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Never be bullied into silence.
Never allow yourself to be made a victim.

Accept no one's definition of your life;
define yourself. "

—Harvey Fierstein
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NOTAS

Esta dissertacdo de Mestrado compreende um trabalho inédito
desenvolvido durante os anos de 2008 a 2011 no Laboratério de Genética do
Desenvolvimento do Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (CEGH/IB-USP).

A apresentacdo do frabalho seguiu o modelo de divisdo em
capitulos/artigos, modelo este aceito atualmente pelos programas de pods-
graduacdo do Instituto de Biociéncias. Dessa maneira, sdo apresentados
apenas os estudos que resultaram em um artigo cientifico publicado em 2010,
e outro que serd submetido em breve. Por esse motivo, optei por redigi-lo em
inglés. As secoes referentes a introducdo, metodologia e discussdo geral estdo

escritas em portugués, conforme especificado pelas regras deste Instituto.

Embora o novo acordo ortogrdfico da lingua portuguesa esteja em
vigéncia desde Janeiro de 2009, ficou estabelecido um periodo de transicdo
até 2012, durante o qual sdo vdlidas tanto a regra nova quanto a antiga.
Sendo assim, optei por utilizar as normas antigas, mantendo o uso de crases,

das regras de acentuacdo anteriores e uso de frema.

As referéncias bibliogrdficas referentes a cada um dos artigos estdo
relacionadas ao final dos mesmos. J& as referéncias bibliograficas que
constam na infroducdo, metodologia e discussdo enconfram-se ao final da
tese. A norma bibliogrdfica escolhida foi a estipulada pela ABNT, exceto para

o artigo j& publicado.

Visto que cada artigo cientifico possui descricdo de suas metodologias,
o capitulo que se refere d metodologia geral se aterd apenas a uma breve

explicacdo acerca de procedimentos ndo detalhados nos artigos.



RESUMO

A fissura ldbio-palatina ndo-sindrémica (FLP NS) é uma doenca
multifatorial, determinada pela interacdo entre fatores genéticos e ambientais
e sua incidéncia é estimada entre 0,34 e 2,29 a cada 1000 nascimentos. Trata-
se de uma embriopatia causada por erros durante a morfogénese orofacial, a
qual depende de uma fina regulacdo de mecanismos como proliferacdo
celular, remodelagem de matriz extracelular, e transicdo epitélio-mesenquimal.
Apesar de intensos esforcos para se determinar fatores genéticos e ambientais
de susceptibiidade, a etfiologia desta malformacdo permanece pouco
compreendida. Vdrios loci associados as FLP NS vém sendo identificados por
meio de estudos de mapeamento génico convencionais, entretanto, a
grande maioria dos resulfados ndo se replica em diferentes estudos, e ndo hd
clareza acerca do efeito funcional das variantes detectadas. Neste contexto,
uma abordagem interessante para investigar a etiologia da doenca é a
andlise de expressdo génica, que pode ser utilizada para identificar alteracoes
de vias biolégicas que convergem na manifestacdo do quadro clinico. Em
vista disso, neste trabalho nds utilizamos a andlise do transcriptoma de células-
fronco de polpa dental de pacientes portadores de FLP NS, com o intuito de
identificar padroes de expressdo relacionados a mecanismos bioldgicos
relevantes para a embriopatogénese da doenca. Obtivemos padroes de
expressdo que sugerem desregulacdo de mecanismos associados 4
remodelagem de matriz extracelular e a transicdo epitélio-mesenquimal. Além
disso, ao utilizarmos diferentes condicdes de cultura celular, verificamos em
uma nova amostra de pacientes a desregulacdo de vias bioldgicas
relacionadas ao reparo de DNA e checkpoint do ciclo celular. Nossos dados
revelam a aplicabilidade das células-fronco de polpa dental para este tipo de
abordagem, e indicam que tais perfis de expressdo podem levar ao
acometimento da morfogénese ldbio-palatina. Além disso, mostramos pela
primeira vez uma conexdo entre desregulacdo de expressGo génica e a
documentada maior incidéncia de formas esporddicas de cé&ncer em familias
segregando a FLP NS. Nossos resultados abrem novas possibilidades para a
investigacdo da etiologia das FLP NS, e ajudardo na compreensdo dos eventos

embriondrios que predispdem a essa malformacdo.



ABSTRACT

Non-syndromic cleft lip and palate (NSCL/P) is a multifactorial disease
determined by the interplay between genetic and environmental factors, with
a variable incidence of 0.34-2.29:1000 births. This malformation arises from errors
during lip and palate morphogenesis, which requires tight regulation of
biological mechanisms such as cellular proliferation, extracellular matrix
remodelling, and epithelial-mesenchymal transition. Albeit much effort has
been put info determining the genetic and environmental factors underlying
disease susceptibility, the aetiology of NSCL/P remains obscure. Many
candidate loci have been identified through conventional gene mapping
strategies, however, there is a general lack of reproducibility across studies, and
there is no consensus with regard to the functional implications of the identified
genetic variants. In this context, an alternative approach resides in assessing
differential expression patterns to identify alterations in biological networks that
could lead to phenotype manifestation. Here, we analysed the franscriptome
of dental pulp stem cells from NSCL/P patients in order to pinpoint dysregulated
pathways involved in the embryopathogenesis of the disease. We encountered
expression patterns related to dysregulation of extracellular matrix remodelling
and epithelial mesenchymal transition. Moreover, by subjecting a novel NSCL/P
sample to differenfial cell culture conditions, we observed abnormal
transcription of genes partaking in DNA repair and cell cycle checkpoint
pathways. Our results show the applicability of dental pulp stem cells to this
strategy and suggest that the observed expression patterns could lead to
impairment of lip and palate morphogenesis. Moreover, we described for the
first time a connection between abnormal gene expression in these individuals
and the elevated occurrence of sporadic cancer types in NSCL/P families. Our
results open new possibilities to investigate the aetiology of NSCL/P and provide

further insight into the ontogenetic events underlying disease predisposition.



CAPITULO | - Infrodugdo e objetivos

1. Consideragoes gerais

As fissuras ldbio-palatinas (FLPs) representam um grupo de anomalias
faciais extremamente importante, correspondendo a cerca de 25% de todas
as malformacdes congénitas (Slavkin, 1992). Para as formas ndo-sindrémicas
(FLP NS), a incidéncia mundial varia de 0,34 a 2,29 em 1000 nascimentos,
dependendo de fatores como: localizacdo geogrdfica, condicdo sbcio-
econébmica e etnia (Gorlin et al., 2001; Mossey et al., 2009). No Brasil, as
estimativas variam entre 0,28 e 1,54 em 1000 (Menegotto et al., 1991; Loffredo
et al.,, 2001). Dada a alta incidéncia e ao fato de que seus portadores
necessitam de um extenso fratamento por uma equipe multidisciplinar
(médicos, dentistas, fonoaudidlogos, geneticistas, psicélogos, nutricionistas,
enfre outros) para sua reabilitacdo, as FLPs representam um problema de

saude publica relevante (Kasten et al., 2008).

2. Classificagdo e etiologia

As FLPs podem ser classificadas em sindrémicas e ndo-sindrémicas.
Aproximadamente 30% dos casos de FLP sdo sindrémicos, ou seja, ocorrem
associados a outras anomalias, sendo os restantes 70% ndo-sindrémicos, onde

a FLP é a Unica malformacdo presente (Schutte & Murray, 1999).



As FLPs sindrémicas, relacionadas a pelo menos 350 sindromes, podem
estar associadas a doencas mendelianas j& descritas, ser decorrentes de
anomalias cromossémicas, ou ainda terem sua origem na acdo de
teratégenos durante a embriogénese (Gorlin et al., 2001). O estudo das formas
sindrémicas de FLP tem permitido a identificacdo de alguns genes candidatos
envolvidos em sua etiologia, como por exemplo, o gene IRFé (sindrome de van
der Woude) (Kondo et al., 2002), o gene PVRLI (sindrome da displasia
ectodérmica) (Suzuki et al., 2000; Avila et al., 2006), e o gene TBX22 (fissura
palatina e anquiloglossia ligada ao X) (Braybrook ef al., 2001; Marcano et al.,
2004). Aléem disso, foi evidenciado que muitos dos genes ja identificados para
as formas sindrémicas de FLP também podem contribuir para a etiologia das

formas ndo-sindrémicas (Stanier & Moore, 2004).

Se por um lado muitos agentes etioldgicos responsdveis por doencas
mendelianas associadas as FLPs j& foram identificados, por outro, o estudo dos
fatores de predisposicdo as FLP NS é dificultado pela natureza dessa condicdo.
A FLP NS é considerada uma doenca de etiologia multifatorial, tendo
influéncia de vdarios loci, com diferentes niveis de penetrncia, e ainda
associados a fatores ambientais (Murray, 1995). Em decorréncia da alta
complexidade desta patologia, hd um esforco mundial na tentativa de
identificar tanto os fatores genéticos como ambientais de predisposicdo as FLP
NS. Visto que o entendimento da etiologia dessa forma de fissura ainda €
relativamente pobre, e que esta apresenta uma alta incidéncia, no presente

frabalho estudamos a variante ndo-sindromica de FLP.



Hd& vdarias evidéncias de que fissuras de Idbio acompanhadas ou ndo de
fissura de palato possuem etiologia distinta quando comparadas as fissuras
palatinas isoladas. Dados epidemiolégicos mostram que FLP NS e fissuras de
palato isoladas ndo segregam em uma mesma familia (Fraser, 1970).
Entretanto, em alguns casos, hd sobreposicdo de etiologias, a exemplo da
sindrome de van der Woude, causada por mutacdes no gene IRF6, na qual
ambas as formas de fissura podem se manifestar na mesma genealogia (Gorlin

et al., 2001; Kondo et ai., 2002; Carinci et al., 2007).

2.1. Fatores ambientais

A contribuicdo de fatores ambientais para a etfiologia das FLP NS vem
sendo amplamente estudada. Como o ambiente € maledvel, dados gerados
por tais estudos representam uma oportunidade a curto prazo para a
aplicacdo de medidas a fim de se prevenir a recorréncia desta malformacdo
(Dixon et al., 2011). Neste sentido, estudos j& identificaram alguns fatores de
risco agindo durante a gravidez, por exemplo: tabagismo, uso de dcido
refindico, consumo de dlcool, uso de anticonvulsivantes, ocorréncia de
infeccoes, deficiéncia de vitaminas, entre outros (Wyszynski & Beaty, 1996;
Shaw et al., 1996; Houdayer & Bahuau, 1998, Métneki et al., 2005; Krapels et al.,

2006).

3. Aspectos clinicos

As FLP NS sdo tipicamente caracterizadas pela presenca de fenda no

I&dbio superior com ou sem acometimento do palato, e sem associacdo a



outras anomalias (Fig. 1). Essa alteracdo leva a separacdo incompleta entre as
cavidades nasal e oral, provocando distUrbios de alimentacdo, respiracdo e

comunicacdo (Kasten et al., 2008).

HA& uma grande variabilidade clinica entre os casos de FLP NS, ocorrendo
desde fendtipos bastante amenos, que incluem anomalias subclinicas no
musculo orbicularis oris, onde hd uma descontinuidade das fibras musculares
(Klotz et al., 2010), até as fissuras completas e bilaterais, que envolvem além
do Idbio, os palatos primdrio e secundario (Gorlin et al., 2001) (Fig. 1), e que
representam os quadros clinicos mais graves (Johnston & Bronsky, 1995). Nesses
casos, além das alteracdes musculares, nas regides afetadas pela fissura hd
uma ruptura ou quebra de continuidade do osso alveolar, na maxila, e do 0sso
palatino. Sendo assim, h&d comprometimento tanto do tecido d¢sseo, como do

muscular (De Mey et al., 1989; Kerrigan et al., 2000; Wijayaweera et al., 2000).
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Figura 1: Variabilidade fenotipica das fissuras de labio e palato. A, A’) Fissura labial unilateral; B) Fissura palatina
isolada; C) Fissura de labio e palato unilateral incompleta; D, D’) Fissura de labio e palato unilateral completa; E,
E’) Fissura de labio e palato bilateral completa. (Modificado de: Mossey et al., 2009; Dixon et al., 2011)



3. Desenvolvimento embriondrio

A formacdo da face se inicia na 4° semana de gestacdo, com a
migracdo de células da crista neural craniana que, combinadas a células
mesenquimais derivadas da mesoderme, formam os primérdios da face. Estes
sdo constituidos por 5 proeminéncias, dispostas da seguinte maneira em
relacdo ao estomodeu (precursor da cavidade oral): a) proeminéncia
frontonasal, disposta rostralmente; b) 2 proeminéncias maxilares, dispostas
lateralmente; c) 2 proeminéncias mandibulares, dispostas caudalmente. Entre
a 59 e 7@ semana da embriogénese, a mandibula € formada a partir das
proeminéncias maxilares, ao passo em que ocorre o crescimento da
proeminéncia frontonasal, dando origem & proeminéncia nasal medial. Esta
entdo cresce comcomitantemente as proeminéncias maxilares, ocorrendo a
fusdo e formando assim o Idbio superior e o palato primdrio (Fig. 2A) (Jiang et
al., 2006). A morfogénese do palato secunddrio se inicia na 6° semana de vida
intra-uterina, com o aparecimento de estruturas a partir das proeminéncias
maxilares, chamadas de Idminas palatinas. Inicialmente, as [Gminas palatinas
crescem verticalmente, se posicionando em cada lado da lingua em
desenvolvimento. Entdo, ocorre a elevacdo e crescimento horizontal dessas
estruturas, que entfram em contato e subsequentemente se fundem acima do
dorso da lingua para formar o palato secunddrio, ao final da 129 semana (Fig.

2B) (Kerrigan et al., 2000).

3.1 Mecanismos morfogenéticos



Levando-se em conta os dados da embriologia, acredita-se que as
fissuras de ldbio e palato sdo decorrentes de quaisquer fatores genéticos e
ambientais que perturbem 0s mecanismos responsdveis pela correta
orientacdo, crescimento, e fusGo das proeminéncias faciais e das l&minas
palatinas (Fig. 2C). A ontogenia orofacial se apoia no paradigma de que uma
sinalizacdo espaco-temporal precisa entre os tecidos embriondrios é
fundamental para a regulacdo de processos bioldgicos durante o
desenvolvimento, dentre os quais podemos citar: o metabolismo de matriz
extracelular, transicdo epitélio-mesenquimal, proliferacdo e migracdo celular,

e apoptose (Jiang et al., 2006; Yu et al., 2009; Greene & Pisano, 2010).

Neste contexto, um dos mecanismos mais estudados € o de transicdo
epitélio-mesenquimal (epithelial-mesenchymal transition, EMT). A EMT & um
fendbmeno bioldgico no qual células de fendtipo epitelial sGo reprogramadas,
passando assim a manifestar um fendtipo tipicamente mesenquimal. Esta
transformacdo € caracterizada por uma reprogramacdo celular que leva a
perda de adesdes intercelulares e aquisicdo de alta capacidade proliferativa,
invasiva e migratéria (Acloque et al., 2009). No contexto do desenvolvimento
do ldbio e palato, a EMT modula o processo de fusdo das estruturas
embriondrias orofaciais. Uma vez em contato, o epitélio dessas estruturas deve
se desintegrar para que seja estabelecido um mesénquima continuo. Sendo
assim, as células epiteliais se fransdiferenciam em células mesenquimais por
EMT e atravessam a l&dmina basal, invadindo o tecido mesenquimal (Sun et al.,
2000; Nakazawa et al., 2008; Yu et al., 2009). E inferessante ressaltar que existem
evidéncias de que estas células epiteliais também sofrem apoptose, sendo

que este mecanismo j& foi considerado o principal responsdvel pela fusdo do



ldbio e do palato (Dudas et al., 2007). No entanto, dados mais recentes
indicam que tanto a morte celular programada como a EMT sAo processos
envolvidos nesta etapa do desenvolvimento embriondrio (Nakazawa et al.,
2008; Nawshad et al., 2008; Iseki, 2011). Além da EMT, estudos relacionando
capacidade de proliferacdo celular e metabolismo de matriz extracelular &
efiologia das FLPs também vém ganhando destaque (Sascaki et al., 2004;
Marinucci et al., 2009; Dhulipala et al., 2010; Enomoto et al., 2010). Picos de
proliferacdo celular, aliados a remodelagem de matriz extracelular, sdo
necessdrios para o crescimento e posicionamento adequado das
proeminéncias faciais e Idminas palatinas durante a morfogénese orofacial

(Kerrigan et al., 2000; Dhulipala et al., 2006; Meng et al., 2009).

m proeminéncia frontonasal
proeminéncia nasal medial

m  proeminéncia maxilar

ldmina palatina

I =+ semanas do desenvolvimento
embriondrio

Figura 2: Morfogénese orofacial ao longo do desenvolvimento embriondrio, e estruturas envolvidas. A)
Morfogénese do labio superior; B) Morfogénese do palato, em corte transversal (diagramas superiores), e em
vista ventro-dorsal (diagramas inferiores); C) Fissura de Ildbio e palato. (Modificado de
http://www.indiana.edu/~anat550/hnanim/face/face.html)




4. Estratégias para estudo de genes de predisposigdo as FLPs

4.1 Estudos de ligagdo e associagao

Genes de susceptibilidade as FLP NS tém sido identificados em vdarias
populacdes, inclusive na populacdo brasileira (Gaspar et al., 2002 & 2004;
Dixon et al., 2011). Para tanto, as abordagens de mapeamento genético mais

utilizadas tém sido os estudos de ligacdo e associacdo.

Os estudos de ligacdo sdo baseadas na observacdo de co-segregacdo
de marcadores genéticos conhecidos e o fendtipo da doenca em uma ou
mais familias. Visto que loci proximos tendem a ser co-transmitidos por estarem
geneticamente ligados, é possivel detectar regides do genoma que
potencialmente abrigam o agente etioldgico da doenca (Altshuler et al.,
2008). Este tipo de estudo requer um modelo de heranca bem estabelecido, e
sdo necessarias varias geracoes com individuos afetados. Além disso, variantes
genéticas de grande efeito sdo melhor detectadas com essa abordagem, a
exemplo de doencas mendelianas. No entanto, segundo o modelo
multifatorial de heranca, as FLP NS sdo determinadas por vdrios alelos de
pequeno efeito, sendo que a ocorréncia de vdrios afetados em uma mesma

familia é rara.

J& nos estudos de associacdo de regides candidatas e de varredura
gendmica (genome-wide association study), geralmente mais utilizados para
doencas multifatoriais, € analisada a freqUiéncia de polimorfismos enfre casos

e controles, estabelecendo-se assim uma associacdo estatistica entre



presenca de variante e manifestacdo de fendtipo. Porém, além de
necessitfarem de muitos individuos, esses estudos estdo sujeitos a viés de
estratificacdo populacional, distorcendo os resultados devido a freqUéncias
alélicas mais freqUentes em uma determinada etnia; ou viés de desequilibrio
de ligacdo, no qual a variante detectada estd mapeada préximo ao real

agente etiolégico (Altshuler et al., 2008).

Muitos loci de predisposicdo as FLP NS foram identificados seguindo as
estratégias supracitadas (Dixon et al., 2011). Contudo, com excecdo do gene
IRF6 e do locus 8g24 (Ghassibé et al., 2005; Park et al., 2007; Birnbaum et al.,
2009; Beaty et al., 2010; Rojas-Martinez et al., 2010), ndo hd consenso na
literatura acerca da real relev@ncia de cada um destes genes na etiologia das
FLP NS, e sobretudo, de qual é o papel bioldgico dessas variantes na

embriopatogénese da doenca.

4.2 Andlise do transcriptoma

Frente as dificuldades em se identificar loci de predisposicdo por meio do
estudo de variantes no genoma de individuos acometidos por FLP NS, outra
abordagem que pode ser empregada € a andlise do perfil de expressdo
génica. Esta estratégia permite a identificacdo de padrdoes de co-expressdo
génica, associados a vias bioldgicas que, quando desreguladas, podem

conferir predisposicdo d doenca (Allocco et al., 2004; Cookson et al., 2009).

Tendo em vista a complexidade dos mecanismos embriondrios que

orquestram o desenvolvimento do Idbio e palato, a andlise de expressdo
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génica é bastante promissora. Alguns estudos j& utilizaram essa estratégia em
modelos animais, onde foi analisado o perfil de expressdo génica global
durante a embriogénese, levando & identificacdo de genes e vias de
sinalizacdo cruciais para o desenvolvimento orofacial adequado (Brown et al.,

2003; Mukhopadhyay et al., 2004; Mukhopadhyay et al, 2010).

Além de elucidar melhor o papel de redes génicas em situacdes normais
de desenvolvimento, o estudo do ftranscriptoma pode ser aplicado d
investigacdo das FLP e de outras doencas complexas. O perfil de expressdo
génica nada mais € do que um reflexo do genoma e de suas variantes,
observado sob a forma de padrdées de expressdo. Desta maneira, essa
abordagem pode levar a confiimacdo de genes candidatos as FLP NS, caso
suas variantes de risco estejam associadas a menores niveis de transcritos, e
também a identificacdo de novos agentes etioldgicos. Estes, por sua vez,
podem estar diferencialmente expressos e exercer um efeito funcional, como
no caso anterior, ou ainda, podem estar agindo como elementos regulatérios
modulando o padrdo de expressdo ou co-regulacdo observado. Tendo em
vista a suspeita de que perturbacdes em mecanismos de sinalizacdo entre os
tecidos embriondrios possam ser os principais responsdveis pelas FLPs,

consideramos essa estratégia adequada para investigar esta malformacado.

Alguns grupos ja relataram a existéncia de um perfil de expressdo génica
associado as FLP NS. Jakobsen e colaboradores (2009), utilizando bidpsias
extraidas da regido afetada pela fissura, encontraram um perfil de expressdo
distinto ao compararem individuos portadores de FLP NS e fissura palatina

isolada. Do mesmo modo, foi observada uma desregulacdo de genes que
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codificam moléculas de matriz extracelular, em culturas de fibroblastos de
pacientes expostas a agentes teratogénicos (Bosi et al., 1998; Marinucci et al.,
2009; Baroni et al., 2010). Esses dados confirmam a aplicabilidade de culturas
celulares de pacientes para o estudo de expressdo génica e processos

bioldgicos relevantes para a etiologia das FLP NS.

4.3 Uso de células-tronco mesenquimais (CTMs)

As células-fronco mesenquimais (CTMs) estdo presentes em vdarios tecidos
pos-natais e constituem populacdes celulares com capacidade de auto-
renovacdo, se replicando por muitas geracdes sem perder as caracteristicas
originais. In vitro, na presenca de fatores de crescimento adequados, elas
podem se diferenciar em osso, musculo, tecido adiposo, e cartiagem (Caplan,
2005). J& foi possivel isolar células-tfronco de diversos tecidos, como medula
6sseq, pele, tecido neural, retina, musculo esquelético e epitélio dentdrio
(Gronthos et al., 2002; Erices et al., 2000; Wiliams et al., 1999; Miura et al., 2003;

Bueno et al., 2009).

Sabendo que as FLPs sdo decorrentes de perturbacdes durante a
embriogénese, o uso de CTMs de polpa de dente deciduo para investigar a
efiologia das fissuras pode ser bastante interessante e promissor. Alem de
serem obtidas de forma ndo-invasiva, a partir de dentes em fase de
esfoliacdo, foi demonstrado que populacdes celulares extraidas de polpa de
dente possuem origem em células derivadas da crista neural e células
mesenquimais (Chai et al., 2000; Waddington et al., 2009), as quais compdem

0 mesénquima das proeminéncias faciais embriondrias. Além disso, visto que
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hd comprometimento de tecido ésseo e muscular na regido da fissura, o
potencial de diferenciacdo osteogénica e miogénica das CTMs de polpa de

dente poderd ser de grande valia em estudos futuros.

5. Objetivos principais

Frente as dificuldades para se elucidar a etiologia das FLP NS por meio
de estratégias convencionais de mapeamento genético, propomos neste
tfrabalho a abordagem de estudo do transcriptoma de culturas celulares
oriundas de individuos acometidos pela doenca. Para tanto, os objetivos

gerais sdo:

a) Verificar se as CTM extraidas de polpa de dente deciduo de individuos

acometidos por FLP NS exibem uma assinatura de expressdo especifica;

b) Identificar genes desregulados e padroes de expressdo relacionados ao

perfil franscricional dessas células;

c) A partir dos padroes de expressdo observados, identificar vias de
sinalizacdo e mecanismos bioldégicos candidatos d embriopatogénese da

doenca.



71

CAPITULO V - Discussdo geral e conclusdes

O presente trabalho consistiv na andlise do perfil de expressdo génica
de culturas de células-fronco mesenquimais (CTM) de polpa de dente
deciduo, extraidas de pacientes acometidos por fissura Idbio-palatina ndo-
sindrémica (FLP NS). Demonstramos que estas culturas celulares apresentam
uma assinatura de expressdo génica que é especifica a doenca. Além disso,
identificamos padroes de desregulacdo franscricional que podem levar ao
acometimento de processos bioldgicos relevantes para o desenvolvimento do

I&bio e palato.

No frabalho descrito no Capitulo lll, identificamos desregulacdo de
genes principalmente associados a remodelagem de matriz extracelular e
transicdo epitélio-mesenquimal (epithelial-mesenchymal transition, EMT), dois
processos bioldgicos extremamente importantes para a morfogénese
orofacial. Para que haja o posicionamento correto das estruturas embriondrias
que formardo o Idbio e palato, € necessdrio um reprocessamento da matriz
extracelular, permitindo a motilidade dessas estruturas. Tal atividade é
caracterizada principalmente pela degradacdo de coldgeno e oufras
moléculas de matriz pela acdo de metaloproteinases (Kerrigan et al., 2000).
Além disso, a EMT, que modula a fusdo das proeminéncias faciais e I&dminas
palatinas, também depende desse mecanismo, uma vez que as células
transdiferenciadas por EMT devem desintegrar a Idmina basal e invadir o
tecido mesenquimal através do meio extracelular (Sun et al., 2000; Nakazawa

et al., 2008; Yu et al., 2009). A observacdo de que, em CTMs de pacientes,
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moléculas de matriz exibem niveis altos de expressdo, enquanto que
metaloproteinases exibem niveis menores, sugere que a desregulacdo desses

componentes pode levar & manifestacdo de FLP durante a embriogénese.

Utilizando novas culturas de CTMs de pacientes e confroles submetidas
a uma condicdo de cultivo diferente (Capitulo 1V), descrevemos um perfil de
expressdo distinfo em relacdo ao obtido no Capitulo lll. Observamos uma
maior quantidade de genes diferencialmente expressos, € uma evidente
desregulacdo de genes envolvidos nos mecanismo de reparo de DNA
associado a proteina BRCAI e checkpoint do ciclo celular. Além disso,
identificamos o fator de transcricdo E2F1 como elemento regulatério
candidato & modulacdo do padrdo de expressdo observado. Esses resultados
indicam que mecanismos relacionados principalmente & proliferacdo e
progressdo do ciclo celular também podem estar comprometidos em
individuos portadores de FLP NS. A desregulacdo desses mecanismos pode
estar relacionada a patogénese da doenca, uma vez que um fino controle de
proliferacdo celular € crucial para o crescimento das estruturas da face do
embrido (Kerrigan et al., 2000; Dhulipala et al., 2006; Meng et al., 2009). Além
disso, dados da literatura apontam que E2F1 exerce um papel funcional
durante a formacdo do palato (Kusek ef al., 2000). A maior ocorréncia de
certos tfipos de cdncer em familias segregando FLP NS também apoia a
hipdtese de desregulacdo de ciclo celular e reparo de DNA no contexto das
fissuras, uma vez que detectamos transcricGdo anormal de muitos genes
associados a formas hereditdrias de cdncer e em uma mesma via de
inferacdo, a exemplo do BRCAT (cé&ncer de mama, ovdario, e prostata), MSH2

(c@ncer colorretal), BLM (sindrome de Bloom), entre outros. Esta € a primeira
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evidéncia do envolvimento de uma rede génica diretamente relacionada &

tumorigénese com a etiologia das FLP NS.

Interessantemente, obtivemos 2 tipos distintos de padrdes de expressdo,
a depender das condicdes de cultivo celular. Sabendo da natureza
multifatorial das FLP NS, esses resultados nos levam a especular que a presenca
ou auséncia de soro fetal bovino pode ser um modificador ambiental
importante, levando & manifestacdo de perfis de expressdo refletindo
desregulacdo de diferentes mecanismos biolégicos. Ainda, com a remoc¢do
de soro, obtivemos resultados semelhantes ao de outros grupos de pesquisa,
que utilizaram agentes teratogénicos (como a fenitoina e a nicotina) em
culturas de fibroblastos de pacientes com FLP NS. Nesses trabalhos, também foi
averiguada uma expressdo anormal de componentes de matriz extracelular,
incluindo alguns coldgenos (Bosi et al., 1998; Marinucci et al., 2009; Baroni et al.,
2010); no entanto, nunca foi se estabeleceu uma relacdo entre os genes
desregulados e a EMT. Sendo assim, € possivel que a retirada de soro
represente um insulto ambiental de efeito semelhante ao descrito por esses
pesquisadores, porém, com o adicional comprometimento da EMT no tipo
celular utilizado no presente trabalho. Finalmente, nossos resultados estdo de
acordo com a hipdtese de que o genoma de individuos portadores de FLP NS
abriga variantes ou mecanismos epigenéticos especificos que respondem
diferentemente ao ambiente, em relacdo a controles. Por outfro lado, estamos
cientes de que para confirmar o efeito ambiental proporcionado pela retirada
de soro, mais estudos serdo necessdrios, sobretudo expondo as mesmas

culturas celulares as diferentes condicdes de cultivo.
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Em conjunto, nossos dados sugerem que culturas celulares de individuos
portadores de FLP NS apresentam desregulacdo de redes génicas
relacionadas & remodelagem de matriz extracelular, fransicdo epitélio-
mesenquimal, e reparo de danos ao DNA e checkpoint do ciclo celular. Tais
funcodes estdo diretamente relacionadas a mecanismos fundamentais para a
correta morfogénese do ldbio e palato. Sendo assim, se anomalias nesses
mecanismos sdo responsdveis pelo fendtipo de fissura, podemos inferir que
padroes de expressdo andmalos em tecidos embriondrios podem ser
fransmitidos a tfecidos adultos. No caso, sabe-se que populacdes celulares
isoladas de polpa de dente sdo formadas por células originadas do tecido
mesenquimal e células da crista neural do embrido (Chai et al., 2000;
Waddington et al., 2009). Esta observacdo indica que as CTM de polpa de
dente deciduo sdo de grande valia para estudar a etiologia das FLP NS, pois
essas células possivelmente refletem erros de sinalizagcdo ocorridos em seus

tecidos de origem.

Em resumo, dado o padrdo de heranca multifatorial das FLP NS, nossos
resultados indicam que o reflexo transcricional gerado por diferentes variantes
genéticas presentes no genoma ou epigenoma de portadores de FLP NS pode
convergir na desregulacdo de mecanismos-chave para a patogénese desta
malformacdo. Estudos futuros serdo direcionados ao esclarecimento de vias
regulatdrias upstream aos padrdes de expressdo observados, bem como a
uma investigacdo mais cautelosa acerca dos mecanismos aqui relatados.
Testes funcionais serdo necessdrios para confirmar o comprometimento das
funcdes celulares identificadas nos experimentos de expressGo génica,

parficularmente em populacdoes celulares sujeitas a insultos ambientais. Os
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dados gerados por nossos estudos serdo importantes para o entendimento

acerca dos complexos mecanismos que orquestram a etiologia das FLP NS.
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