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RESUMO  
 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorrência de mutações na sequência 
de nucleotídeos do gene AMELX, candidato a defeitos na formação do esmalte 
dentário, em indivíduos com e sem fissura labiopalatina. Para análise do gene 
proposto, foi coletado saliva de 165 indivíduos, que foram divididos em 4 
grupos: Grupo 1 - composto por 46 indivíduos com fissura labiopalatina e 
malformação dentária; Grupo 2 - composto por 34 indivíduos com fissura 
labiopalatina e sem malformação dentária; Grupo 3 - composto por 34 
indivíduos sem fissura labiopalatina e com malformação dentária e Grupo 4 - 
composto por 51 indivíduos sem fissura labiopalatina e malformação dentária. 
Foi realizada a extração do DNA genômico das amostras de saliva, seguido da 
PCR e sequenciamento direto. Cada mutação identificada no sequenciamento 
foi confirmada repetindo-se a reação de sequenciamento da fita antisenso. 
Após a coleta dos dados no Software SeqScape® 2.6, estes foram devidamente 
analisados por meio de gráficos e tabelas. Das amostras submetidas ao 
sequenciamento genético, obteve-se um aproveitamento de 95%, 90%, 89%, 
88%, 94% e 100% destas amostras dos éxons 2, 3, 4, 5, 6 e 7, 
respectivamente. Dos 990 fragmentos sequenciados (seis éxons em 165 
amostras de saliva), 918 fragmentos (93%) foram analisados. Detectou-se 
alteração na sequência de bases em 37 destes fragmentos (4%), sendo 14 no 
Grupo 1 (1,5%), 12 no Grupo 2 (1,3%), quatro no Grupo 3 (0,4%) e sete no 
Grupo 4 (0,7%), dos tipos missense e silenciosa, distribuídas nos éxons 2, 6 e 7 
do gene AMELX, em oito distintos locais no cromossomo X. De acordo com os 
resultados obtidos do sequenciamento direto do gene AMELX, foi possível 
concluir que foram encontradas mutações na sequência de nucleotídeos do 
gene AMELX, em indivíduos com e sem fissura labiopalatina e malformação 
dentária. Observou-se ainda que a mutação localizada na posição 75 do éxon 6 
esteve presente em todos os grupos estudados, sugerindo que, apesar de ser 
uma mutação silenciosa, pode ser um polimorfismo novo, a ser catalogado, pois 
foi detectado em 26 indivíduos, do total de 165, representando 16%. 
Entretanto, este estudo não pode afirmar que estas mutações alteraram 
diretamente o fenótipo dos pacientes dos grupos estudados. 
 
Palavras-chave: AMELX. Fissura labiopalatina. Malformação dentária. 
 





 

ABSTRACT 
 
 

Genetic study of the AMELX gene mutation on dental malformations of 
patients with and without cleft lip and palate 

 
 
The aim of this study was to investigate the occurrence of mutations in the 
AMELX candidate gene involved in enamel formation, in patients with and 
without cleft lip and palate and dental malformation. For gene analysis 
proposed was collected saliva from 165 patients who were divided in 4 groups: 
Group 1 - 46 individuals with cleft lip and palate and dental malformation, 
Group 2 - 34 individuals with cleft lip and palate without dental malformations; 
Group 3 - 34 individuals without cleft lip and palate with dental malformations 
and Group 4 - 51 individuals without cleft lip and palate and dental 
malformation. Next, genomic DNA was extracted from this saliva, followed by 
PCR and direct DNA sequencing. All samples with mutations were sequenced 
twice; once using the forward primer and a second time using the reverse 
primer. After data analysis with Software SeqScape® 2.6, the data were 
collated. Of the 165 samples, 95%, 90%, 89%, 88%, 94% and 100% of the 
samples were successfully sequenced from exons 2, 3, 4, 5, 6 and 7 
respectively. Overall, of the 990 total sequenced exons (six exons in 165 
samples of saliva), 918 exons (93%) were able to be completely sequenced and 
analyzed. Mutations were detected in 37 of the fragments (4%), more 
specifically, 14 in Group 1 (1.5%), 12 in Group 2 (1.3%), four in Group 3 
(0.4%) and seven in Group 4 (0.7%), which included only missense and silent 
mutations, distributed throughout exons 2, 6 and 7 in the AMELX gene in eight 
different locations on chromosome X. According to the results obtained from 
direct sequencing of protein-coding exons of the AMELX gene, mutations were 
found in the nucleotide sequence of the AMELX gene in individuals with and 
without cleft lip and palate and dental malformation. It was also observed that 
the mutation in position 75 of exon 6 was present in all groups, suggesting that, 
though a silent mutation, may be a new polymorphism to be cataloged: it was 

found in 26 patients, the total of 165, representing 16%. However, this study 

cannot confirm that these mutations directly altered the phenotypes of the 
patients in the groups tested. 
 
Keywords: AMELX. Cleft lip and palate. Dental malformations. 
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Estudo genético da mutação do gene AMELX na malformação dentária de pacientes com e sem fissura labiopalatina 
Fernanda Veronese de Oliveira 

1 INTRODUÇÃO E SÍNTESE BIBLIOGRÁFICA 

 

 

1.1 Fissura Labiopalatina 

 

A fissura labiopalatina é uma malformação congênita, que resulta da 

deficiência ou falta de fusão dos processos faciais e/ou palatinos durante o 

período embrionário (da 4ª a 8ª semana de vida intrauterina) e início do 

período fetal (9ª a 12ª semana de vida intrauterina). Das malformações 

craniofaciais que envolvem a face e a cavidade bucal, as fissuras labiopalatinas 

representam as mais comuns. A etiologia é controversa, sendo possivelmente 

determinada pela interação de fatores genéticos e ambientais (herança 

multifatorial). A prevalência é variável, de acordo com a raça, sendo a amarela 

a mais atingida (1 a cada 440 nascimentos), seguida pela branca (1 a cada 650 

nascimentos) e negra (1 a cada 2 mil nascimentos). As fissuras podem 

apresentar diversos graus de gravidade, envolvendo total ou parcialmente o 

lábio, rebordo alveolar e palato, e nem sempre se manifestam isoladamente: 5 

a 10% dos casos podem fazer parte de um complexo de outras malformações 

que constituem as síndromes (Trindade e Silva Filho 2007).  

A fissura labiopalatina é conhecida clinicamente pela sua diversidade, 

que acarreta comprometimentos de gravidades diferentes e, de certa forma, 

com protocolos distintos de tratamento. Os indivíduos com fissuras 

labiopalatinas, além de grave problema estético, apresentam distúrbios 

funcionais severos, de forma que, se esta deformidade não for tratada 
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convenientemente e a tempo, poderá causar também problemas de ordem 

psicológica. De um modo geral, o tratamento das anomalias craniofaciais é uma 

reabilitação altamente especializada e inicia-se precocemente, envolvendo 

inúmeras especialidades médicas, odontológicas e afins. A reabilitação é um 

conjunto de ações de atenção à saúde e, portanto, um componente 

imprescindível da promoção, prevenção e assistência às pessoas, na 

manifestação de sua saúde e bem-estar. A reabilitação tem como objetivo não 

só capacitar os indivíduos com fissuras labiopalatinas para sua integração na 

sociedade, como também, propiciar sua inclusão social. A reabilitação envolve a 

ação de uma equipe interdisciplinar, definida como a interação de várias 

disciplinas, numa relação de reciprocidade, mutualidade e diálogo. Nessa 

relação, a colaboração entre as diversas áreas é fundamental (Trindade e Silva 

Filho 2007).  

Alguns autores acreditam que parte da dificuldade encontrada nos 

estudos genéticos das fissuras labiopalatinas pode ser atribuída à falta de uma 

definição mais detalhada do fenótipo. A classificação precisa dos indivíduos 

afetados torna-se crucial, quando se trata de um traço genético complexo, em 

que o fenótipo pode ser altamente variável. Inúmeras evidências sugerem que 

o fenótipo das fissuras labiopalatinas pode ser muito mais complexo do que se 

presume, podendo apresentar diversas combinações de fissura (com relação ao 

lado afetado e à extensão da fissura) ou ainda ser caracterizado por uma 

variedade de marcadores subclínicos associados. Dados epidemiológicos 

sugerem que indivíduos com fissuras labiopalatinas apresentam uma maior 
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incidência de anomalias dentárias do que indivíduos sem fissuras e ainda, que a 

gravidade das anomalias dentárias parece estar relacionada à gravidade das 

fissuras labiopalatinas, principalmente quando se trata de fissura de lábio 

isolada (Adams e Niswander 1967, Schroeder e Green 1975, Larson et al. 1998, 

Eerens et al. 2001, Stahl et al. 2006, Aizenbud et al. 2010). 

 

 

1.2 Malformações dentárias  

 

As malformações dentárias podem ocorrer como resultado de fatores 

genéticos e ambientais. Enquanto essas malformações são comumente 

causadas por defeitos em genes específicos, eventos etiológicos pré e pós-natal 

também têm resultado em malformações no tamanho, morfologia, posição, 

número e forma dos dentes (Aizenbud et al. 2010). 

Malformações dentárias afetam o esmalte em diferentes 

intensidades, promovendo desde a deficiência na formação até defeitos no 

conteúdo mineral e proteico. Isso acontece porque o processo de controle da 

mineralização e desenvolvimento do esmalte se dá pela expressão de diversos 

genes (Hu e Simmer 2007, Wright et al. 2009).  

O conhecimento da formação do esmalte (amelogênese) é 

imprescindível para interpretar as alterações patológicas que afetam essa 

estrutura e o seu desenvolvimento. Isto é importante para a compreensão das 

bases científicas que fundamentam a prevenção e terapêutica que o profissional 

http://eresources.library.mssm.edu:2060/pubmed?term=%22Aizenbud%20D%22%5BAuthor%5D
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de odontologia utiliza. Observa-se um grande número de publicações e 

dissertações orientadas com o tema (Duque et al. 2004, Pioto et al. 2005, 

Galante et al. 2005, Maciel et al. 2005; Gomes et al. 2009), entretanto, não se 

conhece ao certo a etiologia que afeta a formação do esmalte. 

As malformações dentárias, também conhecidas como amelogênese 

imperfeita (AI) do esmalte, afetam o esmalte em vários graus de intensidade. A 

forma menos intensa consiste em coroas de forma normal, com esmalte de 

pobre qualidade, friável, áspero e com alterações de coloração (Wright et al. 

1995). Os dentes apresentam coloração amarelo-castanho a castanho escuro, 

como resultado da translucidez do esmalte remanescente e da absorção de 

pigmentos, pela dentina exposta. Devido a uma intensa atividade 

odontoblástica, causada por estímulos diretos sobre a dentina exposta, os 

canais radiculares e a câmara pulpar aparecem parcialmente obliterados e o 

dente pode desenvolver hipersensibilidade, particularmente a variações 

térmicas (Ferraris e Muñoz 2006).  

O esmalte dentário constitui a camada externa dos dentes e é a 

substância mais dura encontrada nos vertebrados. O esmalte dentário é um 

tecido incomum que, uma vez formado, não sofre remodelação como outros 

tecidos duros. Por causa de sua natureza não remodeladora, alterações durante 

sua formação são permanentemente registradas na superfície dentária e são 

denominadas defeitos de esmalte (Hoffmann et al. 2007). Os defeitos 

estruturais do esmalte são desvios de sua aparência normal, resultante da 

disfunção de constituintes do órgão do esmalte, em particular de suas células 
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formadoras, os ameloblastos. Assim sendo, o aparecimento desses defeitos está 

relacionado a distúrbios da amelogênese (Ferraris e Muñoz 2006). Existe uma 

grande variedade de defeitos de esmalte e, durante muitos anos, diversas 

classificações e índices foram propostos para qualificar e quantificar o problema 

(Malanczuk et al. 1999, Maciel et al. 2005, Broadbent et al. 2005, Schluter et al. 

2008). As alterações que afetam a formação do esmalte podem ser de origem 

genética ou de origem ambiental, considerando-se que o ameloblasto é uma 

célula muito sensível às alterações do meio. Os defeitos podem afetar somente 

uma pequena área da superfície do esmalte ou, ao contrário, toda a sua 

espessura (Ferraris e Muñoz 2006). Da mesma forma, a alteração pode ser 

localizada, afetando somente um ou dois dentes, ou generalizada, afetando 

muitos dentes ou toda a dentição. Os defeitos podem ser ainda simétricos ou 

assimétricos à linha média da dentição. Qualquer alteração no esmalte dentário 

é um defeito da amelogênese. As duas alterações mais características, que 

constituem defeitos da amelogênese, são: a hipoplasia e a hipomineralização. 

Entre as causas que originam essas alterações, destacam-se os distúrbios 

sistêmicos (nutricionais, endócrinos, viroses, etc.), as afecções locais (trauma, 

infecções do dente decíduo, etc.) e os distúrbios de origem genética. Não se 

deve esquecer que, como o esmalte é de origem ectodérmica, a alteração pode 

ocorrer na formação do esmalte e de outros derivados ectodérmicos, como 

pêlos, unhas e pele. Mutações nos genes da amelogenina causam 

malformações dentárias (Hu et al. 2005, Ferraris e Muñoz 2006, Hu e Simmer 

2007, Wright et al. 2009, Wright et al., 2011); dessa forma, pesquisar mutações 
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nos genes propostos poderá esclarecer a etiologia destas alterações dentárias.  

Os defeitos no esmalte são originados por distúrbios durante a 

formação dos dentes, provocando um desenvolvimento alterado da matriz 

orgânica ou de sua calcificação (Ferraris e Muñoz 2006). Esses defeitos no 

esmalte podem estar localizados em um único dente, afetar vários dentes ou a 

dentição toda e, dependendo da intensidade do agente causador, podem variar 

em gravidade, de um defeito moderado a uma falha completa na formação do 

esmalte. A agressão metabólica, quando suficientemente severa e prolongada, 

pode causar defeitos na quantidade, forma, qualidade ou cor do esmalte e as 

múltiplas agressões aos ameloblastos, durante o estágio de amelogênese, 

poderiam proporcionar a presença de mais de um defeito na mesma superfície 

dentária (Ferraris e Muñoz 2006).  

De acordo com os índices, quase todos os defeitos do esmalte 

podem ser classificados, tomando-se por base sua aparência macroscópica, em 

duas principais categorias: hipoplasia e hipomineralização do esmalte. Enquanto 

a hipoplasia de esmalte é considerada um defeito quantitativo, a 

hipomineralização de esmalte é considerada um defeito qualitativo, identificado 

no exame clínico como uma anormalidade na translucidez do esmalte, também 

denominado de opacidade (Ferraris e Muñoz 2006).  

A hipoplasia de esmalte é produzida por uma interrupção na 

formação da matriz orgânica do esmalte, resultando em uma matriz deficiente 

na fase de secreção da amelogênese (Ferraris e Muñoz 2006). Caracteriza-se 

pela formação defeituosa ou deficiente do esmalte, sendo uma alteração 
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quantitativa, ou seja, manifesta-se como uma redução na espessura do esmalte 

e pode ser observada clinicamente como fossas, estrias ou ausência 

generalizada da superfície do esmalte, podendo resultar em aumento do 

desgaste, sensibilidade e comprometimento estético (Broadbent et al. 2005, 

Schluter et al. 2008, Uribe 2009, Parapanisiou et al. 2009, Hong et al. 2009).  

Diferentemente da hipoplasia, as hipomineralizações são alterações 

qualitativas do esmalte (Ferraris e Muñoz 2006), que se apresentam como uma 

mudança na qualidade da translucidez e podem aparecer nas colorações, 

branca, creme, amarela ou marrom, com a superfície do esmalte intacta, e são 

usualmente bem demarcadas, nas formas arredondadas ou ovais. 

Independentemente do tipo, podem comprometer a estética (Uribe 2009, Hong 

et al. 2009). Ocorrem, provavelmente, durante a fase de secreção da 

amelogênese, devido a agressões menos intensas do que aquelas que causam 

hipoplasia, mas também podem ser resultado de qualquer distúrbio durante a 

longa fase de maturação na formação do esmalte (Needleman et al. 1991).  

Sabe-se que a formação do esmalte dentário pode ser dividida em 

três estágios: (I) formação da matriz, no qual as proteínas da amelogênese são 

envolvidas; (II) calcificação, no qual é depositado o mineral e a maior parte das 

proteínas originais é removida; e (III) maturação, no qual o esmalte 

recém-mineralizado sofre processo final de calcificação e as proteínas ainda 

remanescentes são removidas. Esses processos acontecem por influências 

genética e ambiental; assim, o desenvolvimento de defeitos de esmalte pode 

resultar de qualquer dano ocorrido nesses estágios. Geralmente, aceita-se que 
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os distúrbios que ocorrem durante os primeiros estágios de desenvolvimento do 

esmalte resultam em hipoplasia. Em contraste, distúrbios ocorridos durante o 

estágio da calcificação e maturação podem levar a deficiências na mineralização 

e geralmente se manifestam como hipomineralização do esmalte (Hoffmann et 

al. 2007).  

 

 

1.3 Genética da amelogênese 

 

O desenvolvimento do esmalte envolve a expressão de múltiplos 

genes necessários para controlar o complexo processo de mineralização.  

Mutações nos genes de proteínas e proteases do esmalte são 

associadas à malformação dentária (Hu et al. 2005, Bartlett et al. 2006, Hu e 

Simmer 2007, Kapadia et al. 2007, Wright et al. 2009, Sawada et al. 2010).  

Mutação genética é definida como qualquer alteração permanente no 

material genético, que traz alterações deletérias ou vantajosas (raramente) a 

um organismo ou seus descendentes e é a maior responsável pela variabilidade 

genética e pela evolução das espécies. As mutações podem ser espontâneas 

(erros de replicação do DNA, danos ao DNA como oxidação e sequências 

altamente repetitivas), ou induzidas (por agentes químicos, físicos ou 

biológicos), germinativa ou somática e, gênica, cromossômica ou genômica. As 

mutações gênicas podem ocorrer por substituição de base única, inserção ou 

deleção. Por sua vez, as substituições de base única podem ser missense, 

nonsense, silenciosa ou no sítio de corte. Nas mutações de base única, também 
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conhecidas como mutações puntiforme, podem ocorrer transição (troca de uma 

purina por outra purina – A/G, ou uma pirimidina por outra pirimidina – C/T) e 

transversão (troca de uma purina por uma pirimidina, ou uma pirimidina por 

uma purina). A substituição missense é caracterizada pela troca de uma base, 

formando um códon diferente, gerando um aminoácido diferente, que por sua 

vez, determina uma proteína alterada. O efeito dessa troca depende da posição 

que esse aminoácido ocupa na proteína. A substituição nonsense é 

caracterizada pela troca de uma base que leva a formação de um códon de 

parada (TAA, TAG, TGA), produzindo uma proteína truncada. Na substituição 

silenciosa, a troca da base gera um códon diferente, mas este por sua vez, não 

altera o aminoácido. Isso se dá porque diferentes códons codificam um mesmo 

aminoácido. Já a substituição no sitio de corte modifica o nucleotídeo 

sinalizador do splicing, gerando fragmentos alterados a serem traduzidos 

(Griffiths 2000). 

De acordo com a literatura, alguns genes estão envolvidos na 

formação do esmalte dentário: amelogenina (AMELX), enamelisina (ENAM), 

calicreína-4 (KLK-4), metaloprotease da matriz-20 (MMP-20), ameloblastina 

(Wright et al. 2009) e, mais recentemente, os genes DLX3 (Stephanopoulos et 

al. 2005), FAM83H (Wright et al. 2011, Haubek et al. 2011, Lee et al., 2011), 

WDR72 (Wright et al. 2011) e SLC4A4 (Urzúa et al. 2011). 

 Mutações nesses genes estão associadas com tipos específicos de 

amelogênese imperfeita e aos modos de herança: ligada ao X, autossômica 

dominante ou autossômica recessiva (Hu et al. 2003, Dong et al. 2005, Wright 
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2006, Kim et al. 2008, El-Sayed et al. 2009). 

O gene da amelogenina ligado ao X, o AMELX, está localizado no 

cromossomo Xp22.31-p22.1 e é conhecido também como AMG, AIH1, ALGN, 

AMGL e AMGX (Figura 1). O AMELX codifica um membro da família 

amelogenina de proteínas da matriz extracelular e tem um importante papel na 

biomineralização, durante o desenvolvimento do esmalte dentário. Mutações 

nesse gene causam amelogênese imperfeita ligada ao X. Splicings alternativos 

resultam em múltiplas variantes de transcrição, que codificam diferentes 

isoformas (Bocchini 2011). 

Diversas mutações no gene da amelogenina do cromossomo X estão 

associadas à malformação dentária, entretanto, nenhuma mutação foi 

associada ao gene do cromossomo Y (Hart et al. 2002). A amelogenina é 

secretada por ameloblastos, inicialmente com 25 kDa, mas sua forma estável 

apresenta 20 kDa e seu acúmulo no estágio secretório indica uma diminuição 

na velocidade de sua hidrólise (Robinson et al. 1998). A amelogenina é 

degradada, resultando em pequenos peptídeos, que formam um esqueleto para 

a mineralização e para formação dos cristais do esmalte. É através da região 

hidrofílica que as amelogeninas interagem com os cristais de hidroxiapatita 

(Robinson et al. 1998). 

 

Fonte: OMIM, Wizmann Institute of Ciencie (2011)  

Figura 1 - Localização do gene AMELX no cromossomo X 
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O gene da enamelina (ENAM) está localizado no cromossomo 4q3.13 

e codifica a maior proteína da matriz do esmalte dos dentes em 

desenvolvimento, compreendendo cerca de 5% do total de proteínas da matriz 

do esmalte. O ENAM está envolvido na organização da estrutura e na extensão 

do esmalte, durante o estágio secretório na amelogênese. Defeitos neste gene 

resultam em amelogênese imperfeita tipos IB e IC (Tiller 2008). 

A enamelina é produzida por ameloblastos, durante o estágio 

secretório, concentrando-se próximo ao processo de Tomes (Fincham et al. 

1999). A enamelina está presente em pequenas quantidades e sobre a forma 

de uma série de produtos clivados para gerar vários polipeptídios, que 

participam da enucleação e extensão dos cristais de esmalte, bem como da 

regularização desses cristais (Fukae et al. 1993). O gene da enamelina foi 

mapeado no cromossomo quatro e somente 15 kb o separam do gene da 

ameloblastina, sugerindo que essa região contém um conjunto de genes 

codificadores das proteínas do esmalte (Mardh et al. 2002). Recente estudo 

mostrou que, como a ameloblastina, a enamelina atua como uma molécula de 

adesão e suporte na diferenciação dos ameloblastos (Sawada et al. 2010). 

O gene da metaloprotease da matriz-20 humano (MMP-20) localiza-

se no cromossomo 11q. A MMP-20 , também conhecida como enamelisina, foi 

primeiramente identificada por Bartlett et al. (1996). Ela representa o único 

membro da família das MMPs que tem um padrão de expressão altamente 

restrito, podendo ser observada em ameloblastos do órgão do esmalte e 

odontoblastos da papila dentária (Caterina et al. 2000). Nível muito baixo de 
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expressão de MMP-20 foi detectado no órgão pulpar (Bartlett et al. 1996), 

porém, nenhum outro tecido fisiologicamente normal tem demonstrado 

expressão de enamelisina (Grant et al. 1998), considerando-se que a MMP-20 é 

uma metaloprotease específica de células que formam o dente (Caterina et al. 

2002).  

Outra enzima que participa no processamento da matriz do esmalte 

é a calicreína-4, conhecida como KLK-4. O gene da KLK-4 está localizado no 

cromossomo 19q13.4. Durante a formação do esmalte, a KLK-4 é secretada 

tanto por ameloblastos quanto por odontoblastos (Nagano et al. 2003), na 

forma de um zimógeno com 230 aminoácidos e, então, ativada por clivagem 

proteolítica (Simmer e Hu 2002). A KLK-4 é expressa no final do estágio de 

transição e durante todo o estágio de maturação. Ela parece ser a enzima 

predominante na degradação de proteína, durante o início da fase de 

maturação, e tem uma função digestiva, clivando a amelogenina e as outras 

proteínas da matriz do esmalte (Ryu et al. 2002, Simmer e Hu 2002). 

A ameloblastina é uma proteína da matriz do esmalte dentário, 

também conhecida como AMBN, que se localiza no cromossomo 4q21 e 

desempenha um papel crucial na manutenção do estado de diferenciação dos 

ameloblastos, sendo essencial para a formação do esmalte e um importante 

regulador para manter o estado de diferenciação dos ameloblastos (Fukumoto 

et al. 2005). 

Outros genes candidatos a mutações nas regiões codificadoras são 

responsáveis por diversos fenótipos clínicos de alterações no esmalte dentário, 



41 
Introdução e Síntese Bibliográfica 

 

Estudo genético da mutação do gene AMELX na malformação dentária de pacientes com e sem fissura labiopalatina 
Fernanda Veronese de Oliveira 

como o DLX3, que é um gene candidato homeobox, localizado no cromossomo 

17q21.33 (McKusick et al. 1995), e tem sido descrito e associado com AI tipo 

hipoplásica com taurodontismo (Stephanopoulos et al. 2005), enquanto a 

identificação de uma mutação no gene FAM83H, que se localiza no 

cromossomo 8q24.3 (McKusick et al. 2008), foi associada com AI autossômica 

dominante hipocalcificada (Kim et al. 2008, Wright et al. 2011, Haubek et al. 

2011, Lee et al. 2011, Urzúa et al. 2011). A mutação no gene WDR72 (Hartz et 

al. 2010) causa AI tipo hipomaturada, localizada no cromossomo 15q21.3 

Recentemente, o gene SLC4A4, localizado no 4q21 (Sherman et al. 1998), 

pode ser considerado um novo gene candidato das alterações dentárias (Urzúa 

et al. 2011). 

Apesar dos defeitos na formação do esmalte não compreenderem 

um problema de saúde pública, podem causar alterações estéticas graves, além 

de comprometerem as estrutura do esmalte dentário. As formas severas podem 

levar à perda precoce do esmalte, causando desgaste acentuado, com prejuízo 

da função do órgão dentário. Além disso, está bem estabelecida a relação entre 

os defeitos do esmalte e a cárie dentária. O esmalte menos mineralizado ou 

com superfície irregular pode se tornar mais suscetível ao desenvolvimento da 

cárie dentária (Broadbent et al. 2005, Schluter et al. 2008, Bailleul-Forestier et 

al. 2008, Uribe 2009, Parapanisiou et al. 2009, Hong et al. 2009, Kang et al. 

2011).  

Observa-se que o potencial cariogênico na dentição afetada é 

aumentado, principalmente devido às irregularidades, cavidades e sulcos 

causados pelos defeitos hipoplásicos, que fornecem maior retenção mecânica 
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às bactérias; e, com a redução da quantidade de minerais e dureza do esmalte, 

há uma estreita relação entre a hipoplasias e lesões de cárie dentária (Seow 

1997, Jalevik et al. 2001, Broadbent et al. 2005, Muju et al. 2006, Schluter et 

al. 2008, Patir et al. 2008, Uribe 2009, Parapanisiou et al. 2009, Hong et al. 

2009). Clinicamente, constituem sérios problemas para os dentistas e também 

para as crianças afetadas. Para os primeiros, o problema está relacionado com 

o rápido e inesperado desenvolvimento de cáries durante a erupção e a 

dificuldade de anatomização, quando o tratamento é indicado. Por outro lado, 

para as crianças, a experiência de dor e sensibilidade (quando o esmalte não 

está intacto) desestimula a escovação. Há também a queixa sobre a aparência 

de seus incisivos (Weerheijm 2004). 

 Pacientes com amelogênese imperfeita apresentam muitas 

dificuldades orais, incluindo sensibilidade e estética. Os métodos de tratamento 

da amelogênese imperfeita em crianças são limitados, embora não complexos. 

O planejamento do tratamento está relacionado com a idade, a gravidade da 

malformação e da saúde bucal do paciente. O diagnóstico precoce, cuidados 

preventivos e tratamento adequado são de fundamental importância para 

melhorar a saúde bucal de pacientes com amelogênese imperfeita (Markovic et 

al. 2010; Kang et al. 2011). 

Nos indivíduos com fissura labiopalatina, os estudos abordam alta 

prevalência de anomalias dentárias quando comparados à população em geral 

(Vichi e Franchi 1995, Malanczuk et al. 1999, Chapple e Nunn 2001, Duque et 

al. 2004, Maciel et al. 2005, Galante et al. 2005, Pioto et al. 2005, Broadbent et 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Markovic%20D%22%5BAuthor%5D
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al. 2005, Schluter et al. 2008, Frazier-Bowers et al. 2009, Gomes et al. 2009). 

Entre elas, as alterações de esmalte foram encontradas com frequência e, 

principalmente, em incisivos centrais permanentes superiores, adjacentes às 

fissuras labiopalatinas (Vichi e Franchi 1995, Malanczuk et al. 1999, Chapple e 

Nunn 2001, Duque et al. 2004, Maciel et al. 2005, Pioto et al. 2005, Galante et 

al. 2005, Gomes et al. 2009). Embora apareçam na dentição decídua, 

prevalecem na dentição permanente. Essas anomalias parecem ser 

determinadas embriologicamente, ocorrendo em fases diferentes do 

desenvolvimento dentário. Relatos na literatura mostram que indivíduos com 

fissura labiopalatina apresentam defeitos na formação do esmalte dentário e a 

sua intensidade parece depender da gravidade da fissura (Malanczuk et al. 

1999, Chapple e Nunn 2001, Duque et al. 2004, Pioto et al. 2005, Galante et al. 

2005, Maciel et al. 2005, Gomes et al. 2009). De acordo com a literatura 

recente, a amelogenina (AMELX) forma o esqueleto para a mineralização e para 

formação dos cristais do esmalte (Wright et al. 2009). Desta forma, seria 

interessante o estudo destes genes nos indivíduos com fissuras labiopalatinas.  

Acredita-se que a causa das alterações dentárias possa ser uma 

desordem genética em conexão com doenças específicas e não-específicas 

durante a odontogênese (Lagarde et al. 1987, Frazier-Bowers et al. 2009), com 

o metabolismo mineral, especialmente o metabolismo do fosfato de cálcio. 

Alguns pesquisadores (Lagarde et al. 1987, Vichi e Franchi 1995, Malanczuk et 

al. 1999, Maciel et al. 2005) sugerem que a fissura labiopalatina poderia estar 

relacionada com a presença dessas alterações no esmalte, existindo uma 



44 
Introdução e Síntese Bibliográfica 

 

Estudo genético da mutação do gene AMELX na malformação dentária de pacientes com e sem fissura labiopalatina 
Fernanda Veronese de Oliveira 

relação direta entre aparecimento do defeito e a presença da fissura. 

Considerando-se que as malformações dentárias podem estar relacionadas a 

diferentes mutações localizadas nos diversos genes envolvidos na formação do 

esmalte dentário e que o gene da amelogenina (AMELX) forma o esqueleto 

para a mineralização e formação dos cristais do esmalte (Wright et al. 2009), a 

investigação dos genes que transcrevem as principais proteínas e proteases do 

esmalte torna-se essencial para uma melhor compreensão dessas alterações, 

sendo interessante o estudo do gene AMELX, em específico nos indivíduos com 

fissuras labiopalatinas. 

 

 

1.4 Justificativa do estudo 

 

Conforme descrito anteriormente, a fissura labiopalatina é uma 

anomalia craniofacial comum em humanos e pode ocorrer como característica 

de um quadro sindrômico ou isolada, quando os indivíduos afetados não 

apresentam qualquer anomalia estrutural associada. A etiologia das fissuras 

labiopalatinas é complexa, com a contribuição de componentes genéticos e 

ambientais. Alguns autores consideram as fissuras labiopalatinas como parte de 

um fenótipo amplo e sugerem que características clínicas adicionais, como a 

presença de anomalias dentárias, poderiam ser utilizadas para uma melhor 

descrição do fenótipo individual, em investigações genéticas (Adams e 

Niswander 1967, Schroeder e Green 1975, Larson et al. 1998, Eerens et al. 
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2001, Stahl et al. 2006, Aizenbud  et al. 2010). Defeitos na formação do 

esmalte dentário são frequentes em indivíduos com fissura labiopalatina e a sua 

intensidade parece depender da gravidade da fissura. O controle do complexo 

processo de mineralização se dá pela expressão de múltiplos genes, assim, 

mutações nos genes de proteínas e proteases do esmalte são associados à 

malformação dentária. Isso posto, justifica-se a realização de investigações 

adicionais, para que aspectos relativos ao desenvolvimento biológico e à 

genética da mutação das anomalias dentárias sejam esclarecidos. Isso poderá 

trazer contribuições importantes para um melhor entendimento do mecanismo 

envolvido nas malformações dentárias.  

 

 

http://eresources.library.mssm.edu:2060/pubmed?term=%22Aizenbud%20D%22%5BAuthor%5D
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2 PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Realizar sequenciamento direto dos éxons codificadores de 

proteínas do gene AMELX. 

 

2.2 Objetivo Específico 

 

 Investigar a ocorrência de mutações nas sequências de 

nucleotídeos do gene AMELX candidato a defeitos na formação do 

esmalte dentário, em indivíduos com e sem fissura labiopalatina e 

malformação dentária. 

 

2.3 Hipóteses 

 

 H0 - A hipótese nula é que não há variações nas sequências de 

nucleotídeos no gene estudado.  

 H1 - A hipótese alternativa é que há variações nas sequências de 

nucleotídeos no gene estudado. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Comitê de Ética 

 

Seguindo princípios éticos e jurídicos, a realização deste trabalho foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de 

Reabilitação de Anomalias Craniofaciais – Universidade de São Paulo (Ofício 

n˚57/2010) (Apêndice A e B). 

 

 

3.2 Casuística 

 

Os participantes desta pesquisa foram selecionados junto a duas 

instituições:  

 Setor de Odontopediatria do Hospital de Reabilitação de 

Anomalias Craniofaciais – USP (HRAC-USP), local onde cerca de 

900 prontuários foram analisados e,  

 Clínica de Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Bauru-

USP (FOB-USP), local onde cerca de 300 pacientes foram 

avaliados 
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A amostra foi composta por 165 indivíduos, sendo 80 com fissura 

labiopalatina transforame incisivo unilateral ou bilateral isolada 

(não-sindrômica) e 85 sem fissura labiopalatina. Foram selecionados indivíduos 

de ambos os sexos, de 6 a 15 anos de idade, com e sem malformações 

dentárias. Essas malformações dentárias foram desde uma hipomineralização 

até uma hipoplasia nos dentes incisivos centrais permanentes superiores. A 

amostra foi dividida nos seguintes grupos: 

 

 Grupo 1: 46 indivíduos com fissura labiopalatina transforame 

incisivo unilateral ou bilateral isolada e malformação dentária, 

regularmente matriculados no HRAC-USP (Figura 2).  

 

 

Figura 2 – Indivíduo com fissura labiopalatina transforame incisivo bilateral apresentando 
malformação dentária 

 

 

 Grupo 2: 34 indivíduos com fissura labiopalatina transforame 

incisivo unilateral ou bilateral isolada, sem malformação dentária, 

regularmente matriculados no HRAC-USP (Figura 3). 
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Figura 3 – Indivíduo com fissura labiopalatina transforame incisivo unilateral sem malformação 

dentária 

 

 

 Grupo 3:  34 indivíduos sem fissura labiopalatina e com 

malformação dentária, regularmente matriculados na clínica de 

Odontopediatria da FOB-USP (Figura 4). 

 

 

Figura 4 – Indivíduo apresentando malformação dentária 

 

 

 Grupo 4: 51 indivíduos sem fissura labiopalatina e sem 

malformação dentária, regularmente matriculados na clínica de 

Odontopediatria da FOB-USP (Controle) (Figura 5).  
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Figura 5 – Indivíduo sem malformação dentária 

 

 

A triagem e a coleta de saliva dos participantes deste estudo foi 

realizada pela pesquisadora, com a supervisão do dentista responsável pelo 

setor, na ocasião em que os indivíduos compareceram para consultas de rotina 

no setor de Odontopediatria do HRAC-USP e na clínica de Odontopediatria da 

FOB-USP. A todos os indivíduos selecionados, de acordo com os critérios acima 

descritos, e convidados a participar do estudo, foi explicado pela pesquisadora 

o objetivo do trabalho e, após aceitação em participar, foi solicitada a leitura e 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo responsável 

(Apêndice B). 

 

 

3.3 Análise Molecular 

 

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no laboratório 

da disciplina Farmacologia, do Departamento de Ciências Biológicas da 

Faculdade de Odontologia de Bauru – USP. As análises moleculares foram 
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realizadas pela pesquisadora, com a colaboração do especialista de laboratório 

Thiago José Dionísio. 

 

3.3.1 Estudo piloto  

 

Esta fase do estudo constituiu na extração de DNA da saliva de um 

grupo de voluntários, utilizando-se diferentes concentrações de proteinase K, 

com o objetivo de estabelecer o melhor protocolo para a extração de DNA da 

saliva, comparando-se os resultados da reação em cadeia da polimerase (PCR) 

do gene constitutivo humano β-actina. 

 Foi utilizado o protocolo com o produto InstaGeneTM Matrix (732-

6030, Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos) diluído em água (1:1) associado a 

0, 1, 2, 3, 4 e 5 µL de proteinase K >600 mAU/ml (19133, Qiagen®, Alemanha). 

 Com o DNA obtido por meio das seis diferentes concentrações de 

proteinase K, foi realizada a PCR do gene da β-actina (fragmento de 351 pb), 

utilizando-se os primers e condições de PCR já estabelecidos previamente no 

laboratório de Farmacologia da FOB-USP (Santos et al. 2002; Sakai et al., 

2007), com o objetivo de verificar a amplificação de DNA na PCR. Para a 

confirmação da amplificação do fragmento desejado do gene da β-actina, foram 

utilizados 10 μL do produto da PCR das amostras misturadas ao tampão da 

amostra (azul de bromofenol 0,025% em sacarose 4%) e corridos em gel de 

agarose 1,5% corado com brometo de etídio (0,64 μg/mL). A eletroforese foi 

realizada em cuba para sistema horizontal de eletroforese (LCH 12x14, Loccus 
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Biotecnologia, Brasil) alimentada por fonte de eletroforese (LPS 300V, Loccus 

Biotecnologia, Brasil) nas seguintes condições: 110 V por 90 minutos. 

Foram considerados amplificados os produtos das amostras que 

apresentaram sinal positivo de bandas observadas quando da exposição do gel 

em luz ultravioleta, pela comparação com um marcador de peso molecular, pois 

o tamanho do fragmento desejado do gene da β-actina com os primers 

utilizados na PCR, era de 351 pb (Figura 6). 

 

 

                   M   R   R    5µL 4µL 3µL 2µL 1µL 0µL 

 

Figura 6 – Gel de agarose corado com brometo de etídio representando as amplificações de     

DNA do gene da β-actina extraídos a partir do protocolo utilizando InstaGeneTM 
associado a diferentes concentrações de proteinase K. A banda em destaque 

representa a amostra que foi extraída utilizando o InstaGeneTM sem proteinase K. 
M= marcador de peso molecular de 150 pb. 

pb=pares de base 

R=repetições 

 

 

3.3.2 Coleta e preparo das amostras 

 

Os pacientes receberam um tubo plástico estéril Falcon, de 50 mL, 

devidamente identificado para a coleta de 10mL de saliva total expectorada. 
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Após a coleta, as amostras foram aliquotadas em tubos estéreis de 

microcentrífuga de 1,5 mL, para melhor manuseio e estoque, e foram alocadas 

em freezer, a -20°C, no laboratório da disciplina de Farmacologia, do 

Departamento de Ciências Biológicas da FOB-USP, até o momento da extração 

do DNA. 

 

 

3.3.3 Extração do DNA genômico das amostras de saliva 

 

Os tubos, contendo as amostras de saliva, foram descongelados em 

temperatura ambiente e homogeneizados em agitador de soluções (Phoenix 

AP56, Brasil).  

De cada uma das amostras, foi pipetado 1 mL da saliva, o qual foi 

transferido para um novo tubo estéril de microcentrífuga, de 1,5 mL, 

devidamente identificado. Essas amostras foram submetidas à extração de 

DNA, conforme protocolo descrito a seguir: 

 

 PROTOCOLO 1 - EXTRAÇÃO DE DNA DE SALIVA 

InstaGeneTM Matrix (732-6030, Bio-Rad Laboratories, Estados 

Unidos) diluído em água - 1:1 

 

A)  Lavagem das células 
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1. Acrescentar 0,5 mL de soro fisiológico no tubo contendo 1 mL de 

saliva. 

2. Agitar o tubo no agitador, para diluição uniforme do conteúdo. 

3. Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos, a 4˚C (Biofuge 15R 

Heraeus Instruments, Alemanha e Z326K Hermle Labortechnik 

GmbH, Alemanha).  

4. Descartar o sobrenadante. 

5. Acrescentar 1 mL de soro fisiológico no mesmo tubo. 

6. Agitar o tubo no agitador, até que o precipitado se dissolva 

completamente. 

7.  Centrifugar a 13.000 rpm, durante 5 minutos, a 4˚C. 

8.  Descartar o sobrenadante. 

9.  Repetir os procedimentos 5 a 8 por mais duas vezes. 

10.  Deixar o tubo invertido num papel absorvente, por alguns 

segundos, para secagem do precipitado. 

 

B) Remoção de resíduos que podem interferir no resultado da PCR, 

ruptura de membrana celular e precipitação de resíduos 

1. Acrescentar 100 µL de água livre de DNAase e RNAase (água 

Milli-Q) e 100 µL do InstaGeneTM (1:1). 

2. Agitar o tubo no agitador até que o precipitado se dissolva 

completamente, 
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3. Incubar a 56˚C, por 30 minutos (Banho-maria 314/2D Nova Ética, 

Brasil). 

4. Agitar o tubo no agitador, em velocidade máxima, por 10 

segundos. 

5. Ferver os tubos em 100˚C, por 10 minutos, para promover a lise 

celular. 

6. Agitar o tubo no agitador, em velocidade máxima, por 10 

segundos. 

7. Centrifugar a 13.000 rpm, durante 5 minutos, a 4˚C. 

 

C) Coleta do DNA 

1. Pipetar o sobrenadante, pois é onde se encontra o DNA, tomando 

cuidado para não pipetar o precipitado no fundo do tubo, nem o 

líquido turvo próximo ao precipitado, pois nesse local se 

encontram os restos de células, organelas e proteínas. O 

rendimento em volume desse protocolo é por volta de 150 µL de 

solução de DNA. 

 

O principal objetivo desta etapa foi obter, por meio do protocolo de 

extração escolhido, a maior concentração de DNA possível, com a melhor 

qualidade.  
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3.3.4 Quantificação do DNA extraído da saliva 

 

A quantificação e a expectativa de qualidade do DNA obtido de todas 

as amostras foram realizadas por meio de leitura no espectrofotômetro, em 

comprimentos de onda de 260 e 280 nm (NanoDropTM 1000 Thermo Scientific, 

Estados Unidos). Esse equipamento fornece duas medidas importantes: 

concentração e expectativa de qualidade do DNA. Os valores referentes à 

concentração são expressos em ng/µL e, para a aferição realizada no 

espectrofotômetro, são necessários de 1,5 µL a 2 µL de cada amostra. Os 

valores referentes à qualidade são expressos por meio da relação das 

absorbâncias em 260 nm e 280 nm. 

 

 

3.3.5 Diluição das amostras de DNA para PCR  

  

Padronizou-se a quantidade inicial de DNA para PCR em 500 ng. 

Após a adequada diluição de cada amostra, estas foram armazenadas em 

freezer, a -20˚C, para serem utilizadas ao longo do estudo. 

 

 

 

3.3.6 Reação em Cadeia da Polimerase 
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As triagens de mutação no gene AMELX foram realizadas por meio 

da reação em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento direto das regiões 

codificadoras (éxons 2, 3, 4, 5, 6 e 7 do gene AMELX). 

 Os primers senso e antisenso necessários para a realização da PCR 

dos éxons do gene AMELX, foram desenhados com base em sequências 

publicadas no Ensembl  (European Bioinformatics Institute e Wellcome Trust 

Sanger Institute 2011a), utilizando-se o programa Primer3 (Rozen e Skaletsky 

2000). Cada primer foi desenhado de maneira a flanquear o éxon antes do seu 

início (Anexo A). A confirmação da especificidade dos primers desenhados foi 

realizada por meio de consulta na base de dados Blast (National Center for 

Biotechnology Information 2009) e a presença de hairpins, self dimers e cross 

dimers foi realizada por meio de consulta ao programa Primer Express 3.0 

(Applied Biosystems, Estados Unidos). 

 Optou-se por desenhar um par de primers comum para os éxons 4 e 

5 do gene AMELX, devido ao seus tamanhos reduzidos. 

 As sequências dos primers senso e antisenso do gene AMELX e as 

condições da PCR estão na Tabela 1: 

 

Tabela 1 – Sequência dos primers senso e antisenso dos éxons 2, 3, 4-5, 6 e 7 do gene 

AMELX e as condições da PCR 

 

Éxon Primer (5’ – 3’) pb TA 

2 
F: AGATTATGTGTGTTTTATGGAGCA 

233 62˚C 
R: CCCTAATTTCACCAACTATGAGC 

3 
F: TCCTTTAATGTGAACAATTGCAT 

250 57˚C 
R: TCTGGGATAAAGAATCAACACA 

4-5 
F: TGAAGAATGTGTGTGATGGATG 

367 60˚C 
R: TCCCATTAATGTCTGCATGTG 
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6 
F: CCATAATGGCAAAGAAAACAC 

599 59˚C 
R: TGGTTGTCGGAGACCTTAGAA 

7 
F: TGACAAAACTGAAGCCAGACAT 

237 61˚C 
R:TGCATTTTATTGTCTGCTAATGG 

F: primer senso; R: primer antisenso; pb: pares de bases; TA: temperatura de anelamento. 

 

  

 O cálculo da temperatura de anelamento dos primers foi realizado 

levando-se em conta os pares de bases (pb) que compõem os primers, por 

meio da fórmula: TA = (A+T) x 2 + (C+G) x 4. Essa fórmula foi usada para 

cada uma das fitas senso e antisense separadamente e então realizada a média 

aritmética. O resultado desta média aritmética é a TA de partida para a 

padronização da TA ideal para o par de primers. A partir desta TA de partida, 

foram testadas TA de partida -1, +1, -2 e +2. A escolha da TA ideal se deu pela 

presença e pelo aspecto das bandas visualizadas no gel de agarose corado com 

brometo de etídeo exposto à luz ultravioleta, após a eletroforese. 

Cada éxon do gene AMELX foi amplificado pela técnica de PCR, 

utilizando-se o kit para PCR (Taq DNA polymerase 11615-010, Invitrogen, 

Brasil) em um volume final de 50 µL, conforme Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Esquema contendo os reagentes, as concentrações e as quantidades utilizadas na 
PCR, num volume total de 50 μL por reação 

 

Produto 
Volume utilizado 

(μL) 

Concentração final 

(1 reação) 

Tampão Tris-HCL (10x) 5,0 μL 1 x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 μL 1,5 mM 

dNTPs (10 mM) 1,0 μL 0,2 mM 

Primers F+R 10 μM 2,0 μL 0,4 µM 
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Taq Polimerase (1 U/µL) 0,5 μL 0,5 U 

DNA molde (50 ng/μL) 10,0 μL 500 ng 

Água livre se DNAase e RNAase 30,0 μL - 

 

O processo de ciclagem térmica, realizado em termociclador (Veriti, 

Applied Biosystems, Estados Unidos), constituiu de desnaturação inicial por 

4 min, a 95°C, seguida de 45 ciclos de amplificação. Cada ciclo constituiu de 

desnaturação por 30 s, a 95°C, anelamento por 30 s, a TA ideal do par de 

primers e extensão por 1 min, a 72°C. As amostras foram incubadas por um 

período adicional de 7 min, a 72°C, e mantidas em 4˚C, até o momento da 

retirada do aparelho. 

 

 

3.3.7 Eletroforese em gel de agarose para verificar a amplificação  

 

Para a confirmação da amplificação do fragmento desejado dos 

éxons do gene AMELX foram utilizados 10 μL do produto da PCR de todas as 

amostras, misturadas ao tampão da amostra (azul de bromofenol 0,025% em 

sacarose 4%) e corridos em gel de agarose 1,5% corado com brometo de 

etídio (0,64 μg/mL). A eletroforese foi realizada em cuba para sistema 

horizontal de eletroforese (LCH 12x14, Loccus Biotecnologia, Brasil) alimentada 

por fonte de eletroforese (LPS 300V, Loccus Biotecnologia, Brasil) nas seguintes 

condições: 110 V por 90 minutos. 
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Foram considerados amplificados os produtos das amostras que 

apresentassem sinal positivo de bandas observadas, quando da exposição do 

gel em luz ultravioleta, pela comparação com um marcador de peso molecular 

de 123 pb, pois o tamanho do fragmento dos éxons do gene AMELX, com os 

primers utilizados na PCR, variam de 233 a 599 pb. 

 

 

3.3.8 Purificação do produto da PCR 

  

Os produtos da PCR foram purificados com QIAquick® PCR 

Purification Kit (28106, Qiagen, Alemanha), conforme as recomendações do 

fabricante, seguindo-se o protocolo descrito a seguir. 

 

 PROTOCOLO 2 – PURIFICAÇÃO DO PRODUTO DA PCR 

QIAquick® PCR Purification Kit (28106, Qiagen, Alemanha) 

   

1. Nos tubos contendo as colunas, pipetar 40 μL de produto de PCR 

e 200 μL do tampão de ligação (PB Buffer). 

2. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 min, a 20°C. 

3. Descartar o líquido existente no fundo do tudo coletor, após a 

centrifugação. 
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4. Adicionar 750 μL de tampão de lavagem (PE Buffer), preparado de 

acordo com a recomendação do fabricante, com a adição de 

etanol. 

5. Centrifugar novamente, a 13.000 rpm, por 1 min, a 20°C. 

6. Descartar o líquido existente no fundo do tudo coletor, após a 

centrifugação. 

7. Centrifugar novamente, a 13.000 rpm, por 1 min, a 20°C. 

8. Desprezar o tubo coletor, trocando-o por outro tubo novo e 

estéril. 

9. Acrescentar à coluna 30 μL de tampão de eluição (EB Buffer). 

10. Esperar 1 minuto. 

11. Centrifugar novamente, a 13.000 rpm, por 1 min, a 20°C. 

12. Desprezar a coluna e transferir o volume de líquido com DNA 

purificado, presente no tubo coletor, para um tubo de 

microcentrífuga de 600 μL, para estocagem em freezer, a -20°C. 

 

 Este protocolo de purificação rende cerca de 150 µL de produto de 

PCR purificado. Após a purificação do produto da PCR, fez-se novamente a 

quantificação das amostras, pela leitura em espectrofotômetro (NanoDropTM 

1000) em comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Cada produto de PCR 

purificado foi adequadamente diluído para uma concentração final de 2 ng/µL.  
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3.3.9 Reação de Sequenciamento 

 

A reação de sequenciamento é uma reação baseada nos mesmos 

princípios da PCR. A primeira diferença é que as reações das fitas senso e 

antisenso são realizadas em ciclagens separadas. A segunda é que juntamente 

aos dNTPs comuns, presentes na reação, estão os dideoxinucleotídeos 

(ddNTPs). Estes últimos são chamados nucleotídeos de terminação, pois têm a 

mesma característica dos deoxinucleotídeos comuns, nos quais, porém, foi 

removido o grupo hidroxila 3’ terminal. O momento da ligação de uma fita 

molde de DNA aos ddNTPs marcados com sinal de fluorescência (“dye-

terminators”) determina o término da sua extensão da mesma, pois sem o 

grupo hidroxila 3’ terminal não é possível ocorrer a ligação peptídica, 

determinando a paralisação da fase de extensão. É justamente esse sinal de 

fluorescência do ddNTP terminal que é lido pelo sequenciador (Neves 2009). 

Como a adição de ddNTPs marcados ocorre aleatoriamente durante a reação de 

sequenciamento, no produto final encontram-se diversos fragmentos de DNA, 

de tamanhos distintos, representando todas as extensões possíveis entre as 

duas extremidades a serem analisadas. Essa marcação empregada no processo 

utiliza moléculas capazes de emitir fluorescência de diferentes cores para cada 

ddNTP (vermelho, verde, amarelo e azul para T, A, G e C, respectivamente), 

quando excitada por uma fonte de luz. As reações podem ser combinadas em 

um só tubo, com a leitura das bases realizada simultaneamente. Outra 

característica importante da reação de sequenciamento é que, ao contrário da 
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reação de PCR, que é exponencial, no sequenciamento, a reação é linear. Isso 

acontece porque a ciclagem ocorre separadamente para as fitas senso e 

antisenso. Logo, no tubo de reação, após a fase de desnaturação, só há um 

primer iniciador para o anelamento e extensão pela AmpliTaq DNA polimerase, 

enquanto a outra fita do molde de DNA, que se abriu na desnaturação, se torna 

resíduo da reação (Neves 2009).  

  Nas reações de sequenciamento foram utilizados de 10 a 20 ng do 

produto da PCR purificado. A quantidade de produto de PCR purificado, a ser 

utilizada na reação de sequenciamento, depende do tamanho do fragmento a 

ser sequenciado, descrito na Tabela 3 (Neves 2009). 

 

Tabela 3 – Quantidade de DNA purificado a ser utilizada na reação de sequenciamento 

Tamanho do fragmento Quantidade de amostra 

100 – 200 pb 1-3 ng 

200 – 500 pb 3-10 ng 

500 – 1000 pb 5-20 ng 

1000 – 2000 pb 10-40 ng 

>2000 pb 40-100 ng 

DNA fita simples 50-100 ng 

DNA fita dupla 200-500 ng 

DNA genômico bacteriano 2-3 µg 

 

 

As reações de sequenciamento foram realizadas em placas de 96 

poços (N801-0560, Applied Biosystems, Estados Unidos), devidamente seladas 

com selo óptico (4311971, Applied Biosystems, Estados Unidos), utilizando-se 
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2 µL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (4336917, Applied 

Biosystems, Estados Unidos) (Tabela 4). 

 

 

 

Tabela 4 – Esquema contendo os reagentes e o volume utilizado para Reação de 
Sequenciamento 

 

Produto Volume utilizado 

BigDye
®

 Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) 2,0 μl 

BigDye
®

 Terminator v1.1, 3.1 Sequencing Buffer (Applied Biosystems)      3,0 μl 

Primer a 3,2 μM (F ou R) 1,0 μl 

Água Para completar 20 μl 

Produto PCR purificado (2ng/μl) De 5 a 10 μl 

Volume Final 20 μl 

 
 

O processo de ciclagem térmica, realizado no termociclador (Veriti, 

Applied Biosystems, Estados Unidos), constituiu de desnaturação inicial por 

1 min, a 96°C, seguida de 35 ciclos de amplificação. Cada ciclo constituiu de 

desnaturação por 15 s, a 96°C, anelamento por 15 s, a 50°C e extensão por 

4 min, a 60°C. As amostras foram mantidas em 4˚C, até o momento da 

retirada do aparelho. Ao programar os ciclos de temperatura, tomou-se o 

cuidado de configurar a rampa de temperatura do termociclador para subir e 

descer a uma velocidade de 1°C por segundo. 

 

 

3.3.10 Precipitação do produto da Reação de Sequenciamento 
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Imediatamente após o término da reação de sequenciamento, 

iniciou-se a precipitação do produto da reação de sequenciamento. O protocolo 

utilizado foi etanol/etilenediaminotetracético (EDTA)/acetato de sódio e está 

descrito a seguir. 

 PROTOCOLO 3 – PRECIPITAÇÃO DO PRODUTO DA REAÇÃO 

DE SEQUENCIAMENTO 

Etanol/EDTA/Acetato de Sódio (volume final de 20 µL) 

 
Após retirar a placa de 96 poços do termociclador, colocá-la sobre 

suporte adequado (N8010531, Applied Biosystems, Estados Unidos) e realizar 

os seguintes procedimentos: 

1. Ligar a centrífuga e programá-la para ficar a 15˚C. 

2. Adicionar 2 µL de EDTA a 125 mM em cada poço da placa. 

3. Adicionar 2 µL de acetato de sódio a 3M em cada poço da placa. 

4. Adicionar 50 µL de etanol absoluto em cada poço da placa. 

5. Selar a placa com selo óptico. 

6. Agitar a placa brevemente. 

7. Incubar a placa contendo as amostras em temperatura ambiente 

por 15 minutos, protegida da luz.  

8. Centrifugar a placa por 30 minutos, a 4.000 rpm, a 15˚C. 

9. Remover o sobrenadante, vertendo a placa na pia, sem volta-la 

para a posição normal, colocando-a sobre papel absorvente e 

alocando-a, a seguir, na centrífuga, em posição invertida, para 

remover todo o etanol. 
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10. Centrifugar a placa invertida por 1 minuto, a 1.000 rpm, a 15˚C. 

11. Adicionar 70 µL de etanol a 70%, em cada poço da placa. 

12. Centrifugar por 15 minutos, a 4.000 rpm, a 15˚C. 

13. Novamente, descartar o sobrenadante, vertendo-o na pia. 

14. Centrifugar a placa invertida por 1 minuto, a 1.000 rpm, a 15˚C. 

15. Deixar a placa secar em temperatura ambiente por 30 minutos, 

protegida da luz. 

16. Adicionar, em cada poço da placa, 10 µL do tampão de injeção 

Formamida Hi-Di (4311320, Applied Biosystems, Estados 

Unidos). 

17. Selar a placa com selo óptico. 

18. Centrifugar por 1 minuto, a 1.000 rpm, à temperatura ambiente. 

19. Colocar a placa no termociclador, a 95˚C, por 5 minutos, para 

realizar a desnaturação das amostras. 

20. Imediatamente após retirar a placa do termociclador, colocá-la 

no gelo, protegendo-a da luz, por 2 minutos. 

21. Tirar o selo, colocar a septa (4315933, Applied Biosystems, 

Estados Unidos) e colocar a placa no sequenciador. 

 

 

3.3.11 Leitura no Sequenciador 

 

Em seguida, as amostras foram submetidas a leitura do 

sequenciamento no 3130xl - Genetic Analyzer (4352715, Applied Biosystems, 
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Estados Unidos), que utiliza um sistema de eletroforese capilar para a 

separação dos fragmentos de DNA. Nesse sequenciador, de 16 capilares, cada 

um deles é revestido por um eletrodo em uma das extremidades e durante a 

eletroforese capilar, as moléculas, fragmentos a serem sequenciados, tendem a 

ser eletroinjetados no capilar, entrando em contato com o polímero; ou seja, 

elas migram para o interior do capilar. Quando submetidos à alta voltagem, 

esses fragmentos no polo negativo tendem a se mover no interior do capilar 

preenchido com o polímero (malha de corrida), em direção ao polo positivo. A 

ordenação nessa migração das moléculas, para a leitura, vai depender do peso 

molecular de cada uma delas. Assim, todas essas moléculas (fragmentos) 

marcadas em diferentes locais, com ddNTPs fluorescentes, migrarão 

progressivamente, de acordo com o tamanho, tendo sua fluorescência 

detectada por um laser.  

 Acoplado ao sequenciador, existe o Software Data Collection® 

(Applied Biosystems, Estados Unidos), programa que gera os resultados 

referentes à corrida (o eletroferograma) e estes, por sua vez, podem ser 

visualizados em outro programa, o Software Sequencing Analysis®  5.3.1 

(Applied Biosystems, Estados Unidos) (Figura 7). 
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Figura 7 – Eletroferograma visualizado no Software Sequencing Analysis® 5.3.1, resultado do 

sequenciamento do éxon 2 do gene AMELX. Em destaque, uma mutação 
encontrada. 

 

 

 

3.3.12 Análise das sequências obtidas 

  

Após a visualização, as sequências obtidas foram analisadas no 

Software SeqScape® 2.6 (Applied Biosystems, Estados Unidos) (Figura 8). 
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 Figura 8 – Análise das sequências obtidas no sequenciamento no programa Software 

SeqScape® 2.6 

 

 

  

As sequências de bases e os eletroferogramas gerados pelo 

programa foram inspecionados, minuciosamente, por dois examinadores a fim 

de detectar variações. Houve concordância de 100% entre os avaliadores. As 

alterações encontradas no sequenciamento utilizando o primer senso foram 

confirmadas por meio do sequenciamento utilizando o primer antisenso.  

 Cada variação de sequência de nucleotídeos identificada no 

sequenciamento foi descrita utilizando-se o sistema de nomenclatura de 

den Dunnen e Antonarakis (2000). Para localizar as variações encontradas, as 

bases foram numeradas a partir da primeira metionina (ATG) da proteína 

resultante deste gene. 
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 Para verificar se as alterações encontradas representavam 

polimorfismos, foi realizada busca nos sites Blast (National Center for 

Biotechnology Information 2009) em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  e 

dbSNP (National Center for Biotechnology Information 2011) em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP. Para avaliar o efeito potencial de 

uma mutação no genoma, na transcrição e/ou na tradução, foram utilizados 

programas específicos como o Ensembl (Genome Bioinformatics Group, 2011).  

  

 

3.4 Análise estatística 

 

Foi realizada a análise descritiva dos dados dos sequenciamentos. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Resultados 





 

Estudo genético da mutação do gene AMELX na malformação dentária de pacientes com e sem fissura labiopalatina 
Fernanda Veronese de Oliveira 

4 RESULTADOS 

 

 

Das 165 amostras de saliva submetidas ao sequenciamento genético 

do gene AMELX, ao final das repetições, obteve-se um aproveitamento de 157 

amostras do éxon 2 (95%), 148 amostras do éxon 3 (90%), 147 amostras do 

éxon 4 (89%), 146 amostras do éxon 5 (88%), 155 amostras do éxon 6 (94%) 

e 165 amostras do éxon 7 (100%). A média de aproveitamento das amostras 

de todos éxons sequenciados foi de 93% (Figura 9). 

 

 

Figura 9 – Gráfico representativo do aproveitamento das sequências dos éxons do gene 

 AMELX 

  

  

Com relação aos grupos estudados, o aproveitamento das 

sequências de cada éxon está disposto na Tabela 5. 
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Tabela 5 – Aproveitamento das sequências dos éxons do gene AMELX por grupo estudado 

 

 
Éxon 2 Éxon 3 Éxon 4 Éxon 5 Éxon 6 Éxon 7 

 
NT N % N % N % N % N % N % 

Grupo 1 46 45 98 39 85 36 78 38 83 41 89 46 100 

Grupo 2 34 33 97 24 71 26 76 23 68 29 85 34 100 

Grupo 3 34 29 85 34 100 34 100 34 100 34 100 34 100 

Grupo 4 51 50 98 51 100 51 100 51 100 51 100 51 100 

Total 165 157 95 148 90 147 89 146 88 155 94 165 100 

N= número, NT= número total 

 

Dos 990 fragmentos sequenciados (6 éxons em 165 amostras de 

saliva), 276 eram do Grupo 1, 204 do Grupo 2, 204 do Grupo 3 e 306 do Grupo 

4. Desse total, 918 fragmentos (93%) foram analisados (245, 169, 199 e 305, 

respectivamente). Detectou-se alteração na sequência de bases em 37 destes 

fragmentos (4%), sendo 14 no Grupo 1, 12 no Grupo 2, 4 no Grupo 3 e 7 no 

Grupo 4 (Figura 10). 

 

 
 

Figura 10 – Gráfico representativo do número de fragmentos sequenciados, analisados e 

alterados de cada grupo estudado 
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Das 14 mutações encontradas no Grupo 1, formado por indivíduos 

com fissura labiopalatina e malformação dentária, uma mutação localizou-se no 

éxon 2 e caracterizou-se pela substituição missense de uma base G por uma 

base A, em apenas um dos alelos, na posição 11313543 do cromossomo X. 

Essa substituição promoveu a troca do aminoácido Gly pelo aminoácido Arg 

nesse local. As outras 13 mutações, do tipo silenciosa, localizaram-se no éxon 

6: sete delas caracterizadas pela substituição da base C pela base T, nos 2 

alelos, e seis caracterizadas pela substituição destas mesmas bases em apenas 

um dos alelos, na posição 11317343 do cromossomo X (Tabela 6). 

 



 

 

 

Tabela 6 – Mutações encontradas nos sequenciamentos analisados do Grupo 1 

Éxon n 
Troca de 

Base 

Posição 

no éxon 

Posição 

no gene 

Posição no 

Cromossomo X 
Tipo Efeito 

Troca de 

Códon 

Troca de 

aa 
Eletroferograma 

2 1 G>R (A/G) 46 2010 11313543 Substituição Missense GGA>AGA Gly>Arg 

 

6 7 C>T 75 5810 11317343 Substituição Silent CAC>CAT His>His 

 

6 6 C>Y (C/T) 75 5810 11317343 Substituição Silent CAC>CAT His>His 
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Com relação ao Grupo 2, formado por indivíduos com fissura 

labiopalatina e sem malformação dentária, foram encontradas 12 mutações. 

Sete delas, do tipo silenciosa, foram localizadas no éxon 6: uma caracterizada 

pela substituição da base C pela base A, em um dos alelos, na posição 

11317502 do cromossomo X e as outras seis mutações caracterizadas pela 

substituição da base C pela base T, na posição 11317343 do cromossomo X. 

Destas últimas, em duas, a troca se deu nos dois alelos e nas outras quatro, a 

troca se deu em apenas um dos alelos. Cinco mutações caracterizadas pela 

substituição missense da base T pela base A foram detectadas no éxon 7, na 

posição 11319473 do cromossomo X, promovendo a troca do aminoácido Ile 

pelo aminoácido Asn nesse local (Tabela 7). 



 

 

Tabela 7 – Mutações encontradas nos sequenciamentos analisados do Grupo 2 

 
 

Éxon n 
Troca de 

Base 
Posição 
no éxon 

Posição 
no gene 

Posição no 
Cromossomo X 

Tipo Efeito 
Troca de 
Códon 

Troca de 

aa 
Eletroferograma 

6 1 C>M (A/C) 234 5969 11317502 Substituição Silent CCC>CCA Pro>Pro 

 

6 2 C>T 75 5810 11317343 Substituição Silent CAC>CAT His>His 

 

6 4 C>Y (C/T) 75 5810 11317343 Substituição Silent CAC>CAT His>His 

 

7 5 T>A 146 7940 11319473 Substituição Missense ATT>AAT Ile>Asn 
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No Grupo 3, formado por indivíduos sem fissura labiopalatina e com 

malformação dentária, foram detectadas quatro mutações, todas localizadas no 

éxon 6 do gene AMELX. Uma das mutações caracterizou-se pela substituição 

missense da base A pela base G, em um dos alelos, na posição 11317444 do 

cromossomo X, promovendo a troca do aminoácido His pelo aminoácido Arg 

nesse local. As outras três mutações detectadas eram substituições do tipo 

silenciosa, da base C pela base T, na posição 11317343 e em duas delas 

ocorreram em apenas um dos alelos (Tabela 8).  

 



 

 

 

Tabela 8 – Mutações encontradas nos sequenciamentos analisados do Grupo 3 

 

Éxon n 
Troca de 

Base 

Posição 

no éxon 

Posição 

no gene 

Posição no 

Cromossomo X 
Tipo Efeito 

Troca de 

Códon 

Troca de 

aa 
Eletroferograma 

6 1 A>R (A/G) 176 5911 11317444 Substituição Missense CAC>CGC His>Arg 

 

6 1 C>T 75 5810 11317343 Substituição Silent CAC>CAT His>His 

 

6 2 C>Y (C/T) 75 5810 11317343 Substituição Silent CAC>CAT His>His 
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Com relação ao Grupo 4, formado por indivíduos sem fissura 

labiopalatina e malformação dentária, nas amostras sequenciadas e analisadas, 

foram detectadas sete mutações, todas em apenas um dos alelos. Seis 

mutações foram detectadas no éxon 6: quatro caracterizadas pela substituição 

do tipo silenciosa da base C pela base T, na posição 11317343 do cromossomo 

X; uma caracterizada pela substituição missense da base A pela base G, na 

posição 11317564 do cromossomo X, promovendo a troca do aminoácido His 

pelo aminoácido Arg; e uma caracterizada pela substituição do tipo missense da 

base T pela base A, na posição 11317327 do cromossomo X, gerando a troca 

do aminoácido Val por Glu nesse local. A outra mutação encontrada no Grupo 4 

localizou-se no éxon 7 e é caracterizada pela substituição missense da base G 

pela base A, na posição 11319371 do cromossomo X, promovendo a troca do 

aminoácido Cys por Tyr (Tabela 9).  

 



 

 

 

Tabela 9 – Mutações encontradas nos sequenciamentos analisados do Grupo 4 

 

Éxon n 
Troca de 

Base 
Posição 
no éxon 

Posição 
no gene 

Posição no 
Cromossomo X 

Tipo Efeito 
Troca de 
Códon 

Troca de 

aa 
Eletroferograma 

6 4 C>Y (C/T) 75 5810 11317343 Substituição Silent CAC>CAT His>His 

 

6 1 A>R (A/G) 296 6031 11317564 Substituição Missense CAC>CGC His>Arg 

 

6 1 T>W (A/T) 59 5794 11317327 Substituição Missense GTG>GAG Val>Glu 

 

7 1 G>R (A/G) 44 7838 11319371 Substituição Missense TGC>TAC Cys>Tyr 
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Todas as mutações detectadas no sequenciamento do gene AMELX 

estão distribuídas por éxon e por grupo estudado, conforme a Tabela 10. 

 

Tabela 10 – Distribuição das mutações detectadas nos 4 grupos de estudo 
 

Éxon 
Troca de 

Base 
Posição no 
Cromos. X 

Grupo 1 
(n) 

Grupo 2 
(n) 

Grupo 3 
(n) 

Grupo 4 
(n) 

Total 
(n) 

2 G>R (A/G) 11311579 1 0 0 0 1 

6 

A>R (A/G) 11311709 0 0 1 0 1 

C>M (A/C) 11311767 0 1 0 0 1 

A>R (A/G) 11311829 0 0 0 1 1 

T>W (A/T) 11311592 0 0 0 1 1 

C>T 11311608 7 2 1 0 10 

C>Y (C/T) 11311608 6 4 2 4 16 

7 
T>A 11311679 0 5 0 0 5 

G>R (A/G) 11311577 0 0 0 1 1 

TOTAL por grupo 14 12 4 7 37 

TOTAL 26 11 37 
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5 DISCUSSÃO 

  

Comparações pertinentes dos resultados obtidos neste trabalho e 

outros presentes na literatura devem ser conduzidas com cautela, devido à 

escassez de estudos sobre o assunto. É importante ressaltar que este trabalho 

é único, apesar da existência de alguns semelhantes. Mesmo diante desta 

dificuldade, torna-se possível estabelecer parâmetros e avaliar a pesquisa 

realizada. 

Visando proporcionar uma melhor interpretação dos resultados 

obtidos nesta pesquisa, serão discutidos inicialmente os aspectos referentes à 

amostra bem como à metodologia aplicada para obtenção dos resultados. 

Posteriormente, serão realizadas considerações sobre os resultados obtidos 

mediante análise descritiva dos dados e as implicações clínicas do trabalho 

proposto. 

 

 

5.1 A Casuística 

   

Neste estudo, foram utilizados para a composição da amostra 165 

pacientes: 46 com fissura labiopalatina e malformação dentária (Grupo 1), 34 

com fissura labiopalatina e sem malformação dentária (Grupo 2), 34 sem 

fissura labiopalatina e com malformação dentária (Grupo 3) e 51 sem fissura 

labiopalatina e malformação dentária (Grupo 4). O critério de inclusão da 
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amostra, proposto no projeto inicial, foi alterado devido à dificuldade de 

obtenção desses pacientes e à complexidade das técnicas a serem empregadas. 

Assim, para padronização homogênea da amostra, os critérios de inclusão 

ficaram definidos da seguinte forma:  

 dentes avaliados: incisivos centrais permanentes superiores;  

 idade dos pacientes selecionados: 6 a 15 anos de idade;  

 tipo de fissura labiopalatina: fissura transforame incisivo unilateral 

ou bilateral. 

 

No setor de Odontopediatria do HRAC-USP, cerca de 900 prontuários 

foram analisados e somente 80 pacientes puderam fazer parte, efetivamente, 

da pesquisa.  

Na clínica de Odontopediatria da FOB-USP, cerca de 300 pacientes 

foram avaliados e apenas 85 pacientes puderam fazer parte da pesquisa. 

Uma das principais dificuldades encontradas na pesquisa foi 

selecionar e convidar os pacientes para participar do estudo. Os motivos eram 

vários, embora a maior dificuldade fosse falta de tempo dos pacientes para 

coletar a saliva.  

No HRAC-USP, a maioria deles tinha outras consultas agendadas, 

logo após o atendimento no setor de Odontopediatria e, tratando-se de um 

hospital, não poderiam ocorrer atrasos. Quando os pacientes não tinham outra 

consulta logo após o atendimento no setor de Odontopediatria, muitos tinham 

hora marcada para o retorno a suas cidades de origem. A falta de informação 

no Prontuário de Genética, também, foi um fator prejudicial para a coleta de 
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saliva. Muitos pacientes que se encaixavam nos critérios de inclusão não tinham 

o diagnóstico genético fechado, assim, a possibilidade de terem síndromes 

genéticas os impedia de participar da pesquisa.  

Outra dificuldade encontrada foi que, como os pacientes eram 

abordados logo após o atendimento odontológico, frequentemente tinham 

realizado exodontia ou algum outro procedimento odontológico que os 

deixavam sensibilizados; desta forma, não eram incluídos na pesquisa.  

A alta incidência de fluorose foi outro obstáculo para a seleção dos 

participantes, visto que a sua presença foi um critério de exclusão. 

A maioria dos estudos que investigam genes candidatos ou realizam 

triagem de mutação em indivíduos com fissura labiopalatina incluem vários 

tipos de fissura na avaliação, o que não é o ideal, uma vez que as formações do 

lábio e do palato ocorrem em períodos embriológicos distintos (Slayton et al. 

2003, Stephanopoulos et al. 2005, Riley et al. 2007, Pegelow et al. 2008, Neves 

2009). Neste estudo, foram selecionados indivíduos que apresentavam fissura 

labiopalatina transforame incisivo unilateral ou bilateral isolada (não-

sindrômica), tipo de fissura mais frequente no HRAC/USP, definindo o fenótipo 

a ser estudado. 

Na literatura consultada, a maioria dos estudos analisou famílias com 

alterações dentárias (Hart et al. 2002, Kim et al. 2005a, Kim et al. 2005b, Kim 

et al. 2008, Stephanopoulos et al. 2005, Wright et al. 2009, Hart et al. 2009, 

Wright et al. 2011, Haubek et al. 2011, Lee et al. 2011) e não grupos de 

pacientes com diferentes fenótipos e genótipos, como neste estudo. 
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5.2 Metodologia 

 

Para a realização desta pesquisa, utilizou-se o método de 

sequenciamento direto de DNA genômico, a partir de amostras de saliva. 

Os rápidos avanços no desenvolvimento de tecnologias de 

sequenciamento, nos últimos anos, permitem um número crescente de 

aplicações na biologia e nas várias áreas da saúde (Berglund et al. 2011). O 

sequenciamento direto de DNA genômico tem sido o método de eleição para 

investigar polimorfismos e mutações nas populações e relacioná-los às doenças 

(Karger e Gutman 2009, Neves 2009, Milos et al. 2009, Bennet et al. 2009).  

A saliva é o material de partida para extração de DNA, citado na 

literatura de mais fácil acesso e não necessita de intervenção invasiva para a 

coleta (Vieira et al. 2008a, Vieira et al. 2008b, Neves 2009, Wright et al. 2011), 

e por esse motivo, foi utilizada a saliva como material de partida para o 

sequenciamento do DNA. 

Neste trabalho, apenas os éxons que participam do processo de 

transcrição do gene AMELX foram amplificados e sequenciados (éxons 2-7). Em 

primeira análise, apenas as fitas senso dos éxons foram sequenciadas e 

analisadas. A fita antisenso foi sequenciada e analisada apenas para a 

confirmação da mutação, quando detectada. A partir da realização do estudo 

piloto, foi necessário modificar o protocolo de extração de DNA da saliva, 

padronizado pelo Laboratório de Farmacologia da FOB-USP (Neves 2009), por 

causa da complexidade de fatores envolvidos na extração do DNA, para obter-
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se amostras íntegras e quantidade suficiente de DNA. Após a verificação da 

viabilidade de uso do DNA extraído da saliva, utilizando as diferentes 

concentrações de proteinase K para amplificação do gene da β-actina (gene 

constitutivo humano), optou-se em não utilizar a proteinase K na extração de 

DNA da saliva, devido ao sinal positivo e ao tamanho das bandas no gel de 

agarose das amostras, que foram extraídas sem a proteinase K. Assim, o DNA 

extraído das amostras de saliva sem a utilização da proteinase K foi o material 

de partida para a padronização das condições da PCR.  

O gene AMELX é composto por sete éxons e seis íntrons; e splicings 

alternativos resultam em três diferentes transcritos, conforme o Ensembl 

(European Bioinformatics Institute e Wellcome Trust Sanger Institute 2011b). O 

éxon 1 do gene AMELX não foi estudado, pois não contém sequência de 

nucleotídeos codificadora de proteínas, assim, não participa do processo de 

transcrição do gene. Os éxons 4 e 5, devido ao pequeno tamanho e 

proximidade de ambos, foram amplificados, utilizando-se um mesmo par de 

primers, resultando num fragmento único a ser analisado. 

Foram muitas as dificuldades encontradas no desenho dos primers 

específicos de cada éxon, assim como na padronização da temperatura de seu 

anelamento. Os primers dos éxons do gene AMELX, citados nos trabalhos 

existentes na literatura (Stephanopoulos et al. 2005, Wright et al. 2009, Wright 

et al. 2011), foram avaliados quanto à localização, homologia e diferença de 

temperatura de anelamento de ambas as fitas, o que evidenciou a necessidade 

de redesenhar todos os primers. Após o desenho dos primers, foi necessário 
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consultar, por meio de site especializado Blast (National Center for 

Biotechnology Information 2009), a homologia dentro do próprio genoma. Este 

passo foi importante, porque os primers podem ser semelhantes a outras 

regiões do genoma e poderão amplificadar regiões que não as de interesse 

deste estudo. Esta checagem foi vital para verificar homologia com outras 

espécies, visto que, na saliva, encontram-se diversas espécies de 

microrganismos, que provavelmente terão seu DNA disponível para amplificação 

(Neves 2009). 

Para visualização dos dados obtidos na leitura do sequenciador 

existem softwares específicos. Neste estudo foi utilizado o Software SeqScape® 

2.6, que permite a visualização do relatório geral das amostras sequenciadas e 

as classifica de acordo com a intensidade do sinal, número e sequência das 

bases. Além disso, este programa possibilita a análise do eletroferograma, o 

qual permite a visualização dos picos e vales bem definidos, a intensidade do 

sinal (Figura 11) e a confiabilidade da sequência (Figura 12), o que mostra a 

qualidade do experimento e o sucesso do protocolo utilizado, critério este 

adotado por Bennet et al. (2009) e Neves (2009). 

O Software SeqScape® 2.6 permite também a visualização de um 

relatório geral das amostras sequenciadas, classificando-as de acordo com o 

tipo de mutação encontrada, a troca de aminoácidos, entre outros aspectos 

(Figura 13). 
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Figura 11 – Eletroferograma contendo picos e vales bem definidos, boa intensidade do sinal       

ilustrando a qualidade do experimento e o sucesso do protocolo utilizado 

 

 

 

Figura 12 – Sequência fornecida pelo Software SeqScape® 2.6, com as barras de 

confiabilidade de cada base. Quanto maior a barra azul, mais confiável. 

 

 

 
 
Figura 13 – Relatório geral das amostras sequenciadas mostrando as mutações encontradas 

em cada amostra, assim como a troca de base, a localização, o tipo, o efeito, 

entre outros aspectos 
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Apesar das repetições, em até três vezes, do sequenciamento de 

algumas amostras, uma porcentagem delas não pôde ser analisada, devido aos 

resultados insatisfatórios nas sequências obtidas, que impossibilitaram a leitura. 

O critério para excluir uma sequência da análise levou em consideração o grau 

de confiabilidade da sequência, a intensidade do sinal de cada base e a análise 

visual do eletroferograma. 

 Nos diversos centros de pesquisa, estão sendo utilizados protocolos 

distintos para o preparo das amostras com vistas ao sequenciamento direto, 

cada um aplicado a um tipo de plataforma de sequenciamento (Stephanopoulos 

et al. 2005, Neves 2009, Wright et al. 2011, Urzúa et al. 2011). A falta de 

padronização desses protocolos e dos métodos de análise é a principal barreira 

para a discussão da metodologia do sequenciamento de DNA genômico a partir 

de saliva. Estudos futuros são necessários para padronizar os protocolos e 

métodos de análise dos resultados (Mihaly e Gyorffy 2011). 

Embora o método de sequenciamento seja ainda pouco utilizado na 

prática clínica, áreas da saúde evidenciam sua necessidade, para o 

conhecimento adicional obtido por esta nova tecnologia. Avanços recentes da 

aplicabilidade das técnicas de sequenciamento permitem diagnósticos e 

tratamento de pacientes (O’ Connor e Glynn 2011). 

 

 
5.3 Resultados 

 

A formação do esmalte dentário é um notável exemplo do processo 
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de biomineralização (Wright et al. 2011). O mecanismo exato que envolve este 

processo permanece parcialmente obscuro. Alguns genes que codificam 

proteínas específicas do esmalte têm sido identificados com genes candidatos 

para malformações dentárias. Análises mutacionais, com estudo de famílias, 

têm suportado esta hipótese (Hart et al. 2002, Kim et al. 2005a, Kim et al. 

2005b, Kim et al. 2008, Stephanopoulos et al. 2005, Wright et al. 2009, Hart et 

al. 2009, Wright et al. 2011, Haubek et al. 2011, Lee et al. 2011). Por sua vez, 

o método de sequenciamento direto permitirá aos profissionais prever quais 

genes candidatos podem estar com defeito, dado o fenótipo dentário dos 

pacientes, e este conhecimento será útil ao considerar alternativas de 

tratamento. 

Neste trabalho foram encontradas tanto mutações silenciosas quanto 

mutações missenses, nos quatro grupos estudados. As mutações silenciosas 

não geram nenhum dano à proteína produzida, ao contrário das mutações 

missenses, que geram proteínas alteradas. Do total de 37 mutações 

encontradas, 26 foram detectadas nos grupos 1 e 2 (70%), e 11 foram 

detectadas nos grupos 3 e 4 (30%). Esse fato é intrigante pois os grupos que 

envolveram pacientes com FLP apresentaram maior frequência de mutações do 

que os grupos que envolveram pacientes sem FLP. 

Das 14 mutações que foram detectadas no Grupo 1, 13 estavam 

localizadas na posição 75 do éxon 6 e eram silenciosas; uma estava localizada 

na posição 46 do éxon 2 e era caracterizada por uma substituição missense, na 
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qual ocorreu a troca do aminoácido glicina pelo aminoácido arginina, neste 

local. 

Das 12 mutações detectadas no Grupo 2, seis estavam localizadas na 

posição 75 do éxon 6 e uma estava localizada na posição 234 do mesmo éxon, 

todas silenciosas. As outras cinco mutações detectadas estavam localizadas na 

posição 146 do éxon 7, a qual não participava dos três diferentes transcritos do 

gene AMELX, concluindo-se que, neste grupo, não existiu a produção de 

proteínas alteradas. 

Das quatro mutações detectadas no Grupo 3, três eram silenciosas, 

localizadas na posição 75 do éxon 6, e uma era missense, localizada na posição 

176 deste mesmo éxon, a qual promoveu a troca do aminoácido histidina por 

arginina neste local. 

Das sete mutações detectadas no Grupo 4, quatro eram silenciosas e 

estavam localizadas na posição 75 do éxon 6; duas eram missense: uma 

localizada na posição 296 deste mesmo éxon, a qual promoveu a troca do 

aminoácido histidina por arginina; a outra, localizada na posição 59 deste 

mesmo éxon 6, promoveu a troca do aminoácido valina por ácido glutâmico; a 

última delas estava localizada na posição 44 do éxon 7, posição que não 

participa dos três diferentes transcritos do gene AMELX.  

Associação e comparações entre os grupos são pertinentes, 

entretanto, as mutações, quando encontradas no presente estudo, foram 

distintas e em locais diferentes em todos os grupos, mesmo se forem 

agrupados os Grupos 1 e 2 com fissura labiopalatina e os Grupos 3 e 4 sem 
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fissura labiopalatina, ou os Grupos 1 e 3 com malformação dentária e os 

Grupos 2 e 4 sem malformação dentária.  

Notou-se que o éxon 6 do gene AMELX era um éxon suscetível a 

mutações. As quatro mutações detectadas, do tipo missense, em região que 

participa do transcrito, estavam localizadas no éxon 6. 

Percebeu-se que a mutação localizada na posição 75 do éxon 6 

estava presente em todos os grupos estudados, sugerindo que, apesar de ser 

uma mutação silenciosa, poderia ser um polimorfismo novo, a ser catalogado, 

pois foi detectado em 26 indivíduos, do total de 165, representando 16%. 

Ressalte-se que nenhuma das mutações detectadas neste trabalho 

estão presentes no dbSNP (National Center for Biotechnology Information 

2011), sugerindo que podem ser mutações inéditas e, portanto, deveriam ser 

inseridas neste banco, ou ainda, mutações que até o presente momento não 

foram catalogadas, aspecto que dificulta sobremaneira a comparação deste 

trabalho com outros citados na literatura.  

Sabe-se que as proteínas geradas a partir das mutações genéticas 

detectadas têm a estrutura alterada, desta forma, estudos futuros são 

necessários, para elucidar se essas proteínas têm também a função prejudicada 

no organismo humano. A adição de informações genéticas sobre malformações 

dentárias poderá proporcionar novas oportunidades para mapear os genes 

candidatos para fissuras labiopalatinas.  

As fissuras labiopalatinas são anomalias congênitas isoladas e podem 

estar envolvidas num espectro dismórfico mais amplo de anomalias. A partir 
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desta premissa e levando-se em conta o número grande de afetados com 

fissuras labiopalatinas que também são acometidos por anormalidades 

dentárias e de esmalte, suscita-se a hipótese de que genes como AMELX 

possam estar envolvidos no tal espectro suposto. Como analisado neste estudo, 

os resultados contribuem para uma linha de pesquisa para o estudo de outros 

genes envolvidos na coalescência dos processos faciais, na formação dentária e 

na formação do esmalte. O estudo das fissuras labiopalatinas é de suma 

importância para as áreas de Genética Médica, Odontologia, Cirurgia Crânio-

Maxilo-Facial, entre outras. Sabe-se que são de etiologia multifatorial, o que 

corresponde a genes de predisposição herdados aliados a fatores ambientais, 

como exemplo, o conhecido ácido fólico (vitamina B9).  

Vale salientar que as alterações de esmalte são determinadas por 

dezenas de genes e isso pode fazer com que grande parte da casuística tenha 

resultados negativos, em relação ao gene estudado, mas positivos em relação a 

outros genes que não foram contemplados neste estudo, mas que podem ser 

estudados em projetos futuros. Desta forma, sugere-se estudos futuros de 

investigação de mutações e polimorfismos, incluindo SNPs, nas regiões 

codificadoras e de splicing de genes candidatos a defeito na formação do 

esmalte, para elucidar quais são as consequências dessas mutações nas 

proteínas produzidas formadoras do esmalte dentário. Ressalte-se também, a 

grande importância da análise estatística, além da análise descritiva dos dados 

obtidos.  
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5.4 Implicações clínicas 

 

Os reflexos da evolução dos conhecimentos genéticos têm sido 

profundamente sentidos em todas as especialidades da área da saúde. A 

aplicação do conhecimento adquirido por meio da genômica deve transformar a 

prática clínica, nas próximas décadas, melhorando a qualidade de vida. De fato, 

nenhum profissional da saúde que pretenda exercer suas funções de forma 

consciente e responsável, pode estar à parte da revolução genética ocorrida 

nas últimas décadas. A barreira que divide a ciência básica da aplicada, a qual 

sempre foi tênue, está agora a ponto de desaparecer. Cada vez mais, os 

clínicos necessitarão acompanhar as novas informações científicas. 

A partir do momento em que as bases moleculares de desordens 

geneticamente complexas forem entendidas da mesma maneira que aquelas 

mais comuns, será possível diagnosticar a suscetibilidade da doença antes do 

seu início, em indivíduos de risco, e iniciar as estratégias de intervenção. O 

tema comum por trás de todos esses avanços, é que a detecção precoce e 

diagnóstica da doença pode ser facilitada pela aplicação das técnicas de 

biologia molecular. Os profissionais do futuro próximo deverão ser capazes de 

prevenir efetivamente as doenças e promover saúde por meio dessas técnicas 

de diagnóstico. A identificação de alvos moleculares de agentes ambientais 

ajudará a entender o processo da doença e a desenvolver estratégias de 

tratamento apropriadas. Em tais casos, o entendimento da causa da doença 
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exercerá papel-chave em testes pré-sintomáticos para identificar e determinar 

estratégias de tratamento efetivo aos indivíduos de risco. Estas informações 

poderão contribuir para um melhor entendimento do mecanismo envolvido nas 

malformações dentárias, os quais serão úteis nas terapias preventivas e 

curativas. A previsão é de que o tratamento será mais personalizado, sendo 

adotado com base no genoma do paciente. 

Com base nos resultados desta pesquisa, propõe-se a realização de 

futuros trabalhos, utilizando este modelo de estudo. As modernas técnicas de 

sequenciamento e manipulação genética, associadas a métodos de análise 

bioquímica de ácidos nucléicos e de proteínas estão permitindo que 

modificações sejam introduzidas nos organismos. Sabe-se que a procura por 

soluções e materiais ideais para qualquer área de conhecimento, atualmente, 

deve estar direcionada ao conhecimento de proteínas expressas pelo próprio 

organismo, às quais, com o auxílio dos princípios de biologia molecular e 

terapia genética, poderão vir a ser investigadas para que os resultados 

laboratoriais possam ser transportados para a prática clínica.  
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6 CONCLUSÃO 

 

De acordo com os resultados obtidos do sequenciamento direto dos 

éxons codificadores de proteínas do gene AMELX, foi possível concluir que: 

 

 Foram encontradas mutações na sequência de nucleotídeos do 

gene AMELX, em indivíduos com e sem fissura labiopalatina e 

malformação dentária. Observou-se que a mutação localizada na 

posição 75 do éxon 6 esteve presente em todos os grupos 

estudados, sugerindo que, apesar de ser uma mutação silenciosa, 

poderia ser um polimorfismo novo, a ser catalogado, pois foi 

detectado em 26 indivíduos, do total de 165, representando 16%. 

 

Diante do exposto, rejeita-se H0 e aceita-se H1. 
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APÊNDICE C – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 

Pelo presente instrumento, que atende às exigências legais, o Sr. (a) 

________________________________________________________________, 

portador da cédula de identidade __________________________,  responsável 

pelo paciente *__________________________________________________, 

após leitura minuciosa deste documento, devidamente explicado pelos 

profissionais em seus mínimos detalhes, ciente dos serviços e procedimentos 

aos quais será submetido, não restando quaisquer dúvidas a respeito do lido e 

explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO concordando em 

participar da pesquisa: “Estudo genético da mutação dos genes AMELX e ENAM 

na malformação dentária de indivíduos com e sem fissura labiopalatina", 

realizada por Fernanda Veronese de Oliveira nº do Conselho: CRBio 64605, sob 

orientação da Profa. Dra. Thais Marchini de Oliveira, nº do Conselho: CRO 

65047, que tem como objetivo: Analisar, por meio da coleta de saliva, os genes 

AMELX e ENAM que caso apresentem alguma mutação ou alteração podem 

estar relacionados com a ocorrência de alterações no esmalte dentário. A coleta 

da saliva será realizada uma única vez e por não ser um procedimento invasivo 

não causa riscos em potencial para a pessoa que aceitar fazer parte do estudo. 

Após a coleta da saliva os dentes com malformação dentária serão fotografados 

e as fotos arquivadas para análise posterior. 

Caso o sujeito da pesquisa queira apresentar reclamações em relação a 

sua participação na pesquisa, poderá entrar em contato com o Comitê de Ética 

em Pesquisa em Seres Humanos, do HRAC-USP, pelo endereço Rua Silvio 

Marchione, 3-20 no Serviço de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Extensão ou pelo 

telefone (14) 3235-8421". 

Fica claro que o sujeito da pesquisa ou seu representante legal, pode a 

qualquer momento retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e 

deixar de participar desta pesquisa e ciente de que todas as informações 
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prestadas tornar-se-ão confidenciais e guardadas por força de sigilo profissional 

(Art. 10 do Código de Ética Odontológica). 

 

Por estarem de acordo assinam o presente termo. 

 

Bauru, _________ de________________________ de __________. 

 

 

 

-----------------------------------------------    ---------------------------------------------- 

    

 

* A SER PREENCHIDO, SE O SUJEITO DA PESQUISA NÃO FOR O PACIENTE. 

 

Nome do Pesquisador Responsável: Fernanda Veronese de Oliveira 

Endereço do Pesquisador Responsável: Rua Sílvio Marchione, 3-20 

Cidade: Bauru – SP 

CEP: 17100-000 

Telefone: (014) 3235 8141 

e-mail: veronesefernanda@hotmail.com 

 

Endereço Institucional: Alameda Otávio Pinheiro Brizola, 9-70 

Departamento de Odontopediatria, Ortodontia e Saúde Coletiva 

Cidade: Bauru – SP 

CEP: 17100-000 
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ANEXO A – Sequência do gene AMELX, éxons e primers 
 
 
Homo sapiens chromosome X: GRCh 37.p5 (11311533 - 11318881) 
NCBI Reference Sequence: NC_000023.10 
 
GGCTTTGTCCCCTGTTTTGGTGGACACCAGAGGGGTGATAAAGGAGTAGCCAAGGGGAACAGAGAAAAAATACCTTCA

ATGGAAGCAGATAATAGAGCAGTGGTGATCCCAAAATTATAATTCCTCAGAGAGAAACTAGAGAGAGCTTTGGGGTTT

TACCCAAATGGGAATTTGAATCAATTTCTCCTGATCTGAAAGGGCTGGAAAAATCCTGGAGGATATCCAGATTACACT

AGAGAATCTCAACCACCTACCTTGATTTTTGTAAAGAACAACGTTGTTTGCTAGAACTGAGGAAAAGGCGATGGCAGA

GAAGCTTTTTAAAAATAAATCTGAATATATCAACATGTACAGTCAACTAATTTGCTGACTTCAAAATAGCGTGATGAA

ACTCTTTGCCTGTTAAACCTATTATTGCCCATAATGAAAGATTCCATATGCACTAATCACAACATACAGCCTTATGTC

TGATCATAGCTTCTAAAAAATCATGATACAGGGATTTTTAGTTATACTCAACACATTTTTCCTTTAGAAACTGGATTG

GTTGTTACAGATGCCATGAATGATATAAATTGAGCTTATAGTTGGAAGAAATCTAAAGGATCAAGCATCCCTGAGTTT

CAAACAGAAACTTGCACTGAATACATTCAAAGGTATGTGGATTTTATTTATAATTTGATATCCTTTTTATTGTGCTTA

TTTCTTTCTCTGCATTTCTTTTAAAAGATATAAATGTATTCTACATTTCTAATACTATATGCCATCAATAGTTACTTT

TTAGTTGGCCCATAATTAAATTAGACTCTGATTACTGAAATGATTTTTAACTTTATAATGCAACAAAGTGCTTGTCTA

ATTCCAAAGGTCTTTCTTGGCCACATTTCACAGTAAAATATTTATTTTAATTAATTATCGATTAAAGTAAAAATAATA

CATTCACAGGCTGTGATCTACTACTTTGAAAAGCTTTTTATTTAATTACATAAAATAGAACCATCCATGAAGTGTTTT

TTCTCATTAACCCAAACAAACAAACAAACAAAAAACAAATTTAGGAGTTAGAAAACTTTAGTGTACTTTTCATAGACA

GCATTATCACATGTAATATTCACTTCTTATACAAAATTTAAGGTCTTTCTTCTGACAGTTTTCCCAGTAATTTGTGCC

ACAAATCAATGTGCACATTTTAGGAGGACCTGTTTTGCTTAATGTCCCAAGGGTCTTATTTATAGAATAATTACAGTG

CAACATCAAACAAAATGAAGATTCCATTGAAAGAAAATGAAACCTCTTAGGGAGAAAGTATTCAAAATTCATTGAAGA

ATCACATAAAATTCGTACCATCCTCTCCTGTTGGTTCAGCCACATCTTTTGCTCCACAATCTGGAGCTCAGAGATGTT

ACTGGAGGGTCTTGCCTGAAGTTCTGTAGATAGGAATTTCTGGAACTAAAATCTATCTTGGCAAATTAATATATTTTC

TCAAATGATTAGTCCTTGTTTTTAACAGTAGCAATGTCCAGGTAGACTGTGCACGAGACATTTCTGTGCCTCCTTGTT

CTAAAATTATAAAATACTGTGCACTTTGATGATCTTCCCAACCTTTAGAGCCAACTTTATTCCTTTAATCATTAATTA

TAAATACAATTTAGCTTCTATGACTAAGGGCTGTATAGGCATAGGAAAATGGCATGCAAAGTCATATGAAGATAGATC

ATTCATGTCCCTGTAACTTGTTTAGCCCTCAACCTAAATTAAATGCATCTTTATCACTACTGTGACTCCAGAAACAAT

GAAATAGGCTGAGAGCTGGAAATCACATATGACTGAAGTAAATTCACAAACAATGGCTCCATCCTTCTTACTAGCAAT

AGACTAATGTAGATTATGTGTGTTTTATGGAGCATTCATTACATCCATGTTTCAGAAGAGATAAGAAAAGTGGATGTT

GACTTACATTTCAGAACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTATTTGCCTGCCTCCTGGGAGCAGCTTTTGCCATGC

CTGTGAGTAAAACACCCCTTGCATAAGTCAGTGTCCAATTTCACAAACTTGGACATAAAAATCTGCTCATAGTTGGTG

AAATTAGGGTTTAAAACAGTATGAGATCAGATGTCTTCATATGTCTCTGGGTTGAAGAAACACTTCAGGAGCTTGTTT

TAAAAAGGTATATTCTCAAATGCCGCTACCAAAAATTCTGATTTGGTACAGCTGGGGCGGGGCCCAGGACTCTGCATT

TTTATAAGCACCCCAGGAGATTCTGTTGGAACTGTTAGCTTGTAAATATCACCACCCATCTCTAGATGGAGGAAGCTT

TTGGAAGGGACCCTTGAAAGGTCTCCAGAGAAAGTGCTTAACCAGCTTTGGACAAATATTACAGAGATGCCAGTTTTG

TCTAAAACCCAATTCCTCTCAAGATTCCAAATCTCTTCCTGCCCTCCACATATTGCTGCTCTTACCCCTCAGGGGGTA

AGATTTTTGTGTTAGGAATCCACTTTTTGAGCCACATTCCTGTTCTCAGAGGCCCCACCCCTTTGGGTACATCTGATG

AGTACGTGACTTTTTTGTGGTTGCCCGGGATCCTGCCTACACCCAATACATAGTGATATATTTTATATTCAAATGTAT

TAAAGATCAGGACATTAGACCCACTCTGTCTGGACACAGGTGCATAAGGGCAGAGAACTTAGATCACATGCATGCCAA

GCAGGCTGCATCTGCTTTTTGGTGGAATAAAGAGCAGTTGATACAACCAGAAGCCAGCAAGCTTGCACCCTTGCCTCC

TCTCTTCCTCTCTCACCCACAAAACCAAGATTCTGTGCTCTGACTTCCTGAAATCCTGCATTGCAGCGATTCCTAGTT

TCCTCAGGGGTCCCTGCCTTACAAATTCAGCCCTTTTCCCACTCTCTAAGATGGTATTGTTCAAGAGGGTATAGGACC

TGACTAAAACCATTCACATCCAGATGAGAGAGAATAAACCTTCCCATGAAATGTGAGCATTTTTAAAGAATATAATAG

AGCCAATCCTAAATGAGGCCAATGTCTGAGGGAGATTTTCTGCATGACCGTCTCTCCTCCCTGGACCCCAGGCACAAC

CAGAGTTCCACAATACAGGCACCAGACACTTGGGCCCCACTTTTGAGAGGACAGACAGTCCTGATTCAGATCATCATT

CAGGTGGCCTTTTATTTTTAACTTGAAAATTTTTCTGCCATAAAACCGTTGGCAGAATAATAAAAAAAGATCGGCCTA

AACGTCATAAATCAACTCTTTCATTTTCCATGGGATTTATAATGTTTCCACTTTGCTCCACCCATCTTGTTCTGGCAT

TCATCAATAATTCCCACCTTGTGGTTTCTTTTGTGGCTTCTTTTGTTGTATGGAAGTGTTGTTTACTTTGCATGTCAA

TTATGAGAAATCCCTTTGATACTTAAAAGTACTTGACCACCTCCTGATCTACAAGGGAACATTCGTGAGACAATTCTC

TCCTTGTTGATATTTCTTTATTGTGAAAGAGAAACACACTTCTCTCCCCATTATGGGGTGAGTTTTATCAGCAAGTAA

ACTGTTGGGCAGGATAGGGTAGGATTCATTGAAAACACTGGGCGTGGGGGTGGGATGCTGTCCAAAGATCACTGGAGA

ATAAATGTGTGCTGGTTTCTGCTTCCAGGTCTCCAGCCATAAGGCTATAACCCCAGGAACAGTCATTTAGCTGTTCTG

AACCTCTTTAAAATAAAAGGTCTCCTCTTCTATACAGCACATTTGTTCAAACTAAAAACAGACCTCAAGTATATTCTG

CACTATATAGATTTTTTTAAAGTAGCTTCAGTCTCCTTTAATGTGAACAATTGCATACTGACTTAATCTCTTCCTCTC

TCTTCTCTTCCTTCACTCTCTCCCTTCCTCTCTCTTTCTATTCTCCTCCCCTCCTCCCTGTAAAAGCTACCACCTCAT

CCTGGGCACCCTGGTTATATCAACTTCAGCTATGAGGTAATTTTTCTCTTTACTAATTTTGACCATTGTTTGCGTTAA

CAATGCCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTGTGTTGATTCTTTATCCCAGATGTTTCTCAAGTGGTCCTGATTTTACAGT

TCCTACCACCAGCTTCCCAGTTTAAGCTCTGATGGTTGGCCTCAAGCCTGTGTCGTCCCAGCAGCCTCCCGCCTGGCC

ACTCTGACTCAGTCTGTCCTCCTAAATATGGCCGTAAGCTTACCCATCATGAACCACTACTCAGGGAGGCTCCATGAT

AGGGCAAAAAGTAAACTCTGACCAGCTTGGTTCTAACCCAGCTAGTAAAATGTAAGGATTAGGTAAGATGTTATTTAA

AACTCTTTCCAGCTCAAAAAACTCCTGATTCTAAGATAGTCACACTCTATGTGTGTCTCTTGCTTGCCTCTGCTGAAA 

TATTAGTGACTAAGTGGTATAGGAGAGACTCCGCAGAACAGCGGAATGCATGAGTTTTGGACGTCGGGTTTGAGGTTC

TCCTCAACCTCTTACTAACTTTGTGATTTTGGGCAAATCATTTCCTCTTTCTGGAACCCTGGTTTCCTCATCTGGAGA
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AAGGAAATAATTATAATAACCATATTTCAAAATATTGTTTGGAGAGTAATATAGTTAATGAATATGAAAAGTGCTTTG

TCAAGTATAATATGAGCAAGGTTACTGATTATTTTTTGTATCGATTAAATGCCGTATTACTATATGAAGAATCCTCAA

ACCTAAGGCTAACCAAGTATATATACTGTTCAGAAAGGAATAAGATTCTTACTTCTCTCACAGGTTCAGGTAACAATC

TATGAGTTTATTTACTTATAAAAGCTGAAGACAAATGTTAGTAAGATTTTGAGGCAAGATTTTCTGTTGAACCGAAAA

GATTGACACATCTGATCAGTCAATCTGTGTTTCTAGGATGAGGGACAGTGTTTGCACCTCTCTTTTTCCCATTGTGAC

ATCAAAGAAAAAAATGAAATTAACATCATGTCATATTATTATGTCATAATTTTGTGTTTGTTTTGCTCTTACAATGAA

AAGAAGGAACTATGGAATTAAACAGATTTACTCCCTGTGTAACCTCAGTCAAGTTAATGAATCTCTTTAACTCCCCAT

AACCTTATCTAAAAAGTGAGAGTAATAATACTTGCCTCCTAGCATATAAGAAAAGATGAAGAATGTGTGTGATGGATG

TAAACACAGTGCCTGTCACACAGGAAGCACCCAACAAATTTTTACCTTCTTCTTTCTTTTGTAGAACTCACATTCTCA

GGCTATCAATGTTGACAGGACTGCATTAGTGAGTCTATATTTCCTACTGCATCAGTGAGTTTCTATATTGGATGAAAG

TAAATTAAATCAAATGGGTTCTAATATCTTTTTCTCTTAAGGTGCTTACCCCTTTGAAGTGGTACCAGAGCATAAGGC

CACCGGTATGTAGACATTTTGTTCCTTATTCCCTGAAAATATTAGGCATGCATTAAAATTCCCATATTAAGTGAAATA

TCATGTCTACTCCACATGCAGACATTAATGGGAAATTTAGTTTGTAAAAAATCATATCTGTGTACACAGTTACAAATT

TTTGCAAAGGAAAAATGAATAAAATATTCCTATAGCCATAATGGCAAAGAAAACACTGCTGCTTCTCTGGTTGGAGTC

ACCTGAGCCAATGGTAAACCTGCCTCTCTGTTTCTCACCAGTACCCTTCCTATGGTTACGAGCCCATGGGTGGATGGC

TGCACCACCAAATCATCCCCGTGCTGTCCCAACAGCACCCCCCGACTCACACCCTGCAGCCTCATCACCACATCCCAG

TGGTGCCAGCTCAGCAGCCCGTGATCCCCCAGCAACCAATGATGCCCGTTCCTGGCCAACACTCCATGACTCCAATCC

AACACCACCAGCCAAACCTCCCTCCGCCCGCCCAGCAGCCCTACCAGCCCCAGCCTGTTCAGCCACAGCCTCACCAGC

CCATGCAGCCCCAGCCACCTGTGCACCCCATGCAGCCCCTGCCGCCACAGCCACCTCTGCCTCCGATGTTCCCCATGC

AGCCCCTGCCTCCCATGCTTCCTGATCTGACTCTGGAAGCTTGGCCATCAACAGACAAGACCAAGCGGGAGGAAGTGG

TGAGTATATTTTGAAGCCACTACAATGCAAATCCTGTGAAAATGGTGCAGCAAAATAGGCCCCAGAGTTCTAAGGTCT

CCGACAACCAAGGATCTAGAGTTGTAGTAGTTACAGGTCTATGATTCTATTAGTCCAAGCAATATGCTATACCTTTAT

GTTAAAGACAAATTCCTCTAAATGGCTTGGTAATTAAGACCACAGTTTTTATGGTAGGTTTCAATTTTACTATTACTG

AATTTCTACCAGAATATGTATTACCAAAACCCATTAATAGAAATATATATTACTAAACCCCATGAATTTTAAGGGCAA

CAGTATAAGGGAATATCAGTTCTCCTTATATTTCAAAGGTTTGACTAGCAAGAATAGGCTAGAGTTGCACTGAAGGCT

TAAGACAAGAGGGAGCGGATAATTTTGAGAGTGCAAATATCTGAACAGGCTACAAAAGGTAGACGGGAAATCTCTTCA

AAAACCTACAGGAAGATTCCCCATTTCCAGTAGTTTTCAATCTAACTTGGAGGCGGCTAAACTAAACATACTGTTAGA

TTCCTTTTCTGTACTGGGGTTCTATAGATGATTAAGCTTTTAGCAAGAAGTTACTGCAATTTAGCACTAAATCTTCCA

TTACAGGTAGCTCTTACAAATGAATGGGAATAGTCAACAAAACAAACTTAATCTACATCCATAAAGTCTTACTTCTAT

GTATACGAGATTATGTGATCCTATCATGTATATGTATCCAACTGTAATTCCAATTTATACATGTTATTGATGATTTGC

TACTGAGAAGAAGAGAGAAGTGAGGTGGAAATGACCAGGATAAGAAGCCAGGACACAAAGGTTCCAATTCTGGCTTTG

CCCTCAAAGACGAGGCAGTATTGTAAAAGTTACTTCAAATGTATCGGTGTTTTATTTTCTTTTAAATGGGGGAAAATG

ACGAAATCAGATTATTTTCAAGTCTCTGTCCAATTATAAATACCATAGTTTCTGAATTTAAAAAAATCATAATATATG

TCATAAATGGCTTCATAATTGTGAGCATGTTTACGGAAAATATGGGGCAGAATTTTTTGAAAATTGATTGAATCCCAA

GTAATCGGTGCCTATCATTGGCTATTCTAGTCCAAGGCACATGTTCTCTCTGTACATAGAAAATGCATTTACTTCTTT

ATGAATAATTAATACCATGAACTTTATAATGTGCTCACATCTTGACAAAGCTATTTATGGAAAGGTGACTTTGGGCAG

ATAGTTTGAACTCTTTAAAACTCAGTTTCTTTTTGTGTAAAATTTGAGTATAAACATTGATAGTTTCTTAGAGTTGTT

TTATGGAAAACAAAATAGCGTGATAAGCTTGGAGCCTGACATGCAAGACGTACCCCCCAAAAAGGTAGCAATTGTTAT

TTTATTATAAAATAATAGGCTTTAAGTGTCCTGAAGGTGGAAGCAGTCCTCATGGACACCTAATATCTAATGACAACG

AAATAACAAAGAAACTTCAGAAATTATAGAGTTCAACTTAAATGGTTGTACATTGTTTTGACAAAACTGAAGCCAGAC

ATGTTATTGTAAATGGTACTCACTAGGAACATTTGTAAATTATTTTAACTGTTCTTTTGCAATTTTTTTCAGGATTAA

AAGATCAGAAGATGAGAGGGGAATGAATACTTCAGATGCTTTCAGGAGTGACACAAGAACACAATGATTTTTGCTTAT

AATCACTTTACTTAGCAAATTCTGTAACTAAAAAAGTACCATTAGCAGACAATAAAATGCATTAAAAATCATTCATGT

CTTTGTGTTGAATGAAACTTAAATTTTCCTATCATTTGAGATGATATATTATGAATGAGTATTCTTGAATCAGGTAGG

AACTGCTCATTTAGTCATACAAATTCACCATTTGGCAAGCAAATAAGGAATATATTTCTTTTTAGAGAAAATTTAAAT

TATACTGTCTCAAATCTTTTTTAAAAAACAAAGTTTATACATCAGTTAAAACAGTTGATAAAATGAAAATTTATGAAT

ATGTACAATAACTAAAACCTGAACCAAATGAAGGGAAGTTTATATGAAAAATTCTTTACATTAAGAAAGATAAACTTT

TGAAGAATGTTTATATTATGAAACAAAATAGGACATGGAACACTGGCTTTACACTTCACACCACACTGGCAATCAAAA

TCTGGTCTTTTGATCTCATTCTATGGAAAAAAGATTTTTAAATGAAATTATGTGATATGCATAATAATGTACTGAATT

TAAAGTTATTCAAGTAATTTGTTTTCCTCAAAAAATGTTATCAATGGAGCTTCAAATAGAGAATTGCAGTGATTTTAA

ACACAAGTCATTTCTTTCACCTCATAACTTTAAGATAAATTGTACTG 

Éxons 1-7: sequências grifadas em cinza 

Primers: sequências grifadas em amarelo 
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ANEXO B - Tabela de códigos IUPAC 

 

 

Código Tradução 

A ADENOSINA 

C CITOSINA 

G GUANINA 

T TIMINA 

B C,G ou T 

D A,G ou T 

H A,C ou T 

R A ou G (PURINA) 

Y C ou T (PIRIMIDINA) 

K G ou T (KETO) 

M A ou C (AMINO) 

S G ou C (FORTE - 3 PONTES  H) 

W A ou T (FRACA - 2 PONTES  H) 

N QUALQUER BASE 

V A, C ou G 
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ANEXO C - Tabela de Abreviação dos Aminoácidos 

 

 

Aminoácido 3 Letras 1 Letra 

Alanina ALA A 

Arginina ARG R 

Asparagina ASN N 

Ác. Aspártico ASP D 

Cisteína CYS C 

Ác. Glutâmico GLU E 

Glutamina GLN Q 

Glicina GLY G 

Histidina HIS H 

Isoleucina ILE I 

Leucina LEU L 

Lisina LYS K 

Metionina MET M 

Fenilalanina PHE F 

Prolina PRO P 

Serina SER S 

Treonina THR T 

Triptofano TRP W 

Tirosina TYR Y 

Valina VAL V 

Qualquer Aminoácido   X 
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ANEXO D - Tabela das bases para formação dos códons 

 

5' 2a BASE 3'  

  T C A G   

T 

Phe Ser Tyr Cys T 

Phe Ser Tyr Cys C 

Leu Ser Och Opa A 

Leu Ser Amb Trp G 

C 

Leu Pro His Arg T 

Leu Pro His Arg C 

Leu Pro Gln Arg A 

Leu Pro Gln Arg G 

A 

Ile Thr Asn Ser T 

Ile Thr Asn Ser C 

Ile Thr Lys Arg A 

Met Thr Lys Arg G 

G 

Val Ala Asp Gly T 

Val Ala Asp Gly C 

Val Ala Glu Gly A 

Val Ala Glu Gly G 

Códigos de Parada: Amber, Ocher, Opa 

 


