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RESUMO

A gagueira € uma desordem da comunicagdo oral que tem uma caracteristica
multidimensional. O modelo exato de transmisséo da heranca genética para a gagueira
ainda nao esta claramente definida e, provavelmente pode ser diferente entre diferentes
familias e populagdes. As andlises gendmicas demonstram, concomitantemente, a
relevancia dos componentes genéticos envolvidos e sua complexidade, sugerindo assim
tratar-se de uma doenca poligénica, na qual diversos genes de efeitos variados podem
estar envolvidos com o aumento da susceptibilidade de ocorréncia da gagueira. Estudos
de neuroimagem funcional vém sendo realizados com individuos gagos ao longo dos
anos. A Ressonancia magnética funcional (RMf), por ser um método ndo invasivo, é um
exame muito utilizado para avaliar as atividades cerebrais no momento de fala. O
objetivo deste trabalho foi o de verificar se existem variagdes biol6gicas em individuos
com gagueira desenvolvimental persistente familial (GDPF) por meio de trés métodos
de avaliacdo: fonoaudiolégica, genética e de neuroimagem funcional, que foram
aplicados em 8 individuos adultos do sexo masculino, destros, diagnosticados com
GDPF. As avaliagdes também foram realizadas nos controles, os quais foram pareados
por sexo e idade ao grupo amostral. Para a avaliagdo fonoaudioldgica foi utilizada a
metodologia proposta por Andrade (2004) e o SSI-3. Todos os participantes tiveram
amostras de seu DNA coletados a partir de amostras de sangue periférico. Foi realizado
sequenciamento dos éxons do gene FOXP2. Para avaliagdo de neuroimagem funcional
foi utilizada a RMf, aplicando-se trés tarefas de fala diferentes. Os achados
fonoaudiol6gicos foram distintos em gagos e controles. Os resultados da avaliacdo
genética ndo apontaram variacao bioldgica entre gagos e controles, ja os resultados da
RMf mostraram variacéo entre os dois grupos quanto ao hemisfério e/ou lobo cerebral

ativado.

Descritores: gagueira desenvolvimental; genética; neuroimagem funcional.



ABSTRACT

Stuttering is a disorder of oral communication that has a multidimensional
character. The exact transmission pattern of genetic inheritance for stuttering is still not
clearly defined and might probably be different among different families and
populations. Genomic analysis have shown, concomitantly, the relevance of the genetic
components involved and their complexity, thus suggesting that this is a polygenic
disease in which several genes of different effects may be involved with the increased
susceptibility of occurrence of stuttering. Functional neurcimaging studies have been
conducted with stutterers throughout the years. A magnetic resonance imaging (fMRI),
to be a noninvasive method, is a test much used to assess brain activity when speech.
The objective of this study was to check whether there are biological variations among
individuals with familial persistent developmental stuttering (FPDS) through three
methods of evaluation: speech therapy, genetic and neuroimaging data, which were
applied in 8 adult male, right-handed diagnosed with FPDS. The evaluations were also
performed at the controls, who were the same sex and age of the sample group. For the
speech evaluation was used the methodology proposed by Andrade (2004) and SSI-3.
All participants had their DNA samples collected from peripheral blood samples. We
carried out sequencing of exons of the gene FOXP2. To evaluate functional
neuroimaging was used fMRI, applying three different speech tasks. Speech disorders
found were different in stutterers and controls. The evaluation results showed no genetic
variation between stutterers and biological controls and the results of fMRI showed

variation between the two groups in the hemisphere and/or cerebral lobe activated.

Key words: Developmental stuttering; genetic; magnetic resonance imaging.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. FATORES GENETICOS ENVOLVIDOS COM A GAGUEIRA

Com a intencdo de estudarmos a literatura sobre a Gagueira desenvolvimental
persistente familial (GDPF) e a genética, realizamos uma vasta reviséo bibliografica. A
partir desta revisdo, escrevemos um trabalho para divulgacéo nacional que foi publicado
na Revista da Sociedade Brasileira de Fonoaudiologia em Dezembro/2012.

1.1.1. Artigo cientifico

Gagueira desenvolvimental persistente familial: perspectivas genéticas

Familial persistent developmental stuttering: genetic perspectives

Breila Vilela de Oliveira*, Carlos Eduardo Frigério Domingues®*, Fabiola Starébole
Juste?, Claudia Regina Furquim de Andrade?, Danilo Moretti-Ferreira*
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UNESP — Botucatu (SP), Brasil.

(2) Programa de Pés-graduagdo (Doutorado) em Ciéncias Bioldgicas (Genética),
Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP — Botucatu (SP), Brasil.

(3) Departamento de Fisioterapia, Fonoaudiologia e Terapia Ocupacional, Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo — USP — S3o Paulo (SP), Brasil.

(4) Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP — Botucatu (SP), Brasil.

* Contribuiram com igual relevancia para a produgdo do trabalho.

Trabalho realizado no Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP — Botucatu (SP), Brasil.
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Aconselhamento Genético

Distrito de Rubido Junior S/N, Botucatu (SP), Brasil, CEP: 18618-970.

E-mail: sag@fmb.unesp.br
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RESUMO

A gagueira é uma desordem da comunicagdo oral que tem uma caracteristica
multidimensional. A predisposi¢cdo bioldgica no desenvolvimento da gagueira ainda
ndo é bem compreendida, mas contribuicdes genéticas para esta predisposi¢cdo sdo
reforgadas tanto por referéncias a agregacao familial da gagueira, quanto a gagueira
familial, que tém aparecido na literatura ha mais de 70 anos. Assim, procuramos
estabelecer uma revisdo quanto aos provaveis fatores genéticos envolvidos com a
manifestagdo da gagueira desenvolvimental persistente familial. A identificagdo de
genes relacionados a gagueira, bem como de alteragbes em suas estruturas (por
exemplo, mutagdes), contribuem significativamente para sua compreensdo. O modelo
exato de transmissdo da heranga genética para a gagueira ainda ndo esta claramente
definida e, provavelmente pode ser diferente entre diferentes familias e populagdes.
As analises gendmicas demonstram, concomitantemente, a relevancia dos
componentes genéticos envolvidos e sua complexidade, sugerindo assim tratar-se de
uma doenca poligénica, na qual diversos genes de efeitos variados podem estar
envolvidos com o aumento da susceptibilidade de ocorréncia da gagueira. O clinico
deverd estar alerta ao fato de que uma crianga com histérico familial positivo para
gagueira podera ter uma forte tendéncia a desenvolver o disturbio de forma crénica. E
importante que o clinico esteja atento, de modo a fornecer as familias orientagGes
precisas sobre o disturbio. As avaliagdes objetivas e os tratamentos controlados tém
um papel muito importante para o dominio da evolugdo do disturbio.

Descritores: Fonoaudiologia; Fala; Gagueira/etiologia; Genética; Genes; Padrbes de

heranga.
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ABSTRACT

Stuttering is a disorder of oral communication that has a multidimensional character.
The biological predisposition in the development of stuttering is still not well
understood, but genetic contributions to this predisposition are enhanced by both
references to the familial aggregation of stuttering and to familial stammering, which
have appeared in the literature for over 70 years. Thus, we conducted a review as to
the likely genetic factors involved in the manifestation of familial persistent
developmental stuttering. The identification of genes related to stuttering, as well as
alterations in their structures (e.g., mutations), contribute significantly to its
understanding. The exact transmission pattern of genetic inheritance for stuttering is
still not clearly defined and might probably be different among different families and
populations. Genomic analysis have shown, concomitantly, the relevance of the
genetic components involved and their complexity, thus suggesting that this is a
polygenic disease in which several genes of different effects may be involved with the
increased susceptibility of occurrence of stuttering. The clinician should be alert to the
fact that a child with positive familial history for stuttering may have a strong tendency
to develop the disorder chronically. It is important that the clinician is aware, in order
to provide precise information about the disorder to the families. Objective
evaluations and controlled treatments play an important role in the knowledge of the
disorder’s development.

Keywords: Speech, language, and hearing sciences; Speech; Stuttering/etiology;

Genetics; Genes; Inheritance patterns

INTRODUGAO

A fala envolve componentes linguisticos (aspectos formais, segmentais) e
paralinguisticos (aspectos prosddicos, supra-segmentais), processados por diferentes
vias neurais, 0s quais, integrados e em sincronia, sao fundamentais para a constituicao
de uma fala fluente que deve ter um fluxo continuo, mantendo-se a sequéncia,
velocidade, ritmo e duragdo considerados normais para que as unidades fonoldgicas,

lexicais, morfoldgicas e/ou sintaticas sejam adequadamente produzidas. Quebras ou
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rupturas involuntarias em quaisquer unidades linguisticas caracterizam as disfluéncias,
as quais podem ser consideradas comuns (hesita¢Oes; interjei¢Ges; revisdes; palavras
ndo terminadas; e repeticdo de palavras, segmentos ou frases) ou gagas (repeticdo de
sons ou silabas; prolongamentos; bloqueios; pausas e intrusdo). A gagueira é uma
desordem da comunicag¢do oral, complexa que ndo pode ser considerada como uma
entidade nosoldgica Unica, pois tem uma caracteristica multidimensional, e é
frequentemente experimentada pelo individuo como uma perda de controle da
prépria falal®.

Durante a infancia, devido ao complexo processo de aquisicio e
desenvolvimento da linguagem, é comum criangas apresentarem disfluéncias
(hesitagoes, repeticdo de sons, silabas ou palavras), tendendo a estabilizar o fluxo de
fala ao adquirir maior dominio linguistico-fonolégico e morfossintatico-semantico-
pragmatico. Em 80% das criangas essas disfluéncias sdo normais e tendem a
desaparecer em seis meses, porém em criancas que apresentam fatores
predisponentes para a gagueira, essas disfluéncias poderdo evoluir para um quadro
cronico conhecido como gagueira desenvolvimental que afeta 5% das criangas,
principalmente na faixa etdria entre 18 meses a 7 anos, podendo ocorrer até aos 12
anos em alguns casos, com prevaléncia média de 1% na populagdo. Dentre os fatores
de risco para a gagueira desenvolvimental, descritos na literatura, pode-se destacar a
idade; o sexo; o tempo de duracdo das disfluéncias; a tipologia das rupturas;
morbidade pré, peri e pds natal; os déficits de comunicagdo associados; estresses
psicossociais; o histérico familial positivo para gagueira; e reagdo da criancga, da familia
e da sociedade frente ao problema(l).

A gagueira também pode se manifestar em outras duas circunstancias distintas,
a partir de lesGes, em uma ampla gama de dreas cerebrais, a qual denominamos

()

gagueira adquirida ou neurogénica'’ e outra, envolvendo aspectos psicoldgicos.

A gagueira desenvolvimental é subdividida em: desenvolvimental persistente —
presente durante um periodo igual ou superior a 36 meses apds sua manifestacao;
recuperacao tardia - recuperada entre 18 e 36 meses apds seu inicio e recuperagdo

€]

precoce — recuperacao antes de 18 meses apds a instauragdo do disturbio™. Nos casos
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em que ha recorréncia na familia em que dois ou mais individuos sdo acometidos pela

. s . . o 4
gagueira, esta é denominada de desenvolvimental familial®

, propdsito deste trabalho.
Nos casos em que ha apenas um individuo gago na familia, denomina-se
desenvolvimental isolada. Assim, a classificacdo da gagueira“"‘) pode ser representada

esquematicamente (Figura 1).

Gagueira

Neurogénica sicogénica Desenvolvimental

Recuperagdo Recuperacdo
tardia precoce

Persistente e tec ° Persistente

Figura 1. Classificacdo da gagueira

A predisposi¢cdo bioldgica no desenvolvimento da gagueira ainda ndo é bem
compreendida, mas contribui¢cGes genéticas para esta predisposicdo sdo reforgadas
por referéncias quanto a agregacdo familial da gagueira, que tém aparecido na

literatura ha mais de 70 anos®®

. Assim, devido aos relevantes e recentes achados
cientificos, no ambito biolégico, procuramos estabelecer uma revisdo quanto aos
provaveis fatores genéticos envolvidos com a manifestacio da gagueira
desenvolvimental persistente familial e desta forma contribuir com o seu melhor
entendimento.

REVISAO DE LITERATURA

Os principais argumentos que fundamentam o envolvimento de fatores

genéticos na gagueira sdo: estudos de gémeos, com maior concordancia entre gémeos
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monozigdticos (62,5% a 90%) em relagdo a gémeos dizigdticos (6,6% a 9%)(8'13); a

agregacao familial, em que as disfluéncias sdo mais propensa a se desenvolver em
individuos consanguineos, em detrimento aos casos em que ndo ha essa relagéo(g‘”'ls)
e a similaridade fenotipica desenvolvida entre gagos, como repeticGes,
prolongamentos de sons e silabas de palavras sem estarem ligadas a diferencas de
lingua e cultura®>1719),

Desta forma, acredita-se que existam regides do genoma que carregam
informagdes importantes para o desenvolvimento humano (genes), os quais uma vez
alterados (mutados), podem promover pequenas e sutis mudancas na estrutura e

fungdo do cérebro®?®??

, em individuos com gagueira desenvolvimental persistente
familial, o que tem conduzido grupos de pesquisa a realizar amplos estudos genéticos
nas ultimas décadas.

A gagueira desenvolvimental persistente familial é considerada uma afecgdo
com padrdo de heranga complexa ou multifatorial®?. Tal caracteristica é resultado de
interagdes complexas de diversos fatores predisponentes como o gendtipo em um ou
mais loci e diversos componentes ambientais capazes de ativar, acelerar ou intensificar
a manifestacdo da doenga. Estudos de mapeamento génico, associados a andlises
estatisticas variadas e complexas, como estudos de associagdo e analise ligagdo, tém
sido exaustivamente utilizados nos processos de localizagdo e identificacdo dos loci e
alelos especificamente envolvidos que fornecem uma prova definitiva da contribui¢do
genética para a gagueira(zs).

A busca de genes que influenciem caracteristicas complexas tem sido muito
mais desafiadora do que os estudos genéticos de tracos mendelianos®®. Varios fatores
contribuem para este problema, incluindo a heterogeneidade etioldgica e genética e, a
necessidade de modelos genéticos complexos com muitas variaveis para efeitos de
I6cus, interagbes gene-gene e gene-ambiente, o que justifica o uso de diversos
métodos estatisticos. Um método adequado de analise genética para a gagueira exige
uma combinagdo de passos para a identificagdo de regides cromossGmicas, nas quais
residem as variag0es genéticas e que caracterizam a etiologia complexa desta

doenca'®.
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O exato modelo de transmissdo da heranga genética na gagueira ainda ndo foi

bem definido e, além disso, hd a possibilidade de ser diferente entre as diferentes

popula96e5(27). Ha indicios de que exista um gene principal, responsavel pelo aumento

do risco de ocorréncia da gagueira, quando combinado com outros genes

28 Diversos

estudos genéticos foram realizados com o objetivo de identificar possiveis regides e/ou

genes relacionados com a afec¢do (Quadro 1).

Quadro 1. Panorama geral dos estudos genéticos publicados.

Regido

cromossémica

Método

Grupo amostral de disfluentes

Referéncia

[R1] Comentario: Autores: verificar
comentario apresentado na versao em
inglés.

Cox N, Yairi E. Genetics of
stuttering: insights and recent
Andlise de ligagdo Huteritas advances. ASHA leader 5 (16).
! NPL=1,1 *n Bethesda: Amer. Speech Lang.
Hear. Association. Abstract.
2000(674).
Riaz N, Steinberg S, Ahmad
J, Pluzhnikov A, Riazuddin S, Cox
Triagem gendmica (analise de Paquistaneses NJ, et. al. Genomewide Significant
! ligagdo) n=56 familias Linkage to Stuttering on
Chromosome 12.  Am J Hum
Genet. 2005;76(4):647-51.
Triagem gendmica (analise de
ligagdo) e estudo de gene Paquistaneses Raza; Riazuddin; Drayna(30)
3 candidato DRD3 — receptor de n=1 familia
dopamine
Riaz N, Steinberg S, Ahmad
J, Pluzhnikov A, Riazuddin S, Cox
Triagem gendmica (andlise de Paquistaneses NJ, et. al. Genomewide Significant
> ligagdo) n=56 familias Linkage to Stuttering on
Chromosome 12.  Am J Hum
Genet. 2005;76(4):647-51.
Estudo do gene candidato DAT
Populagdo chinesa Han
5 (SLC6A3) — transportador de Lan et al.?
n=112 individuos
dopamine
Riaz N, Steinberg S, Ahmad
,; Triagem gendmica (analise de Paquistaneses J, Pluzhnikov A, Riazuddin S, Cox

ligagdo)

n = 56familias

NJ, et. al. Genomewide Significant

Linkage to Stuttering on
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Genet. 2005;76(4):647-51.

Triagem gendmica (analise de

Americanos (origem europeia),

Suresh R, Ambrose N, Roe C,
Pluzhnikov A, Wittke-Thompson
JK, Ng MC et. al. New complexities

in the genetics of stuttering:

7 ligagdo) (grupo de homens) suecos e israelenses
significant  sex-specific  linkage
LOD =2,99 - 153cM n=100 familias
signals. Am J Hum Genet.
2006;78(4):554-63.
79 Andlise do gene CNTNAP2 Paciente brasileiro Petrin et al.®®
Suresh R, Ambrose N, Roe C,
Pluzhnikov A, Wittke-Thompson
Triagem gendmica (analise de JK, Ng MC et. al. New complexities
Americanos (origem europeia),
ligagdo) (gagos recuperados e in the genetics of stuttering:
9 suecos e israelenses
persistentes) significant  sex-specific  linkage
n=100 familias
LOD = 2.3 - 60cM signals. Am J Hum Genet.
2006;78(4):554-63
Estudo do gene candidato DRD2 — Populagdo chinesa Han 29)
11 Lan et al.
receptor de dopamina n=112 individuos
Riaz N, Steinberg S, Ahmad
J, Pluzhnikov A, Riazuddin S, Cox
Triagem gendmica (analise de Paquistaneses NJ, et. al. Genomewide Significant
12q
ligagdo) n=56 familias Linkage to Stuttering on
Chromosome 12.  Am J Hum
Genet. 2005;76(4):647-51.
Andlise dos genes Paquistaneses 32
12q Kang et al.
GNPTAB/GNPTG/NAGPA n=46 individuos
Cox N, Yairi E. Genetics of
stuttering: Insights and recent
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13 advances. ASHA leader 5 (16).
ligagdo) NPL =1,38 *n

Bethesda: Amer Speech Lang Hear

Association. Abstract . 20004,(,674){ [R2] Comentario: idem a primeira
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Suresh R, Ambrose N, Roe C,
Pluzhnikov A, Wittke-Thompson
JK, Ng MC et. al. New complexities
Triagem gendmica (analise de Americanos (origem europeia),
in the genetics of stuttering:
15 ligagdo) (gagos persistentes) suecos e israelenses
significant  sex-specific
LOD = 1,95 - 23cM n=100
signals. Am J Hum Genet.
2006;78(4):554-63
Triagem gendmica (andlise de 1 familia paquistanesa de Raza MH, Amijad R, Riazuddin
16q ligagdo) casamentos consanguineos S, Drayna D.1®
n=26 individuos (14 afetados)

Legenda: *n = numero de individuos no trabalho ndo disponivel

Recentes descobertas tém apontado para variadas regides do genoma que uma
vez alteradas podem estar possivelmente relacionados a gagueira como por exemplo
genes da familia dos receptores (DRD2; DRD3) e, transportadores (SLC6A3) de
dopamina®?>® bem como outros até ent3o relacionados a outras doengas, como as
Mucopolissacaridoses Tipo Il e Il — GNPTAB (N-acetylglucosamine-1-phosphate
transferase, alpha and beta subunits)(‘m GNPTG (N-acetylglucosamine-1-phosphate
transferase, gamma subunit), e ao gene NAGPA (N-acetylglucosamine-1-
phosphodiester alpha-N-acetylglucosaminidase) que atua na mesma via metabdlica®?.
Nas regiGes cromossGmicas 7q31 e 7935 estdo localizados, respectivamente, os genes
FOXP2 (Forkhead Box P2) e CNTNAP2 (Contactin-associated protein-like 2) os quais tem
sido, permanentemente, apontados como genes diretamente relacionados aos
disturbios de fala e de Iinguagem(33’34).

Evidéncias de interrupgGes, que afetam a correta funcionalidades dos genes,
como alterages apresentadas na variagdo do niumero de cdpias em certas regides do
genoma (CNVs), nos rearranjos cromossOmicos e mutagdes, podem implicar numa

variedade de condigbes genética e consequentemente, neuropatolégicasBS)

. Assim,
acredita-se que estas alteragbes devam interferir em toda a dinamica do
desenvolvimento neuronal e que, perturbagdes nesse sentido, resultem num aumento
significativo das chances de alguma forma de disfungdo neurolégica com provaveis

implicagcdes em relagdo aos centros nervosos da fala e da Iinguagem(36), 0s quais uma
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vez alterados, devam promover a ocorréncia de disfluéncias que possam culminar no
desenvolvimento da gagueira.

A predisposicdo genética pode afetar a fluéncia quanto a capacidade do
individuo em relagdo ao controle motor da propria fala. Uma resposta ineficiente ao
esforco muscular desempenhado e a sua resposta autdbnoma, pode implicar em
contragdes musculares em tempos diferentes ou a percursos com atos
dessincronizados®. Evidéncias recentes sugerem que a gagueira desenvolvimental
persistente familial ocorra devido a disfungGes cerebraisBs), atribuidas diretamente a

fatores genéticos(2°‘39’4°).

DISCUSSAO

Torna-se evidente que os genes que predispdem ao aparecimento da gagueira,
até entdo relacionados estdo sendo melhor estudados e que alteragdes em um ou
mais genes relacionados podem contribuir significativamente para a manifesta¢do da
gagueira além disso, exato modelo de transmissdo ainda ndo esta claramente definido
e, provavelmente pode ser diferente entre diferentes familias e populag(")es(27).

Por se tratar de uma doenga de carater multidimensional e de heranga
complexa, a gagueira deve ser investigada levando-se em consideragdo todos os
fatores de risco, para a obtengdo de um diagndstico preciso e definitivo dos pacientes
portadores. Os resultados obtidos a partir de andlises genGmicas, por meio de estudos
de ligagdo e associacdo, na identificacdo de possiveis genes candidatos, bem como de
alteracbes e interacGes em vias celulares que possam estar atreladas ao fendtipo,
demonstram, concomitantemente, a relevancia dos componentes bioldgicos
envolvidos e sua complexidade, o que sugere de fato, tratar-se de uma doenca
poligénica na qual diversos genes, de efeitos variados, podem estar envolvidos com o

aumento da susceptibilidade de ocorréncia da gagueira(zs).

COMENTARIOS FINAIS
A sobreposicdo dos diversos fatores genéticos possivelmente envolvidos com a

manifestagdo da gagueira e as ja caracterizadas aos disturbios da fala e linguagem
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como a sindrome de Tourette, o autismo, o disturbio especifico de linguagem e a
dislexia, permite-nos inferir de que ha provavelmente, um compartilhamento dos
mecanismos moleculares basicos envolvidos, os quais uma vez suplementados, a partir
da atuagdo de outros fatores bioldgicos (genes secundarios) e ambientais, possam
implicar no acometimento da gagueira.

Identificar a variagcdo genética responsavel pela gagueira é um grande desafio
enfrentado por diversos grupos de pesquisa a qual, uma vez melhor compreendida é
determinante para o entendimento de sua etiologia primaria, dos aspectos
epidemioldgicos e dos possiveis fatores ndo genéticos envolvidos e que tem
importantes implicagcdes no diagndstico e no progndstico do paciente.

Desta forma, o fonoaudiélogo deverd estar alerta ao fato de que uma crianga
com histdrico familial positivo para gagueira poderda ter uma forte tendéncia a
desenvolver o disturbio de forma crénica, além de apresentar possivelmente outros
parentes afetados na familia. E importante que o clinico esteja apto a fornecer as
familias orientagbes precisas sobre o disturbio. As avaliagdes objetivas e os
tratamentos controlados tem um papel muito importante para o controle da evolugdo

do disturbio.

REFERENCIAS

1. Andrade CR de. Abordagem neurolinguistica e motora da gagueira. In: Tratado de
Fonoaudiologia. Org. Ferreira LP, Befi-Lopes DM; Limongi SCO. Ed Roca: S3o Paulo;
2004. p. 1001-26.

2. Grant AC, Biousse V, Cook AA, Newman NJ. Stroke-Associated Stuttering. Arch
Neurol. 1999;56(5):624-27.

3. Yairi E, Ambrose NG, Cox N. Genetics of stuttering: A critical review. J Speech Hear
Res. 1996;39(4):771-84.

4. Yairi E, Ambrose NG, Paden EP, Throneburg RN. Predictive factors of persistence and
recovery: pathways of childhood stuttering. ] Commun Disord. 1996;29(1):51-77.

5. Bryngleson B. Sidedness as an etiological factor in stuttering. The Pedagogical
Seminary and Journal of Genetic Psychology. 1935;47(1):204-17.

6. Wepman JM. Familial Incidence in stammering. J Speech Disord.1939;4(3):199-204.



21

7. Gray M. The X Family: a clinical and laboratory study of a "stuttering" family. J
Speech Disord. 1940;5(4):343-8.

8. Howie PM. Concordance for stuttering in monozygotic and dizygotic twin pairs. J
Speech Hear Res.1981;24(3):317-21.

9. Felsenfeld S, Kirk KM, Zhu G, Statham DJ, Neale MC, Martin NG. A study of the
genetic and environmental etiology of stuttering in a selected twin sample. Behav
Genet. 2000;30(5):359-66.

10. Ooki S. Genetic and environmental influences on stuttering and tics in Japanese
twin children. Twin Res Hum Genet. 2005;8(1):69-75.

11. Dworzynski K, Remington A, Rijsdijk F, Howell P, Plomin R. Genetic etiology in cases
of recovered and persistent stuttering in an unselected, longitudinal sample of young
twins. Am J Speech Lang Pathol. 2007;16(2): 169-78.

12. Fagnani C, Fibiger S, Skythe A, Hjelmborg JV. Heritability and environmental effects
for self-reported periods with stuttering: a twin study from Denmark. Logoped
Phoniatr Vocol. 2011;36(3):114-20.

13. Rautakoski P. Genetic and environmental effects on stuttering: a twin study from
Finland. J Fluency Disord. 2012;37(3):202-10.

14. Andrews G, Morrisyates A, Howie P, Martin NG. Genetic factors in stuttering
confirmed. Arch Gen Psychiatry. 1991;48(11):1034-5.

15. Felsenfeld S, Plomin R. Epidemiological and offspring analyses of developmental
speech disorders using data from the Colorado Adoption Project. J Speech Lang Hear
Res.1997;40(4):778-91.

16. Raza MH, Amjad R, Riazuddin S, Drayna D. Studies in a consanguineous family
reveal a novel locus for stuttering on chromosome 16q. Hum Genet. 2012;131(2):311-
13.

17. Wingate ME. A standard definition of stuttering. J Speech Hear Disord.
1964;29:484-9.

18. Bloodstein O, Grossman M. Early stutterings: some aspects of their form and
distribution. J Speech Hear Res. 1981;24(2):298-302.

19. Bloodstein O. A handbook on stuttering. 5a ed. Chicago: National Easter Seal
Society; 1995.

20. Yairi E, Ambrose N. Onset of stuttering in preschool children: selected factors. J
Speech Hear Res. 1992;35(4):782-8.

21. Ambrose NG, Yairi E. Normative disfluency data for early childhood stuttering. J
Speech Lang Hear Res. 1999;42(4):895-909.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fibiger%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Skytthe%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hjelmborg%20JV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rautakoski%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22682321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22682321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amjad%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22205390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riazuddin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22205390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drayna%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22205390

22

22. Fox PT, Ingham RJ, Ingham JC, Zamarripa F, Xiong JH, Lancaster JL. Brain correlates
of stuttering and syllable production: A PET performance-correlation analysis. Brain.
2000;123(10):1985-2004.

23. Foundas AL, Corey DM, Angeles V, Bollich AM, Crabtree—Hartman E, Heilman KM.
Atypical cerebral laterality in adults with persistent developmental stuttering.
Neurology. 2003;61(10):1378-85.

24. Ambrose NG, Cox NJ, Yairi E. The genetic basis of persistence and recovery in
stuttering. ) Speech Lang Hear Res. 1997;40(3):567-80.

25. Wittke-Thompson JK, Ambrose N, Yairi E, Roe C, Cook EH, Ober C, et al. Genetic
studies of stuttering in a founder population. J Fluency Disord. 2007;32(1):33-50.

26. Botstein D, Risch N. Discovering genotypes underlying human phenotypes: past
successes for mendelian disease, future approaches for complex disease. Nat Genet.
2003;33(Suppl):228-37.

27. Alm PA, Risberg J. Stuttering in adults: the acoustic startle response,
temperamental traits, and biological factors. ] Commun Disord. 2007;40(1):1-41.

28. Yairi E, Ambrose NG, Grinager N. Early childhood stuttering. Austin: Pro-Ed, Inc;
2005.

29. Llan J, Song M, Pan C, Zhuang G, Wang Y, Ma W, et al. Association between
dopaminergic genes (SLC6A3 and DRD2) and stuttering among Han Chinese. J] Hum
Genet. 2009;54(8):457-60.

30. Raza MH, Riazuddin S, Drayna D. Identification of an autosomal recessive stuttering
locus on chromosome 3g13.2-3913.33. Hum Genet. 2010;128(4):461-3.

31. Fedyna A, Drayna D, Kang C. Characterization of a mutation commonly associated
with persistent stuttering: evidence for a founder mutation. J Hum Genet.
2011;56(1):80-2.

32. Kang C, Riazuddin S, Mundorff J, Krasnewich D, Friedman P, Mullikin JC, et al.
Mutations in the lysosomal enzyme-targeting pathway and persistent stuttering. N
Engl ) Med. 2010;362(8):677-85.

33. Peter B. Replication of CNTNAP2 association with nonword repetition and support
for FOXP2 association with timed reading and motor activities in a dyslexia family
sample. ) Neurodev Disord. 2011;3(1):39-49.

34. Fujita E, Tanabe Y, Momoi MY, Momoi T. CNTNAP2 expression in the cerebellum
of Foxp2 (R552H) mice, with a mutation related to speech-language disorder. Neurosci
Lett. 2012;506(2):277-80.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fedyna%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20944643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drayna%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20944643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20944643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peter%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21484596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21484596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujita%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanabe%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Momoi%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Momoi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22133810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22133810

23

35. Petrin AL, Giacheti CM, Maximino LP, Abramides DV, Zanchetta S, Rossi NF, et al.
Identification of a microdeletion at the 7933-g35 disrupting the CNTNAP2 gene in a
Brazilian stuttering case. Am J Med Genet. 2010;152A(12):3164-72.

36. Newbury D, Fisher S, Monaco A. Recent advances in the genetics of language
impairment. Genome Med. 2010;2(1):6.

37. Andrade CR. Historia natural da gagueira — estudo I: perfil da fluéncia. Pré-Fono.
2002;14(3):351-60.

38. Sommer M, Koch MA, Paulus W, Weiller C, Biichel C. Disconnection of speech-
relevant brain areas in persistent developmental stuttering. Lancet.
2002;360(9330):380-3.

39. Foundas AL, Bollich AM, Corey DM, Hurley M, Heilman KM. Anomalous anatomy of
speech-language areas in adults with persistent developmental stuttering. Neurology.
2001;57(2):207-15.

40. Ingham RJ, Ingham JC, Finn P, Fox PT. Towards a functional neural systems model
of developmental stuttering. J Fluency Disord. 2003;28(4):297-317; quiz 317-8.



24

1.1. NEUROIMAGEM E NEUROFISIOLOGIA NA GAGUEIRA DESENVOLVIMENTAL
PERSISTENTE FAMILIAL

Existem dois tipos de modalidades de neuroimagem, as estruturais
(principalmente anatébmicas), as quais incluem a tomografia computadorizada, a
ultrassonografia e a ressondncia magnética; e as funcionais (principalmente
fisiologicas), que abrangem a Eletroencefalografia, a Magnetoencefalografia (MEG), a
Tomografia por Emissdo de Pdsitrons (PET), a Tomografia Computadorizada com
Emissdo Simples de Fétons (SPECT) e a Ressonancia Magnética Funcional (RMf)
(INGHAM et. al., 1996).

Estudos realizados por meio de PET, RMf e MEG tem fornecido informages
quanto as regides neurais que estdo implicadas na producdo da fala. (INGHAM et. al.,
2003).

A RMf, por ser um método ndo invasivo, € um exame de neuroimagem
funcional muito utilizado para avaliar as atividades cerebrais no momento de fala
(BUCHBINDER; COSGROVE,1998). E uma avaliacdo indireta da funcio cerebral,
baseado na conexdo neurovascular a fim de induzir atividade neuronal a partir de
variagOes vasculares e de consumo de oxigénio. Existem dois principais tipos de
sequéncia de pulso para obtencdo de dados de RMf: Blood Oxigen Level Dependent
(BOLD) — contraste dependente do nivel de oxigenagdo sanguinea — e o Arterial Spin
Labelling (ASL) — marcagéo dos spins arteriais (MARTIN, 2007).

O BOLD ¢ a sequéncia mais amplamente utilizada e baseia-se na deteccdo de
variagbes da oxigenacdo sanguinea com influéncia do aumento de fluxo e volume
sanguineos. E uma técnica que detecta os efeitos magnéticos da oxi- e desoxi-
hemoglobina. Em uma éarea onde h& maior oferta de oxigénio, como nas &reas ativadas,
haverd reducéo da relagdo entre desoxi/oxi-hemoglobina, gerando aumento do sinal de
ressonancia magnética (OGAWA et al., 1990).

Estudos de neuroimagem com individuos gagos tiveram inicio na década de 20,
em que 2 pesquisadores observaram uma anormalidade do sistema neuroldgico em
individuos com gagueira cronica (ORTON, 1927; ORTON; TRAVIS, 1929). Mais
tarde, estudos com PET, sugeriram que os individuos com gagueira desenvolvimental
persistente apresentam menor atividade nos centros da fala localizados no hemisfério

esquerdo, bem como em determinadas areas auditivas, a0 mesmo tempo, as areas
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correspondentes no hemisfério direito pareciam ativas, mas ndo de forma comum (FOX
et. al., 1996). Foi sugerido entdo, que essa ativacdo anormal do hemisfério direito
deveria ser uma tentativa de compensacéo pela disfungdo do hemisfério esquerdo e ndo
a causa da gagueira. Essa hipotese foi formulada ao obsevar, em um estudo realizado
com gagos desenvolvimentais, que o hemisfério esquerdo estava mais ativo durante os
momentos de producdo de fala gaguejada, enquanto que a hiperativacdo do hemisfério
direito estava mais correlacionada aos momentos de fala fluente. (BRAUN et. al., 1997)

Um estudo utilizando magnetoencefalografia (MEG), tendo como objetivo
comparar a ativagdo cortical em gagos desenvolvimentais e fluentes, durante a fala,
constatou que a primeira area a ser ativada em individuos fluentes foi a area de Broca
(programacdo motora da fala) e em seguida, o sulco central e lateral esquerdo e o cortex
pré-motor esquerdo (preparacdo motora da fala). Nos individuos gagos, a preparacdo
motora da fala antecipou sua programacdo, sugerindo déficit nas conexdes neuronais
(SALMELIN, 2000).

Um estudo de neuroimagem funcional utilizando PET, investigou a ativacio
cerebelar durante tarefas de fala em individuos com gagueira desenvolvimental e
fluentes. Foi observada uma maior ativacdo desta area em individuos com o distrbio
quando comparado com o resultado do exame em individuos normais (FOX, et. al.,
2000).

Foi realizado um estudo de caso no Brasil, com um adulto do sexo masculino
utilizando PET. O exame foi realizado durante tarefa de fala e no repouso. N&o foram
identificadas correlagBes corticais especificas entre as duas condi¢Bes de avaliagdo
(Andrade et. al., 2001).

Em um estudo utilizando RMf realizado com adolescentes e adultos com
gagueira desenvolvimental foi verificada hiperativagdo da insula anterior direita e
cerebelo, a qual ndo foi observada em individuos fluentes (BROWN et. al., 2005). Esses
achados também foram encontrados em um estudo posterior (WATKINS et. al., 2007).

Posteriormente, outros pesquisadores encontram respostas neurais distintas em
individuos com gagueira desenvolvimental e individuos fluentes durante o planejamento
e execucdo motora da fala. Para isso utilizaram exame de RMf. Os individuos com
gagueira tiveram menor ativagdo nas regides frontal e temporo-parietal comparado aos

controles durante a percepcdo e planejamento da fala. Durante a producdo de fala os
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individuos com gagueira tiveram menor ativacdo do que os controles no giro temporal
superior esquerdo nas areas pré-motoras esquerdas. Por outro lado, tiveram maior
ativacdo no giro temporal superior direito, insula, putdmen e regibes motoras pré-
centrais (CHANG et. al., 2009).

Foi observado em um estudo com RMf que adultos gagos e controles individuos
adultos com gagueira desenvolvimental apresentaram maior ativagdo no giro frontal
inferior direito, lobo temporal direito e cortex sensério-motor comparado aos controles
(LOUCKS et. al., 2011).

Outro estudo com RMf, constatou que gagos desenvolvimentais apresentaram
maior ativagdo na &rea motora suplementar (SMA) direita e esquerda e giro precentral
direito e esquerdo que os controles (INGHAM et. al., 2012).

A revisdo de literatura de estudos de neuroimagem e gagueira desenvolvimental

estdo ilustradas na tabela 1.



Tabela 1. Revisdo da literatura sobre artigos de neuroimagem em portadores
desenvolvimental
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de gagueira

Resultados do

Autores N Exame de NF Tarefa de fala
casos
Hipoativacdo HE (areas
da linguagem)
Hiperativagdo HD
Casos: 10 . L .
Fox et. al., 1996 Controles 10 PET (cortex motor, regides Leitura

subcorticais e cerebelo)
Auséncia de ativagdo do
lobo temporal

Hipoativacdo HE

Casos: 18 Hiperativacdo HD

Braun et. al., 1997 Controles 20 PET (hipdtese de Fala semi-espontanea
compensagao)
Casos: 10 Hiperativacéo do .
Fox et. al., 2000 Controles: 10 PET cerebelo Leitura
Ativacdo do sulco
central e lateral
Salmelin et. al., 2000 Casos: 9 MEG esquerdo e cortex pré- Leitura

Controles: 10 motor esquerdo
antecipou a ativacédo da
area de Brocca.

Nao houve diferenca de
ativacdo comparando
situagédo de falae
repouso.

Andrade e. al., 2001 Estudo de caso n=1 PET

Fala semi-espontanea

Hiperativacéo da insula
RMf anterior direita e
cerebelo

Casos: 20

Watkins et. al., 2007 Controles: 10

Leitura

Maior ativagdo no giro
temporal superior
RMf direito, insula, putdmen
e regides motoras pré-
centrais

Casos: 20

Chang et. al., 2009 Controles: 20

Leitura

Maior ativacéo no giro

Casos: 11 RMF frontal inferior direito,
Controles: 10 lobo temporal direito e
cortex sensério-motor

Loucks et. al., 2011

Leitura

Maior ativacio na Area
PET e RMf motora suplementar
(SMA) e giro precentral

Casos: 8

Ingham et. al., 2012 Controles: 12

Nomeacéo de figuras

Legenda: N: nimero da amostra; NF: neuroimagem functional.



28

2. OBJETIVOS

Nosso estudo teve como objetivo principal verificar se existem variagdes
biol6gicas em individuos com GDPF.
Para isto utilizamos 3 métodos de avaliacBes diferentes e procuramos provaveis
correlagdes entre tais achados:
1. Avaliacdo fonoaudioldgica;
2. Avaliagdo molecular de um gene candidatos & GDPF.

3. Avaliagdo de neuroimagem functional.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. CAsUISTICA

e Grupo amostral: Composto por 8 individuos adultos, destros, do sexo
masculino, diagnosticados com GDPF, encaminhados para o Servico de
Aconselhamento Genético (SAG) pelo ambulatério de Foniatria e
Distarbios da VVoz da Disciplina de Otorrinolaringologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (Unesp), com idade
variando de 19,3 a 51,1. X=35,2 + 15,9.

e Grupo controle: Composto por 8 individuos adultos fluentes, destros,
pareados sexo e idade aos individuos do grupo amostral, selecionados
junto ao universo académico da UNESP, sem relacdo hierdrquica com o
pesquisador e/ou orientador.

3.1.1. Etica

Ao serem convidados para participar desta pesquisa, todos os individuos foram
informados sobre os objetivos e esclarecidos sobre os procedimentos adotados para a
anuéncia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Com a
concordancia em participar da pesquisa, foi solicitado, o preenchimento do TCLE
especifico e nos termos da Resolugdo CONEP/CNS196/1996, 340/2004 e 347/2005, no
qual consta também um formulario de autorizacdo, por parte dos individuos, para o

armazenamento de amostras de DNA em um banco, em freezer - 80°C, sob
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responsabilidade do Instituto de Biociéncias de Botucatu/UNESP conforme portaria
D.IBB N. 132/2010, DE 21 DE OUTUBRO DE 2010 (ANEXO 1 e 2) Esta pesquisa foi
autorizada pelo Conselho de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP (ANEXO 3).

3.1.2. Critérios de inclusao
Para o grupo amostral:
e Apresentarem quadro de gagueira hd mais de 36 meses, sem remissao;
e Presenca de histérico familial positivo para o distlrbio, ou seja,
apresentar no minimo outro parente gago de primeiro ou segundo grau.

e Serem destros;

Serem falantes nativos do portugués brasileiro;

e Terem idade igual ou superior a 18 anos.

Para o grupo controles:
e Terem sido diagnosticados como fluentes;
e Serem destros;
e Serem falantes nativos do portugués brasileiro;

e Terem idade igual ou superior a 18 anos.

3.1.3. Critérios de exclusao

Os participantes de ambos o0s grupos ndo poderiam apresentar déficit
neurolégico, psiquiatrico, comunicativo ou cognitivo associado. Também ndo
apresentavam marca-passos cardiacos, clips ferromagnéticos, neuro-estimuladores e/ou
implantes ferromagnéticos, que poderiam interferir no exame de neuroimagem

funcional.
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3.2. AVALIAGCAO FONOAUDIOLOGICA
3.2.1. Entrevista fonoaudioldgica

Os individuos de ambos os grupos realizaram uma entrevista fonoaudioldgica a
fim de avaliar os critérios de inclusdo e exclusdo pertinentes aos dois grupos e obter
informagBes que ajudariam no diagndstico fonoaudioldgico.

Foram obtidos dados quanto ao histérico pré, peri e pds-natal; dados de salde geral
e fonoaudiol6gica dos individuos e seus familiares. Para o grupo amostral foram obtidas
informacBes quanto ao surgimento e evolugdo da gagueira, assim como historico
familial para o distdrbio.

Foi aplicado o Edinburgh Handedness Inventory (OLDFIELD, 1971) (ANEXO 4),
a fim de investigar dados sobre a lateralidade dos participantes. O questionario é
constituido de 10 perguntas relacionados com a maio utilizada em determinadas
tarefas, as quais foram lidas pelo examinador. Ao final do questionario, verificou-se se
o participante era destro, sinistro ou ambidestro. Participaram desse estudo os

participantes com resultados maior ou igual a 85% destros.

3.2.2. Diagndstico de gagueira

O diagnéstico de gagueira foi realizado por meio da metodologia proposta por
Andrade (2004b), na qual é realizada uma coleta de uma amostra de fala auto-
expressiva. Esta amostra foi obtida a partir de estimulo visual (figura) que foi
apresentado a cada participante seguido da seguinte ordem: “Por favor, olhe essa figura
e me fale tudo que quiser sobre ela”. O discurso so6 foi interrompido por perguntas e/ou
comentarios, nos casos em que houve a necessidade de incentivar a producdo do
discurso para a obtengdo de 200 silabas expressas (fluentes), necessérias para andlise da
amostra. Estas amostras foram filmadas (filmadora digital Sony DCR-SR85).

Apds a filmagem, as amostras de fala foram analisadas visando o levantamento
da tipologia das rupturas (disfluéncias comuns - hesitacdes; interjei¢des; revisoes;
palavras ndo terminadas; e repeticdo de palavras, segmentos ou frases; e disfluéncias
gagas - repeticdo de sons ou silabas; prolongamentos; bloqueios; pausas e intrusdo), da
velocidade de fala (palavras e silabas por minuto) e da frequéncia das rupturas

(porcentagem de descontinuidade de fala e porcentagem de disfluéncias gagas).
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Para a obtencédo da velocidade de fala, o fluxo de palavras por minuto foi obtido
por meio da cronometragem do tempo total da amostra, incluindo as pausas, e contagem
do total de palavras expressas produzidas e entdo aplicada a regra de compatibilizacéo
por minuto. O mesmo foi realizado com o nimero de silabas expressas (200) produzidas
para se obter o fluxo de silabas por minuto.

Os resultados obtidos foram comparados com as variaveis estabelecidas pelo
Perfil de Fluéncia da Fala - Parametro comparativo diferenciado por idade para adultos
(ANDRADE, 2006).

A gravidade do disturbio foi verificada por meio do protocolo SSI-3 Stuttering
Severity Instrument (RILEY, 1994), o qual avalia a frequéncia e duracéo dos eventos de
gagueira, acompanhados ou ndo de concomitantes fisicos. A pontuacdo foi convertida
para a faixa etaria. Os graus de severidade sdo: muito leve; leve; moderado; grave e
muito grave.

Foi adotado como critério de presenca do distirbio, 0 minimo de 3% de
disfluéncias gagas e obtencdo de no minimo 18 pontos no protocolo SSI-3 (grau de
severidade = leve).

Ap0s a avaliagdo fonoaudioldgica, os participantes do grupo amostral receberam
orientagdes quanto ao disturbio. Os sujeitos que desejaram tratamento fonoaudioldgico

foram encaminhados.

3.3. AVALIACAO MOLECULAR

3.3.1. Coleta de amostras sanguineas e purificagdo do DNA gendémico

Dos individuos participantes foram coletados 4ml de sangue periférico,
armazenado em tubo contendo anticoagulante EDTA a 6% (frasco Vacuette® EDTA 4
ml). Apos a coleta, os tubos foram homogeneizados para evitar a formacéo de coagulos.
As amostras foram mantidas sob-refrigeragdo a 4°C do transporte até o processamento
no Laboratério de Genética Molecular do Servico de Aconselhamento Genético do
Instituto de Biociéncias de Botucatu — Unesp e o DNA genbémico foi purificado com o
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI — USA).

O protocolo de purificagdo seguiu as etapas: lise das hemacias; lise dos leucdcitos;

precipitacdo das proteinas nucleares e citoplasmaticas; precipitacdo do DNA genémico
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com isopropanol 100%; lavagem do DNA com etanol 70%; secagem a temperatura
ambiente e, por fim, hidratagdo do DNA com 250l de solucdo tampédo TE de baixa
concentragdo (10mM Tris HCI pH 8.0, 0,AmM EDTA) em banho-maria Atmaximo = 60
minutos, a 65°C.

3.3.2. Quantificacéo e qualidade das amostras de DNA genémico

As amostras de DNA foram diretamente quantificadas e qualificadas através de
leitura em espectrofotometria UV - plataforma ND-1000 Spectrophotometer da
NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific Inc.- Wilmington, Delaware - USA) a partir de
1,0ul de solucéo estoque.

A eletroforese para a verificacdo da integridade do DNA extraido foi realizada
em gel de agarose a 1,5%, a partir de 2,0ul de DNA (solucdo estoque) diluido no
tampdo de corrida com azul de bromofenol, 120 watts, Ateetroforese = 45 mMinutos. Como
referéncia foi utilizado um marcador de peso molecular (ladder) de 1kb. Apds a
eletroforese o gel foi corado com GelRed™ (Biotium, Inc. — Hayward, CA — USA),
sendo visualizado e fotografado sob luz ultravioleta (UV).

As amostras estoque foram armazenadas em freezer - 80°C até 0 momento de
uso. Posteriormente, aliquotas do estoque foram diluidas em tubos e/ou placas de
acordo com as concentraces de trabalho exigidas pela técnica laboratorial aplicada e
entdo armazenadas a 4°C.

3.3.3.Sequenciamento do DNA

O sequenciamento do DNA foi realizado no National Institute on Deafness and Other

Communication Disorders (NIDCD), membro do U.S. National Institutes of Health (NIH) pelo

Dr. Danilo Moretti-Ferreira.

3.3.3.1. Desenho dos iniciadores

As informacdes referentes ao gene e/ou regido analisada, bem como a sequéncia
de bases nucleotidicas dos éxons, foram obtidas a partir da base de dados da

Universidade da California, Santa Cruz (UCSC Genome Browser) (disponivel em


http://en.wikipedia.org/wiki/U.S._National_Institutes_of_Health
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http://www.genome. ucsc.edu/index.html). Os iniciadores foram desenhados utilizando
programa online Primer3 v.0.4.0 (disponivel em http://frodo.wi.mit.edu/) e sintetizados
pela Integrated DNA Technologies® (IDT, Inc. Coralville — lowa — USA) (disponivel
em http://www.idtdna.com). A tabela 2 apresenta os dados referentes ao gene FOXP2
(isoforma 1) quanto ao ndmero de éxons e os iniciadores utilizados nas analises. As seis
isoformas diferentes do gene FOXP2 foram alinhadas, a partir de cada uma das
sequencias em formato FASTA, pelo programa online BLAST® (Basic Local Alignment
Search Tool) (disponivel em http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi). A isoforma Il
apresentou-se como a mais completa e, portanto a sequencia de referencia escolhida
para as analises. Além disso, pode-se observar que 0 primeiro exon neste gene ndo é
transcrito e, portanto nenhum iniciador foi desenhado para o seu sequenciamento.

Além disso, 0s mesmos iniciadores forward (F) e reverse (R) sintetizados foram
utilizados tanto na fase inicial de amplificacdo dos fragmentos quanto nas reacGes de

sequenciamento.
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Tabela 2. Informagdes referentes ao gene FOXP2 (isoforma I1) e os iniciadores utilizados.

Tamanho do

N Exon Iniciadores Sequencia

produto (pb)
127 FOXP2_E2F AGCATCTGGATGAAAGCTGAA
128 02 FOXP2_E2R CATCCTTCAATCATGTTCCAAA 200
129 FOXP2_E3F CATTGAAGCCTTTTACTATTAACCA
130 03 FOXP2_E3R TTGCAAGGAGTTACCTTGTAAACTT 700
131 FOXP2_E4F TCCCATCTGCCAAATTATTTCT
132 04 FOXP2_E4R TTGTATCTTGATTATCTGCACCAA 200
133 FOXP2_E5F ATCTGATGCCTCTGGAAAGC
134 0 FOXP2_E5R GCACGCTAATAGGTTGTCCTTT 600
135 FOXP2_E6F AATTTCAGAGCTGCCTTGGA
136 06 FOXP2_E6R AAAGGAGAGCCTGAGAGCCTA 800
137 FOXP2_E7F AAAAACCCACTCAGGCAATG
138 o7 FOXP2_E7R AGAAAATAGGTCATGCCACCA 650
139 FOXP2_E8F TGGTGCTGATAGTGTAAAAGTGA
140 08 FOXP2_E8R TGGGTGACAGAGCAAGACTC 700
141 FOXP2_E9F TGACTGCTCTGAGCTGAATTG
142 09 FOXP2_E9R TTGTTGGAACCCACAAAAATC 600
143 FOXP2_E10F TCCCAGTGCACAGAAACATC
144 1o FOXP2_E10R GACAGTAAAATGCAGGCTGAAA >0
145 FOXP2_E11F AAGTTGCATTTCCTCCCAGA
146 1 FOXP2_E11R GCCGTATTTTTCATCACACTCA °00
147 FOXP2_E12F TGAGATTGGCTGCTTCCTTT
148 12 FOXP2_E12R CCCCTATTCGCATTTACCAG 650
149 FOXP2_E13_14F CCACTGTCATGCTTTGTGCT
150 13eld FOXP2_E13_14R ATTCCATTCAAGAGGCAGGTT %89
151 FOXP2_E15F TGAGGTTTGTAATATCATGCCATA
152 s FOXP2_E15R CATTGCCACGAGAATGTTAGC 463
153 FOXP2_E16F TTTGTGGCCTTATATACATCCAGT
154 10 FOXP2_E16R GGGTGTCCTTCTTGCTTCTTC 409
155 FOXP2_E17F TTTCCTTATTGGAACCCATTAAAA
156 o FOXP2_E17R TGAACGTGGTATAATTTAACTCCA 4
157 FOXP2_E18F TTGACCTCTTCACTGCAAAGT
158 18 FOXP2_E18R TGCCTGTTGGTACTGAATCC 630

3.3.3.2. Metodologia e procedimentos

realizadas:

Para a realizacdo do sequenciamento propriamente dito algumas etapas foram
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I. Amplificagdo dos fragmentos de DNA por PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase)

As regides exdnicas foram amplificadas por PCR padrdo a partir de dois
protocolos: enzima HotStar Taq® (Qiagen®) para reagdes em geral e enzima FailSafe™
PCR System / FailSafe™ PCR 2X PreMix G (Epicentre® Biotechnologies — Madison,
WI) para fragmentos de dificil amplificacdo (dependente da %CG). A partir de 10 ng/pl
de DNA foram realizadas rea¢6es de PCR com volume final de 10pl.

As amplificagbes in vitro foram realizadas de acordo com o0s programas
descritos na tabela 3. Os produtos de PCR (1ul cada) foram analisados, a partir de
eletrofores em gel de agarose 1%, 100 watts, Atgjetroforese = 40 min, corados com brometo
de etideo e analisado sob luz ultravioleta, a fim de confirmar a amplificacdo dos
fragmentos e a especificidade dos produtos. Além disso, foi utilizado como referéncia
um marcador de peso molecular (ladder) de 100pb.

Tabela 3. Programas utilizados para as reaces de PCR para sequenciamento.

Temperatura/Tempo para Temperatura/Tempo para NGmero de
Fases da reagéo de PCR HotStar Tag® Polimerase FailSafe Tag™ Polimerase i
(Qiagen®) (Epicentre®) ciclos
Desnaturagdo inicial 95°C / 15 min 95°C /1 min
"~ Desnaturagio ¢ 95°C/20seg 95°C/20seg
Pareamento 56°C / 30 seg 56°C / 30 seg 35X
Extensdo 72°C /2 min 72°C /2 min
"""" Extensdo final  72°C/7min T TTTUTIeC 7min T

Il. Purificag@o enzimética dos produtos de PCR

Os produtos amplificados foram tratados com o método de purificacdo através
ExoSAP-IT® (USB Corporation) uma vez que a Exonuclease | (Exo 1) é responsavel
pela digestdo do excesso de iniciadores enquanto que a Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP), por degradar o excesso de nucleotideos (ndo incorporados a reagdo), ambos
presentes no produto final da PCR.

Aos produtos de PCR (10ul) foram adicionados 10l da solugdo de purificacao.

As proporc8es dos reagentes para a reagdo de purificacdo é apresentada na tabela 4. A
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reacdo foi incubada a 37°C por 30 minutos para a purificagdo e, posterior aquecimento a

80°C por 10 minutos para a inativagdo das enzimas.

Tabela 4. Reacéo de purificagdo dos produtos de PCR.

Reagentes Conc. Final Vol. (ul)

H,0 ultra pura NA 7.8

Tampéo (10X)* 1X 2,00
Emzima SAP [1U/ul]* 0,15
Enzima Exo | [10U/pl]* 0,05
Volume MIX 10,00
Produto de PCR 10,00
Volume final da reagdo 20,00

* EX0SAP-IT® (USB Corporation); * (200mM Tris HCI — pH 8,0, 1000mM MgCl,)

I11. Reacéo de sequenciamento

Os produtos de PCR purificados foram bidirecionalmente sequenciados
(sentidos forward e reverse) em reagdes distintas pelo método de Sanger (Sanger et. al.,
1977). O equipamento utilizado para o sequenciamento por eletroforese capilar foi o
ABI PRISM® 3730 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) com o uso do kit ABI
PRISM® BigDye® Terminator v.3.1 (Applied Biosystems®). As tabelas 5 e 6
apresentam respectivamente, o protocolo para as reacdes de sequenciamento e, 0

programa utilizado na termociclagem.

Tabela 5. Reagdo de sequenciamento — reagentes utilizados e proporcdes.

Reagentes Conc. Final Vol. (ul)

H,O0 ultra pura NA 48

Tampéo (5X)* 1X 2,00
Primer [1,60uM] (forward ou reverse) 1,00
BigDye® Terminator* 1/10X 0,20
Volume MIX 8,00
Produto de PCR purificado 2,00
Volume final da reacéo 10,00

* kit ABI PRISM® BigDye® Terminator v.3.1 (Applied Biosystems®)
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Tabela 6. Programa utilizado para a reagdo de termociclagem.

Fases da reacdo de sequenciamento Temperatura / Tempo Nu::l:: de
Desnaturacéo inicial 96°C / 1 min.
“Desnaturagdo T 96°CJ110seg. T
Pareamento 50°C /5 seg. 25X
Extensdo 60°C / 4 min.

IV. Precipitagéo das reagdes de sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em placas de 96 micropogos

MicroAmp® PCR (Applied Biosystems®) identificadas com cdigo de barras.

A cada pogo contendo 10pl de reacdo de sequenciamento amplificada foram

adicionados e aplicados os seguintes procedimentos:

a.
b.

2,5ul de EDTA [125mM] e 30,0ul de etanol 100%;

Selagem da placa com adesivo de aluminio e mistura dos reagentes por
agitacio (V= 2000rpm; At = 20seg.) em Vortex-Genie®2 (Scientific
Industries, Inc.);

Incubacdo a temperatura ambiente e livre de luz, At = 15min.;

. Centrifugagdo (V = 3000rpm; At = 30min. a temperatura de 10°C);

Retirada do adesivo, remogdo do sobrenadante e rapida centrifugagdo
com a placa invertida Vmaximo = 1000 rpm para a retirada dos residuos;

Adicdo de 50ul de etanol 70%, selagem da placa com adesivo de
aluminio, mistura dos reagentes por agitacdo (V = 2000rpm; At = 20seg.)

em Vortex-Genie®2 (Scientific Industries, Inc.);

g. Centrifugacdo (V = 3000rpm; At = 15min. a temperatura de 10°C);

h. Retirada do adesivo, remog¢do do sobrenadante e répida centrifugacéo

com a placa invertida Vmaximo = 1000rpm para retirada dos residuos;
Secagem do precipitado na placa a temperatura ambiente e livre de luz At
=15min;

Ressuspenséo do preciptado com 10ul de Formamida Hi-Di™ (Applied
Biosystems®) seguida de agitacdo (V = 1000rpm; At = 20seg.) em
Vortex-Genie®2 (Scientific Industries, Inc.) e répida centrifugacdo (V =
1000rpm; At = 20seg a temperatura de 10°C);
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Arquivos de entrada (.txt), contendo informagdes referentes a identificacdo da
placa e da amostra sequenciada, foram utilizados pelo programa Data Collection para a

identificacdo da sequencia de bases e posteriormente, armazenados em arquivos (.ab1).

V. Analise das sequéncias de DNA

Os dados de sequenciamento foram processados pelo programa DNA Sequencing
Analysis v.5.2 (Applied Biosystems®) com a geracdo de arquivos (.abl) utilizados pelo
programa SeqMan Pro™ - DNASTAR® Lasergene® Core Suite 8 (DNASTAR®, Inc.)
para montagem e andlise das sequencias.

Para a andlise de conservagdo evolutiva de possiveis cddons alterados e dos
polimorfismos identificados utilizou-se ferramentas de bioinformatica disponiveis nas
bases de dados da UCSC Genome Bioinformatics (disponivel em:
http://genome.ucsc.edu/) e do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(disponivel em: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/).

3.4. AVALIAGAO DE NEUROIMAGEM FUNCIONAL

Os individuos dos 2 grupos foram submetidos ao exames de RMf, os quais
foram realizados em aparelho de ressonancia magnética de 1.5 T (GE Medical Systems,
Milwaukee, WI) pelo médico radiologista Dr. Altamir Santos Teixeira na TC
TOMOCENTRO BOTUCATU.

O protocolo padrdo para a realizacdo dos exames e processamento dos dados
seguiram o sugerido pelo fabricante do equipamento ao qual os testes fonoaudiolédgicos
foram adaptados.

O processamento para a obtencdo dos mapas de ativacdo cerebral e da
representagdo gréafica do desempenho do paciente na realizacéo da tarefa estabelecida
foi realizado por um médico radiologista, também responsavel pela interpretagdo do

estudo funcional e emissdo do relatério.

3.4.1. Tarefas de Fala

As tarefas de fala utilizadas durante o exame de RMf foram:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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1- Nomeagdo: Foram apresentadas aos participantes, figuras concretas as quais

2-

os eles deveriam nomear. Exemplo: Figura de um barco.

Leitura: Foram apresentadas sentencas as quais os participantes deveriam

realizar a leitura. Exemplo: Se estiver calor nés iremos para a praia.

Fala semi-espontanea: Um estimulo visual (figura de um menino sentado em

frente sua casa) foi apresentado a cada participante seguido da seguinte

ordem: “Por favor, olhe essa figura e me fale tudo que quiser sobre ela”. Esta

figura foi utilizada no momento da avaliagdo fonoaudioldgica.

Cada estimulo visual foi apresentado ao participante pela fonoaudidloga,

também responsével por dar instrugBes prévias quanto as tarefas de fala que seriam

realizadas. O participante foi orientado a ndo movimentar cabeca e membros durante o

exame, para evitar artefatos de movimento.

Foram utilizadas trés tarefas de fala diferentes devido a diversidade de tarefas

utilizadas nos estudos de neuroimagem funcional. As trés tarefas ja foram usadas em
trabalhos anteriores: Nomeacdo (LU, et. al, 2010); Leitura (SALMELIN, 2000; DE
NIL; KROLL; KAPUR, 2000; DE NIL; KROLL; HOULE, 2001); Fala semi-
espontanea (ANDRADE, 2001). Os resultados dos individuos do grupo amostral foram

comparados com seus controles.

4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DA AVALIAGCAO FONOAUDIOLOGICA

Os resultados relevantes para o diagndstico da gagueira encontram-se na tabela 7.

Tabela 7. Distribuicdo de grupo amostral e grupo controle quanto aos resultados da avaliagdo
fonoaudioldgica.

Grupo % Disf. Gagas SSI Gravidade Grupo % Disf. Gagas SSI
amostral controle
Caso 1 13,50% 26 Moderada Controle 1 0,5% 0
Caso 2 16,50% 36 Grave Controle 2 0% 0
Caso 3 4% 18 Leve Controle 3 1,5% 0
Caso 4 3,5% 18 Leve Controle 4 2% 0
Caso 5 22% 22 Grave Controle 5 0% 0
Caso 6 20% 29 Moderada Controle 6 1% 0
Caso 7 6,5% 19 Leve Controle 7 1% 0
Caso 8 10,5% 26 Moderada Controle 8 0% 0
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As figuras 1 e 2 ilustram as frequéncias de rupturas de ambos os grupos. A

porcentagem de disfluéncias gagas é ilustrada na figura 1 e a porcentagem de

descontinuidade de fala na figura 2.
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Figura 1. Resultados da porcentagem de disfluéncias gagas do grupo amostral e controle.
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Figura 2. Resultados da porcentagem descontinuidade de fala do grupo amostral e controle.
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Os resultados da gravidade da gagueira estdo ilustrados na figura 3.

W LEVE
mMODERADA
= GRAVE

Figura 3. Distribuigdo dos individuos quanto a gravidade da gagueira (n=8)

A frequéncia de disfluéncias de cada sujeito do grupo controle foi comparada
com os intervalos de confianga das tabelas do Perfil de Fluéncia da Fala (ANDRADE,
2006). Todos os resultados encontram-se dentro da normalidade para a idade e sexo.

A velocidade de fala foi medida por meio do fluxo de palavras por minuto e do
fluxo de silabas por minuto. Os resultados de acordo com a gravidade da gagueira
encontram-se na tabela 8. Os achados foram analisados comparando com os intervalos
de confianga das tabelas do Perfil de Fluéncia da Fala (ANDRADE, 2006).

Tabela 8. Velocidade de fala (palavras/minuto e silabas/minuto)

Grupo amostral Palavras/minuto Silabas/minuto Gravidade da gagueira
Caso 1 95,07 169,49 Moderada
Caso 2 66,66 151,51 Grave
Caso 3 181,33 333,33 Leve
Caso 4 62, 35 112,35 Leve
Caso 5 75,46 122,69 Grave
Caso 6 65,60 124 Moderada
Caso 7 92,03 177 Leve

Caso 8 59 100 Moderada
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Todos os participantes do grupo amostral apresentaram velocidade de fala
alterada. Sete deles obtiveram valores abaixo do esperado para sua faixa etaria e sexo,
tanto no de fluxo de palavras por minuto, como de silabas por minuto. Mostrando que
apresentam lentiddo para transmitir a informagdo desejada e também para mover as
estruturas da fala. Apenas um deles apresentou velocidade de fala aumentada tanto no
fluxo de palavras por minuto como de silabas por minuto, mostrando que esse individuo
apresenta rapidez para transmitir a informacdo desejada e também para mover as
estruturas da fala.

Quanto aos valores de fluxo de palavras por minuto do grupo controle, 3
obtiveram valores dentro da normalidade e 5 obtiveram valores abaixo, comparando
com o intervalo de confianca das tabelas do Perfil de Fluéncia da Fala (ANDRADE,
2006). Quanto aos valores de fluxo de silabas por minuto, 5 sujeitos obtiveram valores
dentro da normalidade, enquanto que 3 participantes apresentaram valores abaixo do
intervalo de confianca. Apesar desses individuos apresentarem alteracfes de velocidade

de fala, esse fator ndo € determinante para alterar sua fluéncia de fala.

4.3. RESULTADOS DA AVALIACAO MOLECULAR

O sequenciamento dos 17 éxons do gene FOXP2 foi realizado nos 8 individuos
do grupo amostral e em seus controles. Nao foi encontrada variacdo polimdrfica ou de
mutacao em nenhum dos casos.

Desta forma, ndo foram realizadas corelagcdes com esta variavel bioldgica.

4.4, RESULTADOS DA AVALIACAO DE NEUROIMAGEM FUNCIONAL

Todos os individuos realizaram as 3 etapas do exame. Devido a um artefato
ocorrido no exame do caso 4, a tarefa de leitura de frases foi excluida no exame deste
participante.

Comparando-se os 8 individuos do grupo amostral durante a tarefa de nomeacéo
de figuras, pode-se observar que, 7 apresentaram ativacéo de areas localizadas no lobo
temporal direito, enquanto que apenas 1 apresentou ativacdo do temporal esquerdo.

Quanto a ativacdo dos hemisférios cerebrais, 5 participantes do grupo amostral
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apresentaram mais areas ativadas no hemisfério direito, enquanto que 3 apresentaram

mais areas ativadas no hemisfério esquerdo (Tabela 9).

Tabela 9. Nimero de éreas ativadas em cada lobo e hemisfério cerebral durante tarefa de nomeagéo do
grupo amostral.

a%l;{)r(;l FD FE D TE oD OE HD HE
Caso 1 4 10 4 10
Caso 2 1 1 0
Caso 3 2 3 2 3
Caso 4 6 6 4 3 3 13 9
Caso 5 1 1 0
Caso 6 4 4 8 0
Caso 7 2 5 2 5
Caso 8 1 1 2 5 2 8 3

Legenda: FD — Frontal direito; FE — Frontal esquerdo; TD — Temporal direito; TE — Temporal esquerdo;
OD - Occipital direito; OE — Occipital esquerdo; HD -Hemisfério direito; HE - Hemisfério esquerdo.
Durante a tarefa de leitura, 6 dos 7 individuos do grupo amostral apresentaram
ativacdo do temporal direito e 5 apresentaram ativagdo do temporal esquerdo. Cinco
individuos do apresentaram ativacdo de areas dos lobos temporais direito e esquerdo,
sendo que, 4 ativaram mais areas no temporal direito e apenas 1 individuo ativou mais
areas do esquerdo. Quatro individuos apresentaram mais areas ativadas no hemisfério
direito e 2 no esquerdo. O caso 3 apresentou mesmo numero de &reas ativadas no

hemisfério direito e esquerdo (tabela 10).

Tabela 10. Numero de areas ativadas em cada lobo e hemisfério cerebral durante tarefa de leitura do
grupo amostral.

Grupo FD FE TD TE oD OE HD HE
amostral
Caso 1 3 6 12 1 15 7
Caso 2 4 3 2 4 1 6 8
Caso 3 2 1 1 2 2
Caso 5 5 7 6 2 11 9
Caso 6 2 2 0
Caso 7 1 1 4 3 1 4 6 8
Caso 8 1 1 0

Legenda: FD — Frontal direito; FE — Frontal esquerdo; TD — Temporal direito; TE — Temporal esquerdo;
OD - Occipital direito; OE — Occipital esquerdo; HD -Hemisfério direito; HE - Hemisfério esquerdo.
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Durante a tarefa de fala semi-espontanea, todos os participantes do grupo
amostral apresentaram ativacdo do temporal direito, enquanto que 6 apresentam
ativacdo do esquerdo. Desses 6 individuos que apresentaram ativagdo tanto do temporal
direito como do esquerdo, 2 apresentaram mais areas ativadas do temporal direito,
enquanto que 3 apresentaram mais areas ativadas no temporal esquerdo. O caso 5 ativou
0 mesmo numero de areas em amos temporais. Metade (4/8) dos individuos do grupo
amostral ativou mais areas localizadas no hemisfério direito e a outra metade ativou

mais areas do hemisfério esquerdo. (tabelas 11).

Tabela 11. Nimero de areas ativadas em cada lobo e hemisfério cerebral durante tarefa de fala semi-
espontanea do grupo amostral

Grupo FD FE TD TE oD OE HD HE
amostral

Caso 1 2 8 3 5 8
Caso 2 1 1 8 10 9 11
Caso 3 10 10 3 3 2 16 12
Caso 4 1 1 0
Caso 5 3 2 5 5 8

Caso 6 1 3 1

Caso 7 6 3 3 1 7 16

Caso 8 1 4 3 4 10 8 14

Legenda: FD — Frontal direito; FE — Frontal esquerdo; TD — Temporal direito; TE — Temporal esquerdo;
OD - Occipital direito; OE — Occipital esquerdo; HD -Hemisfério direito; HE - Hemisfério esquerdo.

Durante a tarefa de nomeacg8o, 3 individuos do grupo controle apresentaram
ativacdo de areas localizadas no lobo temporal direito, enquanto que 5 apresentaram
ativacdo de areas do lobo temporal esquerdo. Quanto a ativacdo dos hemisférios
cerebrais, 5 participantes ativaram mais areas do hemisfério direito e apenas 1 ativou
mais areas do esquerdo. Os controles 1 e 8 apresentaram 0 mesmo numero de areas

ativadas em ambos hemisférios. (tabela 12).
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Tabela 12. Nimero de &reas ativadas em cada lobo e hemisfério cerebral durante tarefa de nomeagéo do
grupo controle.

Grupo FD FE TD TE oD OE HD HE
controle

Controle 1 1 1 1 1
Controle 2 1 3 1 1 4
Controle 3 2 2 0
Controle 4 5 2 2 7 2
Controle 5 8 3 1 3 8 7
Controle 6 3 3 0
Controle 7 1 7 7 10 10 18 17
Controle 8 1 1 1 1

Legenda: FD — Frontal direito; FE — Frontal esquerdo; TD — Temporal direito; TE — Temporal esquerdo;
OD - Occipital direito; OE — Occipital esquerdo; HD -Hemisfério direito; HE - Hemisfério esquerdo.

Durante a tarefa de leitura, 4 individuos do grupo controle apresentaram
ativacdo do lobo temporal direito, enquanto que a ativacdo de areas do lobo temporal
esquerdo ocorreu em 6 individuos. Os 3 participantes que ativaram o temporal direito e
esquerdo, apresentaram mais areas ativadas no temporal direito. Quanto a ativagdo dos
hemisférios cerebrais, 5 participantes ativaram mais ares do hemisfério direito e 3 do
hemisfério esquerdo. (tabela 13).

Tabela 13. Nimero de areas ativadas em cada lobo e hemisfério cerebral durante tarefa de leitura do
grupo controle..

Grupo FD FE TD TE oD OE HD HE
controle
Controle 1 6 2 9 5 2 17 7
Controle 2 3 2 0 5
Controle 3 1 1 4 1 3 8 2
Controle 4 1 1 0 2
Controle 5 1 1 0
Controle 6 3 0 3
Controle 7 4 1 4 1 10 5 18 7
Controle 8 4 1 4 1

Legenda: FD — Frontal direito; FE — Frontal esquerdo; TD — Temporal direito; TE — Temporal esquerdo;
OD - Occipital direito; OE — Occipital esquerdo; HD -Hemisfério direito; HE - Hemisfério esquerdo.

Ja durante a tarefa de fala semi-esponténea, 6 individuos apresentaram ativacéo
do temporal direito, e o temporal esquerdo também foi ativado em 6 individuos. Dos 4

participantes que ativaram ambos os temporais, 1 apresentou mais areas ativadas no
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temporal direito e 3 no esquerdo. Dois individuos apresentaram predominancia de
ativacdo das areas localizadas no hemisfério direito, enquanto que 6 ativaram mais areas

do esquerdo.(tabela 14).

Tabela 14. Numero de areas ativadas em cada lobo e hemisfério cerebral durante tarefa de fala semi-
espontanea do grupo controle.

Grupo FD FE TD TE oD OE HD HE
controle
Controle 1 6 0
Controle 2 1 5 5 9
Controle 3 1 1 1 2 5
Controle 4 0 3
Controle 5 10 5 14
Controle 6 2 4 3 6 4
Controle 7 5 1 5
Controle 8 3 2 1 3 4 5

Legenda: FD — Frontal direito; FE — Frontal esquerdo; TD — Temporal direito; TE — Temporal esquerdo;
OD - Occipital direito; OE — Occipital esquerdo; HD -Hemisfério direito; HE - Hemisfério esquerdo.

Comparando os individuos do grupo amostral com seus controles em relagdo ao
lobo de maior nimero de areas ativadas observamos que:

Durante a tarefa de nomeacdo, metade (4/8) dos pares de casos e controles
tiveram maior numero de areas ativadas em lobos distintos e a outra metade
hiperativaram areas do mesmo lobo. Ja na tarefa de leitura, 6/7 dos pares tiveram maior
nlimero de areas ativadas em lobos distintos. Na tarefa de fala semi-espontanea, 7/8
pares tiveram hiperativacdo de éareas localizadas em lobos distintos (tabela 15). A

andlise da tarefa de leitura ndo foi realizada com o par de nimero 4.



47

Tabela 15. Lobos cerebrais com maior nimero de areas ativadas durante cada tarefa de fala entre os
individuos do grupo amostral e controle. Estdo destacados em cinza os pares com hiperativagédo em lobos
cerebrais distintos.

Grupos Nomeacao Leitura Fala semi-espontanea
Caso 1 TE TD TE
Controle 1 TD TE TD TD
Caso 2 TD FD TE FD TE
Controle 2 E FE TE
Caso 3 TD FD TD
Controle 3 FD TD TE
Caso 4 FD FE X TD
Controle 4 TD X TE
Caso 5 FD FE TD OD
Controle 5 FD FD FE
Caso 6 TD OD TD TE
Controle 6 oD TE TD
Caso 7 OE TD OE OE
Controle 7 OD OE oD TE
Caso 8 oD oD OE
Controle 8 FD TE TD FD TE

Legenda: FD — Frontal direito; FE — Frontal esquerdo; TD — Temporal direito; TE — Temporal esquerdo;
OD - Occipital direito; OE — Occipital esquerdo; X- N&o analisado.

Comparando os individuos gagos com os controles quanto ao hemisfério
predominante durante cada tarefa de fala, foi possivel observar que, durante a tarefa de
nomeagdo, apenas 3 pares tiveram predominéncia de &reas ativadas em hemisférios
distintos, sendo que desses, 1 apresentou o individuo com gagueira com maior ativacdo
do hemisfério direito e 2 com maior ativagdo do hemisfério esquerdo. Durante a tarefa
de leitura apenas 2 pares tiveram maior nimero de areas ativadas em hemisférios
distintos, 1 com maior ativacdo no hemisfério direito e outro no esquerdo. Durante a
tarefa de fala semi-esponténea, 7 pares tiveram predominancia de &reas ativadas em
hemisférios distintos, sendo que desses, 4 pares apresentaram gagos com maior ativagdo
no hemisfério direito e 3 apresentaram gagos com maior ativagdo do hemisfério

esquerdo (tabela 16).
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Tabela 16. Hemisférios cerebrais com maior nimero de &reas ativadas durante cada tarefa de fala entre os
individuos do grupo amostral e controle. Estdo destacados em cinza os pares com hiperativacdo em

hemisférios distintos.

Grupos Nomeacéo Leitura Fala semi-espontanea
Caso 1 HE HD HE
Controle 1 HD HE HD HD
Caso 2 HD HE HE
Controle 2 HE HE HD
Caso 3 HE HD HE HD
Controle 3 HD HD HE
Caso 4 HD HD
Controle 4 HD HE
Caso 5 HD HD HD
Controle 5 HD HD HE
Caso 6 HD HD HE
Controle 6 HD HE HD
Caso 7 HE HE HD
Controle 7 HD HD HE
Caso 8 HD HD HE
Controle 8 HD HE HD HE

Legenda: HD: Hemisfério direito HE: Hemisfério esquerdo; X- N&o analisado.

Durante a tarefa de nomeacao de figuras, 5 individuos do grupo amostral tiveram

hiperativacdo do lobo temporal direito e apenas 2 tiveram hipoativacdo comparando

com os seus controles. O caso 5 e seu controle ndo apresentaram ativacdo de lobo

cerebral. Quanto ao temporal esquerdo, 4 casos tiveram hipoativacdo comparando com

seus controles (tabela 17).
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Tabela 17. Nimero de éreas ativadas em cada lobo cerebral individuos do grupo amostral durante a tarefa
de nomeagcdo de figuras.

Grupos Fron_tal Frontal Ter_np_oral Temporal Oc_cipital Occipital
direito esquerdo direito esquerdo direito esquerdo
Caso 1 4 10
Controle 1 1 1
Caso 2 1
Controle 2 1 3 1
Caso 3 2 3
Controle 3 2
Caso 4 6 6 4 3 3
Controle 4 5 2 2
Caso 5 1
Controle 5 8 3 1 3
Caso 6 4 4
Controle 6 3
Caso 7 2 5
Controle 7 1 7 7 10 10
Caso 8 1 1 2 5 2
Controle 8 1 1

Durante a tarefa de leitura, o lobo temporal direito foi hiperativado em 4
individuos do grupo amostral e hipoativado em 2 quando comparado com seus
controles. O lobo occipital direito foi hipoativado ou desativado quando comparado
com seus controles (tabela 18).

Tabela 18. Nimero de areas ativadas em cada lobo cerebral individuos do grupo amostral e controle
durante a tarefa de leitura.

Grupos Fron_tal Frontal Ter_np_oral Temporal Oc_cipital Occipital
direito esquerdo direito esquerdo direito esquerdo

Caso 1 3 6 12 1 15
Controle 1 6 2 9 5 2

Caso 2 4 3 2 4 1
Controle 2 3 2

Caso 3 2 1 1
Controle 3 1 1 4 1 3

Caso 5 5 7 6 2
Controle 5 1

Caso 6 2
Controle 6 3

Caso 7 1 1 4 1 10 5
Controle 7 4 1 4 1 10 5

Caso 8 1
Controle 8 4 1

Durante a tarefa de fala semi-espontanea, o lobo temporal direito foi
hiperativado em 6 individuos do grupo amostral quando comparado com seus controles

e em apenas 2 casos houve hipoativagdo. O lobo temporal esquerdo foi hipoativado em
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3 casos quando comparado com seus controles e em 3 casos houve hiperativagdo deste
lobo (tabela 19).

Tabela 19. Nimero de éreas ativadas em cada lobo cerebral em individuos do grupo amostral e controle
durante a tarefa de Fala semi-espontanea.

Grupos Fron_tal Frontal Ter_np_oral Temporal Oc_cip_ital Occipital
direito esquerdo direito esquerdo direito esquerdo
Caso 1 2 8 3
Controle 1 6
Caso 2 1 1 8 10
Controle 2 1 5 9
Caso 3 10 10 3 3 2
Controle 3 1 1 1 4
Caso 4 1
Controle 4 3
Caso 5 3 2 5 5
Controle 5 10 2 3 4
Caso 6 1 3
Controle 6 2 4 3 1
Caso 7 6 3 3 1 7
Controle 7 5 1
Caso 8 1 4 3 4 10
Controle 8 3 2 1 3
5. DISCUSSAO

No presente estudo, 5/8 individuos do grupo controle apresentaram disfluéncias
gagas, 0 que corrobora com outros estudos, em que as disfluéncias gagas também
aparecem na fala de individuos fluentes, mas nunca ultrapassam 3%. (figura 2). Nesses
estudos a porcentagem de descontinuidade de fala ndo ultrapassou 10%, assim como 0s
resultados do presente estudo (MANNING; MONTE, 1981; DUCHIN; MYSAK, 1987,
MARTINS; ANDRADE, 2008).

A gravidade da gagueira dos participantes deste estudo variou de leve a severa
(tabela 7). Os estudos de neuroimagem e gagueira sdo realizados com participantes que
apresentam gagueira de muito leve a severa (SALMELIN et. al., 2000; CHANG et. al.,
2009) ou de leve a severa (BRAUN et. al., 1997; FOX et. al., 2000; WATKINS et. al.,
2007) segundo o protocolo SSI-3 Stuttering Severity Instrument (RILEY, 1994).

Em um estudo comparando velocidade de fala com a gravidade da gagueira foi
observado que existia uma relagdo inversamente proporcional, ou seja, quanto maior a

gravidade da gagueira menor a velocidade de fala, tanto em palavras por minuto como
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em silabas por minuto (ANDRADE; CERVONE; SASSI, 2003). Neste estudo ndo foi
encontrada essa relacdo (tabela 8).

Quanto & avaliacdo de neuroimagem, durante a tarefa de nomeacdo de figuras,
dos 7 individuos do grupo amostral que ativaram areas do temporal direito, 6 tiveram o
temporal esquerdo sem ativacdo (tabela 9), o que corrobora com as hipéteses de que a
ativacdo das regides da linguagem estdo deslocadas para o hemisfério direito em gagos
desenvolvimentais (CHANG et. al., 2009; LOUCK et. al., 2011). Ja os individuos do
grupo controle, dos 3 que tiveram &reas do temporal direito ativadas, 2 ativaram
também o temporal esquerdo (tabela 12).

Em um estudo de neuroimagem e gagueira, foi encontrada maior ativagdo no
lobo occipital durante tarefa de leitura do que durante outras tarefas de fala INGHAM
et. al., 2012). Esse resultado n&o foi encontrado neste estudo.

Em nosso estudo a ativagdo do lobo frontal ndo foi maior em individuos gagos
guando comparados com os controles, como nos achados de Chang et. al. (2009).

Pdde-se observar que, durante as tarefas de leitura e de fala semi-espontanea, a
maioria dos gagos tiveram hiperativacdo de I6bulos diferentes de seus controles (tabela
15). Esse fato corrobora com os achados de outros estudos de que 0s gagos apresentam
funcionamento cerebral diferente dos fluentes (FOX et. al., 1996; BRAUN et. al., 1997;
FOX et. al., 2000; SALMELIN et. al., 2000; INGHAM, et. al., 2003; WATKINS et. al.,
2007; CHANG et. al., 2009; LOUCK et. al., 2011)

Durante a tarefa de fala semi-espontanea, 7 individuos do grupo amostral e seus
controles apresentaram predominancia de ativacdo em hemisférios distintos. Quatro
desses participantes apresentaram o hemisfério direito com predominéncia de ativacéo
(tabela 16). Essa andlise corrobora com os estudos em que o hemisfério direito é mais
ativo em gagos quando comparados com seus controles (FOX et. al., 1996; BRAUN et.
al., 1997; DE NIL. Et. al., 2008; CHANG et. al., 2009; LOUCK et. al., 2011; SATO et.
al,. 2011)

Independente da tarefa de fala realizada houve hiperativagdo do lobo temporal
direito em pelo menos metade (4/8) dos individuos do grupo amostral quando
comparados com seus controles (tabelas 17, 18 e 19), o que corrobora com os achados
de Chang et. al. (2009).
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O LOBO TEMPORAL ESQUERDO FOI HIPOATIVADO EM METADE (4/8) DOS
INDIVIDUOS DO GRUPO AMOSTRAL DURANTE A TAREFA DE NOMEAGAO (TABELA 17), O
QUE CORROBORA COM 0S ESTUDOS QUE AFIRMAM QUE AS AREAS RESPONSAVEIS PELA
LINGUAGEM SAO HIPOATIVADAS EM INDIVIDUOS COM GAGUEIRA QUANDO

COMPARADOS COM 0S CONTROLES (FOX ET. AL., 1996; CHANG ET. AL., 2009).
6. CONCLUSAO

Todos os topicos da avaliagdo fonoaudioldgica tiveram resultados diferentes entre
0s gagos e seus controles (porcentagem de disfluéncias gagas, descontinuidade de fala e
velocidade de fala).

A avaliagdo genética ndo mostrou variagGes entre 0s gagos e seus controles, desta
forma, ndo foram realizadas correlacdes com esta variavel bioldgica.

Os resultados de neuroimagem funcional mostraram que houve variagdo entre gagos
e controles quanto ao hemisfério e/ou lobo cerebral ativado. A hiperativacdo do lobo
temporal direito e hipoativacdo do esquerdo, encontrada em individuos com GDPF,
pode sugerir que as areas responsaveis pela linguagem sdo hipoativadas em individuos
com gagueira quando comparados com os controles, e ainda, que a hiperativagdo pode
significar deslocamento para o hemisfério direito.

Diante dos achados deste estudo foi possivel observar que existem variagGes
bioldgicas em individuos com GDPF, comparados com os controles, do ponto de vista
fonoaudiol6gico, e neurolégico.

Cabe ressaltar a importancia de identificar variagdes bioldgicas em individuos com
GDPF. A identificagdo de variagdes bioldgicas, principalmente genéticas e
neurologicas, pode ser determinante para o entendimento da etiologia da patologia,
podendo, essas variagbes, serem relevantes para o diagndstico e prognéstico dos

pacientes.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO DE PESQUISA:
“VERIFICAGAO DE DIFERENGAS BIOLOGICAS ENTRE GAGUEIRA FAMILIAL E GAGUEIRA
ISOLADA”

Nos estamos convidando vocé a participar do projeto de pesquisa intitulado
“Verificagdo de diferengas biologicas entre a gagueira familial e a gagueira isolada” do Servigo de
Aconselhamento Genético (SAG) — UNESP - Botucatu cujo responsavel é a fonoaudiéloga Breila Vilela
de Oliveira, aluna de pés-graduagéo (mestrado) sob orientacéo do Prof.. Dr. Danilo Moretti-Ferreira.
Gostariamos que voceé soubesse que:
- Participar deste projeto € uma opgao sua, podendo decidir participar ou néo;
- A qualquer momento vocé tera a liberdade de buscar junto ao responsavel pelo projeto, esclarecimentos
de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia de trabalho.
- Sua participacéo nesta pesquisa é total e completamente isenta de qualquer 6nus financeiro. Caso vocé
venha a ter qualquer despesa decorrente de sua participacdo nesta pesquisa, serd imediatamente
ressarcido, mediante a devolugdo dos valores despendidos.
- Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP.
- Vocé recebera uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
- O presente trabalho tem por objetivos:
Diagnosticar individuos gagos e caracteriza-los por meio de avaliagGes realizadas por
fonoaudi6logo no Servico de Aconselhamento Genético (SAG) — UNESP — Botucatu.
A partir de um individuo diagnosticado como gago serdo realizadas trés metodologias
de estudos diferentes:
1. Fonoaudiologia
- Filmagem de uma amostra de fala;
- Anélise da amostra de fala e diagnéstico fonoaudiolégico quanto a fluéncia de fala.
2. Genética
- Coleta de uma amostra de 3 ml de sangue (1 colher de sopa) do portador de gagueira no qual sera
realizado um estudo buscando fatores genéticos causadores da gagueira;
- A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe um risco de ocorrer uma
mancha roxa (hematoma) na regido da coleta;
- Anélise molecular de genes suspeitos de estarem envolvidos na etiologia ( causa) da gagueira.
O material biolégico (DNA) excedente serd armazenado em nossos bancos de estoque, que tem
seu regimento em aprovacao pelo CEP — FMB - UNESP e podera ser usado em futuras pesquisas
aprovadas pelos CEPs, sempre com seu consentimento prévio.
3. Neurologia
- Realizagdo de um exame de Neuroimagem Funcional (Ressonancia Magnética Funcional) no
portador de gagueira para que seja realizado um estudo buscando fatores neurol6gicos causadores da
gagueira.
- A Ressonancia Magnética Funcional é um exame neurolégico ndo invasivo durante o qual vocé
devera realizar algumas tarefas de fala solicitadas por um fonoaudidlogo.
- Durante o0 exame vocé podera sentir um leve aquecimento em alguns pontos de seu corpo.
Com esta pesquisa, esperamos ampliar o conhecimento sobre a origem da gagueira. Se vocé
decidir participar gostariamos de informar-lhe que:
a) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé ou sua familia.
b) Vocés estardo colaborando para aumentar os nossos conhecimentos sobre a origem da Gagueira.
¢) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.
d) Assim que existam resultados, estes serdo apresentados a vocés pelos responsaveis.
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e) Os resultados deveréo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os profissionais da
salde que tenham interesse nesta area.

f) Sempre que ocorrerem publicagdes cientificas a sua identidade serd mantida em absoluto sigilo.

g) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, ndo sendo
permitido o acesso aos dados por terceiros.

1) Os pesquisadores se responsabilizam por reparar danos eventuais associados e/ou decorrentes da
pesquisa, sejam eles imediatos ou tardios, inclusive no que diz respeito as indenizagoes.

Eu, portador do
R.G. n° concordo em participar do projeto de pesquisa “Verificacdo de
diferencas bioldgicas entre a gagueira familial e a gagueira isolada”. Declaro haver recebido as devidas
explicagdes sobre o referido projeto, estar ciente sobre os itens acima mencionados e minha participagéo é
voluntaria por opgéo propria.

Local e Data:

Assinatura do participante Breila Vilela de Oliveira
Responsavel pela Pesquisa

Responsavel pela pesquisa: Breila Vilela de Oliveira

Fone: (14) 3815-3131

Enderego: Rubido Junior S/N — UNESP — Campus de Botucatu - Depto. de Genética — Servico de
Aconselhamento Genético Botucatu/SP — CEP:18.618-000

breila@ibb.unesp.br

Eu, portador do R.G.
nO

O Autorizo

O N4o autorizo

gue minha amostra de DNA fique depositada no Banco de DNA do Servigo de
Aconselhamento Genético da UNESP de Botucatu.

“Qualquer divida adicional, vocé poderé entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, através
do fone: (14) 3811-6143.”


mailto:breila@ibb.unesp.br
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8.2. ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO DE PESQUISA:
“VERIFICACAO DE DIFERENCAS BIOLOGICAS ENTRE GAGUEIRA FAMILIAL E
GAGUEIRA ISOLADA”
GRUPO CONTROLE

Vocé, por ndo ser gago, estd sendo convidado a compor o grupo controle do projeto intitulado
“Verificacdo de diferencas bioldgicas entre a gagueira familial e a gagueira isolada” do Servico de
Aconselhamento Genético (SAG) — UNESP - Botucatu cujo responsavel é a fonoaudidloga Breila Vilela
de Oliveira, aluna de p6s-graduacéo (mestrado) sob orientagdo do Prof.. Dr. Danilo Moretti-Ferreira. O
presente trabalho tem por objetivo diagnosticar individuos gagos e caracteriza-los por meio de avaliagdes
realizadas por um fonoaudiélogo. A partir de um individuo considerado gago, comparamos com um
grupo controle de ndo gagos (fluentes). Esperamos com este estudo ampliar o conhecimento sobre a
origem da gagueira.

Gostariamos que vocé soubesse que:

- Participar deste projeto € uma opgdo sua, podendo decidir participar ou néo;

- A qualquer momento vocé tera a liberdade de buscar junto ao responsével pelo projeto, esclarecimentos
de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia de trabalho.

- Sua participacgdo nesta pesquisa é total e completamente isenta de qualquer 6nus financeiro. Caso vocé
venha a ter qualquer despesa decorrente de sua participagdo nesta pesquisa, sera imediatamente
ressarcido, mediante a devolucéo dos valores despendidos.

- Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP.

- Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

- Se vocé decidir participar gostariamos de informar-lhe que:

a) Serdo realizadas trés metodologias de estudos diferentes:

1. Fonoaudiologia

- Filmagem de uma amostra de fala;

- Analise da amostra de fala e diagndstico fonoaudiol6gico quanto a fluéncia de fala, para confirmarmos
que vocé ndo é gago.

- Caso seja diagnosticado como gago, vocé sera orientado e encaminhado para tratamento, se desejar.

2. Genética

- Coleta de uma amostra de 3 ml de sangue (1 colher de sopa)

- A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe um risco de ocorrer uma mancha
roxa (hematoma) na regido da coleta;

- O material biologico (DNA) excedente serd armazenado em nossos bancos de estoque, que tem seu
regimento em aprovacdo pelo CEP — FMB - UNESP e podera ser usado em futuras pesquisas aprovadas
pelos CEPs, sempre com seu consentimento prévio.

3. Neurologia

- Realizacdo de um exame de Neuroimagem Funcional (Ressonancia Magnética Funcional).

- A Ressonancia Magnética Funcional é um exame neuroldgico nao invasivo durante o qual vocé devera
realizar algumas tarefas de fala solicitadas por um fonoaudidlogo.

- Durante o exame vocé podera sentir um leve aquecimento em alguns pontos de seu corpo.

b) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé.

¢) Voce estara colaborando para aumentar os nossos conhecimentos sobre a origem da Gagueira.

d) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.

e) Os resultados deverdo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os profissionais da
salde que tenham interesse nesta area.

f) Sempre que ocorrerem publicagdes cientificas a sua identidade serd mantida em absoluto sigilo.

g) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, ndo sendo
permitido o acesso aos dados por terceiros.

h) Os pesquisadores se responsabilizam por reparar danos eventuais associados e/ou decorrentes da
pesquisa, sejam eles imediatos ou tardios, inclusive no que diz respeito as indenizagoes.
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Eu, portador do
R.G. n° concordo em participar do projeto de pesquisa “Verificagdo de
diferengas biologicas entre a gagueira familial ¢ a gagueira isolada”. Declaro haver recebido as devidas
explicagdes sobre o referido projeto, estar ciente sobre os itens acima mencionados e minha participacao é
voluntéria por opgéo propria.

Local e Data:

Assinatura do participante Breila Vilela de Oliveira
Responsavel pela Pesquisa

Responsavel pela pesquisa: Breila Vilela de Oliveira
Fone: (14) 3815-3131
Enderego: Rubido Junior S/N — UNESP — Campus de Botucatu - Depto. de Genética — Servigo de

Aconselhamento Genético Botucatu/SP — CEP:18.618-000
breila@ibb.unesp.br

Eu, portador do R.G.
ne )

O Autorizo

O Nao autorizo

gue minha amostra de DNA fique depositada no Banco de DNA do Servigo de
Aconselhamento Genético da UNESP de Botucatu.

“Qualquer duvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa,
através do fone: (14) 3811-6143.”


mailto:breila@ibb.unesp.br
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8.3. ANEXO 3

“ne  Universidade Estadual Paulista
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n®- Botucatu~S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Registrado no Ministério da Sadde
em 30 de abril de 1957

Botucatu, 01 de agosto de 2011. Of. 320/11-CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira
Departamento de Genética do
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Prezado Prof. Danilo,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa - (Protocolo CEP 3944-2011) "Verificagdo de diferengas
Biolégicas entre a gagueira familial e a gagueira isolada”, a ser conduzido
por Breila Vilela de Oliveira, orientada por Vossa Senhoria, com a
colaboragdo dos Profs. Dr.s Altamir Santos Teixeira e Regina Helena Garcia
Martins, recebeu do relator, parecer favoravel, aprovade em reunido do
CEP de 01 de Agosto de 2.011.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo do Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP.
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8.4. ANEXO 4

Edinburgh Handedness Inventory
Surname Given Name
Date of Birth Sex

Please indicate your preferences in the use of hands in the following activities by
putting + in the appropriate column. Where the preference is so strong that you would never
try to use the other hand unless absolutely forces to, put ++. If any case you are really
indifferent put + in both columns.

Some of the activities require both hands. In these cases the part of the task, or
object, for which hand preference is wanted is indicated in brackets.

Please try to answer all the questions, and only leave a blank if you have no experience

at all of the object or task.

Left Right

1. Writing

2. Drawing

3. Throwing

4. Scissors

5. Toothbrush

6. Knife (without fork)

7. Spoon

8. Broom (upper hand)

9. Striking Match (match)

10. Opening box (lid)




