiientes. Resultados e Conclusées:
o coeficiente de associagdo demonstrou-se fraco entre as grandezas cefalométricas representa-
tivas da morfologia basicraniana (Ba.S.Na e BCA). Entre a grandeza Ba.S.Na e os aloantigenos
HLA-B, HLA-DQ e a grandeza BCA e os aloantigenos HLA-A, HLA-B, HLA-DQ e HLA-DR
o coeficiente de associacdo indicou independéncia. Entre Ba.S.Na e os aloantigenos HLA-A
e HLA-DR o coeficiente de associac¢io indicou dissociacdo fraca. Como conclusio, nao foi
observada associacio entre as caracteristicas fenotipicas e genotipicas testadas para esta amos-
tra, embora ndo tenha sido licito afirmar ou negar a possibilidade de utilizacio destas como
indicadores de risco para fissuras labiopalatais em outras populagdes.

Palavras-chave: Crescimento e desenvolvimento craniofacial. Fissuras labiopalatais. Genética.
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INTRODUGCAO

Embora as fissuras labiais e/ou palatais (FL/P)
sejam consideradas um problema de satde publica
no Brasil, a adocio de medidas preventivas é difi-
cultada pela caracteristica multifatorial da deformi-
dade. A forma mais freqiiente para estimar o risco
de recorréncia é a estimativa de risco empirico, po-
rém por ser esta uma média da populagio, é uma
determinacdo inexata para familias individuais. A
identificacio de caracteristicas morfoldgicas e/ou
genéticas nos individuos afetados pode possibilitar
a estimativa de risco de recorréncia desta anomalia
de forma mais precisa. Esta premissa ¢ suportada
pela literatura cientifica através de duas hipoteses:

1) Hipotese do modelo multifatorial'® - descre-
ve a suscetibilidade da deformidade numa curva de
distribuicdo continua, com um limite além do qual
os individuos manifestardo o defeito (Fig. 1). Esta
hipotese aceita que a expressao de algum atributo
morfoldgico da forma facial possa estar relaciona-
da ao grau de risco para a patologia, sendo que a
presenca de caracteristicas morfologicas proprias
de individuos afetados por FL/P ¢ sustentada pela
literatura!®1523,

2) Hipétese do gene principal - sustenta a exis-
téncia de um fator genético primario, associado a
etiologia das FL/P, sendo o braco curto do cromos-
somo 6 (6p21.31) uma das regides provéveis '°. Esta
regido (Fig. 2) abriga o Complexo Principal de His-
tocompatibilidade (MHC), um grupo de mais de

224 genes designados em humanos por uma variante
chamada Antigeno Leucocitario Humano (HLA)>'®,
A maior fung¢do das moléculas codificadas pelo HLA
¢ permitir o reconhecimento por efetores do sistema
imunoldgico, além de sua relacio com a etiologia
de mais de 40 patologias.

A avaliacio simultidnea das duas hipoteses
pode ser procedida através do delineamento de
um plano fatorial de investigacio, o qual possibili-
ta o teste de multiplas variaveis.

Apesar da determinacio precisa do comporta-
mento dos genes relacionados a etiologia das FL/P
nao ser clara, devido a diversos fatores - diferen-
tes genes que podem estar ativos em diferentes
familias®, modificacdo da expressio genética em

813 e ocorréncia de expres-

diferentes tipos raciais
sdo variavel frente aos fatores ambientais? - varios
genes candidatos a associacio com a deformidade
em questdo tém sido identificados e estudados,
principalmente através de estudos de ligacdo em
humanos e modelos animais. Entre os candidatos
estao: TGFA (transforming growth factor alpha)
e RARA (retinoic acid receptor alpha), 13A e o
gene END14.

A proposi¢do deste estudo foi avaliar a possibi-
lidade da estimativa de risco para fissuras labiopa-
latais em familias particulares, através do teste de
associagdo entre indicadores morfoldgicos (feno-
tipo) e uma regido genética principal (gendtipo),
utilizando o complexo HLA como marcador.
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FIGURA 1 - Representacdo do modelo do limiar (haseado em THOMPSON,
McINNES & WILLARD, 1993).

FIGURA 2 - A) O caridtipo humano (masculino), com o cromossomo nimero 6
em destaque. B) Regido na qual se localiza o complexo maior de histocompa-
tibilidade no cromossomo 6.
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relacdo de associacao entre coeficiente de

atributos associacao interpretagdo
Ba.S.Na x BCA +0,333 associacao
fraca
Ba.S.Na x HLA-A - 0,625 dissociacdo
fraca
BCA x HLA-A 0 independéncia
Ba.S.Na x HLA-B 0 independéncia
BCA x HLA-B 0 independéncia
Ba.S.Na x HLA-DQ 0 independéncia
BCA x HLA-DQ 0 independéncia
Ba.S.Na x HLA-DR -0,063 fissociagdo
BCA x HLA-DR 0 independéncia

Quadro 1 - Interpretacdo dos resultados do coeficiente de
associagao.

MATERIAL E METODOS
Selecdo da amostra

A amostra foi composta por 17 individuos mas-
culinos, acometidos por fissuras pré ou transfordme,
ndo sindrdmicos, oriundos do Centro de Atendi-
mento Integral ao Fissurado, localizado na cidade
de Curitiba, estado do Parané. Todos os dados co-
letados foram resultado de exames requisitados no
protocolo de tratamento dos pacientes, nio sendo
exclusivos para utilizagdo cientifica, respeitando a
Resolugio 196/96 e a declaracio de Helsinky.

Técnicas para a coleta de dados
Cefalometria

A regido craniofacial selecionada para avalia-
cdo das caracteristicas morfologicas foi a base do
cranio, em norma lateral (Fig. 3), por sua deter-
minagdo genética durante o crescimento e desen-
volvimento®, por apresentar crescimento precoce
em relacdo ao complexo facial e por sua intima
relacdo com as deformidades dentofaciais'.

Utilizando telerradiografias em norma lateral
da amostragem selecionada, procedeu-se o dese-
nho anatdmico da base do cranio e, sobre este, a
técnica cefalométrica segundo descricio de Sil-
va??, a qual possibilitou avaliar as grandezas des-
critas a seguir (Fig. 4).
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1. 0ss0s nasais

2. base craniana anterior

3. apofises clindides

4. sela tlrcica

5. clivo (base craniana
posterior)

6. forame magno

7. seio esfenoidal

8. maxila

9. mandibula

10. bésio

FIGURA 3 - Corte da cabeca no plano sagital mediano, ilustrando a base do
cranio e sua relagdo com o complexo facial (baseado em ENLOW, 1982).

linha pterigdide vertical (PTV)

plano de
Frankfurt

FIGURA 4 - Desenho anatomico e cefalograma indicando os pontos Sela (S),
Nasio (Na), Pério (Po), Centro da Face (CF), Pterigéide Vertical (Pt), Orbital (Or),
Basio (Ba), além da Linha Pterigdide Vertical (PTV) e do Plano de Frankfurt.

a) Angulo basio-sela-nasio (Ba.S.Na) - grandeza
angular formada pela interse¢do das linhas bésio/sela
e sela/nésio, representa a deflexdo da base do cranio;

b) Base craniana anterior (BCA) - grandeza re-
lativa que representa a base craniana anterior, ob-
tida através da equacdo (Na-PTV x 100 / Ba-Na);
sendo estatisticamente, um dado derivado, repre-
sentado percentualmente.

Tipagem HLA

Para as tipagens do complexo HLA de Classe
I e II, da amostra experimental, foram coletados
20ml de sangue periférico, em tubo Vacutainer
contendo heparina sodica, para isolamento dos
linfocitos pela técnica de Boyum?®. Um ul da sus-
pensao de células T e B foi colocado nas cavidades
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de placas One-lambda special monoclonal typing
tray set, constituido por 144 soros para Classe I
(placas SMT144A e SMT144B) e 72 soros para
Classe II (placas SMDR72), incluindo soros de

controle positivo e negativo.

Interpretacao

Escore 1 - negativo: proporcdo de células lisa-
das de 0% a 10%;

Escore 2 - negativo duvidoso: proporcio de cé-
lulas lisadas de 11% a 20%;

Escore 4 - positivo duvidoso: proporc¢io de cé-
lulas lisadas de 21% a 50%;

Escore 6 - positivo: propor¢io de células lisadas
de 51% a 90%;

Escore 8 - fortemente positivo: propor¢io de

células lisadas de 91% a 100%.

Metodologia estatistica e analise dos dados
O delineamento estatistico considerou a distri-
buicdo de freqiiéncia simples (absoluta e relativa)
dos argumentos Ba.S.Na, BCA, HLA-A, HLA-B,
HLA-DQ, HLA-DR, para determinacio da média

Tabela 1 - Resultados da analise cefalométrica.

amostra grandezas
identificacéo Ba.S.Na BCA
879 127° 56,1%
1055 138° 57,4%
2165 132° 52,6%
785 123° 59,4%
1712 1235 59,8%
289 123° 58,6%
1683 123,5° 55,4%
2069 125° 53,9%
2111 136° 53,4%
2125 128° 53,8%
2162 125° 58,1%
468 127° 56,7%
434 123° 52,1%
2430 128,5° 52,6%
2208 121° 54,0%
3713 130° 57,5%
1323 124° 53,4%

aritmética (A), o calculo do desvio padrio (s) para
revelar a dispersdo do conjunto em torno da média,
o estabelecimento de um critério representativo das
caracteristicas fenotipicas e genotipicas mais signi-
ficativas para os atributos considerados. Para tal, os
individuos dentro da média aritmética e dos campos
do desvio-padrio, representado em duplo sinal, fo-
ram considerados como portadores do atributo ca-
racteristico observado em individuos afetados, os de-
mais foram considerados nio portadores do atributo.
A tabulacio dos dados para o teste de associacio ou
independéncia dos atributos encontra-se abaixo:

atributo Y
atributo X sim (B) nao (B) total
sim (A) (A.B) (A.B) (A)
nao (o) (0..B) (0.B) (o)
total (B) (b) N

A tabulagdo dos dados permitiu a aplicagio da
formula do Coeficiente de Associacdo (CA):
CA = (AB).{aB) — (Ab).(aB)
(AB).(aB) + (Ab).(aB)

A interpretacio dos resultados considerou a
seguinte aplicagdo dos critérios para determina-
¢do do relacionamento ou independéncia entre os
atributos:

CA= -1 = dissociacio completa;

CA= 0 = independéncia;

CA= +1 = associa¢do completa.

RESULTADOS
Os resultados podem ser vistos nas tabelas 1 e 2
e no quadro 1.

DISCUSSAO
Sobre os limites inerentes ao delineamento
adotado
O delineamento de pesquisa experimental
objetivou testar o coeficiente de associacdo entre
duas supostas caracteristicas presentes nos indivi-
duos acometidos pela deformidade em estudo.
Em relacdo a precisio dos instrumentos utili-
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zados para coleta dos dados, as diferengas morfo-
métricas obtidas através de anilises cefalométricas
sdo dados derivados de instrumento pouco refina-
do para inferéncias, assim devem ser avaliadas com
critério para identificar se, apesar de presentes, sio
significantes em relacdo a variacio observada na po-
pulagdo normal. Ainda em rela¢do as caracteristicas
morfométricas, levanta-se a questdo que as mesmas
podem ser um fator associado em determinada

Tabela 2 - Resultados da tipagem do antigeno leucocitario
humano (HLA).

ID* HLA-A HLA-B HLA-DQ  HLA-DR
879 24(9),11 44(12),61(40)  7(3),8(3) 4
1055 2 38(16) 8(3).4 4.8
2165 2,29(19) 44(12),16 24 18
785 23 44(12),57017)  7(3),9(3)  7,11(5)
1712 1,68(28) 49(21),35 6(1) 11(5),15(2)
289 24(9), 31(19) 35,75(15) 2,7(3) 7,11(5)
1683 29(19), 31(19) 35,51(5) 24 78
2069 2,24(9) 51(5),35 8(3).4 4.8
21 3,33(19) 44(12),64(15) 6(1) 1,13(6)
2125 2,29(19) 45(12),62(15)  6(1),7(3) 14(6)
2162 2,33(19) 65(14),60(40) 5(1) 1,13(6)
469 1.2 13,18 2,7(3) 7,11(5)
434 2,32(19) 51(5),44(12) 7(3) 4,14 (6)
2430 1,34(10) 44(12),18 2,6(1) 715(2)
2208 2,68(28) 21,35 5(1),4 18
1323 2,31(19) 39(16),71(70) 6(1).4 8,13(6)

373 23(9),2 49(21),55(22) 5(1),2 1,11(5)

*Numero de identificagdo do prontuério nos arquivos do Centro de
Atendimento ao Fissurado — Curitiba/Pr.

relacéo de iacd ficiente de . .
entre atributos associacao interpretacao
Ba.S.Na x BCA +0,333 associacdo fraca
Ba.S.Na x HLA-A - 0,625 dissociacdo fraca
BCA x HLA-A 0 independéncia
Ba.S.Na x HLA-B 0 independéncia
BCA x HLA-B 0 independéncia

Ba.S.Na x HLA-DQ 0 independéncia
BCA x HLA-DQ 0 independéncia
Ba.S.Na x HLA-DR - 0,063 dissociacgdo fraca
BCA x HLA-DR 0 independéncia

Quadro 1 - Interpretacdo dos resultados do coeficiente de
associagao.

populacio, porém esta manifestacio pode nio ser
consistente para outro grupo da mesma populagao
exposto a diferentes fatores ambientais. Considera-
se ainda que a hipdtese das caracteristicas craniofa-
ciais é limitada para explicar a relacio causa-efeito,
desta forma, nio foi intencio deste estudo este nivel
de inferéncia, mas sim a confirmagdo ou negagdo de
associacdo entre duas caracteristicas observadas na
amostra estudada. Quanto a precisdo esperada para
o instrumento de coleta dos dados genotipicos, a
técnica bioquimica empregada, descrita como tipa-
gem HLA, representa uma forma indireta de deter-
minagdo da expressdo genética, através da detecgao
dos produtos genéticos, ndo representando impre-
cisdo sobre os dados levantados.

Sobre os resultados obtidos pelo teste de as-
sociacdo entre indicadores genéticos e mor-
folégicos

Os resultados do teste de associagcdo entre
as caracteristicas fenotipicas da base do cranio
(Ba.S.Na e BCA) e genotipicas (utilizando o
complexo HLA como marcador), para a amos-
tra selecionada no estudo piloto, composta por
17 individuos do género masculino, todos afe-
tados por fissuras envolvendo labio e/ou palato,
demonstraram os niveis de associacdo descritos
a seguir.

Testado preliminarmente o coeficiente de asso-
ciagdo (CA) entre as duas caracteristicas morfologi-
cas selecionadas, o dngulo basicraniano (Ba.S.Na) e a
base craniana anterior (BCA), os resultados demons-
traram associagdo fraca (CA =+ 0,333). O resultado
concorda com a hipotese proposta por Enlow’, so-
bre os equivalentes de crescimento, segundo a qual o
crescimento balanceado é resultado da equivaléncia
do crescimento de partes especificas e suas contra-
partes, desta forma, a associacdo fraca é o que prova-
velmente se poderia esperar de duas regides que nao
sdo equivalentes de crescimento direto, porém nas
quais o processo de crescimento regular mantém a
equivaléncia entre as partes.

Os resultados do coeficiente de associagdo en-
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tre os indicadores morfoldgicos e genéticos indi-
caram independéncia (CA = 0) entre as grandezas
BCA e os aloantigenos HLA-A, HLA-B (Classe I),
HLA-DQ e HLA-DR (Classe II), e Ba.S.Na. e os
aloantigenos HLA-B e HLA-DQ, negando a hip6-
tese de trabalho que considerava a probabilidade
de existéncia de associa¢do entre as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas testadas. Embora a mor-
fologia craniofacial tenha sido relatada na literatu-
ra com particularidades proprias para os individu-
os acometidos pela deformidade em questio, bem

12,17,27

como para seus familiares , e a possibilidade
destas serem utilizadas como indicadores de ris-
co, 0 mesmo ocorrendo com o HLA quanto a sua
relacio com a etiologia das fissuras labiais e/ou
palatais*, o que os resultados deste estudo eviden-
ciaram foi a auséncia de associacdo entre os dois
fatores, nio discordando dos autores supracitados
quanto & presenca de caracteristicas morfologicas
e genéticas especificas nos individuos acometidos
pela deformidade.

Apesar da hipotese de trabalho, baseada nos es-
tudos de Hermann et al.'?, ter aceito que as assime-
trias faciais na dimensdo Antero-posterior podem
apresentar maior herdabilidade por sua etiologia
estar relacionada a genes reguladores durante a
embriogénese, e por este motivo esta investigacio
considerou a avaliacdo de telerradiografias em nor-
ma lateral (antero-posterior), ha de se observar que
as fissuras labiopalatais sio deformidades primaria-
mente relacionadas a dimensdo transversal, apesar
de virios trabalhos apresentarem esta dismorfolo-
gia como polimoérfica'?, afetando intimeras regi-
des de organismo. A inferéncia sobre as proposicoes
construidas possibilita direcionar novos estudos
para confirmar estes resultados ou testar a associa-
¢do de outros indicadores morfoldgicos e genéticos,
variando suas caracteristicas.

Na avaliacio dos resultados, as associacdes en-
tre as grandezas Ba.SNa e HLA-A, bem como
Ba.S.Na. e HLA-DR apresentaram coeficiente de
associagdo negativo, respectivamente CA= -0,625 e
CA=-0,063, indicando dissociacio fraca entre estas.

Sobre a possibilidade de estimar o risco de
recorréncia das fissuras labiais e/ou palatais
através dos indicadores testados

Quanto a utilizacdo dos marcadores morfolo-
gicos e genéticos investigados, estes ndo apresen-
taram um grau de associacdo (CA) que os cre-
denciasse para a estimativa de risco aumentado
das fissuras labiais e/ou palatais, porém os resul-
tados ndo se relacionam 2 relacdo individual de
cada fator com a deformidade, conforme varios

1217 além do que, a incognita

estudos suportaram
supradiscutida permanece tentadora para novos
estudos. Seria o fraco coeficiente de associagio
observado resultado da propria dismorfologia
congénita?

De acordo com as caracteristicas de simplici-
dade ou complexidade, definida pelo ntmero de
variaveis que intervém no problema e das caracte-
risticas de definicio ou indefinicdo, pela precisio
das relacoes que ligam as variaveis, o fendmeno
estudado caracterizou-se como complexo-indefi-
nido. Isto quer dizer que inimeras variaveis po-
dem atuar simultaneamente para a ocorréncia das
fissuras labiais e/ou palatais, variando ainda a for-
ma com que estas se relacionam para producio da
deformidade. Assim sendo, outras caracteristicas
morfologicas e genéticas podem apresentar algum
grau de associagdo para as fissuras, ou mesmo as
caracteristicas estudadas podem apresentar sig-
nificAncia na associacdo em diferentes modos de
relacido.

A identificacdo de genes relacionados as de-
formidades craniofaciais é apenas uma fase para
o entendimento dos mecanismos de crescimento
e desenvolvimento normal ou anormal, sendo que
a énfase no desenvolvimento de novas técnicas e
tecnologias biomoleculares para investigacdo des-
ta relacdo, com aplicacdo pritica na melhoria da
qualidade de vida dos pacientes constitui tendén-
cia para as proximas décadas®.

CONCLUSAO
Embora o teste de associagio entre os indicado-
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res fenotipicos e marcadores genotipicos tenha indi- relagdo de complexidade e indefini¢do das variéveis

cado independéncia entre estes, nio foi licito afirmar envolvidas, requerendo o teste de novas hipoteses.

ou negar a possibilidade da utilizacio dos mesmos

como indicadores de risco aumentado para as fissu-
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ras labiais e/ou palatais na amostra estudada, visto a Revisado e acsito: junho de 2005

Craniofacial growth and development study through the association between
genetic markers and morphological indicators at cleft lip and palate sample in
Parana state - Brazil

Abstract

Aim: the cleft lip and palate are the most frequent human face deformities. It has a complex etiology with genetic
and environmental factors. At the multidisciplinary services, a scientific research about deformities features is impor-
tant in order to act at preventive levels. The purpose of this study was to evaluate the recurring risk of cleft lip and
palate, among the affected population of the state of Parana (Brazil), through morphologic and genetic indicators.
Methods: a sample of 17 cleft lip and palate affected individuals, not syndromic, males, selected from Center for
Cleft Lip and Palate Assistance in Curitiba (PR), was tested to association between 2 morphologic features of cranial
base - cranial base angle (Ba.S. Na) and anterior cranial base dimension (BCA) - and more frequent HLA types. The
association coefficient between cranial base morphologic values (Ba.S.Na and BCA) proved to be low. Results
and Conclusions: the association coefficient test for the values between Ba.S.Na and aloantigens HLA-B, HLA-
DQ; BCA and aloantigens HLA-A, HLA-B, HLA-DQ and HLA-DR proved independence. The coefficient between
Ba.S.Na and aloatigens HLA-A and HLA-DR showed weak dissociation. The outcome showed no association be-
tween phenotypic and genotypic characteristics tested at this sample, although wasn’t possible to confirm or not
the possibility of utilization of them like risk indicators to cleft lip and/or palate at another population.

Key words: Craniofacial growth and development. Cleft lip and palate. Genetics.
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