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RESUMO

A literatura recente aponta os microRNAs (miRNAs) como um dos principais reguladores da
expressao génica, que atuam em varias fases de processos essenciais para o desenvolvimento
embrionario, inclusive do correto fechamento da cavidade oral. No palato, o aumento da
expressao de miRNAs nas células mesenquimais do palato resulta no aumento da proliferacao,
por inibir a via de sinalizagdo do TGF-3 e modular a sintese do coldgeno. Contudo, apesar do
papel de alguns miRNAs no fechamento correto da linha média e por conseguinte da cavidade
oral ja terem sido estabelecidos em estudos in vivo e in vitro, com camundongos e culturas
celulares, respectivamente, muito pouco se conhece sobre esses mecanismos em humanos. No
presente trabalho, realizou-se a coleta do sangue periférico de criangas com idade entre 4 a
160 meses atendida no Hospital Santa Casa de Misericordia do Para (Belém, PA, Brasil) para
seguir nas investigagcdes por meio de técnicas de biologia molecular (extragcdo de RNA,
sequenciamento) e de bioinformatica, dos miRNAs circulantes expressos no processo da
Fissuras Labio Palatais nao sindromicas. Foram observados 178 miRNAs expressos no grupo
de criancas que apresentavam Fissuras Labio Palatais em compara¢do com o grupo controle.
Destes, 16 miRNAs foram diferencialmente expressos. Nove miRNAs evidenciaram uma
clara distingdo de expressdo entre os grupos controle e acometidos com fissura labio palatina
(hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR181a-2-3p, hsa-miR-660-5p, hsa-miR-126b-
3p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-381-3p, hsa-miR-598-3p e hsa-miR-769-5p), dentre estes,
sugere-se que os hsa-miR-769-5p, hsa-miR-181a-2-3p, hsa-miR-323-3p e hsa-miR-181b-5p
possam apresentaram papeis cruciais no modulamento destas vias, por regular mais de um
gene, Ferramentas de bioinformatica foram empregadas para explorar as fungdes potenciais
dos miRNAs e de suas redes regulatorias e genes alvos. Os resultados mostraram quatro
miRNAs diferencialmente expressos (hsa-miR-769-5p, hsa-miR-181a-2-3p, hsa-miR-323-3p
e hsa-miR-181b-5p) que se apresentaram presentes na regulagdo das vias HI e apoptose, que
sdo envolvidas diretamente no processo de palatogénese e adesdo celular das prateleiras
palatinas. Até onde sabemos, este ¢ o primeiro estudo de miRnoma em uma populagdo
miscigenada do Norte do Brasil, que analisou o conjunto total de miRNAs em pacientes de
fissura labio palatina, fornecendo uma nova perspectiva sobre a etiologia de Fissuras Orais
Nao Sindrémicas (FONS) e langando as bases para pesquisas futuras sobre os mecanismos
regulatérios de ncRNAs em FONS.

Palavras-chaves: Fissuras orais ndo sindromicas; miRNAs; ncRNA; apoptose; palatogénese;

redes regulatorias; Brasil.



ABSTRACT

Recent literature points to microRNAs (miRNAs) as one of the main regulators of gene
expression, which act in various stages of essential processes for embryonic development,
including the correct closing of the oral cavity. In the palate, the increased expression of
miRNAs in the mesenchymal cells of the palate results in increased proliferation, by inhibiting
the TGF-[J signaling pathway and affecting collagen synthesis. However, despite the role of
some miRNAs in the correct closure of the midline and therefore of the oral cavity have already
been established in in vivo and in vitro studies, with mice and cell cultures, respectively, very
little is known about these mechanisms in humans. In the present work, the collection of
peripheral blood from children aged between 4 and 160 months attended at the Hospital Santa
Casa de Misericordia do Pard (Belém, PA, Brazil) was carried out to continue the
investigations using molecular biology techniques (extraction of RNA, sequencing) and of
bioinformatics, of the circulating miRNAs expressed in the process of non-syndromic cleft lip
and palate. A total of 178 miRNAs were differentially expressed in the group of children who
had cleft lip and palate compared to the control group. It identified 16 differentially expressed
miRNAs. Of these, nine miRNAs showed a clear expression distinction between control and
cleft lip and palate groups (hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR181a-2-3p, hsa-miR-
660 -5p, hsa-miR-126b-3p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-381-3p, hsa-miR-598-3p and hsa-miR-
769-5p). Of the nine (9) differentially expressed miRNAs, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-181a-2-
3p, hsa-miR-323-3p and hsa-miR-181b-5p were shown to play crucial roles in their regulation.
pathways, by regulating more than one gene, Bioinformatics tools have been employed to
explore the potential functions of miRNAs and their regulatory networks and target genes. The
results showed four differentially expressed miRNAs (hsa-miR-769-5p, hsa-miR-181a-2-3p,
hsa-miR-323-3p and hsa-miR-181b-5p) that were present in the regulation of pathways HI and
apoptosis, which are directly involved in the process of palatogenesis and cell adhesion to
palatine shelves. As far as we know, this is the first study of miRnoma in a mixed population
from Northern Brazil, which analyzed the total set of miRNAs in cleft lip and palate patients,
providing a new perspective on the etiology of Nonsyndromic Oral Clefts (FONS) and laying
the foundation for future research on the regulatory mechanisms of ncRNAs in FONS.

Keywords: Non-syndromic oral clefts; miRNAs; ncRNA; apoptosis; palatogenesis; regulatory

networks; Brazil.
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INTRODUCAO

ASPECTO GERAL

As fissuras orais representam mundialmente as malformagdes congénitas mais
frequentes da regido craniofacial (MOSSEY 2012), representando aproximadamente 65% dos
casos (RIOS MOURA 2019) com uma prevaléncia de 0,19 a 2,69 para cada 1.000 neonatos
(LOFREDO, 2001), variando de acordo com o tipo de fissura e grupo étnico (VIEIRA, 2021).
Ademais, quando comparado com a populacdo geral, criangas com fissuras orais possuem
nove (9) vezes mais chance de evoluir a ¢bito no primeiro ano de vida (CARLSON, 2013).

Este grupo de malformagdes impactam diretamente na qualidade de vida, afetando: a
denticdo; a estética; a fala; a audi¢do; e as fungdes orais (PALANDI, 2011). Entre as primeiras
complicagdes esté a dificuldade no aleitamento materno, resultando em dificuldades no ganho
de peso e no desenvolvimento da crianca. Além disso, diversos estudos vém mostrando
evidéncias de que os individuos com fenotipo de fissuras orais possuem alteragdes na estrutura
cerebral (NOPOLUS, 2007; VAN DER PLAS, 201; NOPULUS, 2002; WEINBERG, 2013),
sugerindo uma provavel relacdo entre as duas estruturas durante o desenvolvimento
embrionario e o fechamento da linha média.

Mecanismos da jun¢do normal da linha epitelial da linha média sdo revisados
juntamente com processos patologicos que previnem essa malformagao, ocasionando a fenda
palatina. Malformagdes na fusdo do palato secundario levardo a fenda palatina, um defeito
congénito comum em humanos. A fusdo do palato envolve a formagdo e degeneracao
subsequente da borda epitelial da borda medial. Os mecanismos celulares subjacentes a

degeneragdo da costura t€m sido um foco importante no estudo da palatogénese. Trés
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mecanismos tém sido propostos para a degeneragao das costuras: migragao lateral das células
epiteliais da borda medial; trans-diferenciacdo epitelial-mesenquimal; e apoptose de células
epiteliais da borda medial. No entanto, ainda hd muita controvérsia sobre esses mecanismos
propostos (MENG 2009). Um dos mecanismos mais relevante dentro deste processo ¢ a
apoptose, caracterizada pela diminui¢do no volume celular e consequente perda da aderéncia
com a matriz extracelular. As organelas celulares envolvidas neste processo mantém a sua
morfologia, com excec¢do das mitocondrias, que podem apresentar poros na sua membrana
externa (ZIEGLER 2004).

As malformacdes orais sdo de origens multifatoriais, envolvendo fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais (SEELAN, 2012; VIEIRA, 2012; LEAL 2020; ARAUJO 2016).
Contudo, embora tenha sido estabelecido alguns fatores que possam estar relacionados com o
desenvolvimento deste tipo de malformagdo — por exemplo: os nutricionais; 0s quimicos; 0s
enddcrinos; os infeciosos e alguns conjuntos de genes relacionados com o desenvolvimento
esquelético, da mesoderme, da ectoderme e neuroldgico —, a etiologia da fissura oral nao-

sindromica permanece incerta (DIXON, 2011).

ANATOMIA

O palato humano ¢ composto pelo palato duro e mole (Figura 1). O palato duro ¢ a
subsecdo 6ssea do palato da boca, constituindo cerca de dois tercos do mesmo e separa as
cavidades oral e nasal; limitando a cavidade oral superiormente e formando o teto da boca e o
assoalho da cavidade nasal inferior. O palato mole ¢ a extensdo muscular posterior do palato
duro e ¢ composto por estruturas musculares, constituindo cerca de um terco da parte posterior

do palato, que conjuntamente agem auxiliando na fala e na pronuncia de consoantes; previnem
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a entrada de alimentos e liquidos na cavidade nasal durante a degluticdo; e participam do

reflexo do vomito.

Forame incisivo
A B Sutura
palatina
mediana
maxila
Folratlpe
Sutura DAL
palatina aAROK
transversa
Osso
Palato palatino
duro Forame palatino menor
Crista
alveolar
Palato
Palato duro
mole
Palato
Uvula mole

Figura 1 — Ilustragdo anatomica do palato. (a) Corte sagital do cranio. (b) Eixo transversal do
palato duro. (c) Divisdo anatomica do palato, no eixo transversal. FONTE:
https://www.anatomiaemfoco.com.br/sistema-digestivo-anatomia/palato-duro-palato-mole-
ceu-da-boca/ acessado 18/10/2021

PALATOGENESE

O desenvolvimento palatal acontece entre a quinta e a décima-segunda semana pos-
concepcao (MERRITT, 2005), Figura 2. Durante a quinta semana, dois rebordos de
crescimento que circundam a placoide nasal aparecem, os processos nasais lateral e medial,
devido a invaginacdo do epitélio dos placoides e a proliferagio da mesoderme subjacente;
formando duas fossetas olfatérias (MARTINELLIL,2020).

Nas duas semanas seguintes, os processos maxilares aumentam de volume e se
aproximam dos processos nasolateral e nasomediano, formando o sulco nasolacrimal; em que

a0s poucos os processos maxilares comprimem os nasomediados até se fundirem e formarem
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o labio superior e o palato primario (MARTINELLI, 2020). As asas do nariz provém dos
processos nasais laterais. Os dois processos nasomedianos unidos com o processo frontal

formam o processo frontonasal.

Proceso
nasomedial

Proeminéncia
frontonasal

Processo
nasolateral
Processo
maxilar Fossa nasal
-~ Cavidade -

oral Asa

Processo
mandibular

— Palato

Fheder i Forame
primario isi

incisivo —

Palato
fundido

Pratileira
palatal
secundaria

Figura 2 — Desenvolvimento facial. Representacdo ilustrativa das fases do desenvolvimento
embrionario; (a) Quarta semana, (b) quinta semana, (c) final da sexta semana, (d-f) da sexta
semana a décima semana. Fonte: DIXON, 2011

O palato definitivo se forma a partir de um prolongamento (cristas palatinas)
procedente dos processos maxilares em dire¢do quase vertical (na sexta semana de
desenvolvimento), mas que na sétima semana ascende até alcangar uma posi¢ao horizontal em
decorréncia da decida da lingua (MARTINELLI, 2020), Figura 3. Ambas as cristas palatinas
se fusionam entre si e com o septo nasal, formando o palato mole e a tivula.

Atualmente, sabe-se que existem diversas vias e moléculas que estdo envolvidas no
desenvolvimento do palato; e uma alteragdo qualitativa e/ou quantitativa em suas fungdes
podem ser cruciais para a surgimento de malformacdes (BEZERRA, 2020; BEATY, 2011;

BOHME, 2013; BUTALLI, 2019).



20

Figura 3 — Curso de tempo na formacao do palato durante o desenvolvimento embrionario em
camundongos. (a-e) Corado com hematoxilina e eosina no E12.5 (a), E13.5 (b), E14.5 (¢),
E15.5 (d) e E16.5 (e). (f-k) Imagens do microscopico eletronico de varredura no E12.5 (f),
E13.0 (g), E13.5 (h), E14.0 (i), E14.5 (j) e E15.0 (k). Fonte: IWATA, 2011

O desenvolvimento normal do ldbio e do palato envolve uma série de eventos
biologicos coordenados, incluindo proliferagdo, apoptose, migragdo e transi¢ao epitélial-

mesenquimal (MACHADO et al. 2015; Figura 3 e 4), e qualquer modificagdo em um

desses eventos pode afetar a morfogénese das estruturas faciais resultando nas fissuras.
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Figura 4. Processos de crescimento, elevacgdo e fusdo da prateleira palatina. I — iniciagdo. IT —
crescimento vertical. III - elevag¢do e crescimento horizontal. IV - adesdo e fusdo. Mxp —
processo maxilar. MdP — processo mandibular. NS — septo nasal. T — tongue. Destacado em
verde — prateleiras palatinas.
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CLASSIFICACAQO

Os sistemas de classificagdo sdo baseados na morfologia das fissuras e em principios
embrionarios (SINGH, 2015). Os hospitais de referéncia brasileiro, especializados no
tratamento destas malformacdes, adotam a classificagdo de SPINA (1972) modificada por
SILVA (1992), que toma por base o forame incisivo. A classificagdo das fissuras orais,
segundo Spina, depende da regido anatomica envolvida e se divide basicamente em trés (3)
principais grupos: fissuras pré-forame incisivo ou fissuras labiais (FL), fissuras pds-forame
incisivo ou fissuras palatinas (FP) e fissuras transforame incisivo ou fissuras labio-palatinas

(FLP), Figura 5.

Figura 5 — Classificacdo das fissuras orais segundo Spina (REF). A — Fissura Labial
Esquerda Pré-forame Incompleta. B — Fissura Labial Bilateral Pré-forame Incompleta. C —
Fissura Labial Esquerda Pré-forame Completa. D — Fissura Labial Bilateral Pré-forame
Completa. E — Fissura Labial Esquerda Transforame Completa. F — Fissura Labial

Transforame Completa. G — Fissura Palatina Pos-forame Completa. H — Fissura Palatina
Pos-forame Incompleta. Fonte: CYMROT, 2010.
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A FL ¢ o resultado da ndo fusdo das proeminéncias nasais e maxilares (Figura 5 A-
D), a FP ocorre quando os processos palatinos deixam de se fundir (Figura 5 G-H) e quando
surge a falha nos dois processos ocorre a FLP (Figura 5 E-F). Destas trés variantes, a FLP ¢
duas vezes mais comum do que a FL e a FP (LEWIS, 2017), embora que em algumas regides
a FL ou a FP podem ter uma maior prevaléncia (YOW, 2021). Ademais, as malformagdes
palatinas variam desde um pequeno corte (Figura 5 A, B e H) até as que comprometem mais
de uma estrutura oral (Figura 5 C-G), sendo denominadas de incompleta e completa,
respectivamente.

Um outro tipo de classificacdo divide cada subtipo descritos anteriormente em dois
grupos: os nao-sindromico e os sindromicos (PETER, 2009). A forma sindromica representa
5% a 7% dos casos e consistem em mais de 200 condig¢des. Ela ¢ caracterizada pela presenca
de outras anomalias, além da fissura oral. Estas sindromes sdo comumente causadas por conta
de anomalias cromossomicas e doengas monogénicas, podendo ser causadas devido a
exposi¢do aos fatores ambientais (STUPPIA, 2011). Em contrapartida, as ndo-sindromicas
representam de 93% a 95 dos casos, consistindo de malformacdes isoladas e nao especificas

que possuem uma etiologia multifatorial (STUPPIA, 2011).

FATORES DE RISCO

Os fatores de risco ja relacionados com as fissuras orais dependem da hora, do lugar e
do momento da morfogénese; dentre eles, os mais importantes sdo: socio-epidemiolédgico,
contribui¢do étnica, historico familiar, etilismo, tabagismo, dieta, ingestdo de medicamento
durante a gravidez, infec¢des e risco ocupacional (KAWALEC, 2015), resumidos na Tabela
1. Além disso, a interagdo entre os fatores genéticos, epigenéticos e ambientais podem

influenciar significativamente na susceptibilidade.
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Tabela 1 — Fatores de risco associados com fissuras orais.

Fatores de risco

Tabagismo - Gestantes fumantes possuem mais chances de ter criangas com
malformagio em dois tergos do palato (KAWALEC, 2015).
Etilismo - O risco aumenta com o aumento da dose didria de etanol, juntamente com
a frequéncia de consumo (LEITE, 2009).
Dieta - Uso de suplemento vitaminico durante a gravidez diminui o risco de
malformacdes orais (JOHNSON, 2008).
- Corticosteroides, broncodilatadores, antineoplésico e anticonvulsionante
Medicamento aumentam o risco deste tipo de anomalias (PETER, 2009; KAWALEC,
2015)
- Infec¢des virais aumentam a expressdo do [RF6, aumentando o risco
Infeccio quando a gestante é infectada no primeiro trimestre (JIMENEZ,-FARFAN,
2015).
Risco - Gestantes expostas a so_lventes organicos e agrotéxicos possuem uma maior
ocupacional chance de gerar uma crianga com malformagido (SHAW, 2003; GORDON
1981; KAWALEC, 2015).
- A presenga de historico familiar, em qualquer parente, aumenta a chance
Historico de ter um bebé com este tipo de alteracdo (KAWALEC, 2015).
familiar - Consanguinidade parental aumenta a chance de ocorréncia de fissuras
orais, podendo ser considerado um fator de risco isolado (SILVA, 2019).
Idade dos - A idade dos pais, principalmente da mae, esta relacionado com a presenca
pais de fissuras orais na crianca (DeRoo, 2003; VIEIRA, 2002).
- Criangas africana possui menor chance de ter fissuras, enquanto as nativa
americanas e asiaticas sdo mais susceptiveis de ter fissuras orais (DIXON,
Contribuicao 2011).
étnica - A composi¢ao ancestral vem sendo relatado como um fator que importante
para justificar as diferentes incidéncias em populagdes miscigenadas
(AQUINO, 2014).

BIOLOGIA MOLECULAR POR TRAS DA PALATOGENESE

O palato ¢ formado pela unido dos processos frontonasais, que dara origem ao palato
primario, e dos dois processos maxilares laterais, que formard o palato secundario. O
desenvolvimento normal do palato primario envolve diversos eventos moleculares e celulares
que estdo intensamente cronometrados; controlados em partes por genes da familia dos Fatores
de Crescimento (FGF, do inglés Fibroblast Growth Factor), das proteinas morfogenética

Ossea (BMP4, o inglés Bone Morphogenetic Protein 4; ¢ BMP7, do inglés Bone



24

Morphogenetic Protein 7), SHH (do inglés, Sonic Hedehog) e 4cido retindico (CARSTENS,
2002; LAN, 2015).

A expressdo dos FGFs e SHH ao longo da borda medial da proeminéncia maxilar
auxiliam na elevagdo e aproximacao da prateleira palatal. O SHH ¢ expresso no epitélio palatal
e regula positivamente a expressdo do FGFI0 através do fator de transcrigdo OSR2, no
mesénquima palatal, e reprimindo a expressdo do FGF7 (LAN, 2015). O FGF0 sinaliza,
através do receptor FGFR2B, para manter a expressao do SHH no epitélio palatal. Em
contrapartida, no mesénquima palatal, o DLX5 ativa a expressdo do FGF7; reprimindo a
expressao do SHH. A expressdo do FGF7 ¢ restrita ao lado nasal do mesénquima palatal,
enquanto que a expressao do SHH ¢ restrita ao lado oral do epitélio palatal. O MSX] mantém
a expressdo do SHH através do BMP4, no palato anterior; ao passo que o PAX9 atua induzindo
a expressdo do BMP4, FGF10, MSX1 e OSR2, no palato mesenquimal (LAN, 2015).

Tal como acontece no desenvolvimento do palato primdrio, o encerramento e a fusao
do palato secundario exigem uma interacdo complexa dos movimentos das prateleiras palatais;
onde uma coordenagdo ténue entre sinais proliferativos e apoptdticos ao longo da margem
medial do epitélio das prateleiras palatais sao minuciosamente cronometrados (MENG, 2009).
Dentre os fatores envolvidos nesse processo, destacam-se: os fatores de crescimento; as

proteinas da matriz extracelular; e as moléculas de adesdo celular (MENG, 2009).

ASPECTOS EPIGENETICOS DA FISSURA ORAL

A epigenética € responsavel por mecanismos moleculares que regulam a fungdo génica
em diversos niveis, sem alterar a sequéncia do DNA; estas alteracdes sdo herdadas durante o
processo de mitose e meiose (DUPONT, 2009). Os RNAs ndo-codificantes (ncRNA) sdo um

dos componentes moleculares recém-descobertos desta maquinaria.
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RNASs nao codificantes

RNAs nao codificantes (ncRNAs) sdo moléculas de RNA que até o momento acredita-
se que nao sao traduzidas em proteinas (ZHANG et al., 2019). Embora a funcionalidade dessas
moléculas ainda ndo seja totalmente conhecida.

Em humanos, essas moléculas constituem aproximadamente 98% do genoma humano
transcrito (MATTICK, 2001) e sdo agrupados em duas grandes classes de acordo com suas
fungdes: (1) ncRNAs estruturais (ou housekeeping), que sao moléculas de 50 a 500 pares de
bases (pb) responsaveis pela manuten¢do da viabilidade celular - nessa categoria estdo os
RNAs ribossomicos (rRNAs), RNAs transportadores (tRNAs); e (ii) ncRNAs regulatérios,
que s3o moléculas envolvidas na regulagdo da expressdo génica em todas as etapas, desde o

nivel pré-transcricional, transcricional, traducional e pos-transcricional (LATOWSKA et al.,

2020) (Figura 6).
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Figura 6- Os ncRNAs regulatorios, participam da regulacdo da expressdo génica em todas as etapas,

desde o nivel pré-transcricional (1), transcricional (1), traducional (4) e pos-transcricional. FONTE:
http://genmol.blogspot.com/2011/09/genetica-molecular-sinopse-do-controle.html.. Acessado em 18 de outubro 2021.
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Os RNAs reguladores formam uma rede complexa de regulacdo do genoma, que
silencia ou promove a expressao de genes de acordo com as necessidades da célula
(ANASTASIADOU; JACOB; SLACK, 2017). Consequentemente, alteragdes no perfil de
expressao dessas moléculas podem contribuir para desregular genes importantes no controle e
manuten¢ao da homeostase celular (RIBEIRO-DOS-SANTOS; CRUZ; DARNET, 2012).

Os ncRNAs regulatorios sdo classificados em outros dois grupos: (i) pequenos
ncRNAs, que s@o transcritos com menos de 200 pb, incluindo, portanto, os microRNAs
(miRNAs), pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs), pequenos RNAs nucleares (snRNAs),
pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs) e RNAs associados a piwi (piRNAs); e (i1) longos
ncRNAs, que sdo moléculas com mais de 200 pb que podem ser lineares (IncRNAs) ou
circulares (circRNAs) (LATOWSKA et al., 2020) (Figura X). Dentre todos os ncRNAs, os

mais frequentemente investigados sao os miRNAs, circRNAs e IncRNAs.
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Figura 7 - Classificacdo dos principais RNAs ndo codificantes estruturais e regulatorios. Em destaque os
mais investigados. Fonte: RIBEIRO-DOS-SANTOS; CRUZ; DARNET, 2012).
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miRNA

Os miRNAs sdo moléculas de RNA ndo codificantes que possuem um tamanho
aproximado de 21 pb na sua forma madura. Atuam no processo de regulacdo negativa génica
pos-transcricional, mediando a repressao de tradugdo ou a degradacdo de RNAs mensageiros
(mRNAs) genes-alvos (MATSUYAMA; SUZUKI, 2019). Esses miRNAs sdo inicialmente
produzidos no niicleo em uma estrutura de grampo com cauda poli-A e cap 5°, chamada de
miRNA primario (pri-miRNA). Em seguida, o pri-miRNA ¢ processado em miRNA precursor
(pré-miRNA) pela enzima RNase III Drosha em conjunto com algumas proteinas acessorias.
Nesse momento, a Exportina-5 forma um complexo com outras proteinas, facilitando a sua
exportacdo do nticleo para o citoplasma. No citoplasma, a enzima Dicer e suas proteinas
acessorias clivam o pré-miRNA em um intermediario duplex, que posteriormente ira se
associar a proteina Argonauta (AGO) para formar o complexo RISC (complexo de
silenciamento induzido por RNA), no qual uma das fitas sera selecionada como guia e atuara
no reconhecimento de mRNAs alvos, enquanto a outra serd degradada (Figura 7). Embora a
biogénese anteriormente descrita seja a mais comum, outras biogéneses nao canonicas também

j& foram reportadas, envolvendo processos independentes de Drosha ou de Dicer

(MATSUYAMA; SUZUKI, 2019;).
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https://www.frontiersin.org/files/Articles/76191/fgene-05-00023-
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Os microRNAs regulam a expressdo aproximada de mais de 60% de todos os
transcritos de proteinas em humanos. Sabe-se que cada gene pode ser regulado por diferentes
miRNAs, e cada miRNA pode regular diferentes genes. Esse complexo mecanismos de
regulacdo formam redes regulatorias e com efeito aditivo de regulagdo, desta forma cada
miRNA pode suprimir varios genes e um mRNA pode ser alvo de varios miRNAs (Krol et al.

2010; Vera et al. 2013).
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Figura 9 — Resumo ilustrativo representando a sintese e fungdo dos microRNAs.

(A) Esquema demonstrando a biogénese nos microRNA. . (B) Esta figura mostra uma visao
global da fun¢do do microRNA durante o processo de regulagdo pds-transcricional, de acordo
com o perfil de expressdo. (C) Representacdo da comunicacdo materno-fetal através do
microRNA, ocorrendo atras do contato direto entre as células ou por transferéncia, mediada
por fluidos corporais (GROSS, 2017).

Os miRNAs regulam a expressdo génica a nivel pds-transcricional, possibilitando a

proliferacdo celular, a apoptose, o diferenciamento celular (WATERLAND, 2007; INBAR-
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FEIGENBERG, 2013) e outras atividades cruciais para o desenvolvimento embrionario,
Figura 9. Ademais, este grupo de moléculas podem servir como uma ferramenta de
comunicagdo entre o embrido pré-implantado e a mae (GROSS, 2017), Figura 9C.

Considerando que os miRNAs desempenhem um papel importante na palatogénese
animal (SUZUKI, 2018) e humana (SCHOEN, 2018) ainda existe limitacdo no nimero de
estudos especificos que avaliam a importancia destes no desenvolvimento craniofacial
humano, e de igual forma, em avaliar a expressdo dos miRNAs em pacientes fissurados
(RADHAKRISHNA, 2012).

Atualmente, este grupo de moléculas vem sendo o alvo de estudos, a fim de se
compreender o seu papel nas malformagdes orais, Figura 10. Contudo, a maioria destes estudos
utilizam o modelo animal ou in silico; havendo apenas quatro estudos que avaliam o perfil de
expressao em humanos (WANG, 2017; SCHOEN, 2018; LI, 2016; ZOU, 2016 ). Ademais,
trés destes estudos (WANG, 2017; LI, 2016; ZOU, 2016 ) foram realizados na populagio
chinesa, enquanto um foi realizado na Holanda (SCHOEN, 2018); mostrando a necessidade
de mais estudos a fim de elucidar o papel do microRNA nas fissuras orais em outros grupos
populacionais, como as miscigenadas.

Estudos recentes apresentam evidenciadas que alteragdes na expressao dos miRNAs
em tecidos podem ser espalhadas nos fluidos biologicos, o que o torna um possivel alvo de
estudos para compreender o processo fisiopatologico (TURCHINOVICH, 2012; CHENG,
2015; KHO et al., 2018; CAMMARATA, 2018) e ajudar no monitoramento das fissuras orais

(ZOU et al, 2016).
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Figura 10 — Quantidade de artigos publicados que abordam o tema “Fissuras Orais” e
“microRNA”, de acordo com o PubMed. Parametro de busca: ("Cleft Lip"[Mesh] OR "Cleft
Palate"[Mesh] OR "Oral Cleft"[Mesh]) AND ( "MicroRNAs"[Mesh] OR "Circulating
MicroRNA"[Mesh] ). Data da busca: 01 de setembro de 2021.

Dentre os microRNAs identificados pelo nosso grupo, 100 moléculas foram associadas
com todos os subtipos de fissuras orais; evidenciando que os microRNAs podem estar
assumindo um papel importante na palatogénese (MENDES, 2020). Outrossim, nove miRNAs
foram apenas correlacionados com FP, sendo eles: hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-29c-5p, hsa-
miR-3182, hsa-miR-451a, hsa-miR-549a, hsa-miR-92b-5p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-92a-3p
e hsa-miR-93-5p. Apesar destes resultados reforcarem a teoria de que as fissuras labiais e
palatinas possuem diferentes mecanismos regulatorios, eles necessitam ser validados por
futuros estudos.

Em razdo desses fatos expostos, em (RIBEIRO-DOS-SANTOS, 2010), o grupo de
pesquisa do Laboratorio de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Para
(LGHM-UFPA) e do Nucleo de Pesquisas em Oncologia (NPO) também da UFPA
desenvolveram um grande estudo de sequenciamento de miRNAs no tecido gastrico humano
e estabeleceram um perfil de referéncia, para tecidos saudaveis (RIBEIRO-DOS-SANTOS,

2010), ). Desde entdo, o grupo vem desenvolvendo uma série de estudos em que se avaliam a

202
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expressao do conjunto de todos os miRNAs no cancer gastrico, na busca de um potencial
biomarcador (GOMES, 2014; MOREIRA, 2014; ASSUMPCAO, 2015; DARNET, 2015;
VIDAL, 2016; MAGALHAES, 2018).

Recentemente, o mesmo grupo vem ampliando o estudo sobre miRNAs em outras
doengas, como por exemplo: no cancer oral (LOPES, 2018); no aneurisma hemorragico (De
PAIVA, 2018); na resposta imune a hanseniase (SALGADOQO, 2018) e no cancer colorretal
(MARQUES, 2020). O presente estudo busca a identificacdo de biomarcadores regionais, que
possam estar relacionados com o desfecho clinico de pacientes com fissuras orais do estado

do Para.

MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIDADE

Mundialmente, sdo realizadas pesquisas que buscam a identificagdo de variantes
genéticas que possam ter relacdo com o desenvolvimento de altera¢des e doengas monogénicas
e complexas (International HapMap Consortium, 2003). Existe uma grande variacdo entre
frequéncias alélicas dessas modificagdes em diferentes populagdes, o que pode ser resultante
da deriva genética, da adaptacao e de fatores seletivos (BALARESQUE ET AL., 2007; PENA
ET AL., 2011)

Desse modo, ¢ importante que dados genéticos de populacdes menos miscigenadas ou
mais isoladas do ponto de vista migratorio sejam extrapolados, com restrigdes, para outras
populagdes como as que sofreram importante processo de miscigenagdo. Resultados de
associacao entre marcadores de suscetibilidade podem ser mal interpretados devido a presenca
de subestruturacdo populacional (PENA ET AL., 2011; SANTOS ET AL.,2010; ANDRADE
ET AL., 2018) Ela ocorre quando uma populacdo ¢ constituida pela mistura de diferentes

grupos étnicos (COLLINS-SCHRAMM ET AL., 2002). Estudos caso-controle realizados
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nesse tipo de populagdo devem possuir uma forma de controlar a estratificacdo populacional,
evitando assim possiveis erros de interpretagdo (PENA 2011)

O Brasil ¢ um pais que possui uma populacdo altamente miscigenada, composta
principalmente por povos que apresentavam ancestralidades Europeia, Africana, Nativa
Americana e Asiatica. Diversos estudos t€m ressaltado diferengas entre essas ancestralidades
e as regides brasileiras (BENEDET ET AL. 2012; DE AQUINO; 2014; VIEIRA-
MACHADO 2016). Desta forma, para ndo realizar associagdes espurias entre variaveis
genéticas das distintas populagdes que formaram o povo brasileiro, é necessario a realizacao
desse controle da ancestralidade, e para isso recomenda-se o uso de Marcadores Informativos
de Ancestralidade (AIM, Ancestry Informative Markers), ferramentas genéticas que permitem
a distingdo de populacdes parentais e a identificacdo de subestruturacdo em populagdes
miscigenadas (PARRA ET AL., 2003). Esses marcadores autossomicos sao importantes na
determinagdo de ancestralidade genomica individual e populacional.

Inicialmente o grupo do LGHM da UFPA desenvolveu e validou um conjunto inicial
de 48 AIM, desenvolvido por Santos et al. (2010), capaz de identificar um alto grau de
subestruturacdo populacional na regido Norte do Brasil e outras popula¢des miscigenadas do
pais, com base nas contribui¢cdes Europeias, Africanas e Amerindias. Mais tarde esse conjunto
foi entdo empregado em diferentes estudos na determinacdo de ancestralidade individual e
controle de possiveis erros de interpretacdo devido a subestruturacdo da populagdo brasileira
(Cardena et al., 2014; Colares et al., 2014; Lopes et al., 2014; Ota et al., 2014). Posteriormente,
esse painel foi ampliado para 61 AIM pelo mesmo grupo de pesquisa e vem sendo aplicado
com sucesso em diferentes trabalhos, sendo capaz de identificar também a contribuic¢do

Asiatica no pais (ANDRADE ET AL., 2018; Ramos et al., 2016a, 2016b).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar o perfil de expressdo global dos miRNAs em amostras de pacientes com fissura

oral ndo sindrémica e seus controles sem fissura, da regido norte do Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar as casuisticas do ponto de vista socio-epidemioldgico e de ancestralidade
gendmica.

Mensurar o perfil diferencial de expressdo dos miRNAs em individuos controles (CT) e
pacientes acometidos com fissura ldbio-palatino (FLP) ndo sindromicos e comparar com a
literatura.

Analisar in silico os genes alvos dos microRNAs diferencialmente expressos nos pacientes
com fissura labio-palatino (FLP) ndo sindromicos; estabelecer as redes de interagcdo destes
genes na palatogénese.

Sugerir miRNAs como possiveis biomarcadores de risco e/ou preditivos para o diagndstico

precoce da fissura oral em familias e/ou populagdes de risco.
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MATERIAIS E METODOLOGIA

APROVACOES DOS COMITES DE ETICA EM PESOUISA

Este projeto incorpora os aspectos éticos da Declaracdo de Helsinque e Nuremberg,
assim como os recomendados pela Comissdo Nacional de Etica e Pesquisa-CONEP
(aprovagcdo CAAE n° 09124619.2.0000.5634 — Plataforma Brasil). Todos os participantes
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido. No caso de menores existe o

consentimento dos responsaveis legais.

PACIENTES

As amostras foram divididas em dois grupos: caso e controle. O grupo caso foi
composto por pacientes com diagndstico de fissura oral, enquanto que o controle foi composto
por individuos sem malformagdes orais. Ambos os participantes foram acompanhados,
diagnosticados e tratados no Hospital Santa Casa do Para (Belém-PA), sendo recrutados entre
dezembro de 2019 e fevereiro de 2020 (Figura 7).

Conforme rotina do setor, todos os pacientes selecionados portadores de fissura oral,
foram examinados pela equipe multidisciplinar do Centro de Referéncia em Fissuras e
Anomalias Craniofaciais - CREFAC do Hospital Santa Casa do Para, cidade Belém-PA e
apenas pacientes com a forma ndo-sindromica foram incluidos. Os participantes devem
possuir a faixa etdria entre 2 e 160 meses de idade, serem cadastrados na Geréncia de

Ambulatorio (GAMB) da unidade e se submetendo a um procedimento cirurgico. Tanto o
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sangue periférico foi coletado de todos os participantes. As informacdes clinicas e

sociodemograficas foram obtidas através de questionario e registro clinico.

Individuos atendidos pelo CREFAC

Local e periodo de coleta (12/2019 2 02/2020)

. Caso Controle
Entrevistados (n=8) (n=12)
| | | |
Amostra Amostra
Coletados (EL_SI\;) insuficiente C((;nircza;e insuficiente
- (n=1) - (n=10)

Figura 11 - Descri¢ao dos grupos e detalhamento da quantidade e origem das amostras.

COLETA DAS AMOSTRAS

Os participantes tiveram o 1 mL do sangue periférico coletado e armazenado em tubos

Tempus Blood RNA (Thermo Fisher Scientific - US) de individuos do Grupo; sendo

armazenado a -20°C até a extracdo do material genético. Todas as amostras foram armazenadas

no Laboratorio de Genética Humana e Médica da UFPA.

ANALISES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido partir do sangue periférico armazenado em tubos Tempus

Blood RNA (Thermo Fisher Scientific), utilizando o TRIzol LS Reagent (Thermo Fisher

Scientific); seguindo o protocolo do fabricante.
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A quantificacdo das amostras e a avaliagdo da integridade foram os parametros de
qualidade pré-analiticas adotadas. As amostras de RNA total obtidas foram quantificadas
utilizando-se o equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) e o kit Qubit
RNA HS Assay. A integridade das amostras de RNA total foi avaliada utilizando-se o kit RNA
ScreenTape Assay (Agilent Technologies) no equipamento TapeStation 2200 (Agilent

Technologies).

Small RNA-Seq e preparacao das bibliotecas (miRnoma)

A analise da expressdo global de miRNAs foi avaliada utilizando-se a técnica de
Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS). Foram preparadas 09 bibliotecas de Small RNA-
Seq (07 com fissura oral e 02 de controles) realizadas a partir 1 ug de RNA total por amostra,
utilizando-se o kit TruSeq Small RNA Library Prep (Illumina). As bibliotecas foram
sequenciadas no NextSeq Sequencing System (Illumina), utilizando-se o kit NextSeq 500/500

Mid Output v2 (Illumina),

Andlise dos dados de RNA-Seq

As leituras geradas foram transferidas para um workstation computacional, onde elas
foram pré-processadas utilizando-se o software Trimmomatic v.0.32 para remover
contaminantes e leituras de baixa qualidade. O resultante foi alinhado ao genoma referéncia
humano (versdo sg/9) utilizando-se o alinhador STAR v.2.6 e as leituras correspondentes a
miRNA, e outros small non-conding RNA (sncRNA) onde foram identificadas utilizando o
programa htseq v.0.9 com a referéncia do mirBase (versdo 21). O niimero de leituras por
transcrito de miRNA foi utilizado para analise de expressdo diferencial utilizando o pacote
estatistico DESeq2 v.3.7 na linguagem estatistica R v.3.5 que determinou os miRNAs com

expressao diferencial: entre controle e os pacientes investigados.
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Analise Funcional

A analise funcional serd dividida em duas etapas. A primeira ¢ a selecdo dos genes
alvos e a segunda ¢ a ontologia, propriamente dita. Para a selecao dos genes alvos, foi utilizado
a ferramenta miRTargetLink Human; sendo utilizados para a fazer a anotagdo funcional e
enriquecimento  das  vias, através do pacote do R “clusterProfiler” (doi:

10.1089/0mi.2011.0118).

CARACTERIZACAO DA ANCESTRALIDADE GENOMICA

A caracterizac¢do da ancestralidade Europeia, Africana e Amerindia das amostras foi
realizada com um painel de 61 marcadores genéticos bialélicos do tipo de insercao/delecao
(INDELSs) previamente validados como marcadores informativos de ancestralidade, conforme

descrito por Santos et al., 2010 e depois modificado por Andrade et al., 2018.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS

O presente estudo contou com a participagao de sete individuos diagnosticados com
fissuras orais e dois voluntirios sem anomalias craniofaciais. A Tabela 2 mostra as
caracteristicas demograficas dos participantes deste estudo. O tipo de fissura oral que obteve

maior prevaléncia foi a FLP bilateral completa, representando 62,5% dos casos.



Tabela 2 — Caracteristicas demograficas dos participantes.
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Controle (n =
Caracteristica Casos (n =38)
12)
1Idade da crianca (meses) 50 71
5(62,5%)/3 9 (75,0 %) /3
Sexo (M/F)
(37,5 %) (25,0 %)
Tipo de fissura diagnosticada
a) FL isolada completa unilateral 1 (12,5 %) -
b) FLP completa unilateral
2 (25,0 %) -
esquerda
c) FLP bilateral completa 5 (62,5 %) -
Idade da mae (anos)* 241+73 224+39
Idade do pai (anos)* 26,8 £5.4 24,5+42
Renda familiar
a) Um salario 4 (50,0 %) 3 (25,0 %)
b) Dois salérios 4 (50,0 %) 8 (66,7 %)
c) Trés salarios 0 (0,0 %) 1 (8,3 %)

* Média e desvio padrao.

Comparando o perfil genético obtido para os 61 marcadores de ancestralidade do tipo
INDEL, foi possivel observar que o grupo caso possui uma maior contribui¢do nativa

americana (Figura 12); enquanto o grupo controle possui uma maior contribui¢do europeia.
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Figura 12 — Grafico comparativo entre o padrao de ancestralidade gendémica relativa dos grupos caso e
controle.

EXPRESSAO DOS miRNAS E EXPRESSAO DIFERENCIAL

Foi analisado o perfil de expressdo global de sete individuos do grupo caso e dois
individuo do grupo controle, o restante das amostras foram excluidos desta analise pela
quantidade insuficiente de dados e por ndo passarem pelos critérios de qualidade pré-analiticos
(quantificacdo e integridade).

Das amostras analisadas, apds o controle de qualidade, alinhamento e quantificagdo do

transcrito, o nimero de reads mapeadas por amostras variou entre 297.696 a 656.161. De um
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total de 2.576 miRNAs conhecidos, 178 miRNAs apresentaram mais do que dez reads
mapeadas e foram selecionados para as futuras andlises. Considerando este parametro, o
miRNA mais abundante foi hsa-miR-486-5p (responsavel por 67,60% da expressdo); seguido
por hsa-miR-92a-3 (5,59 %), hsa-miR-16-5p (3,31 %), hsa-miR-451a (3,02 %) e hsa-miR-
181a-5p (2,53 %).

A analise diferencial foi realizada seguindo o modelo de estudo do tipo caso-controle
e foram identificados 16 microRNAs diferencialmente expressos, como mostrado na Figura
13. Mesmo mediante ao baixo nimero amostral, foi possivel observar que os dois grupos
conseguem se distinguir (Figura 13A); onde nove destes miRNAs evidenciaram uma clara
distingdo de expressao entre os grupos (hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-660-5p, hsa-miR-126b-3p,
hsa-miR-181a-3p, hsa-miR181a-2-3p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-381-3p, hsa-miR-598-3p e
hsa-miR-769-5p). Contudo, em detrimento ao baixo niimero amostral, essa discrimina¢ao nao

foi possivel de ser observada através da andlise de componente principal (Figura 13C).
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Figura 13 Perfil de expressao diferencial de expressao dos miRNAs em individuos controles
(CT) e pacientes acometidos com fissure labio-palatino (LP) ndo sindromicos. A Mapa de
calor apresentando a expressdo dos miRNAs. B Grafico volcano apresentando os miRNAs
diferencialmente expressos. C Grafico de Analise de componentes principais — PCA.

No presente estudo observou-se 16 miRNAs diferencialmente expressos entre os

pacientes de fissura oral, dos quais nove (9) miRNAs apresentaram resultados

significativamente distintos quando comparados ao grupo controle investigado (Figura 12).

Uma revisao sistematica (database: PROSPERO - http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO,

registered CRD 42018086406) realizada pelo presente grupo comparou os achados obtidos

nesta revisao com os dados do presente estudo (Figura 14 e 15).
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Figura 14 — Lista de miRNAs upregulated de acordo com o tipo de fissura oral. O valor
numérico indica quantos estudos associaram o correspondente miRNA com o tipo de
malformacado oral. O diagrama de Venn indica a quantidade de miRNAs que cada tipo de
fissura compartilha em comum. CLP — Fissura labiopalatina. CL — Fissura labial. CP — Fissura
palatina. Ref: doi: 10.1111/jop.12950.

Dentre estes o hsa-miR-660-5p foi o Gnico que corroborou a associagdo com FLP em
estudos prévios, indicando que os outros oito miRNAs foram identificados pela primeira vez

como potenciais novos biomarcadores ligados a fissura oral.
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Figura 15 — Lista de miRNAs downregulated de acordo com o tipo de fissura oral. O valor
numérico indica quantos estudos associaram o correspondente miRNA com o tipo de
malformacao oral. O diagrama de Venn indica a quantidade de miRNAs que cada tipo de
fissura compartilha em comum. CLP — Fissura labiopalatina. CL — Fissura labial. CP — Fissura
palatina. Ref: doi: 10.1111/jop.12950.

A fim de melhorar o entendimento das vias que possam estar associadas com 0s
miRNAs diferencialmente expressos, foi realizado uma analise funcional dos genes alvos.

Foram identificados 94 genes alvos, dos quais foram utilizados para a analise de
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enriquecimento de vias. Estes genes demonstraram estar associados a duas vias que envolvidas

na formagdo do palato, a via de sinalizagdo da HIF-1 e da apoptose (Figura 16).
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Figura 16 — Andlise de enriquecimento dos genes alvo dos miRNAs.

Em seguida, foram selecionados os genes alvos destas duas vias, para construir uma
rede regulatéria com os correspondentes miRNAs (Figura 17). Dos nove (9) miRNAs
diferencialmente expressos, os hsa-miR-769-5p, hsa-miR-181a-2-3p, hsa-miR-323-3p e hsa-
miR-181b-5p apresentaram ter papeis chaves no regulamento destas vias, uma vez que regulam

mais de um gene, como observado na Figura 17.
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hea-miR-126-3p

Namero de Nomero de o o
ligagoes dos miRNAs ligagdes dos genes Ligagao forte Ligacdo fraca
4 3 21 321

Figura 17 - Rede dos miRNAs diferecialmente expressos dos FLP e seus genes alvos. A
intensidade das cores aponta para a quantidade de ligagdes. O traco indica se a ligacao ¢ forte
ou fraca.
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DISCUSSAO

A incidéncia das fissuras orais pode variar de acordo com o processo de formagao
populacional de um continente, regido ou pais, portanto em populagdes miscigenadas como o
Brasil, este processo estard submetido a influéncia de diversas contribui¢des ancestrais (De
AQUINO, 2014; VIEIRA-MACHADO, 2016). Por outro lado, em muitas outras doengas
comuns a soma de todas as variantes genéticas conhecidas explica apenas uma pequena
porcentagem dos casos. Portanto, uma explicagdo alternativa que pode estar envolvida no
processo de adoecimento ¢ a influéncia de mecanismos regulatorios moleculares, como os
epigenéticos, que podem impactar na apresentacdo final de uma caracteristica, como um
fenotipo (ALVIZI, 2017). Contudo, existe um numero limitado de estudos que investigaram o
papel da modulacdo epigenética nas fissuras orais em humanos, sendo ainda mais restritos
quando se avalia o papel do perfil de miRNAs (MENDES, 2020). Mediante a isso, o presente
estudo se constitui no primeiro trabalho que investigou o perfil de miRNAs relacionado com
o surgimento deste tipo de malformagdo em populagdes miscigenadas.

O estudo identificou 16 miRNAs diferencialmente expressos. Destes, nove miRNAs
evidenciaram uma clara distin¢do de expressdo entre os grupos (hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-
181a-3p, hsa-miR181a-2-3p, hsa-miR-660-5p, hsa-miR-126b-3p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-
381-3p, hsa-miR-598-3p e hsa-miR-769-5p). Ademais, comparando esses 16 miRNAs
diferencialmente expressos com a literatura (MENDES, 2020), foi possivel observar que um
miRNA j4 havia sido associado previamente com FLP (hsa-miR-660-5p). Contudo, embora
vem sendo identificado e investigado o papel dos miRNAs no processo de desenvolvimento
embrionario, a fun¢do da grande maioria deles ainda permanece nao definida (GROSS, 2017).

A familia do miR-181 contém quatro miRNAs extremamente conservados (miR-181a,

miR-181b, miR-181c e miR-18d), cujos genes do miR-181a e b estdo agrupados juntos no
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cromossomo 1 € 9 (YANG, 2017). Esta familia de miRNAs ¢ crucial para o desenvolvimento
embrionario (INDRIERI, 2020), regulando a apoptose, a proliferacdo e a diferenciagao celular
através da sinalizacdo do TGF-B (IWATA, 2011). Além disso, o aumento da expressao do
cluster miR-181a/b resulta na letalidade do embrido e, nos casos sobreviventes, em
malformacao craniana (CARRELLA 2015) (Figura 18).

O miR-126-3p ¢ um miRNA intronico, localizado no intron 7 do gene EGFL7 do
cromossomo 9 (NIKOLIC, 2010). Este miRNA atua inibindo a proliferagdo celular e
induzindo o processo de apoptose (WU, 2016), pela via PI3K/PDK1/AKT (ICHIKAWA,
2020). Esta via de sinalizagdo (Figra 18) ¢é responsavel pelo processo de diferencia¢do das
células pluripotentes e, quando comprometida, impacta na transi¢ao epitelial-mesenquimal

(EMT) durante o desenvolvimento craniofacial (KANG, 2005).
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Figura 18. Via metabolica apoptose dos genes alvos dos miRNAs expressamente
identificados no grupo pacientes acometidos com fissura labio-palatino (FLP) nao
sindromicos.

O miR-660-5p, localizado na regido cromossomica Xpl1.23, aparenta ter um papel

importante no metabolismo dsseo; podendo ser um marcador para predizer anomalias neste
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orgao (VALASSI 2019). Este miRNA regula a migracdo celular e proliferacao (He, 2017),
através da ativacdo da via de sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR (PENG, 2020). Esta via de
sinaliza¢@o possui um papel crucial em diversas funcdes celulares (YU, 2016), incluindo o
controle da autofagia e a diferenciagdo osteogénica (SHI, 2019). Uma perturbagdo nesta via
de sinalizagdo pode resultar na malformacao orofacial (SHI, 2019).

O miR-324-3p esté4 localizado na regido do cromossomo 17p13.1 (KIM, 2003) e o
aumento da sua expressao pode afetar significativamente a proliferacdo celular e o processo
de apoptose (ZHANG, 2017), através das vias da caspase-9/BCL2/BCL-xL e do EMT/p-AKT
(LIU, 2017). Enquanto o miR-381 esté localizado na regido do cromossomo 14q32.31, junto
com um grupo de miRNAs dentro de 20 kb (XU, 2013). Este miRNA regula a apoptose por
regular o fator de necrose tumoral (TNF), inibindo a ativagdo da CASP8 e CASP3 (ZHAO,
2020). As vias reguladas por estes dois miRNAs atuam juntas na palatogénese, durante o
processo de fusdo da concha palatal (SOENO, 2006); induzindo a apoptose da margem medial

das conchas (Figura 18).
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Figura 18 — Esquema ilustrativo do papel dos miRNA identicados na palatogénese.
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O miR-598-3p, localizado na regido cromossomica 8p23.1, regula a proliferacio e

migracdao (YANG, 2018); diminuindo a transi¢ao epitelial-mesenquimal através da inibigao

da via de sinalizagdo JAG/Notch2 (MA, 2019), dificultando a adesdo entre as conchas palatais

(CASEY, 2017). Ademais, o miR-769-5p, que estd localizado na regido cromossOmica

19q13.32 (LUAN, 2020), inibe a proliferacdo e a migracdo celular (YANG, 2017);

comprometendo a elevagdo das conchas palatais, resultando fissurais orais.

O enriquecimento global dos nove miRNAs diferencialmente expressos evidenciou

que eles podem estar atuando nas vias de sinalizacdo do HIF-1 (KUCHLER, 2018) e da

apoptoses (LIU, 2020), nos quais foi possivel identificar quatro genes alvos (BLC2, CREBBP,

PMAIPI e XIAP) relacionados com a formacao das estruturas craniofaciais (SALEEM, 2019;

YAN 2020; INDENCLEEEF, 2018; LI, 2019). Esses achados evidenciam que estes miRNAs

possuem um papel significante na palatogénese e na etiologia das fissuras orais (Figura 19).
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O presente estudo sugere como hipdtese que alteragcdo na via HIF-1 (signaling pathway

- Homo sapiens (human) https://www.kegg.jp/kegg-

bin/show_pathway?hsa04066/CREBBP/SLC2A1/PGK1/TFRC/BCL2) pode afetar o

desenvolvimento das plataformas palatinas ao inibir a expressao de seu gene alvo. O fator 1
induzivel por hipoxia (HIF-1) ¢ um fator de transcricdo que funciona como um regulador
mestre da homeostase do oxigénio. Eventualmente, o HIF-1 atua como um regulador mestre
de varios genes indutiveis por hipoxia sob condi¢des de hipdxia. Os genes alvo (PGK 1, BCL2)
do HIF-1 codificam proteinas que aumentam a distribuicdo de O2 e medeiam as respostas
adaptativas a privagdo de O2. Apesar do nome, o HIF-1 ¢ induzido ndo apenas em resposta a
disponibilidade reduzida de oxigénio, mas também por outros estimulantes, como o6xido
nitrico ou varios fatores de crescimento

Outro estudo descobriu que miR-200b foi expresso no desenvolvimento de plataformas
palatinas em camundongos e desempenhou um papel crucial na regulagdo de SMAD2 na
apoptose durante a palatogénese, agindo como um regulador negativo direto (SOENO, 2006).
Além disso, Shin et al, descobriram que a familia ZEB pode estar envolvida na migragao
celular durante o desenvolvimento do palato e que niveis excessivos de miR-200b podem levar
a costura de epitélio da borda medial ndo fundida (MES) através da inibicdo de ZEB1 e ZEB2
durante a palatogénese. Neste estudo, a expressdo de miR-200b-3p foi regulada positivamente.

Os palatos primario e secundario tém diferentes fontes embriondrias; assim, as fissuras
orofaciais sdo geralmente divididas em fissuras palatinas e ou fissuras labio. Nosso estudo
utilizou amostras de fissuras labio palatinas exclusivamente, as mais comuns nas fissuras orais.

miRNAs formam redes regulatorias complexas e elaboradas dentro do transcriptoma e
foi confirmado em diversos processos bioldgicos, incluindo a diferencia¢@o de células-tronco

embrionarias, o crescimento do mesencéfalo, metastases de cancer e outros. Neste estudo,
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redes regulatorias miRNA pathway (Figura 19) foram construidas para explorar as potenciais
associagoes regulatdrias entre miRNAs em NSOC.

Neste estudo, a analise de enriquecimento das vias GO e KEGG foi usada para avaliar
as funcdes biologicas e as vias dos genes alvo de miRNA. Por meio da andlise de
enriquecimento GO dos genes alvo, descobrimos que a fungdo dos ncRNAs nos CL / P estava
principalmente relacionada a comportamentos celulares, incluindo 'parte intracelular', 'ligagao
de molécula de adesdo celular', 'parte citoplasmadtica', 'processo metabolico celular',
'localizacdo celular' e outros. Essas fungdes celulares sdo coordenadas por numerosos genes
que codificam varios fatores de crescimento, mediadores de sinalizagdo, fatores de transcrigao,
citocinas e proteinas da matriz extracelular. Como ¢ amplamente conhecido, vérios eventos
celulares e moleculares estdo relacionados a palatogénese, incluindo apoptose, EMT,
proliferacdo e migragdo celular, e qualquer perturbacao desses programas pode causar NSOC.
Portanto, ¢ fundamental explorar genes e moléculas que regulam as biofungdes acima
mencionadas, a fim de compreender o comportamento celular durante a palatogénese (KANG,
2005).

A andlise de enriquecimento KEGG revelou que as vias mais significativamente
envolvidas na fissura foram "iral carcinogenis', 'prostate cancer', 'glucagon signaling
pathway', 'HIF-1 signaling pathway", 'central carbon metabolism in cancer’, 'platinum drug
resistance’,'apoptpsis- multiple species.

A etiologia da NSOC ¢ complexa e relacionada a multiplos fatores, sugerindo que seu
desenvolvimento possa envolver outros sistemas fisioldgicos e processos biologicos. De
acordo com uma pesquisa de acompanhamento de longo prazo, pacientes com fissura
labiopalatina tém maior risco de cancer, doengas cardiovasculares, doencgas do sistema nervoso
central e até suicidio mais tarde na vida em compara¢do com individuos saudaveis, embora os

mecanismos subjacentes ndo tenham sido estudados em profundidade (XIONG , 2019) Foi
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hipotetizado que pacientes com fissura labiopalatina podem apresentar variagdes que nao
causam outras anormalidades ao nascimento, mas podem aumentar a suscetibilidade a outras
doengas mais tarde na vida. Com base nos dados da andlise deste estudo, ndo se pode excluir
uma associagao entre o risco de NSOC e os genes-alvo enriquecidos em outras fungdes e vias
de sinalizagao.

Um total de 178 miRNAs foram expressos no grupo de portadores de Fissuras labio
palatais em comparacdo com o grupo controle. Trés destes, apresentaram uma expressao
significativa nas amostras coletadas dos portadores de fissuras orais ndo sindromicas. Os
miRNAs observados nesta pesquisa se mostraram presentes na regulacdo das vias HI e
Apoptose, que sdo envolvidas no processo de palatogénese e adesdo celular das prateleiras
palatinas. Os miRNAs mais expressos foram hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-
126-3p, que participam nestas vias e atividades celulares.

Meétodos de bioinformatica in silico foram empregados para explorar as fungdes
potenciais dos miRNAs e para construir redes regulatdrias e seus genes alvos. Corroborando
com estudos anteriores, como também recomenda se que o tamanho da amostra ndo seja
inferior a 25, e quanto mais amostras houver, mais confidveis serdo os resultados. Neste
estudo, em virtude do panorama mundial e diversas dificuldades oriundas desta pandemia,
foram utilizados apenas nove (9) amostras para anélise de RNA-Seq (2 controles, 7 CL /P).

Em relacdo a ancestralidade gendmica verificamos influéncia dos marcadores de
ancestralidade gendmica de origem nativa americana € europeia, nesses pacientes, que
corrobora outros resultados da literatura (VIEIRA- MACHADO, 2016), o que sugere que estas
ancestralidades podem aumentar o risco no desenvolvimento das fissuras orais. Para essas
andlises foram utilizadas amostras de sangue periférico humano. O niimero de casos foi
pequeno, portanto, mais experimentos de validacdo in vitro ou in vivo se fazem necessarios

para confirmar a hipotese.
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As Fissuras Orais sdo rupturas graves que afetam as estruturas orofaciais e sociais.
Pacientes com fissuras orofaciais requerem cuidados interdisciplinares complexos, que
incluem enfermagem, cirurgia pléstica, cirurgia maxilofacial, otorrinolaringologia,
fonoaudiologia, aconselhamento psicologico e genético, ortodontia e tratamento
odontolégico, entre outros. De modo geral, o tratamento das fissuras labiais e palatinas
representa um fardo econdmico significativo para as familias, para o individuo e a sociedade.
Portanto, a prevencao € o objetivo final e isso sera facilitado por um entendimento completo
da etiologia dessa condicdo. Portanto, sugere-se revisitar conceitos atuais sobre os fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais que contribuem para o surgimento das fissuras
orofaciais, enfatizando os papéis dos componentes da via de sinalizagdo no desenvolvimento

normal e aberrante do labio e palato.
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CONCLUSAO

Este estudo identificou, em uma populacdo miscigenada da regido norte do Brasil, 16
miRNAs diferencialmente expressos. Destes, nove miRNAs evidenciaram uma clara
distingdo de expressdo entre os grupos controle e acometidos com fissura labio palatina (hsa-
miR-181b-5p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR181a-2-3p, hsa-miR-660-5p, hsa-miR-126b-3p,
hsa-miR-324-3p, hsa-miR-381-3p, hsa-miR-598-3p e hsa-miR-769-5p). Dentre estes o hsa-
miR-660-5p foi o Gnico que corroborou a associagdo com FLP em estudos prévios, indicando
que os outros oito miRNAs foram identificados pela primeira vez como potenciais novos
biomarcadores ligados a fissura oral.

Em relacdo a avaliagdo da ancestralidade genomica observamos influéncia dos
marcadores de ancestralidade gendmica no grupo caso que apresentou maior contribui¢cao

nativa americana, enquanto o grupo controle possui uma maior contribui¢do europeia.

Métodos de bioinformatica foram empregados para explorar as fungdes potenciais

dos miRNAs e foi possivel construir redes regulatorias e seus genes alvos.

Neste estudo, a analise de enriquecimento das vias GO e KEGG indicou que a fungao
dos ncRNAs nos CL / P estava principalmente relacionada a comportamentos celulares,
incluindo 'parte intracelular', 'ligacdo de molécula de adesdo celular', 'parte citoplasmatica’,
'processo metabolico celular', 'localiza¢do celular' e outros. Foram identificados 94 genes
alvos, dos quais foram utilizados para a analise de enriquecimento de vias. Estes genes
demonstraram estar associados a duas vias que envolvidas na formacdo do palato, a via de
sinalizagcdo da HIF-1 e da apoptose Os miRNAs observados nesta pesquisa se mostraram
presentes na regulacdo das vias HI e Apoptose, que sdo envolvidas no processo de

palatogénese e adesdo celular das prateleiras palatinas. O presente estudo levanta a hipotese
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de que alterag@o na via HIF-1 e na via metabolica apoptose pode afetar o desenvolvimento
das plataformas palatinas ao inibir a expressao de seu gene alvo. Os miRNAs mais expressos
que participam nestas vias e atividades celulares foram hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-324-3p

hsa-miR-126-3p.

Em resumo, o presente estudo pode propor um painel de miRNAs que apresentam
um potencial aplicabilidade na rotina clinica, auxiliando no monitoramento do grupo de
risco; além de identificar provéaveis alvos epigenéticos para complementar a terapéutica.

Contudo, mais estudos precisam ser desenvolvidos para confirmar os achados.
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Anexo 1

TERMO DE AUTORIZACAO PARA ANALISE DE DADOS

Eu Profa. Dra. ANDREA KELY RIBEIRO DOS SANTOS
Coordenadora do Laboratorio de Genética Humana ¢ Médica da UFPA , Professora
Orientadora no programa de Pos-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular, em nivel de
Doutorado, da Universidade Federal do Pard, venho por meio desta autorizar SISSY
MARIA DOS ANJOS MENDES, matriculada sob o nimero 2016112480010 , aluna do
Curso de Doutorado para ANALISE DE DADOS das coletas de sua pesquisa nessa
instituicdo, com a finalidade de realizar a pesquisa de Tese de Doutorado intitulada:
miRNAS no mecanismo das Fissuras Orais Nao-Sindromicas. Com objetivo geral de
identificar o perfil de expressdo global dos microRNAs em amostras de pacientes com
fissura oral ndo sindromica e seus controles sem fissura, da regido norte do Brasil, para obter
uma melhor compreensdo dos mecanismos que levam a ocorréncia destas malformacdes de
fissuras orais e contribuir para o estabelecimento de medidas preventivas das mesmas.

A andlise de dados ocorrerd mediante as amostras coletadas de material biologico (sangue
periférico) dos individuos selecionados, utilizando tubo Tempus Blood RNA (Thermo fischer
Scietnific, US) e estocados em temperatura de -20° C até a extragdo. Todos os individuos
com fissuras orais ndo sindromicas e controle sem fissuras, possuirdo entre dois e 12 meses de
idade ( periodo recomendado para primeira cirurgia corretiva da fissura oral). Coleta sangue
do corddo umbilical de individuos com fissuras orais ndo sindromicas e controle sem fissuras
ao nascimento, utilizando tubo Tempus Blood RNA (Thermo fischer Scietnific, US) e
estocados em temperatura de -20° C até a extracdo do RNA, amostra de tecido da area
fissurada, amarzeandos em scope com Rna later, oriundos do Hospital Santa Casa do Para.

O Laboratério GHM da UFPA, assume o compromisso de utilizar os dados obtidos somente
para fins cientificos, bem como de disponibilizar os resultados obtidos para esta institui¢do ao
final do projeto.

Belém,

ANDREA KELY RIBEIRO DOS SANTOS
Coordenadora do Laboratorio de Genética Humana e Médica da UFPA
Professora Orientadora do programa de Pos-Graduacdao em Genética e Biologia Molecular
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Anexo 2

TERMO DE ESCLARECIMENTO SERVIDOR SANTA CASA E AUTORIZACAO
PARA EFETUAR COLETA DE AMOSTRA

Ilmo. Sr.
Diretoria Administrativa e Financeira Santa Casa do Para.

Eu, Servidor da Santa Casa ,

matriculada sob o nimero , fui informado da forma detalhada da forma
de coleta e armazenamento das amostras nesta instituicdo, para a pesquisa de Doutorado
intitulada: miRNAS no mecanismo das Fissuras Orais Nio-Sindromicas, da aluna
SISSY MARIA DOS ANJOS MENDES, matriculada sob o nimero 2016112480010 no
programa de Pos-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular, em nivel de Doutorado, da
Universidade Federal do Par4, sob a orientacio da professora Dra. Andrea Kely Ribeiro
dos Santos.
O objetivo geral serd identificar o perfil de expressdo global dos microRNAs em amostras
de pacientes com fissura oral ndo sindromica e seus controles sem fissura, da regido norte
do Brasil, para obter uma melhor compreensdo dos mecanismos que levam a ocorréncia
destas malformagdes de fissuras orais e contribuir para o estabelecimento de medidas
preventivas das mesmas.

A coleta de dados ocorrera mediante amostras de material biologico (Iml de sangue
periférico descartado da venolise do ato cirugico) dos individuos selecionados, utilizando tubo
Tempus Blood RNA (Thermo fischer Scietnific, US) e estocados em temperatura de -20° C
em recipiente trmico cedido pelo pesquisador). Todos os individuos com fissuras orais nao
sindromicas e controle sem fissuras, possuirdo entre dois e 12 meses de idade (periodo
recomendado para primeira cirurgia corretiva da fissura oral). Coleta sangue do corddo
umbilical descartado do exame de tipagem sanuinea dos recem nascidso nestea instituicao de
individuos com fissuras orais ndo sindromicas e controle sem fissuras ao nascimento,
utilizando tubo Tempus Blood RNA (Thermo fischer Scietnific, US)

Coleta de amostra de 1 ng de tecido descartado da area fissurada durante a cirurgia corretiva
da fissura, amarzeandos em scope com Rna later, cedidos pelo pesquisador, todas a s amostras
deverao ser estocados em temperatura de -20° C até a extracdo do RNA,

Igualmente, assumo o compromisso de avisar o pesquisador para resgate do material coletado
obtidos somente para fins cientificos

Belém,

Servidor Santa Casa - Matricula
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Anexo 3.

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE RNA DE AMOSTRAS CONSERVADAS EM
TRIZOL

1. Pré-ajustar a microcentrifuga refrigerada para que se obtenha a temperatura de 4°C.

2. Transferir toda a solucdo conservante para um tubo de 1.5 mL, tomando o cuidado de ndo
transferir pedacos do 6rgdo ou o pellet de células.

3. Adicionar 0.2mL de cloroférmio para cada 1mL de TriZOL que foi transferido para o
tubo. Vortexar vigorosamente até obter uma solucdo rosea de aspecto leitoso.

4. Centrifugar a 13.000g a 4°C por 15 minutos.

5. Observar as 3 fases da solugdo: a primeira, aquosa, contém o RNA; a interfase branca e
leitosa contém principalmente DNA e a fase inferior résea contém predominantemente
proteinas. Separar a fase aquosa para um novo tubo de 1.5 mL.

6. Adicionar a cada tubo isopropanol, na mesma quantidade de solucdo obtida.

7. Vortexar vigorosamente e incubar por 15 minutos a -20°C. Neste ponto, o procedimento
pode ser interrompido por até 24 horas, desde que as amostras sejam mantidas nesta
temperatura.

8. Centrifugar a 13.000g a 4°C por 5 minutos. Apos este processo, pode ser possivel
visualizar o pellet de RNA.

9. Desprezar o sobrenadante em descarte comum, com o cuidado de ndo descartar o pellet,
e ressupender com 0.5mL de etanol absoluto, gelado preferencialmente. Vortexar
vigorosamente.

10. Centrifugar a 13.000g a 4°C por 15 minutos. OBS.: Os passos 9 e 10 devem ser repetidos
até¢ a obtengdo de um pellet branco ou preferencialmente transparente. No caso do 6rgdo
utilizado ser um figado, pode-se precisar de até 6 repeti¢des destes passos.

11. Desprezar o sobrenadante em descarte comum e deixar os tubos secando invertidos sobre
papel filtro ou toalha dentro da capela do fluxo laminar até o maximo de 10 minutos. Apos
este tempo, provavelmente o pellet ndo se dissolvera mais.

12. Ressupender o pellet em 100 L de dgua Milli-Q estéril.

13. Estocar a —80°C até o momento de uso

ATENCAO: Durante todo o procedimento, os tubos sdo mantidos em gelo picado.
Salvo quando indicado, o descarte de qualquer material deve ser feito em um recipiente
especialmente destinado ao descarte de fendlicos
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Anexo 4.

TERMO DE AUTORIZACAO INSTIUCIONAL PARA COLETA DE DADOS

SANTA CASA DO PARA

Ilmo. Sr.
Diretor Administrativo e Financeiro Santa Casa do Para.

Eu, SISSY MARIA DOS ANJOS MENDES, matriculada sob o nimero
2016112480010 no programa de Pds-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular, em
nivel de Doutorado, da Universidade Federal do Par4, sob a orientagdo da professora Dra.
Andrea Kely Ribeiro dos Santos, venho solicitar a V. Sa. a autorizac¢io para coleta de dados
nessa institui¢do, com a finalidade de realizar a pesquisa de Doutorado intitulada: miRNAS
no mecanismo das Fissuras Orais Nao-Sindromicas. O objetivo geral serd identificar o
perfil de expressdo global dos microRNAs em amostras de pacientes com fissura oral nao
sindromica e seus controles sem fissura, da regido norte do Brasil, para obter uma melhor
compreensdo dos mecanismos que levam a ocorréncia destas malformacgdes de fissuras orais
e contribuir para o estabelecimento de medidas preventivas das mesmas.

A coleta de dados ocorrera mediante amostras de material biologico (sangue periférico)
dos individuos selecionados, utilizando tubo Tempus Blood RNA (Thermo fischer Scietnific,
US) e estocados em temperatura de -20° C até a extragdo. Todos os individuos com fissuras
orais ndo sindromicas e controle sem fissuras, possuirdo entre dois e 12 meses de idade (
periodo recomendado para primeira cirurgia corretiva da fissura oral). Coleta sangue do
cordao umbilical de individuos com fissuras orais ndo sindromicas e controle sem fissuras ao
nascimento, utilizando tubo Tempus Blood RNA (Thermo fischer Scietnific, US) e estocados
em temperatura de -20° C até a extracdo do RNA, amostra de tecido da area fissurada,
amarzeandos em scope com Rna later, e dados de questiondrio de Instrumento para coleta de
informagdes socio-clinicas do individuo.

Igualmente, assumo o compromisso de utilizar os dados obtidos somente para fins cientificos,
bem como de disponibilizar os resultados obtidos para esta institui¢ao ao final do projeto.
Agradecemos antecipadamente e esperamos contar com a sua colaboragdo. Atenciosamente,
SISSY MARIA DOS ANJOS MENDES - Matricula UFPA 2016112480010

Eu, ANDREA KELY RIBEIRO DOS SANTOS Orientadora, responsabilizo-
me pelo trabalho cientifico da aluna acima.
ANDREA KELY RIBEIRO DOS SANTOS
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Anexo 5.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO AMOSTRA DE
SANGUE

Projeto/pesquisa: miRNAS no mecanismo das Fissuras Orais Nao-Sindromicas
Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “Projeto/pesquisa: miRNAS no
mecanismo das Fissuras Orais Nao-Sindromicas”, que tem como pesquisador responsavel
SISSY MARIA DOS ANJOS MENDES, do Laboratorio de Genética Humana e Médica da
Universidade Federal do Pard — Belém/PA.
Esta pesquisa pretende estudar os Micro Acidos Ribonucleicos (miRNAs) expressos em
portadores de fissuras orais, compreender o seu papel para a saide e desenvolvimento das
fissuras orais humanas. O que nos leva a fazer esta pesquisa ¢ a importancia de se entender
como os microRNAS podem influenciar o surgimento de fissuras orais na nossa populagao.
Para isso, ¢ necessario coletar e estudar os micro-RNAS ¢ coletar informagdes socio
ambientais e nutricionais das pessoas que desejam participar da pesquisa.
Caso vocé decida participar, vocé devera fornecer 5 (cinco) nano de sangue periférico ou
umbilical (conforme o grupo) e realizar uma entrevista sobre seus habitos alimentares e de
satde com algum membro da equipe como fonte secundéria de dados. O Sangue sera coletado
junto com os exames obrigatdrios prévios para os atos cirdrgicos corretivos da fissura oral e
irdo ser processados no laboratorio de genética da UFPA, que permitirdo o estudo do material
genético.
Afirmo(a) que aceitei participar por minha propria vontade, sem receber qualquer incentivo
financeiro ou ter qualquer 6nus e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da
pesquisa.
Fui informado(a) dos objetivos estritamente académicos do estudo, que, em linhas gerais sera
identificar o perfil de expressdo global dos Micro RNAS na fissura oral ndo sindromica, além
de Identificar os miRNAs envolvidos nas fissuras orais ndo sindrémicas, em uma populacao
da Regidao Norte do Brasil. - Caracterizar os dados socio epidemioldgicos maternos. - Verificar
Ancestralidade.
Fui também esclarecido(a) de que os usos das informagdes por mim oferecidas estdo
submetidos as normas éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres humanos, da Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Saude, do Ministério da
Satde. Minha colaboragdo se fara de forma anénima, por meio de coleta de dados ocorrera
mediante amostras de 5 cinco nano de sangue periferico dos individuos seleciondos, utilizando
Tempus Blood RNA tube (Thermo fischer Scietnific, US) e estocados em temperatura de 20°
C até a extragdo do RNA. Todos os individuos com fissuras orais ndo sindromicas e Controle
sem fissuras, possuirdo entre 2 e 12 meses de idade (periodo recomendado para primeira
cirurgia corretiva da fissura oral). E de no caso de neonatos, Coleta sangue cordao umbilical
de individuos com fissuras orais ndo sindromicas e Controle sem fissuras ao nascimento
utilizando Tempus Blood RNA tube (Thermo fischer Scietnific, US) e estocados em
temperatura de 20° C até a extragdo do. O acesso e a andlise dos dados coletados se fardo
apenas pelo(a) pesquisador(a) e/ou seu(s) orientador(es) / coordenador(es).
Os riscos para os participantes da pesquisa sdo minimos e estdo associados aos riscos de
infec¢do por contaminagdo no momento da coleta de sangue. Por isso, providenciaremos luvas
de latex que poderdo ser utilizadas durante a coleta. Nao ha beneficios diretos para o
participante, mas vocé estara ajudando na realizagdo de pesquisas cientificas que podem
futuramente entender o processo de desenvolvimento de fissuras orais, assim como o
desenvolvimento de terapias.
A sua participagdo nesta pesquisa ndo ¢ obrigatdria, e vocé tem o direito de se retirar da
pesquisa a qualquer momento. A sua identidade sera preservada durante todo o decorrer da
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pesquisa, garantindo o seu sigilo e privacidade. Vocé possui o direito de ser mantido atualizado
sobre os resultados parciais da pesquisa.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas diavidas ligando para SISSY
MARIA DOS ANJOS MENDES ou ANDREA RIBEIRO DOS SANTOS, telefones 91)
981165125 e (91) 32017843 que podem ser encontradas no endereco: Rua Augusto Corréa, n°
01, Guama, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Laboratorio de Genética Humana e Médica da
Universidade Federal do Para. Se vocé tiver algum gasto pela sua participa¢do nessa pesquisa,
ele sera assumido pelo pesquisador e reembolsado para vocé€. Se vocé sofrer algum dano
comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé sera indenizado.

O CEP (Comité de Etica em Pesquisa) e o0 CONEP (Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa) sdo responsaveis por garantir a sua integridade enquanto participante da pesquisas
e examinar os aspectos éticos deste estudo. CEP: Santa Casa do Para — Rua Bernal do
Couto, 1040 - Umarizal, Belém/Para fone: (91) 4009-2200 ou com o CONEP - SRNTV 701,
Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 30 andar, Asa Norte, Brasilia— DF, fone: (61) 3315-5877.
Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficard com vocé e a outra com o pesquisador
responsavel SISSY MENDES

Consentimento Livre e Esclarecido
Ap6s ter sido esclarecido sobre os objetivos, importancia e o modo como os dados serdo
coletados nessa pesquisa, além de conhecer os riscos e beneficios que ela trara para mim e ter
ficado ciente de todos os meus direitos, concordo em participar da pesquisa “Projeto/pesquisa:
miRNAS no mecanismo das Fissuras Orais Nao-Sindromicas”, e autorizo a divulgacao das
informagdes por mim fornecidas em congressos e/ou publicagdes cientificas desde que
nenhum dado possa me identificar.

Assinatura do participante da pesquisa/representante legal

Declaracio do pesquisador responsavel

Como pesquisador responsavel pelo estudo “Projeto/pesquisa: miRNNAS no mecanismo das
Fissuras Orais Nao-Sindromicas”, declaro que assumo a inteira responsabilidade de cumprir
fielmente os procedimentos que foram esclarecidos e assegurados ao participante desse estudo,
assim como manter sigilo e confidencialidade sobre a identidade do mesmo. Declaro ainda
estar ciente que na inobservancia do compromisso ora assumido estarei infringindo as normas
e diretrizes propostas pela Resolu¢do 466/12 do Conselho Nacional de Satde — CNS, que
regulamenta as pesquisas envolvendo o ser humano.

Belém,  de de20 . Assinatura do pesquisador responsavel




Anexo 6.

CARTA DE ACEITE DA INSTITUICAO PARCEIRA




Anexo 7.
Publicacées realizadas no periodo do Doutorado

1. XXXXXXXX

2. XXXXXXX

80



