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RESUMO 

 

Fissuras do lábio e/ou palato (FL/P) representam as anomalias 

congênitas mais comuns da face, correspondendo a aproximadamente 65% de 

todas as malformações da região craniofacial. Em 70% dos casos, as FL/Ps se 

apresentam como fenótipos isolados, recebendo a denominação FL/P não-

sindrômica (FL/PNS). Embora estudos recentes de larga escala genômica 

descreveram várias regiões cromossômicas e genes candidatos à etiologia das 

FL/PNS, apenas poucos foram confirmados em diferentes populações. Um dos 

possíveis fatores que podem induzir uma discrepância nos resultados é a 

diferença na composição (mistura) étnica das populações. Então, como o Brasil 

é composto por uma população altamente miscigenada é importante confirmar 

se tais marcadores também mostram suscetibilidade à FL/PNS na população 

brasileira. O propósito deste estudo caso-controle foi avaliar o envolvimento de 

polimorfismos genéticos que foram recentemente descritos como marcadores 

de risco para o desenvolvimento de FL/PNS em um grupo brasileiro de 

pacientes com FL/PNS. A influência da ancestralidade populacional na 

suscetibilidade a FL/PNS destes marcadores genéticos também foi avaliada. 

Os polimorfismos rs560426 em 1p22.1, rs2013162 em 1q32, rs987525 e 

rs1530300 em 8q24, rs1443434 e rs3758249 em 9q21, rs7078160 em 10q25.3, 

rs17085106 em 18q22 e rs13041247 em 20q12 foram genotipados em 338 

indivíduos saudáveis (grupo controle) e 345 pacientes com FL/PNS pelo 

método de discriminação alélica com sondas fluorescentes. A ancestralidade 

genômica de cada indivíduo foi determinada pela caracterização de 40 

marcadores bialélicos de inserção/deleção (INDELs). A distribuição genotípica 

de todos os polimorfismos no grupo controle respeitou o equilíbrio de Hardy-

Weinberg. A frequência do alelo G no polimorfismo rs560426 foi 

significantemente maior no grupo FL/PNS comparado ao grupo controle, 

gerando um odds ratio (OR) de 1,44 (IC 95%: 1,16-1,78; p=0,0008). A 

distribuição dos polimorfismos da região 8q24 (rs987525 e rs1530300) também 

foi significantemente correlacionada com a suscetibilidade ao desenvolvimento 

de FL/PNS como marcadores individuais ou em haplótipo. Os 3 polimorfismos 
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(rs560426, rs987525 e rs1530300) revelaram associação com a fissura labial 

isolada (FL) e a fissura lábio-palatina (FLP), mas não com o risco de 

desenvolver fissura palatina isolada (FP). Após o ajuste para a ancestralidade 

genômica, as correlações dos polimorfismos rs560426, rs987525 e rs1530300 

com FL/PNS foram mantidas. Em conclusão, os resultados do presente estudo 

demonstram a associação dos polimorfismos localizados em 1p22.1 (rs56042 

6) e em 8q24 (rs987525 e rs1530300) com a suscetibilidade genética ao 

desenvolvimento de FL/PNS na população brasileira. 

 

Palavras-chave: Fissura labial e/ou palatina não-sindrômica; Fator de risco; 

Ancestralidade; Polimorfismo; 1p22.1; 8q24.  
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ABSTRACT 

 

Cleft lip and/or palate (CL/P) is the most common congenital 

anomaly of the face, corresponding to approximately 65% of all malformations 

in the craniofacial region. In 70% of the cases, CL/Ps are found as an isolated 

phenotype, receiving the denomination nonsyndromic CL/P (NSCL/P). Although 

recent genome-wide association studies have been identified a varied of 

chromosomal loci and candidate genes in association with NSCL/P 

development, just few of them has been replicated in different populations. 

These contradictory results may be related to the differences in the ethnicity of 

the populations. Thus, as the Brazilian population is one of the most 

heterogeneous in the world, it is important to confirm the susceptibility of those 

markers identified in genetically homogenous populations in the Brazilian 

population. The purpose of this case-control study was to verify the association 

of single nucleotide polymorphisms, which were identified as NSCL/P risk 

markers, with NSCL/P in a Brazilian population. The influence of the genetic 

ancestry of the population on susceptibility of those markers was also 

investigated. The polymorphisms rs560426 in 1p22.1, rs2013162 in 1q32, 

rs987525 and rs1530300 in 8q24, rs1443434 and rs3758249 in 9q21, 

rs7078160 in 10q25.3, rs17085106 in 18q22, and rs13041247 in 20q12 were 

genotyped in 338 samples from healthy individuals (control group) and 345 

NSCL/P patients by the allelic discrimination method with fluorescence probes. 

The genomic ancestry of each individual was determined by genotyping 40 

biallelic short insertion-deletion polymorphic markers (INDELs). The genotype 

frequencies observed for all studied polymorphisms in the control group did not 

reveal statistically significant differences compared to those expected under 

Hardy-Weinberg equilibrium. The percentage of the G allele of rs560426 

polymorphism was found to be significantly higher in the NSCL/P group as 

compared to the control group, revealing an odds ratio (OR) of 1.44 (95% CI 

1.16-1.78; p=0.0008). The distributions of both 8q24 polymorphisms (rs987525 

and rs1530300) were significantly correlated with NSCL/P susceptibility as 

individual or haplotype markers. All 3 markers were associated with the 
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development of isolated (CL) and cleft lip and palate (CLP), but not with cleft 

palate only (CP). After adjustment to ancestry contribution, correlations of all 3 

polymorphisms were kept. In conclusion, the findings of the present study 

demonstrate the association of polymorphisms located at 1p22.1 and 8q24 with 

NSCL/P in the Brazilian population. 

 

Key words: Nonsyndromic cleft lip and/or palate; Risk factor, Ancestry; 

Polymorphism; 1p22.1; 8q24. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

As fissuras orofaciais estão entre as alterações congênitas mais 

prevalentes nos seres humanos (Gorlin et al., 2001; Stanier & Moore, 2004; 

Jugessur et al., 2009) e apresentam um importante impacto social como fonte 

de substancial morbidade e mortalidade mundial (Murray, 2002). Em 70% dos 

casos, as fissuras labiais e/ou palatinas (FL/P) se apresentam como não-

sindrômicas (FL/PNS), ou seja, sem malformações estruturais nos demais 

órgãos e sem alterações comportamentais e/ou cognitivas (Schutte & Murray, 

1999; Gorlin et al., 2001). Os demais 30% são resultados de desordens 

mendelianas (autossômica dominante, autossômica recessiva ou ligada ao X), 

cromossômicas, teratogênicas e associações esporádicas com outros defeitos 

congênitos (Schutte & Murray, 1999; Thomas et al., 2008). A incidência das 

FL/PNS é de aproximadamente 1 em cada 500-2.000 nativivos, variando de 

acordo com a localização geográfica, etnia e condição socioeconômica da 

população estudada (Dixon et al., 2011). No Brasil, os estudos quanto à 

incidência das FL/PNS são escassos e variam consideravelmente. De acordo 

com os levantamentos brasileiros, a incidência das FL/PNS varia de 0,19 a 

1,54 para cada 1.000 nascidos vivos (Loffredo et al., 2001a; Martelli-Júnior et 

al., 2006; Nunes et al., 2007; Rodrigues et al., 2009). 

Mesmo representando uma alteração do desenvolvimento comum, a 

etiopatogenia das FL/PNS permanece obscura. Tal desconhecimento é 

provavelmente reflexo da vasta diversidade de mecanismos moleculares 

relacionados à embriogênese facial com a participação de múltiplos genes e da 

influência de fatores ambientais (Carinci et al., 2007; Vieira, 2008). Dentre os 

principais fatores ambientais de risco para o desenvolvimento das FL/PNS 

estão o uso de medicamentos, o consumo de bebidas alcoólicas, o tabagismo, 

a dieta materna e a suplementação vitamínica particularmente durante o 

primeiro trimestre de gestação (Johnson & Little, 2008; Vieira, 2008; Zarante et 

al., 2009; Leite & Koifman, 2009; Jia et al., 2009; Bufalino et al., 2010). Os 

esforços para a descoberta de marcadores genéticos de suscetibilidade ao 

desenvolvimento das FL/PNS são intensos e se utilizam de inúmeras 
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estratégias, incluindo estudos de associação ou ligação em genes candidato e 

de varredura genômica em condições como caso-controle, trios (pai, mãe e 

indivíduo afetado), agregação familial e concordância em gêmeos (Mangold et 

al., 2009; Blanton et al., 2010; Grosen et al., 2011; Jakobsen et al., 2011; 

Zhang et al., 2012). Contudo, muitos dos genes e loci encontrados nestes 

estudos não foram replicados em diferentes populações. Os marcadores no 

gene IRF6 (Marazita et al., 2009; Rahimov et al., 2008; Blanton et al., 2005; 

Scapoli et al., 2005; Jugessur et al., 2008; Park et al., 2007) e no deserto 

genômico 8q24 são os mais consistentes, visto que foram confirmados em 

diferentes populações (Murray et al., 2012; Rojas-Martinez et al., 2010; 

Mostowska et al., 2010; Birnbaum et al., 2009). Entre os diferentes fatores que 

podem contribuir para uma discordância com os resultados dos estudos de 

larga escala genômica estão provavelmente à heterogeneidade de fatores 

genéticos responsáveis por esta condição, à influência de fatores ambientais 

na modulação dos genes relacionados à alteração e às diferenças étnicas de 

cada população. A estrutura populacional, resultado da composição (mistura) 

étnica, é outro fator que pode influenciar e dificultar a busca por marcadores 

genéticos das FL/PNS, principalmente em países com histórico recente de 

miscigenação. No Brasil, este fator pode ter uma influência muito importante, 

visto que nossa colonização é recente (em termos genéticos) e foi 

caracterizada por diferentes grupos de imigrantes que se misturaram em 

demasia (Parra et al., 2003). 

O objetivo deste estudo caso-controle foi investigar marcadores 

genéticos que foram recentemente descritos como de susceptibilidade para 

FL/PNS em estudos de larga escala genômica, incluindo os polimorfismos 

rs560426 em 1p22.1, rs2013162 em 1q32, rs987525 e rs1530300 em 8q24, 

rs1443434 e rs3758249 em 9q21, rs7078160 em 10q25.3, rs17085106 em 

18q22 e rs13041247 em 20q12 (Grant et al., 2009; Marazita et al., 2009; Beaty 

et al., 2010; Mangold et al., 2010). Em adição, nós verificamos a influência da 

estratificação populacional (ancestralidade de cada indivíduo) na 

suscetibilidade a FL/PNS destes marcadores genéticos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Fissura Labial e/ou Palatina Não-Sindrômica (FL/PNS) 

As fissuras orofaciais são anomalias congênitas caracterizadas por 

regiões de descontinuidade no lábio e/ou palato, devido a falhas na fusão dos 

processos faciais embrionários (Murray & Schutte, 2004). Estas anomalias 

estão entre as alterações congênitas mais prevalentes nos seres humanos 

(Gorlin et al., 2001; Stanier & Moore, 2004; Jugessur et al., 2009). As fissuras 

podem ser classificadas em 3 grupos, tendo como referência anatômica o 

forame incisivo: (1) fissuras pré-forame incisivo ou fissuras labiais (FL), (2) 

fissuras pós-forame incisivo ou fissuras palatinas (FP) e (3) fissuras trans-

forame incisivo ou fissuras lábio-palatinas (FLP) (Spina et al., 1972). A FL é 

resultante da falta de fusão parcial ou total entre o processo nasal medial e os 

processos maxilares laterais, enquanto a falta de união dos processos 

palatinos é responsável pela FP (Carinci et al., 2007). As fissuras orofaciais 

apresentam um padrão não-sindrômico (FL/PNS), isto é, sem malformações 

estruturais nos demais órgãos e sem alterações comportamentais e/ou 

cognitivas, em 70% dos indivíduos afetados (Schutte & Murray, 1999; Gorlin et 

al., 2001). Baseado em evidências embriológicas e epidemiológicas, as FLs e 

FLPs são consideradas variantes do mesmo defeito e classificadas como um 

único grupo, designado FL/P, enquanto que as FPs são classificadas como 

uma entidade distinta (Fraser, 1970; Mitchell et al., 2002). Contudo, estudos 

recentes de genética molecular não suportam o agrupamento das FLs e FLPs 

em um único grupo (Jugessur et al., 2011; Marazita, 2002a; Mossey & Little, 

2002). 

As FL/PNS apresentam um impacto significativo para a saúde 

pública em termos de despesas médicas e serviços relacionados, bem como 

um efeito social importante para os pacientes e seus familiares (Berk & 

Marazita, 2002; Mossey et al., 2009). Nos Estados Unidos, por exemplo, o 

custo de um paciente com FL/PNS até a vida adulta foi estimado em 100 mil 

dólares (Centers for Disease Control and Prevention, http://www.cdc.gov). 

Crianças afetadas por FL/PNS podem necessitar de cuidados de uma equipe 
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multiprofissional durante toda a vida em decorrência dos diversos problemas 

ocasionados pela malformação, com destaque para as dificuldades de 

alimentação, fonação e audição e alterações dentais, além da interferência 

social e psicológica que a deformidade em si acarreta. Uma equipe 

multiprofissional para melhor acompanhamento e tratamento dos pacientes 

com FL/PNS conta com médicos em suas várias especialidades incluindo 

pediatras, cirurgiões plásticos, geneticistas e otorrinolaringologistas, cirurgiões 

dentistas, fonoaudiólogos, psicólogos, nutricionistas e fisioterapeutas 

(Christensen et al., 2004). 

Pacientes com FL/PNS apresentam maior morbidade e mortalidade 

quando comparados a indivíduos sem fissura (Christensen et al., 2004). 

Comparada ao restante da população, crianças com fendas orais sem outras 

alterações adicionais têm um risco duas vezes maior de morrer antes de 

completar um ano de idade (Carlson et al., 2011). Contribuindo para o aumento 

da mortalidade, destaca-se a maior ocorrência de desordens psiquiátricas e de 

neoplasias malignas nesses indivíduos (Christensen & Mortensen, 2002). 

Anormalidades estruturais, incluindo diminuição do volume cerebral e cerebelar 

e alterações na trajetória do desenvolvimento do cérebro, foram identificadas 

em associação às FL/PNS (Nopoulos et al., 2007; Vieira, 2008). Marcucio e 

colaboradores (2005) demonstraram que defeitos na sinalização celular do 

prosencéfalo podem levar a grande variedade de malformações craniofaciais, 

incluindo a FL/PNS. A ocorrência de déficits cognitivos nos casos de FL/PNS é 

menos acentuada quando comparada às fissuras sindrômicas, porém, podem 

ser de 6 a 10 vezes mais prevalente em crianças com fissuras quando 

comparado com a população em geral (Broder et al., 1998). Em adição, 

Christensen & Mortensen (2002) demonstraram que pacientes fissurados 

apresentam um risco aumentado de hospitalização por distúrbios psiquiátricos. 

Então, distúrbios psiquiátricos podem ser interpretados sob a óptica de que a 

embriogênese do cérebro e da face estão intimamente relacionadas, e uma 

alteração no desenvolvimento facial pode direcionar um desenvolvimento 

anormal do cérebro (Nopoulos et al., 2007). 
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Um protocolo padrão para o atendimento e a reabilitação dos 

pacientes com FL/PNS é motivo de preocupação em países desenvolvidos e 

subdesenvolvidos por conta da ausência de sistematização entre os serviços 

especializados (WHO, 2002; Paranaíba et al., 2009). 

 

2.2. Dados Epidemiológicos 

A prevalência das FL/PNS não é conhecida em todas as regiões do 

mundo, porém, as informações disponíveis indicam que esta malformação 

afeta aproximadamente 1 em cada 500 a 2000 nascidos vivos, dependendo da 

origem geográfica, do grupo étnico, do gênero e do padrão socioeconômico da 

população estudada (Gorlin et al., 2001; Mossey e Little, 2002; Murthy & 

Bhaskar, 2009). Entre os diferentes grupos populacionais, observamos uma 

menor prevalência entre africanos e descendentes de africanos (0,3:1000), 

seguida pelos europeus (0,7-1,3:1000) e uma alta prevalência entre chineses 

(1,4:1000), japoneses (2,1:1000) e ameríndios (3,6:1000) (Carinci et al., 2007). 

O tipo de fissura também apresenta distribuição distinta entre as populações 

(Mossey e Little, 2002; Mossey et al., 2009). A frequência de FLP é maior em 

algumas regiões da América Latina e Ásia (China e Japão) e menor em Israel, 

África do Sul e sul da Europa (Mossey e Little, 2002). Comparações entre os 

grupos étnicos nos Estados Unidos (Croen et al., 1998) e no Reino Unido (Leck 

& Lancashire, 1995) e estudos de imigrantes do Japão e da China para os EUA 

(Croen et al., 1998) indicaram que os grupos migrantes possuem prevalência 

de FLP similar a do país de origem. 

Em geral, dados epidemiológicos provenientes de diversas 

populações mostram que as incidências das FL e FLP são maiores do que as 

das FP e que o gênero masculino é mais afetado pelas FL/PNS do que o 

feminino na ordem de 2:1 (revisado por Mossey & Little, 2002). FP apresenta 

uma prevalência de 1:1.500-2.000 nascidos vivos e apresenta uma relação de 

0,73:1 entre homens e mulheres caucasianas (revisado por Murthy & Bhaskar, 

2009). Ainda, considerando a lateralidade, o lado esquerdo é mais acometido 

do que o direito (2:1) (Lidral et al., 2008; Murthy & Bhaskar, 2009). 
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No Brasil, a estimativa de nascidos com FL/PNS varia de 0,28 a 1,54 

para cada 1.000 nascimentos (Menegotto & Salzano, 1991; Loffredo et al., 

2001b). O estudo de Freitas e colaboradores (2004) com pacientes assistidos 

no Centrinho de Bauru revelou uma maior frequência das FLP (37,1%) e os 

homens foram os mais afetados, embora tenha existido um predomínio de 

mulheres entre as FP isoladas. Nosso grupo tem participado de estudos que 

analisaram a prevalência de FL/PNS no Centro para Reabilitação de Anomalias 

Craniofaciais da Universidade de Alfenas, Alfenas-MG. No primeiro estudo, 

concluído em 2006, levando em consideração o número de nascidos vivos com 

e sem FL/PNS na região sul do Estado de Minas Gerais, observou-se 

prevalência de 1,46 casos de FL/PNS para cada 1.000 nativivos, com uma 

maior frequência em crianças caucasianas do gênero masculino (Martelli-Junior 

et al., 2006). O segundo estudo observou maior frequência de FLP (39,68%), 

seguida por FL (38,09%) e FP (22,23%) (Martelli-Junior et al., 2007). Esse 

estudo também demonstrou que a relação entre homens e mulheres foi de 

1,3:1, sendo os homens 2,57 vezes mais atingidos por FLP do que as 

mulheres. As FL unilaterais foram mais frequentes que as bilaterais (Martelli-

Junior et al., 2007). Um estudo conduzido no município de Campos dos 

Goytacazes-RJ encontrou uma prevalência similar àquela observada no sul do 

estado de Minas Gerais, demonstrando uma incidência de 1,35 casos de 

FL/PNS para cada 1.000 nativivos (Nunes et al., 2007). Em um estudo recente, 

Rodrigues et al. (2009) relataram 5.764 novos casos de fissuras orofaciais em 

várias regiões do Brasil e encontraram uma prevalência estimada de 

0,36:1.000 casos em um período de 5 anos, com uma proporção de 1,6 

homens para cada mulher. 

 

2.3. Embriologia 

Uma sequência de eventos de alta complexidade, coordenados pela 

interação entre fatores de transcrição e sinalizadores moleculares juntamente 

com interações célula-célula e aquisição de polarização celular, é essencial 

para o desenvolvimento normal da face durante a embriogênese (Stanier & 

Moore, 2004). Em razão desta alta complexidade, a fissura orofacial é a 
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anomalia congênita facial humana de maior frequência (Prescott & Malcolm, 

2002). As FL/P podem ser isoladas ou associadas a um universo de mais de 

400 diferentes síndromes que tem a FL/P com uma característica fenotípica 

(Gorlin et al., 2001; Thomas et al., 2008). As regiões do lábio e do palato são 

desenvolvidas a partir do palato primário e secundário. O palato primário 

contribui para a formação do lábio e a porção pré-maxilar da maxila. O palato 

secundário é o primórdio das partes dura e mole do palato. As FL/P resultam 

de falhas nos eventos relacionados ao desenvolvimento dessas estruturas e se 

desenvolvem durante os estágios precoces da embriogênese, sendo as 

formações do lábio superior e do palato temporalmente diferentes (Mossey et 

al., 2009). 

Durante a quarta semana de gestação, células da crista neural 

provenientes do tubo neural anterior migram para formar a primórdia facial. 

Dela surge o processo nasal medial e lateral que se fundem ao processo 

maxilar para formar a parte central do lábio superior, o palato primário e o nariz. 

O palato secundário começa a ser formado na sexta semana de gestação. 

Inicialmente, as placas palatinas do palato secundário aparecem como duas 

extensões no lado interno da maxila, ao longo da superfície lateral da língua. 

Na nona semana, ambas as placas palatinas sofrem uma rápida transformação 

horizontal, movendo-se sobre a língua e fusionando-se uma com a outra e com 

o septo nasal. Em seguida, o mesênquima palatino se diferencia em elementos 

musculares e ósseos que correlacionam com a posição do palato mole e duro, 

respectivamente. Na décima semana da embriogênese, os processos 

fusionados provenientes do palato primário e secundário e do septo nasal 

estão completos. Assim, o desenvolvimento do palato secundário em 

mamíferos divide o espaço oronasal em cavidades oral e nasal, permitindo que 

a mastigação e a respiração sejam realizadas simultaneamente (Sperber, 

2002). 

 

2.4. Etiologia 

Mesmo representando um defeito congênito comum, a etiopatogenia 

das FL/PNS permanece incerta por ser difícil determinar o exato momento e a 
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razão precisa pela qual não houve coalescência dos processos que dão origem 

à face (Vieira, 2008). Isto é, em grande parte, reflexo da complexidade e da 

diversidade dos mecanismos moleculares envolvidos na embriogênese que são 

influenciados pela participação de múltiplos genes e de fatores ambientais 

(Carinci et al., 2007; Vieira, 2008). Há uma enorme variedade de agentes 

teratogênicos externos que podem influenciar o desenvolvimento do lábio e do 

palato, embora poucos deles estejam comprovados. Apesar de existir grande 

controvérsia na literatura sobre a etiologia das FL/P, é bem aceito que elas 

correspondam a alterações multifatoriais, resultado da associação de fatores 

genéticos e ambientais (Zeiger & Beaty, 2002; Vieira et al., 2005; Boyles et al., 

2006; Mostowska et al., 2006; Brandalize et al., 2007; Carinci et al., 2007; 

Boyles et al., 2008; Johnson & Little, 2008; Mills et al., 2008; Palmieri et al., 

2008; Vieira et al., 2008a; Bliek et al., 2009; Boyles et al., 2009; Jia et al., 2009; 

Kistner et al., 2009; Leite & Koifman, 2009). 

Em comparação com outros defeitos congênitos de origem 

multifatorial, as fissuras orofaciais têm uma alta taxa de recorrência familial (Lie 

et al., 1994), embora um padrão clássico de herança mendeliana não seja 

sempre facilmente identificado (Natsume et al., 2000; Vieira et al., 2008a). 

Fogh-Andersen (1946) foi o primeiro a observar, em um estudo populacional, a 

existência de um componente hereditário associado ao desenvolvimento das 

FL/PNS. Em um estudo clássico, Curtis e colaboradores (1961) demonstraram 

que o risco de uma segunda ocorrência de FL/PNS em uma mesma família é 

de 4% se uma criança for afetada, 4% se os pais forem afetados, 9% se 

existirem duas crianças afetadas e 17% se os pais e uma criança forem 

afetados. Já um estudo norueguês, avaliando 4.138 crianças com FL/PNS, 

identificou que o risco de recorrência de fissura em familiares de primeiro grau 

foi de 32% para FL e 56% para FP, sugerindo uma forte base genética para FP 

comparada com FL (Sivertsen et al., 2008). Recentemente, Palmieri et al. 

(2008), em um estudo envolvendo 216 crianças com FL/PNS, observaram que 

120 (55,56%) crianças apresentaram história familiar prévia de fissura. O 

trabalho do nosso grupo, avaliando a incidência familiar de FL/PNS em 185 

pacientes, identificou que 35,13% dos indivíduos apresentaram histórico 
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familiar de FL/PNS, sendo os primos (54,37%) e os irmãos (21,05%) os mais 

afetados independentemente do tipo de fissura (Martelli et al., 2010). Em 

estudos com gêmeos, a taxa de concordância observada de 40 a 60% em 

gêmeos monozigóticos é muito maior do que a concordância de 3 a 5% 

identificada em gêmeos dizigóticos. A alta taxa de concordância entre gêmeos 

monozigóticos fornece evidências convincentes para um componente genético 

forte para as fissuras orofaciais, mas não descarta a participação de outros 

fatores, como o ambiental, na gênese destas alterações (Jugessur et al., 2009). 

Famílias afetadas por um tipo de fissura não apresentam risco 

aumentado para um outro tipo de fissura, refletindo assim as origens distintas 

de desenvolvimento de cada forma da anomalia (Jugessur & Murray, 2005). No 

entanto, ocasionalmente, FL/P e FP isolada podem ocorrer dentro de uma 

mesma família, sugerindo que existe, pelo menos, alguma sobreposição na 

etiologia desses 2 tipos de fissuras. Tais situações são mais frequentes em 

síndromes com FL/P como parte do fenótipo, como a síndrome de van der 

Woude (VWS, OMIM #119300), que é causada por mutações no gene do fator 

regulador de interferon 6 (IRF6) (Kondo et al., 2002) e FL/P com hipodontia 

causada por mutações em MSX1 (van den Boogaard et al., 2000). 

A relação entre anomalias congênitas e consaguinidade é observada 

em outros trabalhos (Kanaan et al., 2008; Leite & Koifman, 2009). Um estudo 

que verificava a presença de anomalias congênitas em crianças provenientes 

de casamentos consanguíneos encontrou uma associação significante entre 

consanguinidade de primeiro grau e anomalias congênitas como paralisia 

cerebral, fibrose cística, retardo no desenvolvimento, cegueira congênita e 

FL/PNS (Kanaan et al., 2008). Estudo realizado na América Latina mostrou que 

5.931 crianças, de um total de 32.845, foram provenientes de casamentos 

consanguíneos e apresentavam anomalias congênitas, incluindo a FL/PNS 

(Rittler et al., 2001). Estudos realizados por diferentes populações 

demonstraram uma significante associação entre casamentos de parentes de 

primeiro grau e FL/PNS (Rajabian & Sherkat, 2000; Rittler et al., 2001; Jamilian 

et al., 2007). Um estudo realizado pelo nosso grupo, avaliando 246 casos de 

FL/PNS quanto à consanguinidade, evidenciou que 6,1% dos casos 
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apresentaram histórico de casamento entre parentes de primeiro grau (Aquino 

et al., 2011). Provavelmente, uma possível explicação para tal correlação seria 

uma predisposição genética como um componente recessivo associado à FL/P 

(Stoll et al., 1991). Contudo, esta mesma associação não foi observada em 

outros estudos retrospectivos (Calzolari et al., 1988; González et al., 2008).  

 

2.4.1. Fatores Ambientais e Possível Interação com Polimorfismos 

Genéticos 

Dados experimentais e epidemiológicos sugerem que fatores 

ambientais, incluindo dieta e suplementação vitamínica materna, alcoolismo, 

tabagismo, exposição à fumaça do tabaco, teratógenos no ambiente de 

trabalho e em casa e uso de alguns medicamentos durante o primeiro trimestre 

de gestação, podem ser importantes na etiologia das FL/PNS (Jamilian et al., 

2007; Vieira, 2008; Mossey et al., 2009). 

Sugere-se que o estado nutricional materno tenha algum papel na 

etiologia das FL/PNS (Krapels et al., 2004a,b; van Rooij et al., 2004). No 

entanto, a avaliação da ingestão alimentar e as medições bioquímicas do 

estado dietético representam um desafio e, geralmente, não são disponíveis, 

ou de fácil acesso, nas populações carentes, as quais abrigam a grande 

maioria dos casos de FL/PNS. Mesmo assim, uma alimentação rica em frutas e 

vegetais contendo folato, zinco, niacina, ácido ascórbico, ferro e magnésio, no 

período de periconcepção, parece reduzir o risco de FL/PNS (Krapels et al., 

2004a,b; Krapels et al., 2006). Além disso, estudos demonstraram que a 

suplementação alimentar materna com multivitaminas no primeiro trimestre 

gestacional parece diminuir o risco de filhos com FL/PNS (Briggs, 1976; 

Czeizel, 1993; Loffredo et al., 2001b). Em um estudo de meta-análise, o uso de 

complexos multivitamínicos reduziu em 25% a prevalência de FL/PNS 

(Johnson & Little, 2008). Em adição, um estudo recente com a população 

chinesa demonstrou que variantes alélicas do gene IRF6 podem influenciar o 

risco de FL/PNS por meio de interações com suplementação vitamínica e 

exposição ao tabaco (Wu et al., 2010). 
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O ácido fólico, uma vitamina do complexo B encontrada 

naturalmente em muitos alimentos (fígado, alface, tomate, espinafre, entre 

outros), é fundamental para a formação e a manutenção de eritrócitos e 

leucócitos e na conversão de proteínas em energia. Essa vitamina também é 

essencial para a biossíntese de bases nitrogenadas e aminoácidos durante a 

divisão celular e crescimento tecidual, eventos iniciais necessários para a 

formação normal do tubo neural (Zeiger & Beaty, 2002; Blom et al., 2006). 

Vários estudos demonstraram que a ingestão de ácido fólico por meio de 

suplementos vitamínicos um mês antes da gestação e durante o primeiro 

trimestre gestacional, período de formação e fusão do lábio e palato, parece ter 

um efeito protetor para o desenvolvimento de FL/PNS (van Rooij et al., 2004; 

Canfield et al., 2005; Yazdy et al., 2007; Antony, 2007; Boyles et al., 2008; Little 

et al., 2008; Mills et al., 2008; Jianyan et al., 2009). No entanto, esses 

resultados não se reproduziram em alguns estudos (Shaw et al., 2006; Bille et 

al., 2007; Little et al., 2008). Em um dos mais recentes estudos de meta-

análise, Johnson e Little (2008) estimaram uma redução de aproximadamente 

18% no risco de FL e FLP com o uso de suplementos contendo ácido fólico, 

mas nenhuma redução significante para FP foi observada. Badovinac e 

colaboradores (2007) estimaram uma redução de aproximadamente 28% e 

20% para o risco de FL/P e FP isolada, respectivamente, quando do uso de 

suplementos multivitamínicos. Em suma, embora muitos estudos sugiram um 

efeito benéfico do ácido fólico na diminuição da incidência de FL/PNS, os 

resultados são inconsistentes quanto a esse efeito, bem como se a proteção se 

estende a todos os tipos de fissura (Wehby & Murray, 2010). 

Nos últimos anos, tem sido proposta uma associação entre FL/PNS 

e genes de enzimas que controlam o metabolismo do ácido fólico (Boyles et al., 

2008; Mills et al., 2008; Palmieri et al., 2008; Vieira et al., 2008a; Carroll et al., 

2009). Em um estudo recente, nosso grupo avaliou o envolvimento de variantes 

polimórficas nos genes MTHFR, MTHFD1, MTR e SLC19A1 que codificam 

proteínas relacionadas ao metabolismo do ácido fólico (Bufalino et al., 2010). 

Dos 29 polimorfismos investigados, 9 foram confirmados em nossa população, 

incluindo rs1801133 e rs2274976 do gene MTHFR; rs2236225, rs1950902, 
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rs10813 e rs17857382 do gene MTHFD1; rs1805087 e rs2229274 do gene 

MTR; e rs1051266 do gene SLC19A1, e 2 destes (rs2274976 e rs2236225) 

demonstraram resultados expressivos. A freqüência do alelo variante do 

polimorfismo rs2274976 do gene MTHFR foi significantemente maior no grupo 

de mães de indivíduos com FL/PNS quando comparado com o grupo controle. 

O genótipo GA foi identificado em 15,8% das amostras do grupo controle, 

enquanto que 51,9% das amostras de mães com filhos afetados por FL/PNS 

apresentaram este genótipo. Mães carreando o alelo variante A (genótipo GA) 

exibiram um risco materno aumentado para ter um filho com FL/PNS como 

revelado pelo OR de 5,76 (95% CI: 3,32-9,99; p=0,000001). Interessantemente, 

entre as mães que não usaram suplementação vitamínica no 1º trimestre de 

gestação, o risco de ter um filho com FL/PNS foi aumentado para 8,34 (95% CI: 

3,75-18,55; p=0,000001) na presença do genótipo GA deste polimorfismo 

comparado com as mães com o genótipo GG. Embora a análise não-restrita 

dos genótipos do polimorfismo rs2236225 do gene MTHFD1 não revelou 

nenhuma diferença estatística, quando os genótipos GG e GA foram 

combinados e comparados contra o genótipo raro AA (análise no modelo 

genético recessivo), uma significante associação foi observada. Mães 

homozigotas para este polimorfismo demonstraram um risco aumentado para 

ter um filho com FL/PNS comparado com mães carreando os genótipos GG ou 

GA (OR: 1,97; 95% CI: 1,07-3,62; p=0,02) e na ausência de suplementação 

vitamínica durante o 1º trimestre de gestação, este risco foi ainda maior (OR: 

3,56; 95% CI: 1,29-9,82; p=0,01). 

O consumo excessivo de bebidas alcoólicas durante o primeiro 

trimestre de gestação tem sido considerado um importante fator de risco para 

malformações craniofaciais (Lorente et al., 2000; Spilson et al., 2001; Zarante 

et al., 2009). No entanto, a contribuição do álcool para o desenvolvimento de 

FL/PNS ainda é incerta, com alguns trabalhos demonstrando associação 

positiva (Romitti et al., 1999; Lorente et al., 2000; Chevrier et al., 2005; DeRoo 

et al., 2008) e outros não (Meyer et al., 2003; Romitti et al., 2007). Estudos 

realizados com animais e humanos demonstraram que tanto a frequência 

quanto a quantidade total de álcool consumida durante a gestação podem 



 13 

apresentar um importante efeito teratogênico para o feto em desenvolvimento 

(Gladstone et al., 1996; Sokol et al., 2003). Em geral, os estudos que 

encontraram associação positiva entre o uso de álcool durante o primeiro 

trimestre de gestação e/ou durante a gravidez e o desenvolvimento de FL/PNS 

demonstraram um risco aumentado de 1,36 a 4 vezes entre mães que se 

enquadram em uma categoria de consumo elevado de álcool (média de ≥ 5 

doses por ocasião) (Werler et al., 1991; Munger et al., 1996; Shaw & Lammer, 

1999; Romitti et al.,1999; Lorente et al. 2000; DeRoo et al., 2008). 

Interessantemente, um estudo recente sugeriu que a associação entre 

consumo de álcool no período de periconcepção e FL/PNS (particularmente as 

FP isoladas) pode ser influenciada pelo tipo de bebida (bebida destilada > 

vinhos > cerveja) e o uso de ácido fólico (Romitti et al., 2007). Romitti e 

colaboradores (1999) identificaram um risco elevado para FLP quando a mãe 

consumia ≥4 doses por mês e o filho carregava um alelo variante no gene 

MSX1, o qual está correlacionado ao desenvolvimento craniofacial durante a 

embriogênese. Esses autores sugeriram que o desenvolvimento das FL/PNS 

pode ser influenciado pelas exposições maternas aos agentes teratogênicos, 

porém mais significativamente, pelas interações de tais exposições às 

variantes alélicas específicas (Romitti et al., 1999). Chevrier et al. (2005) 

revelaram que uma variante polimórfica do gene ADH1C (responsável pelo 

metabolismo do etanol) em crianças parece ter um efeito protetor para o 

desenvolvimento de FL/PNS. No entanto, uma interação entre o genótipo do 

gene ADH1C e o consumo de álcool pela mãe não foi observada. Segundo 

DeRoo et al. (2008), esses resultados conflitantes são, em parte, decorrentes 

da dificuldade de padronização dos participantes do estudo, da mensuração da 

quantidade e do tempo de consumo do álcool e das interpretações dos 

resultados de forma arbitrária. Além disso, o contexto social e dietético 

relacionado ao consumo do álcool são variados e complexos e podem incluir 

efeitos modificadores e somatórios de nutrição, tabagismo, estresse e/ou uso 

de drogas (Mossey et al., 2009). 

O tabagismo materno durante o primeiro trimestre de gestação é 

considerado um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento das 
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FL/PNS (Little et al., 2004a, b; Honein et al., 2007). É Interessante observar 

que embora a influência pareça ser pequena, o tabagismo passivo durante o 

primeiro trimestre de gestação também eleva o risco de nascimento de uma 

criança com FL/PNS (Jianyan et al., 2009). Honein e colaboradores (2007) 

observaram que o tabagismo materno contribui em 4% para o risco de 

desenvolvimento de todos os tipos de FL/PNS e em 12% para os casos de FLP 

bilateral. Além disso, é sugerido que o risco aumenta com o número de cigarros 

consumidos durante a gestação (Lorente et al., 2000; Little et al., 2004a). 

Embora seja bem aceito que o consumo de tabaco durante a gestação 

aumenta o risco de FL/PNS, alguns poucos estudos falharam em encontrar tal 

associação (Beaty et al., 1997; Chevrier et al., 2008; Zarante et al., 2009). Uma 

interação sinérgica entre uma variante polimórfica do gene TGFA e o consumo 

de tabaco durante a gestação no risco para o desenvolvimento das FL/PNS foi 

observada por Hwang e colaboradores (1995), mas investigações recentes 

falharam, também, ao tentar encontrar tal correlação (revisado por Zeiger et al., 

2005; Chevrier et al., 2008). Recentemente, alguns estudos avaliaram a 

existência de uma interação entre tabagismo e polimorfismos em genes 

envolvidos nas vias de desintoxicação metabólica de componentes do tabaco 

no desenvolvimento das FL/PNS (Shi et al., 2007; Chevrier et al., 2008). Entre 

esses genes, CYP e NAT (enzimas relacionadas com o metabolismo de uma 

ampla variedade de agentes tóxicos e carcinógenos) e GST (enzima 

responsável pela desintoxicação de vários compostos orgânicos) foram 

avaliados, e os resultados foram inconclusivos (van Rooij et al., 2002; Shi et al., 

2007; Chevrier et al., 2008; Lie et al., 2008). No entanto, uma interação entre 

tabagismo materno e a presença de uma deleção no gene GSTT1 (GSTT1-

nulo) observada em duas diferentes populações (Iowa e Dinamarca) de 

pacientes com FL/PNS foi significante. GSTT1 catalisa a conjugação da 

glutationa reduzida, um antioxidante que protege as células de toxinas como os 

radicais livres que são causados pelo fumo. A análise das informações indicou 

que, se uma mulher grávida fumar 15 cigarros ou mais por dia, as chances de 

seu feto GSTT1-nulo desenvolver FL/PNS aumentam em quase 20 vezes (Shi 

et al., 2007). 
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A exposição ocupacional materna a solventes orgânicos e à 

exposição dos pais a produtos químicos agrícolas tem sido associada, de 

forma inconsistente, à FL/PNS (Garcia, 1998; Shaw et al., 2003). O uso de 

medicamentos durante o primeiro trimestre de gestação, especialmente 

corticóides, anticonvulsivantes (diazepam, fenitoína e fenobarbital), nifedipina e 

antifolatos, também é sugerido ser um fator de risco para o nascimento de uma 

criança com FL/PNS (Dravet et al., 1992; Rodriguez-Pinilla & Martinez-Frias, 

1998; Hernandez-Diaz et al., 2000; Carmichael et al., 2007; Holmes et al., 

2008; Zarante et al., 2009). Enfermidades crônicas e condições sistêmicas da 

mãe durante a gestação, como diabetes e obesidade, também parecem estar 

associadas com um maior risco de ter um filho com FL/PNS, no entanto o exato 

mecanismo responsável por essas doenças não está bem esclarecido (Spilson 

et al., 2001; Cedergren & Källén, 2005). 

A idade materna é considerada um fator de risco para diversas 

alterações cromossômicas, mas não existe consenso se representa ou não 

fator de risco para FL/PNS (Vieira et al., 2002). Estudo realizado na Califórnia 

mostrou que mulheres com mais de 39 anos apresentavam duas vezes mais 

risco de ter um filho com FL/PNS comparado a mães com idade entre 25 e 29 

anos (Shaw et al., 1991). Estudo realizado por nosso grupo constatou que a 

idade materna foi significante para ocorrência de fissuras, sendo que os 

intervalos temporais de 26 a 35 anos e acima de 35 anos apresentaram riscos 

reduzidos para ocorrência de FL/PNS comparados com mulheres de até 25 

anos (Martelli et al., 2010). Uma relação positiva entre idade paterna avançada 

e o desenvolvimento de FL/PNS, em particular FP isoladas, também já foi 

observada (Materna-Kiryluk et al., 2009). Por outro lado, outros estudos não 

demonstraram estas associações (Blanco-Davilla et al., 2003; Jamilian et al., 

2007). 

 

2.4.2. Fatores Genéticos 

Muitos estudos genéticos utilizando diferentes estratégias, incluindo 

estudos de ligação, caso-controle ou com trios, sequenciamento direto do DNA 

e mais recentemente, estudos de associação de larga escala genômica 
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(GWAS), que são baseados na comparação de vários polimorfismos comuns 

entre casos e controles, identificaram a maior parte dos genes e regiões 

cromossômicas candidatos à etiologia das FL/PNS que conhecemos 

atualmente (Dixon et al., 2011;. Kohli & Kohli, 2012; Rahimov et al, 2012; 

Stuppia et al., 2012). Em particular, os recentes GWAS abrangendo diversas 

populações revelaram os polimorfismos situados nos loci 1p22.1 (rs560426) 

(Mostowska et al., 2012), 1q32 (rs2013162) (Marazita et al., 2009; Wang et al., 

2010, Park et al., 2007), 8q24 (rs987525 e rs1530300) (Grant et al., 2009; 

Birnbaum et al., 2009; Mostowska et al., 2010), 9q22 (rs1443434 e rs3758249) 

(Moreno et al., 2009), 10q25.3 (rs7078160) (Mangold et al., 2010, Nikopensius 

et al., 2009), 18q22 (rs17085106) (Grant et al., 2009) e 20q12 (rs13041247) 

(Beaty et al., 2010) como marcadores de suscetibilidade ao desenvolvimento 

de FL/PNS. 

 

Polimorfismo rs560426 

O polimorfismo rs560426 situa-se próximo ao gene ABCA4. Este 

gene codifica uma proteína associada à membrana, que transporta várias 

moléculas através das membranas intra e extracelulares (Molday et al., 2009). 

Enquanto ABCA4 foi inicialmente encontrado apenas expresso em bastonetes 

e cones fotorreceptores da retina de vertebrados (Azarian & Travis, 1997), 

estudos posteriores demonstraram a expressão em cérebro de murinos 

(Bhongsatiern et al., 2005; Tachikawa et al., 2005). Mutações em ABCA4 estão 

associadas às doenças autossômicas degenerativas da retina incluindo 

degeneração macular de Stargardt (OMIM #248200), distrofia de cone e 

bastonetes (OMIM #601691) e retinite pigmentosa (OMIM #601718). Expressão 

de ABCA4 não foi detectada no palato de embriões de camundongo (Beaty et 

al., 2010). 

O primeiro GWAS a demonstrar a correlação do polimorfismo 

rs560426 com FL/PNS foi publicado em 2010 por Beaty e colaboradores 

(2010). Neste estudo, com a participação de trios de países da America do 

Norte, Europa e Ásia, rs560426 foi significantemente identificado como um 

marcador de risco para FL/PNS na amostra como um todo e quando 
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estratificado para amostras de pacientes de origem européia e asiática (Beaty 

et al., 2010). Posteriormente, Yuan e colaboradores (2011) validaram os 

resultados originais em um grupo de FL/PNS de pacientes com origem 

hispânica, mas o mesmo não foi evidenciado com uma amostra de pacientes 

classificados como caucasianos não-hispânicos (moradores do estado do 

Texas-EUA). Ausência de associação do polimorfismo rs560426 com 

suscetibilidade a FL/PNS foi também reportada em estudos com populações da 

Nigéria (Butali et al., 2011), China (Pan et al., 2011; Huang et al., 2012) e 

Polônia (Mostowska et al., 2012). 

 

Polimorfismo rs2013162 

O polimorfismo rs2013162 situa-se no quinto exon do gene IRF6, no 

lócus cromossômico 1q32. Mutações em IRF6 são causadoras de VWS 

(Síndrome de van der Woude, OMIM #119300), uma alteração autossômica 

dominante caracterizada pela presença de FL/P em associação com fossetas 

no lábio inferior (Kondo et al., 2002; Paranaíba et al., 2008) e da síndrome 

pterígiopoplítea (PPS, OMIM #119500), que é caracterizada por anomalias da 

pele, genitália e face, incluindo FL/P (Froster-Iskenius, 1990). É importante 

ressaltar que inúmeros estudos demonstraram que variações no gene IRF6 

podem estar associadas às FL/PNS em diferentes populações (Blanton et al., 

2005; Ghassibe et al., 2005; Scapoli et al., 2005; Vieira et al., 2007). Em 

particular, o polimorfismo rs2235371 (820G>A, nucleotídeo 820 variando de G 

para A), que resulta na substituição de uma valina por uma isoleucina na 

posição 274 da sequência de aminoácidos (Val274Ile) da estrutura protéica de 

IRF6, foi associado de forma significante às FL/PNS (Jugessur et al., 2008; 

Tang et al., 2009). Em adição a esses achados, Rahimov et al. (2008) 

demonstraram uma forte associação entre FL e o polimorfismo rs642961 do 

gene IRF6 (G>A que altera o sítio de ligação do fator de transcrição AP-2α na 

região promotora de IRF6) e demonstraram também que a associação entre o 

polimorfismo rs2235371 de IRF6 e fissuras é dependente do polimorfismo 

rs642961. Recentemente, nosso grupo avaliou a associação dos polimorfismos 

rs2235371 e rs642961 do gene IRF6 na população brasileira. A frequência do 
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genótipo variante GA do polimorfismo rs2235371 foi identificada em 10,1% dos 

indivíduos com FL/PNS e em 10,3% do grupo controle, revelando uma 

diferença não significante. Similarmente, a frequência dos genótipos raros do 

polimorfismo rs642961 (GA e AA) foi muito similar entre os grupos controle 

(28,6%) e FL/PNS (25,4%). Juntos, esses resultados são consistentes com 

uma falta de envolvimento dos polimorfismos rs2235371 e rs642961 no gene 

IRF6 na patogênese das FL/PNS na população brasileira (Paranaíba et al., 

2010). 

Em 2009, Marazita e colaboradores realizaram um GWAS com 820 

famílias contendo, pelo menos, um indivíduo com FL/PNS de 6 países 

(Filipinas, Colômbia, China, Índia, Turquia e Estados Unidos) e encontraram 

um forte correlação entre o polimorfismo rs2013162 e FL/PNS, especificamente 

com FL e FLP. Interessantemente, este polimorfismo demonstrou não estar em 

desequilíbrio de ligação com os 2 polimorfismos (rs2235371 e rs642961) 

originalmente associados com FL/PNS. Previamente a este primeiro GWAS, 

Park et al. (2007) avaliaram 13 polimorfismos em IRF6 e encontraram que a 

presença do alelo C do polimorfismo rs2013162 foi significantemente associado 

com um maior risco de FL/PNS em populações de Tailândia e Cingapura, mas 

não nas populações de origem européia e americana. Huang e colaboradores 

(2009) não encontraram uma associação do polimorfismo rs2013162 em uma 

população do oeste da China, enquanto que uma significante associação em 

populações da Bélgica, Itália e Estados Unidos foi observada para este mesmo 

polimorfismo (Ghassibé et al., 2005; Scapoli et al., 2005; Blanton et al., 2005). 

Salahshourifar e colaboradores (2012) também encontraram associação do 

polimorfismo rs2013162 quando analisaram diversos polimorfismos contidos 

em IRF6 em um estudo com pacientes da Malásia. Este polimorfismo obteve 

significância no estudo de Beaty e colaboradores (2010) nos trios de pais e 

filhos como um todo (50% asiáticos, 45% europeus e 5% africanos e outras 

ancestralidades) e também nos trios de origem asiática. Já outro estudo 

realizado com uma população irlandesa não encontrou associação deste 

polimorfismo com FL/PNS (Carter et al., 2010). 
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 Polimorfismos rs987525 e rs1530300 

Os polimorfismos rs987525 e rs1530300 estão localizados na região 

cromossômica 8q24. Esta região vem sendo associada à FL/PNS em diversos 

estudos (Mostowska et al., 2010; Grant et al., 2009; Birnbaum et al., 2009; 

Yildirim et al., 2012). Em um estudo realizado numa população da Europa 

Central foi analisada uma região de 640 kpb do cromossomo 8q24.21 e 

realizada a genotipagem para 146 polimorfismos, sendo que o rs987525 foi o 

mais significante em toda a amostra (Birnbaum et al., 2009). A região 8q24.21 

está associada ao desenvolvimento de vários tipos de cânceres (Tomlinson et 

al., 2007; Ghoussaini et al., 2008). No entanto, a região associada ao câncer 

está localizada a aproximadamente 1 Kpb da região de 640 kpb que tem 

demonstrado associação com FL/PNS. Os polimorfismos rs987525 e 

rs1530300 foram significantemente associados a FL/PNS no estudo de Grant e 

colaboradores (2009) realizado com uma população de descendência européia 

residindo na Filadélfia, EUA. Mostowska e colaboradores (2010) também 

encontraram associação de rs987525 com FL/PNS na população polonesa que 

estudaram. Ao estudar uma população mesoamericana (de descendência 

Maia), Rojas-Martinez e colaboradores (2010) encontraram uma significante 

associação entre rs987525 e FL/PNS. Os polimorfismos rs98757 e rs1530300, 

também, foram significantemente associados com FL/PNS em estudos na 

Estônia e Lituânia (Nikopensius et al., 2009) e Polônia (Mostowska et al., 

2010). Por outro lado, Butali e colaboradores (2011) não encontraram 

associação entre o polimorfismo rs987525 e FL/PNS em uma população da 

Nigéria, assim como, não foi encontrada associação deste polimorfismo em 

uma população do Sul da China (Xu et al., 2011). O estudo realizado por 

Blanton e colaboradores (2010) analisou famílias com descendência hispânica 

e não-hispânica branca, sendo 120 famílias com indivíduos com FL/PNS (83 

não-hispânicas brancas e 37 hispânicas) e 325 trios controles (234 não-

hispânicas brancos e 91 hispânicos), revelando uma significante correlação 

entre os polimorfismos rs1530300 e rs987525 e FL/PNS e entre estes 

polimorfismos e o polimorfismo rs642961 situado no gene IRF6. Já a 
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associação entre rs642961 e rs987525 não foi encontrada no estudo de 

Birnbaum e colaboradores (2009). 

Os mecanismos biológicos da associação entre variantes em 8q24 e 

FL/PNS são desconhecidas. É possível que rs987525 ou um polimorfismo em 

desequilíbrio de ligação afeta potenciadores tecido-específicos, alterando a 

expressão de um ou mais genes. Até o momento, genes mapeados para a 

região próxima a 8q24 inclui os genes MYC e GSDMC, os quais codificam as 

proteínas myc e melanoma-derived leucine zipper-containing extranuclear 

factor, respectivamente. A alta significância da associação de rs987525 com 

FL/PNS faz a região 8q24 um dos principais loci de susceptibilidade nas 

populações européias (Mostowska et al., 2010; Murray et al., 2012). 

 

Polimorfismos rs1443434 e rs3758249 

Embora os dois polimorfismos estejam no lócus cromossômico 9q22, 

o polimorfismo rs1443434 situa-se dentro do gene FOXE1, enquanto que o 

polimorfismo rs3758240 está localizado a 3,7 Kpb a jusante de FOXE1 no lócus 

cromossômico 9q22. A família do gene forkead (Fox), originalmente identificada 

na Drosophila, codifica fatores de transcrição com uma cadeia de ligação ao 

DNA altamente conservada de 100 aminoácidos chamada “domínio forkhead” e 

regula diversos processos de desenvolvimento em eucariotos (Lehman et al., 

2003). Nos seres humanos, as mutações do gene que codifica o fator de 

transcrição de tireóide-2 (TTF-2 ou FOXE1) estão associadas ao 

hipotireoidismo congênito, agenesia da tireóide e fenda palatina (Castanet et al. 

2002;. Dathan et al. 2002). A síndrome de Bamforth (OMIM #241850), 

caracterizada por agenesia do palato ou palato fissurado, cabelo espetado e 

atresia do canal anal, é causada por mutações em FOXE1 (Meng et al., 2012 ). 

No entanto, a regulação molecular e genética exercida por FOXE1 é em grande 

parte desconhecida (Meng et al., 2012). No estudo de Meng e colaboradores 

(2012), camundongos TTF-2 (ou FOXE1) transgênicos exibiram um fenótipo de 

FP. Além disso, verificou-se que TTF-2 foi altamente expresso no epitélio do 

bordo medial do embrião do camundongo transgênico. Estas observações 

sugerem que alterações na expressão de TTF-2 durante a palatogênese pode 
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contribuir para a formação de fissuras. Venza e colaboradores (2009) 

observaram que 45% dos pacientes com FP apresentavam um polimorfismo 

homozigoto C(-1204)G que impedia a ligação de MYF-5 a região promotora do 

gene FOXE1, afetando a sua expressão gênica. Como MYF-5 regula o sistema 

músculo-esquelético durante o desenvolvimento craniofacial e a fusão do 

palato primário e secundário, os resultados apresentados sugerem fortemente 

um envolvimento significativo de FOXE1 na ocorrência de FP. 

O primeiro estudo a demonstrar associação de rs1443434 com 

FL/PNS foi realizado com 861 famílias com FL/PNS de 6 países diferentes 

(China, Colombia, EUA, Índia, Filipinas e Turquia) (Marazita et al., 2009). 

Embora como um marcador único o polimorfismo rs3758249 não tenha 

demonstrado um resultado significante, este marcador compunha o bloco de 

haplótipos da região 9q22 que demonstrou uma significante associação com 

FL/PNS (Marazita et al., 2009). A associação do polimorfismo rs1443434 com 

FL/PNS foi posteriormente confirmada em populações da Colômbia, EUA e 

Filipinas (Moreno et al., 2009), mas nenhuma correlação foi observada em 

pacientes da Polônia (Mostowska et al., 2010), Nigéria (Butali et al., 2011) e 

famílias dos Estados Unidos, Espanha, Turquia, Guatemala e China (Letra et 

al., 2010). 

 

Polimorfismo rs7078160 

O polimorfismo rs7078160 situa-se próximo ao gene VAX1. Este 

gene está associado ao desenvolvimento ocular e em um estudo recente foi 

demonstrada sua participação como um gene causador de 

anoftalmia/microftalmia (Slavotinek et al., 2012). VAX1 regula as propriedades 

de orientação de um conjunto de células da linha média anterior que 

orquestram as trajetórias dos axônios no desenvolvimento do prosencéfalo de 

mamíferos (Bertuzzi et al., 1999). Além de possuir papel na formação do 

prosencéfalo, VAX1 também está relacionada ao desenvolvimento do nervo 

óptico (Hallonet et al., 1999). As ações de VAX1 é mediada por “sonic 

hedgehog” e suprimida pela proteína morfogenética 4 (BMP4), moléculas que 

regulam a palatogênese de mamíferos (Zhang et al., 2002; Zhao et al., 2010). 
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O primeiro estudo que demonstrou a associação do polimorfismo 

rs7078160 em VAX1 com FL/PNS foi conduzido com uma ampla amostra de 

origem européia (Mangold et al., 2010). Posteriormente, estudos com 

populações de origem mesoamericana (de descendência Maia) (Rojas-

Martinez et al., 2010), polonesa (Mostowska et al., 2012) e da Estônia 

(Nikopensius et al., 2010) corroboraram tal achado. Entretanto, o mesmo 

resultado não foi encontrado em um estudo realizado em uma população 

chinesa (Pan et al., 2011). 

 

Polimorfismo rs17085106 

O polimorfismo rs17085106 está localizado no lócus cromossômico 

18q22. O cromossomo 18 está associado à síndrome do 18q- ou síndrome de 

Grouchy (OMIM #601808), que é caracterizada por retardo mental variando de 

leve a moderado, atraso no desenvolvimento, deficiência do hormônio do 

crescimento (OMIM #139250), dimorfismo craniofacial, perda auditiva, 

anormalidades na massa branca do cérebro, anomalias dos membros, 

malformações do aparelho geniturinário, defeitos no coração e deficiência de 

IgA (OMIM #137100). As malformações orofaciais são uma característica 

comum da síndrome e incluem FL/P, hipoplasia do terço médio da face, ângulo 

da boca voltado para baixo, prognatismo, ponte nasal plana, fissuras palpebrais 

oblíquas, orelhas mal formadas e conduto auditivo externo atrésico ou estreito 

(OMIM #607842). Dois loci localizados no braço longo do cromossomo 18 

podem contribuir para a expressão das fendas orofaciais em pacientes com 

esta síndrome (Dostal et al., 2009). A primeira região está localizada em 

18q21.1 e foi identificada em famílias européias segregando FL/P em um 

padrão autossômico. A segunda região, com 5,4 Mpb, foi descrita em 18q22.3 

(Marazita et al., 2002b). Esta região foi mapeada entre marcadores genéticos 

ATA82B02 e D18S844 como resultado da análise de ligação do genoma em 

famílias chinesas com FL/PNS sem alteração do cariótipo. Importante notar 

que ambas as regiões críticas para FL/P em indivíduos 18q- e para FL/PNS em 

famílias chineses, residem em regiões de sobreposição dentro da mesma 

banda cromossômica 18q22.3. 
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Em um estudo realizado por Grant e colaboradores (2009) com uma 

população de descendência européia da Filadélfia, o polimorfismo rs17085106 

obteve forte associação a FL/PNS com um valor de OR de 4,07 (95% IC: 2,37-

7,00; p=0,019). Nenhum estudo validou tal achado até o momento. 

 

Polimorfismo rs13041247 

O polimorfismo rs13041247 situa-se próximo ao gene MAFB. A 

família do fator de transcrição MAF apresenta função de zíper de leucina 

(Wang et al., 1999). Os membros desta família são nomeados após v-Maf, o 

componente oncogênico do retrovírus aviário AS42 isolado originalmente de 

um fibrossarcoma músculo-aponeurótico espontâneo (MAF) de frango. Análise 

em camundongos demonstrou um papel importante de MAFB e MAFA na 

formação e função das células β das ilhotas pancreáticas, com MAFB sendo 

necessário durante o seu desenvolvimento (Hang & Stein, 2011). MAFB 

também controla a identidade segmentar do rombencéfalo (Hang & Stein, 

2011). Além disso, MAFB desempenha papéis cruciais em uma variedade de 

outros processos de diferenciação celular, inclusive em podócitos renais, 

macrófagos, timo, interneurônios e sistema hematopoiético (Yang & Cvekl, 

2007). As proteínas da família MAF podem transformar células primárias e 

servem como oncogenes em neoplasias malignas humanas, especificamente a 

proteína de MAFB demonstra estar associada ao mieloma múltiplo (Hang & 

Stein, 2011). 

Beaty e colaboradores (2010) foram os primeiros a demonstrar a 

associação do polimorfismo rs13041247 com FL/PNS em indivíduos de 

ancestralidade asiática. A associação deste polimorfismo com populações de 

origem asiática foi posteriormente confirmada (Pan et al., 2011; Huang et al., 

2012), enquanto que não foi encontrada significância com uma população da 

Nigéria (Butali et al., 2011). 
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2.5. Ancestralidade e a sua Influência em Estudos com Polimorfismos 

Genéticos 

Em países com uma história recente de imigração e miscigenação, 

como o Brasil, a composição (mistura) étnica pode ter um forte efeito sobre a 

contribuição genética em doenças multifatoriais como é o caso da FL/PNS. A 

população brasileira foi formada por sucessivas ondas migratórias. Povos 

ameríndios ocupavam o território brasileiro quando os portugueses chegaram 

em 1500 e colonizaram o país e, entre os séculos XVI e XIX, os africanos 

foram trazidos ao Brasil como escravos. Além dos portugueses, outras ondas 

migratórias ocorreram nos séculos 19 e 20, principalmente com a vinda de 

italianos, alemães e espanhóis (Salzano & Bortolini, 2002). Todos estes 

eventos migratórios contribuíram para a formação de uma população 

multiétnica e altamente miscigenada. Essa heterogeneidade foi documentada 

em vários estudos genéticos que utilizaram marcadores uniparentais ou 

autossômicos para demonstrar um típico (embora não seja um padrão 

uniforme) perfil tri-étnico (Europeu, Africano e Ameríndio) da população 

brasileira. Sendo um país com dimensões geográficas expressivas, o processo 

de colonização e imigração não correu de maneira uniforme quando se 

compara as diferentes diversas regiões geográficas do país. Enquanto que no 

Nordeste do país a contribuição africana é alta e na região Norte a contribuição 

dos nativos americanos é marcante, a influência de ameríndios e africanos na 

região Sul é bem menos pronunciada (Salzano & Bortolini, 2002; Callegari-

Jacques et al., 2003; Zembrzuski et al., 2006; Leite et al., 2008; Leite et al., 

2009). Contudo, em um estudo recente foi demonstrado que independente da 

região do país, a contribuição européia é a mais prevalente provavelmente 

devido a imigração de 6 milhões de europeus durante os séculos 19 e 20 em 

um fenômeno descrito com “branqueamento” do Brasil (Pena et al., 2011). 

Considerando as doenças de origem multifatorial como as FL/PNS, a 

principal influência da composição genética da população está em estudos 

caso-controle, que são geralmente os mais utilizados. Diferenças entre os 

grupos podem induzir interpretações errôneas dos resultados, dificultando a 

visão global e o melhor conhecimento da doença. Tradicionalmente os estudos 
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tendem a controlar os grupos (pareá-los) quanto à raça/etnia pela cor de pele. 

Contudo, nem a cor da pele ou características associadas (estilo do cabelo, 

formato do nariz e espessura do lábio) nem a região de origem podem 

adequadamente diferenciar uma população miscigenada (Parra et al., 1998; 

Parra et al., 2003; Pena & Bortolini, 2004). Por exemplo, 87% dos brasileiros 

apresentam mais de 10% de ancestralidade africana e 48% dos 

afrodescendentes brasileiros se autoclassificam como brancos (Parra et al., 

1998; Parra et al., 2003; Pena & Bortolini, 2004). Um bom exemplo que a etnia 

tem papel importante na relação polimorfismo e FL/PNS é MTHFR, em 

particular o polimorfismo rs1801133. Contudo, existem muitos outros exemplos 

que poderiam ter sido utilizados para explicar tal influência. 

O polimorfismo rs1801133 resulta na substituição de um aminoácido 

alanina por uma valina na posição 222 do produto protéico (c.677C>T, 

Ala222Val) e na presença do alelo T, a atividade da enzima MTHFR é 

reduzida, diminuindo a conversão do 5,10-CH2THF em 5-CH3THF e, 

conseqüentemente, aumentando a quantidade de 5,10-CH2THF disponível 

para a síntese de pirimidinas, reduzindo desta forma possíveis danos na 

síntese de DNA (Brockton, 2006). Este polimorfismo tem sido amplamente 

estudado como fator de risco para FL/PNS, porém os resultados são 

controversos. A presença do alelo variante T aumentou, reduziu ou até mesmo 

não apresentou nenhuma correlação com o desenvolvimento de FL/PNS em 

diferentes populações e as diferenças entre os grupos étnicos podem ter 

contribuído para tal divergência de resultados. Zhu e colaboradores (2006) 

revelaram uma associação distinta deste polimorfismo entre populações 

chinesas com etnias diferentes. Uma associação entre o alelo T e o risco de 

desenvolvimento de fissura foi observada na população do Norte da China, 

mas nenhuma correlação foi observada na população sulista. Este mesmo 

efeito é observado em grupos europeus com etnia diferentes. Enquanto o 

polimorfismo rs180113 não apresentou nenhum efeito na população da Europa 

Central (origem em países como Alemanha, Áustria, Suíça, Bélgica, Holanda, 

Luxemburgo, Polônia, Republica Checa, Eslováquia, entre outros) (Reutter et 

al., 2008), uma forte associação entre o alelo raro T e um risco aumentado para 
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FL/PNS foi observada na Itália (Pezzetti et al., 2004). Uma ausência de 

associação também foi reportada em pacientes com FL/PNS da Noruega, um 

país escandinavo com baixa miscigenação étnica (Boyles et al., 2008). Uma 

falta de associação entre a variante T e o surgimento de FL/PNS também foi 

demonstrado em 2 estudos com populações brasileiras (Gaspar et al., 1999; 

Brandalize et al., 2007). 

O polimorfismo rs987525 em 8q24 é outro bom exemplo da 

influência étnica na associação com FL/PNS. A presença do alelo de risco C 

neste polimorfismo foi significantemente correlacionada com um risco para 

desenvolvimento de FL/PNS em indivíduos de origem européia, incluindo 

Alemanha, Estônia, Lituânia e Polônia e descendentes de europeus morando 

nos Estados Unidos (Birnbaum et al., 2009; Grant et al., 2009; Nikopensius et 

al., 2009; Beaty et al., 2010; Mostowska et al., 2010). Por outro lado, indivíduos 

de origem asiática ou africana não demonstram risco aumentado na presença 

do alelo de risco C (Beaty et al., 2010; Hikida et al., 2011; Weatherley-White et 

al., 2011; Xu et al., 2011). 
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3. PROPOSIÇÃO 

 
O objetivo geral deste projeto foi identificar polimorfismos genéticos 

de predisposição as FL/PNS. Para tanto, nos propusemos a desenvolver um 

estudo caso-controle com os seguintes objetivos específicos: 

 

1. Comparar a frequência alélica e genotípica dos polimorfismos 

rs987525, rs1443434, rs3758249, rs1530300, rs2013162, rs7078160, 

rs17085106, rs560426 e rs13041247 entre indivíduos com FL/PNS e indivíduos 

clinicamente normais. 

 

2. Caracterizar as amostras do grupo controle e de pacientes com 

FL/PNS quanto à ancestralidade européia, africana ou indígena por meio de 

um painel de INDELs e corrigir o efeito da miscigenação étnica da população 

na associação com os polimorfismos genéticos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo 

com as normas relativas à ética em pesquisa envolvendo seres humanos, após 

deliberação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de 

Piracicaba - UNICAMP (processo 122/2010; anexo 1). 

 

4.2. População 

As amostras foram divididas em 2 grupos: grupo controle, que foi 

constituído por amostras de 338 indivíduos clinicamente normais, e grupo 

FL/PNS, composto por amostras de 345 pacientes com FL/PNS. Ambos os 

grupos apresentavam indivíduos sem histórico familiar de síndromes, FL/P ou 

ainda qualquer alteração congênita. Todas as amostras dos pacientes foram 

obtidas na Universidade de Alfenas (UNIFENAS), Minas Gerais. As amostras 

do grupo FL/PNS foram obtidas no Centro de Reabilitação de Anomalias 

Craniofaciais da Universidade de Alfenas (Centro Pró-Sorriso - Centrinho) 

durante o tratamento odontológico oferecido aos indivíduos fissurados. Todos 

os pacientes deste grupo foram examinados pela Equipe Multidisciplinar 

(pediatra, cirurgião-plástico, estomatologistas, fonoaudiólogo, psicólogo, 

fisioterapeuta, enfermeiras, nutricionistas, ortodontistas) do referido Centro, não 

revelando outra alteração sistêmica em associação à FL/PNS. A coleta das 

amostras do grupo controle procedeu-se na Clínica de Graduação desta 

mesma instituição durante o tratamento odontológico, oferecido a pacientes 

que procuraram por atendimento. 

 

4.3. Seleção dos Polimorfismos Gênicos 

Nove polimorfismos genéticos foram selecionados para serem 

investigados neste estudo pelo fato de terem sido fortemente correlacionados 

às FL/PNS em estudos prévios (Birnbaum et al., 2009; Grant et al., 2009; 

Mangold et al., 2009; Marazita et al., 2009; Mangold et al., 2010; Beaty et al., 

2010), por apresentarem distribuição diferencial dos alelos em diferentes 

populações e por não existirem estudos na literatura envolvendo a população 
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brasileira. As características dos polimorfismos genéticos deste estudo estão 

descritas na Tabela 1, incluindo a frequência de cada alelo ancestral em 3 

populações de etnias diferentes, conforme o banco genético (HapMap). 

 

4.4. Coleta das Amostras para Análise dos Polimorfismos 

Previamente à coleta, todos os voluntários ou seus responsáveis 

foram informados do propósito do estudo e solicitados à assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido de participação. As amostras de células 

bucais foram coletadas por meio de um bochecho, por 60 s, de 5 ml de solução 

de sacarose a 3%. O conteúdo resultante do bochecho foi transferido para um 

tubo de 15 ml, o qual continha o volume de 5 ml de uma solução 66% alcoólica 

contendo 17 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM NaCl e 7 mM EDTA. 

 

4.5. Isolamento do DNA 

No laboratório, a cada tubo foi adicionada água destilada e 

deionizada autoclavada q.s.p. 15 ml. Após centrifugação e descarte do 

sobrenadante, o precipitado foi lavado em solução aquosa, contendo 17 mM 

Tris-HCl pH 8, 50 mM NaCl e 7 mM EDTA. Novamente o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi ressuspendido em solução de lise contendo 10 

mM Tris-HCl pH 8, 0,5% dodecil sulfato de sódio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 μg de 

proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubado a 50ºC em movimento 

contínuo semicircular. Após 16 h de incubação, foram adicionados 500 μl de 

uma solução aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 M acetato de amônio. A mistura foi 

centrifugada por 10 min a 12.000 g a 4ºC. O precipitado de DNA foi lavado com 

70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), seco e ressuspendido em 

tampão Tris-EDTA (TE Buffer). A concentração e pureza das amostras foram 

determinadas por espectrofotometria a 260 e 280 nm (espectrofotômetro 

Genesys 2, Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA). 
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4.6. Genotipagem pelo Método de Discriminação Alélica com Sondas 

Fluorescentes 

A análise foi realizada no equipamento StepOnePlus (Applied 

Biosystems) em uma reação de 8 µl contendo 4 µl de 2x Genotyping Master 

Mix, 0,2 µl da mistura de primers e sondas e 2 ng DNA, os quais foram diluídos 

em 3,8 µl de água livre de DNase e RNase. Os parâmetros de amplificação 

foram: 1 ciclo de 30 s a 60°C e 10 min a 95°C (desnaturação inicial) e 40 ciclos 

de 15 s a 92°C e 1 min a 60°C (estágio de amplificação), os quais foram 

seguidos por 1 ciclo de 30 s a 60°C. Para validação dos resultados, a reação 

para cada polimorfismo foi repetida em 10% das amostras que foram 

aleatoriamente escolhidas. 

 

4.7. Genotipagem dos Marcadores de Ancestralidade 

Os 40 polimorfismos de inserção e deleção informativos de 

ancestralidade descritos por Bastos-Rodrigues e colaboradores (2006) foram 

utilizados neste estudo. Em essência, as reações de PCR multiplex foram 

realizadas com 5 a 7 pares de primers por reação, escolhidos com base no 

tamanho dos alelos. A cada primer forward foi adicionada uma cauda de M13 

(Schuelke, 2000) e um primer forward complementar a M13 ligado ao fluoróforo 

FAM foi também utilizado. A reação, de volume final de 10 µl, consistiu de 1 µl 

10X PCR Buffer, 0,8 µl dNTPs (2,5 mM), 0,2 µl Taq polimerase (5 U/ml), 4,95 l 

H2O Milli-Q, 2 µl DNA (50 ng) e 0,75 µl da mistura de primers. A mistura de 

primers continha 33 µM da mistura de primers forward específicos (partes 

iguais de cada um), 100 µM do primer forward complementar a M13 ligado ao 

fluoróforo FAM e 100 µM da mistura de primers reverse (partes iguais). As 

reações foram realizadas nas seguintes condições: 1 ciclo de 94ºC por 5 min, 

30 ciclos de 94ºC por 30 s, 55ºC por 45 e 72ºC 45 s, 9 ciclos de 94ºC por 30 s, 

53ºC por 45 s e 72ºC 45 s, seguido por final extensão a 72ºC por 30 min. Após 

as reações de amplificação, os produtos foram diluídos para subsequente 

análise no sequenciador automático ABI3500 DNA Analyser (Applied 

Biosystems). A reação consistirá em 8,925 µl de Formamida HI-DI, 0,075 µl do 

marcador de peso molecular GS600 e 2 µl do produto da PCR diluído 10 vezes. 
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A análise dos fragmentos foi realizada com o programa GeneMapper 

Software Version 4.0. 

 

4.8. Análise Estatística 

A existência de equilíbrio de Hardy-Weinberg foi avaliada em toda a 

amostra e individualmente por grupo (Rodriguez et al., 2009) e as diferenças na 

frequência dos alelos e genótipos em um modo de herança não-restrito foram 

comparadas pelo teste de qui-quadrado. O cálculo do risco de recorrência 

(odds ratio, OR) com intervalo de confiança (IC) em 95% foi realizado para 

estimar o risco de cada fator na ocorrência da FL/PNS (Prism 6 for Windows, 

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Análises de haplótipos foram 

calculadas a partir dos dados primários dos genótipos com o uso do Programa 

Haploview (http://broad.mit.edu/mpg/haploview). 

Para a análise da correção de ancestralidade, os programas 

Structure e STRAT foram utilizados. O primeiro investiga a presença de 

estrutura populacional e infere por análise bayesiana a presença de 

componentes de diferentes populações ancestrais nos indivíduos (Pritchard et 

al. 2000a). Em nossa análise, foi assumido uma população com 3 origens 

(K=3), Européia, Africana e Ameríndia. O programa STRAT utiliza os dados 

gerados pelo Structure referentes às contribuições das populações ancestrais 

para cada indivíduo para aplicar correção estatística ao teste de associação 

entre casos e controles (Pritchard et al. 2000b). 

Em nossas comparações, p0,05 foi utilizado como indicativo de 

diferença estatisticamente significante. 
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Tabela 1. Descrição dos polimorfismos genéticos deste estudo. 

Polimorfismo Cromossomo Gene Alelos Frequência do Alelo Ancestral 
    População Européiaa População Asiáticab População Africanac 

rs560426 1p22.1 ABCA4* Ancestral: A 
Variante: G 

49,6% 67,4% 53,1% 

rs2013162 1q32 IRF6 Ancestral: C 
Variante: A 

65,2% 50,0% 75,2% 

rs987525 8q24 Região 
intergênica 

Ancestral: A 
Variante: C 

22,1% 4,8% 65,5% 

rs1530300 8q24 Região 
intergênica 

Ancestral: T 
Variante: C 

69,2% 97,7% 88,9% 

rs1443434 9q22 FOXE1 Ancestral: G 
Variante: T 

42,0% 19,8% 30,1% 

rs3758249 9q22 FOXE1* Ancestral: A 
Variante: G 

46,6% 18,9% 27,5% 

rs7078160 10q25.3 VAX1* Ancestral: G 
Variante: A 

83,2% 57,0% 79,2% 

rs17085106 18q22  Ancestral: G 
Variante: T 

98,6% 100% 80,5% 

rs13041247 20q12 MAFB* Ambiguidade: T 
Variante: C 

59,7% 41,9% 77,4% 

Fonte: http:// http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp 
a HapMap-CEU 
b HapMap-HCB 
c HapMap-YRI 
* Região intergênica, próxima ao gene 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Características Gerais dos Grupos 

O grupo FL/PNS foi composto por 345 pacientes com FL/PNS, dos 

quais 186 (54%) foram do gênero masculino e 159 (46%) do gênero feminino. 

Quanto ao tipo de fissura, 197 (57,1%) pacientes apresentaram FLP, 79 (20%) 

FL e 69 (%) FP. O grupo controle foi composto por 338 indivíduos normais, dos 

quais 187 (55,3%) foram do gênero feminino e 151 (44,7%) do gênero 

masculino. 

 

5.2. Frequência Alélica e Genotípica dos Polimorfismos 

Os 2 alelos e os 3 possíveis genótipos de cada um dos 9 

polimorfismos deste estudo foram encontrados na amostra estudada (Tabelas 

2 e 3). A Tabela 4 demonstra o resultado do cálculo do equilíbrio de Hardy-

Weinberg para a amostra como um todo e individualmente para cada um dos 

grupos. Uma significante correlação entre os polimorfismos rs987525, 

rs560426 e rs1530300 e o grupo FL/PNS foi observada. 

Para o polimorfismo rs987525, o alelo C foi o mais frequente na 

população brasileira, sendo encontrado em uma frequência significantemente 

maior no grupo controle (72%) quando comparado com o grupo FL/PNS 

(59,1%) (Tabela 2). Assim, comparado ao alelo C, a presença do alelo A 

demonstrou ser um fator de risco para FL/PNS com um OR de 1,78 (95% IC: 

1,42-2,74; p=0,0000001). Isso foi confirmado pelas frequências dos genótipos 

CA e AA foram significantemente maior no grupo FL/PNS em comparação com 

o grupo controle (p=0,00004; Tabela 3). O risco de ocorrência de FL/PNS para 

um indivíduo heterozigoto (CA) foi de 1,98 vezes (95% IC: 1,42-2,47) maior 

comparado com um indivíduo homozigoto CC, enquanto que o risco para um 

indivíduo AA foi ainda maior, OR de 2,73 (95% IC: 1,67-4,46; Tabela 3). A 

distribuição dos genótipos para o polimorfismo rs987525 respeitou o equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (Tabela 4). 

O alelo A do polimorfismo rs560426 foi o mais comum na população 

estudada com uma frequência de aproximadamente 55% (Tabela 2). O alelo G 
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deste polimorfismo foi encontrado em uma frequência significantemente maior 

no grupo FL/PNS que no grupo controle (p=0,0008), gerando um OR de 1,44 

(IC 95%: 1,16-1,78; Tabela 2). O genótipo heterozigoto AG foi o mais 

prevalente na população estudada, sendo encontrado em uma frequência 

significantemente maior no grupo FL/PNS comparado ao grupo controle 

(p=0,03; OR: 1,46; 95% IC: 1,03-2,07). O genótipo GG também foi 

significantemente mais frequente no grupo FL/PNS comparado ao grupo 

controle, com um OR de 1,98 (95% IC: 1,29-3,01; p=0,001; Tabela 3). A 

distribuição dos genótipos para o polimorfismo rs560426 está em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (Tabela 4). 

Para o lócus polimórfico rs1530300, o alelo T foi o mais comum, 

sendo encontrado em 73,7% e 62,3% dos indivíduos dos grupos controle e 

FL/PNS, respectivamente (Tabela 2). O alelo C foi significantemente 

correlacionado com o grupo FL/PNS, indicando que o portador deste alelo 

apresenta um risco de 1,69 vezes maior de manifestar a FL/PNS que o 

indivíduo que carrega o alelo ancestral T (p=0,000007; OR: 1,69; 95% IC: 1,34-

2,13; Tabela 2). Indivíduos com o genótipo TT foram mais frequentes em 

ambos os grupos, enquanto que indivíduos com o genótipo CC foram 

significantemente mais frequentes no grupo FL/PNS que no grupo controle 

(p=0,000002). O risco de um indivíduo CC ser afetado por FL/PNS foi de 3,27 

vezes maior que um indivíduo TT (95% IC: 1,98-5,38; Tabela 3). A distribuição 

dos genótipos da amostra como um todo não respeitou o equilíbrio de Hardy-

Weinberg (p=0,000002; Tabela 4). Contudo, esta derivação foi conduzida pelas 

amostras do grupo FL/PNS (p=0,000004) e não pelas amostras do grupo 

controle (p=0,47), fortalecendo a associação deste polimorfismo genético com 

o desenvolvimento de FL/PNS. 
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Tabela 2. Distribuição alélica dos polimorfismos genéticos investigados nos 

grupos controle e FL/PNS. 

Polimorfismo Grupo Controle 
n (%) 

Grupo FL/PNS 
n (%) 

OR (95% IC) Valor de p 

rs560426     

A 400 (59,2) 345 (50,1) Referência  

G 276 (40,8) 343 (49,9) 1,44 (1,16-1,78) 0,0008 

rs2013162     

C 460 (68,0) 467 (68,9) Referência  

A 216 (32,0) 211 (31,1) 0,96 (0,76-1,21) 0,74 

rs987525     
C 487 (72,0) 404 (59,1) Referência  

A 189 (28,0) 280 (40,9) 1,78 (1,42-2,24) 0,0000001 

rs1530300     

T 498 (73,7) 421 (62,3) Referência  

C 178 (26,3) 255 (37,7) 1,69 (1,34-2,13) 0,000007 

rs1443434     

T 435 (64,3) 459 (66,7) Referência  

G 241 (35,7) 229 (33,3) 0,90 (0,72-1,12) 0,35 

rs3758249     

G 431 (63,8) 464 (67,8) Referência  

A 245 (36,2) 220 (32,2) 0,83 (0,66-1,04) 0,11 

rs7078160     
G 546 (80,8) 547 (80,0) Referência  

A 130 (19,2) 137 (20,0) 1,05 (0,80-1,37) 0,71 

rs17085106     

G 653 (96,6) 652 (97,0) Referência  

T 23 (3,4) 20 (3,0) 0,87 (0,47-1,60) 0,65 

rs13041247     

T 435 (64,3) 478 (69,3) Referência  

C 241 (35,7) 212 (30,7) 0,80 (0,64-1,00) 0,05 
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Tabela 3. Frequência genotípica dos polimorfismos investigados nos grupos 

controle e FL/PNS. 

Polimorfismo Grupo Controle 
n (%) 

Grupo FL/PNS 
n (%) 

OR (95% IC) Valor de p 

rs560426     

AA 124 (36,7) 91 (26,5) Referência  

AG 152 (45,0) 163 (47,3) 1,46 (1,03-2,07) 0,03 

GG 62 (18,3) 90 (26,2) 1,98 (1,29-3,01) 0,001 

rs2013162     

CC 157 (46,4) 167 (49,3) Referência  

CA 146 (43,2) 133 (39,2) 0,85 (0,62-1,18) 0,34 

AA 35 (10,4) 39 (11,5) 1,05 (0,63-1,73) 0,85 

rs987525     
CC 181 (53,5) 120 (35,0) Referência  

CA 125 (37) 164 (48,0) 1,98 (1,42-2,74) 0,00004 

AA 32 (9,5) 58 (17,0) 2,73 (1,67-4,46) 0,00004 

rs1530300     

TT 186 (55,0) 153 (45,3) Referência  

TC 126 (37,3) 115 (34,0) 1,11 (0,79-1,54) 0,53 

CC 26 (7,7) 70 (20,7) 3,27 (1,98-5,38) 0,000002 

rs1443434     

TT 143 (42,3) 163 (47,4) Referência  

GT 149 (44,1) 133 (38,6) 0,78 (0,56-1,08) 0,14 
GG 46 (13,6) 48 (14,0) 0,91 (0,57-1,45) 0,71 

rs3758249     

GG 142 (42,0) 163 (47,7) Referência  

GT 147 (43,5) 138 (40,3) 0,82 (0,59-1,13) 0,22 

AA 49 (14,5) 41 (12,0) 0,73 (0,45-1,17) 0,18 

rs7078160     

GG 225 (66,6) 213 (62,3) Referência  

GA 96 (28,4) 121 (35,4) 1,33 (0,96-1,84) 0,08 

AA 17 (5,0) 8 (2,3) 0,49 (0,21-1,17) 0,10 

rs17085106     

GG 316 (93,5) 317 (94,3) Referência  

GT 21 (6,2) 18 (5,4) 0,85 (0,44-1,63) 0,63 

TT 1 (0,3) 1 (0,3) 0,99 (0,06-16,01) 0,99 

rs13041247     

TT 137 (40,5) 169 (49,3) Referência  

TC 161 (47,7) 136 (39,6) 0,68 (0,49-0,94) 0,02 

CC 40 (11,8) 38 (11,1) 0,77 (0,47-1,27) 0,30 
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Tabela 4. Cálculo do equilíbrio de Hardy-Weinberg para os grupos controle e 

FL/PNS e para a amostra total. 

Polimorfismo Grupo Controle 

x2 / valor de p 

Grupo FL/PNS 

x2 / valor de p 

Total 

x2 / valor de p 

rs560426 1,62 / 0,20 0,94 / 0,33 3,18 / 0,07 

rs2013162 0,02 / 0,89 2,44 / 0,12 1,41 / 0,23 

rs987525 2,3 / 0,13 0,002 / 0,89 2,4 / 0,12 

rs1530300 0,52 / 0,47 25,72 / 0,000004 22,19 / 0,000002 

rs1443434 0,52 / 0,47 5,76 / 0,02 4,88 / 0,03 

rs3758249 1,94 / 0,16 1,17 / 0,28 3,21 / 0,07 

rs7078160 2,48 / 0,11 3,73 / 0,053 0,09 / 0,33 

rs17085106 1,01 / 0,31 1,76 / 0,18 2,69 / 0,10 

rs13041247 0,49 / 0,48 1,76 / 0,18 0,21 / 0,65 
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5.3. Análise dos Haplótipos dos Polimorfismos rs987525 e rs1530300 

Como os loci polimórficos rs987525 e rs1530300 estão localizados 

na região 8q24 a uma distância de aproximadamente 26 Kbp entre eles e 

ambos demonstraram conter alelos de suscetibilidade para FL/PNS, nós 

avaliamos a distribuição dos haplótipos destes 2 polimorfismos entre os grupos 

controle e FL/PNS. Como esperado, o haplótipo formado pelos alelos C-T 

(alelo C do polimorfismo rs987525 e alelo T do polimorfismo rs1530300) foi o 

mais frequente na população analisada (Tabela 5), revelando um desequilíbrio 

de ligação de r²=0,79 e D’=0,94. Interessantemente, os 2 alelos de risco (A do 

polimorfismo rs987525 e C do polimorfismo rs1530300) segregaram como um 

haplótipo em uma frequência significantemente maior no grupo FL/PNS 

comparado com o grupo controle (p=0,0002; Tabela 5). Indivíduos com o 

haplótipo A-C apresentaram um risco de 1,75 vezes maior de apresentar 

FL/PNS que um indivíduo contendo o haplótipo C-T (OR: 1,75; 95% IC: 1,29-

2,35; Tabela 5). 

 

Tabela 5. Distribuição dos haplótipos dos polimorfismos rs987525 e rs1530300 

localizados na região 8q24. 

Haplótipo* Grupo Controle Grupo FL/PNS OR (95% IC) Valor de p 

C-T 43,9% 35,1% Referência  

A-T 20,1% 22% 1,37 (1,03-1,83) 0,03 

C-C 19,5% 19,6% 1,26 (0,94-1,70) 0,12 

A-C 16,5% 23,3% 1,75 (1,29-2,35) 0,0002 

*Seqüência dos polimorfismos: rs987525 e rs1530300. 

 

5.4. Distribuição dos Polimorfismos Genéticos em Relação ao Tipo de 

Fissura 

Os polimorfismos rs987525, rs560426 e rs1530300 correlacionaram 

significantemente com a frequência de FL (Tabela 6). O alelo A do polimorfismo 

rs987525 foi significantemente mais frequente no grupo FL comparado com o 

grupo controle (p=0,0004), indicando um OR de 1,89 (95% IC: 1,32-2,71). Em 

relação ao polimorfismo rs560426, o alelo de risco G foi significantemente 
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correlacionado com FL com um OR de 1,73 (p=0,002; 95% IC: 1,22-2,45). O 

alelo C do polimorfismo rs1530300 também foi significantemente 

correlacionado com o grupo FL (p=0,001; OR: 1,83; 95% IC: 1,27-2,64). 

Os polimorfismos rs987525, rs560426 e rs1530300 também foram 

significantemente correlacionados com FLP (Tabela 7). O alelo A do 

polimorfismo rs987525 foi significantemente mais frequente no grupo FLP 

comparado ao controle (p=0,000001) e a sua presença demonstrou ser um 

fator de risco para FL/PNS com um OR de 1,92 (95% IC: 1,48-2,50). O alelo G 

do polimorfismo rs560426 foi encontrado em uma frequência significantemente 

maior no grupo FLP que no grupo controle (p=0,003), gerando um OR de 1,46 

(IC 95%: 1,13-1,88). Para o polimorfismo rs1530300, o alelo C foi 

significantemente correlacionado com o grupo FLP (p=0,00002), revelando que 

um indivíduo com este alelo apresenta um risco de 1,78 vezes maior de 

apresentar uma FLP comparado ao indivíduo que carrega o alelo T (95% IC: 

1,36-2,32). 

Nenhuma correlação significante entre os polimorfismos deste 

estudo e a FP foi obsevada (Tabela 8). 
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Tabela 6. Frequência alélica dos polimorfismos investigados nos grupos 

controle e FL. 

Polimorfismo Grupo Controle 
n (%) 

Grupo FL 
n (%) 

OR (95% IC) Valor de 
p 

rs560426     
A 400 (59,2) 72 (45,6) Referencia  
G 276 (40,8) 86 (54,4) 1,73 (1,22-2,45) 0,002 

rs2013162     
C 460 (68) 109 (70,8) Referencia  
A 216 (32) 45 (29,2) 0,88 (0,60-1,29) 0,51 

rs987525     
C 487 (72) 91 (57,6) Referencia  
A 189 (28) 67 (42,4) 1,89 (1,32-2,71) 0,0004 

rs1530300     
T 498 (73,7) 93 (60,4) Referencia  
C 178 (26,3) 61 (39,6) 1,83 (1,27-2,64) 0,001 

rs1443434     
T 435 (64,3) 97 (61,4) Referencia  
G 241 (35,7) 61 (38,6) 1,13 (0,79-1,62) 0,48 

rs3758249     
G 431 (63,8) 97 (62,2) Referencia  
A 245 (36,2) 59 (37,8) 1,07 (0,74-1,53) 0,71 

rs7078160     
G 546 (80,8) 129 (81,6) Referencia  
A 130 (19,2) 29 (18,4) 0,94 (0,60-1,47) 0,80 

rs17085106     
G 653 (96,6) 146 (96,1) Referencia  
T 23 (3,4) 6 (3,9) 1,16 (0,46-2,91) 0,74 

rs13041247     
T 435 (64,3) 110 (70,5) Referencia  
C 241 (35,7) 46 (29,5) 0,75 (0,51-1,10) 0,14 
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Tabela 7. Frequência alélica dos polimorfismos investigados nos grupos 

controle e FLP. 

Polimorfismo Grupo Controle 
n (%) 

Grupo FLP 
n (%) 

OR (95% IC) Valor de 
p 

rs560426     
A 400 (59,2) 195 (49,7) Referencia  
G 276 (40,8) 197 (50,3) 1,46 (1,13-1,88) 0,003 

rs2013162     
C 460 (68) 264 (68,4) Referencia  
A 216 (32) 122 (31,6) 0,98 (0,75-1,28) 0,91 

rs987525     
C 487 (72) 222 (57,2) Referencia  
A 189 (28) 166 (42,8) 1,92 (1,48-2,50) 0,000001 

rs1530300     
T 498 (73,7) 237 (61,1) Referencia  
C 178 (26,3) 151 (38,9) 1,78 (1,36-2,32) 0,00002 

rs1443434     
T 435 (64,3) 266 (67,9) Referencia  
G 241 (35,7) 126 (32,1) 0,85 (0,65-1,11) 0,24 

rs3758249     
G 431 (63,8) 271 (69,1) Referencia  
A 245 (36,2) 121 (30,9) 0,78 (0,60-1,02) 0,07 

rs7078160     
G 546 (80,8) 309 (79,6) Referencia  
A 130 (19,2) 79 (20,4) 1,07 (0,78-1,46) 0,65 

rs17085106     
G 653 (96,6) 374 (97,4) Referencia  
T 23 (3,4) 10 (2,6) 0,76 (0,35-1,61) 0,47 

rs13041247     
T 435 (64,3) 269 (68,6) Referencia  
C 241 (35,7) 123 (31,4) 0,82 (0,63-1,07) 0,15 
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Tabela 8. Frequência alélica dos polimorfismos investigados nos grupos 

controle e FP. 

Polimorfismo Grupo Controle 
n (%) 

Grupo FP 
n (%) 

OR (95% IC) Valor de 
p 

rs560426     
A 400 (59,2) 78 (56,5) Referência  
G 276 (40,8) 60 (43,5) 1,11 (0,77-1,61) 0,56 

rs2013162     
C 460 (68) 94 (68,1) Referência  
A 216 (32) 44 (31,9) 0,99 (0,67-1,47) 0,98 

rs987525     
C 487 (72) 91 (65,9) Referência  
A 189 (28) 47 (34,1) 1,33 (0,90-1,96) 0,15 

rs1530300     
T 498 (73,7) 91 (67,9) Referência  
C 178 (26,3) 43 (32,1) 1,32 (0,88-1,97) 0,17 

rs1443434     
T 435 (64,3) 96 (69,6) Referência  
G 241 (35,7) 42 (30,4) 0,79 (0,53-1,17) 0,24 

rs3758249     
G 431 (63,8) 96 (70,6) Referência  
A 245 (36,2) 40 (29,4) 0,73 (0,49-1,09) 0,13 

rs7078160     
G 546 (80,8) 109 (79) Referência  
A 130 (19,2) 29 (21) 1,11 (0,71-1,75) 0,63 

rs17085106     
G 653 (96,6) 132 (97,1) Referência  
T 23 (3,4) 4 (2,9) 0,86 (0,29-2,53) 0,78 

rs13041247     
T 435 (64,3) 95 (68,8) Referência  
C 241 (35,7) 43 (31,2) 0,81 (0,55-1,21) 0,31 
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5.5. Análise Estruturada pela Ancestralidade dos Polimorfismos 

Genéticos 

Com um filtro de 80% (isto é, incluímos amostras onde foi possível 

analisar pelo menos 32 marcadores), nós consideramos satisfatória a 

caracterização da ancestralidade de 235 indivíduos do grupo controle e 223 

pacientes com FL/PNS. Em ambos os grupos, a principal contribuição foi a de 

origem Européia. Na média, o grupo controle foi composto por 72,8% de 

ancestralidade Européia, 20,4% por ancestralidade Africana e 6,8% de 

ancestralidade Ameríndia (Tabela 8). O grupo FL/PNS demonstrou 68,8% de 

ancestralidade Européia, 25,4% de Africana e 5,8% de Ameríndia. Não houve 

diferença significante entre os grupos (Tabela 8). Figura 1 demonstra a 

proporção de ancestralidade de cada indivíduo do estudo, bem como dos 

indivíduos de ancestralidade conhecida. 

Assumindo a estratificação populacional, os polimorfismos rs987525, 

rs560426 e rs1530300 continuaram a demonstrar uma correlação significante 

com o risco de ocorrência de FL/PNS (Tabela 9). O alelo A foi 

significantemente mais frequente no grupo FL/PNS, resultando em um risco de 

1,63 vezes maior de FL/PNS comparado ao grupo controle (p=0,009; OR: 1,63; 

95% IC: 1,24-2,15). O alelo G do polimorfismo rs560426 foi encontrado em 

uma frequência significantemente maior no grupo FL/PNS (50%) quando 

comparado com o grupo controle (38,5%) (Tabela 9). Então, a presença do 

alelo G demonstrou um significante efeito de risco para a FL/PNS (p=0,000001; 

OR: 1,6; IC 95%: 1,22-2,07). Após a estruturação populacional, o alelo C do 

polimorfismo rs1530300 demonstrou ser um significante fator de risco para 

FL/PNS, com um OR de 1,16 (p=0,000001; 95% IC: 1,33-2,35; Tabela 9). 
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Tabela 8. Ancestralidade das amostras deste estudo. 

Ancestralidade Grupo Controle 

(%) 

Grupo FL/PNS 

(%) 

Valor de p 

Ameríndia 6,8 5,8  

Africana 20,4 25,4 0,42 

Européia 72,8 68,8  

 

 

 

Figura 1. Representação da ancestralidade dos indivíduos dos grupos controle 

e FL/PNS. (A) Cada coluna representa um indivíduo e os cálculos pelo 

Programa Structure foram baseados em 3 populações (K=3). A porção em 

vermelho corresponde à ancestralidade Africana, em verde a ancestralidade 

Européia e em azul a ancestralidade Ameríndia. (B) Distribuição dos indivíduos 

dos grupos controle e FL/PNS em relação à porcentagem de ancestralidade. 

Cada ponto representa um indivíduo e os vértices correspondem aos indivíduos 

com ancestralidade conhecidas (rosa – Africana, amarelo – Ameríndio e verde 

– Européia). 
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Tabela 9. Comparação da frequência alélica dos polimorfismos deste estudo 

para os grupos controle e FL/PNS corrigido pela ancestralidade. 

Polimorfismo Grupo Controle 

n (%) 

Grupo FL/PNS 

n (%) 

OR (95% IC) Valor de 

p 

rs560426     

A 289 (61,5) 223 (50) Referencia  

G 181 (38,5) 223 (50) 1,6 (1,22-2,07) 0,000001 

rs2013162     

C 316 (67,2) 303 (67,9) Referencia  

A 154 (32,8) 143 (32,1) 0,96 (00,73-1,27) 0,10 

rs987525     

C 336 (71,5) 270 (60,5) Referencia  

A 134 (28,5) 176 (34,5) 1,63 (1,24-2,15) 0,009 

rs1530300     

T 352 (74,9) 280 (62,8) Referencia  

C 118 (25,1) 166 (37,2) 1,76 (1,33-2,35) 0,000001 

rs1443434     

T 304 (64,7) 307 (68,8) Referencia  

G 166 (35,3) 139 (31,2) 0,83 (0,63-1,10) 0,22 

rs3758249     

G 299 (63,6) 312 (69,9) Referencia  

A 171 (36,4) 134 (30,1) 0,75 (0,57-0,99) 0,07 

rs7078160     

G 384 (81,7) 351 (78,7) Referencia  

A 86 (18,3) 95 (21,3) 1,2 (0,87-1,67) 0,36 

rs17085106     

G 453 (96,4) 432 (96,9) Referencia  

T 17 (3,6) 14 (3,1) 0,86 (0,42-1,77) 0,23 

rs13041247     

T 306 (65,1) 311 (69,7) Referencia  

C 164 (34,9) 135 (30,3) 0,81 (0,61-1,07) 0,42 
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6. DISCUSSÃO 

 

Embora muitos genes e regiões cromossômicas associadas à 

FL/PNS são conhecidos atualmente, ainda estamos longe de uma completa 

compreensão da etiologia desta alteração multifatorial. As FL/PNS são 

geneticamente complexas, resultado da diversidade gênica, baixa penetrância 

e influência de vários fatores ambientais são geneticamente complexas 

(revisado por Lidral et al., 2008). Em adição, a distribuição dos polimorfismos e 

haplótipos e suas correlações com as FL/PNS variam amplamente entre os 

diferentes estudos, sugerindo que a heterogeneidade étnica das populações 

mundiais dificulta o completo entendimento da etiopatogenia das FL/PNS. 

Portanto, estudos de validação de loci de susceptibilidade são essenciais para 

definir os alelos de risco específicos para cada população, aumentando a 

nossa compreensão sobre este distúrbio complexo. Este fato é particularmente 

importante em populações miscigenadas, tais como as do Brasil. Como a 

proporção das ancestralidades Ameríndia, Africana e Européia variam em cada 

indivíduo brasileiro, a contribuição de polimorfismos específicos identificados 

em estudos de associação de larga escala na etiologia da FL/PNS pode não 

ser válida nos brasileiros. O presente estudo avaliou 9 regiões polimórficas 

descritas como de suscetibilidade ao desenvolvimento das FL/PNS e revelou 

que 3 polimorfismos, rs560426 em 1p22.1 e rs987525 e rs1530300 em 8q24, 

são marcadores de risco para FL/PNS na população brasileira. 

A associação do polimorfismo rs560426 com FL/PNS foi 

originalmente destacada no GWAS de Beaty e colaboradores (2010) que usou 

a abordagem de análise de desequilíbrio de transmissão (transmission 

desequilibrium test, TDT). Embora uma significativa associação foi encontrada 

com pacientes de origens asiática e européia, as tentativas de replicar este 

resultado em populações asiáticas (Pan et al., 2011), da Europa Central 

(Mangold et al., 2009) , Polônia (Mostowska et al., 2012) e África (Weatherley-

White et al., 2011) não obtiveram sucessos. Em nosso estudo, portadores do 

alelo G para o polimorfismo rs560426 exibiram um risco 1,6 vezes maior de 

FL/PNS em comparação com os portadores do alelo A. Este achado é 
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semelhante aos resultados (OR 1,432; IC 95% 1,292-1,587) dos estudos de 

Beaty et al. (2010). 

O polimorfismo rs560426 está contido no gene ABCA4, que codifica 

uma proteína transmembrânica. Análises da sequência de todos os 50 exons 

deste gene em pacientes fissurados de Iowa e Filipinas identificaram 26 

variantes de sentido trocado (missense), contudo esta análise foi limitada 

porque as frequências não foram avaliadas em grandes amostras de caso-

controle (Mangold et al., 2011). Em adição, a análise por hibridação in situ 

revelou que ABCA4 não é expresso nas estruturas palatinas de embriões de 

camundongos com idade embrionária de 13,5-14,5 dias, período relevante para 

palatogênese murina. No entanto, ABCA4 pode não ser expressa no período 

de tempo analisado (Beaty et al., 2010). Frente a estes resultados, foi sugerido 

que outro gene pode ser responsável pela associação observada (Dixon et al., 

2011). O gene que codifica PTPL1 associada à Rho-GTPase (PARG1) é um 

forte gene candidato neste lócus porque ele está localizado em uma posição 

diretamente adjacente ao ABCA4 e tem mostrado diferentes níveis de 

expressão após interação com ácido fólico (Katula et al., 2007). Considerando 

todos os resultados com o polimorfismo rs560426, outros estudos devem ser 

realizados para confirmar se a associação com FL/PNS é direta ou dependente 

de algum outro polimorfismo em desequilíbrio de ligação. 

O lócus gênico 8q24 tem demonstrado papel importante em vários 

estudos relacionados à FL/PNS em diferentes populações. O estudo de 

Mangold e colaboradores (2010) demonstrou que uma região abrangendo 640 

Kb neste lócus cromossômico contem possivelmente múltiplos marcadores 

associados à FL/PNS, contudo, como em GWAS os pesquisadores têm que 

determinar um threshold alto para separar de forma confiável os marcadores 

verdadeiros de falso-positivos, apenas o marcador rs987525 se sobressaiu. A 

associação entre rs987525 e FL/PNS desde então tem sido replicada em 

estudos adicionais em pacientes de várias etnias (Mostowska et al., 2010; 

Blanton et al., 2010; Nikopensius et al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2010). O 

alelo de risco demonstrou um efeito variando de 1,4 a 11,1, com uma média de 

2 vezes para a amostra européia (Beaty et al., 2010). As frequências alélicas 
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para rs987525 variam fortemente entre as populações, com um MAF (Minor 

Allele Frequency) de menos de 10% tendo sido relatados em asiáticos e cerca 

de 15 a 25% em europeus (Birnbaum et al., 2009). Há também alguma 

evidência de que a força da associação pode variar entre as populações (Beaty 

et al., 2010; Nikopensius et al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2010). No entanto, 

os intervalos de confiança dos odds ratios (OR) são geralmente grandes, e é 

muito cedo para tirar qualquer conclusão definitiva. No estudo realizado pelo 

grupo de Baltimore, a maior investigação de uma população não-européia até a 

data, a proporção de alelos transmitidos contra os não-transmitidos foi 

semelhante para asiáticos e europeus, indicando que o efeito do lócus gênico 

8q24 é igualmente forte em ambas as populações (Mangold et al., 2011). 

Entretanto alguns estudos em populações asiáticas não tem encontrado 

associação de 8q24 à FL/PNS (Xu et al., 2011; Hikida et al., 2011). 

Em europeus, o risco atribuível à população (PAR) para rs987525 foi 

estimado em 0,41 (Birnbaum et al., 2009), sugerindo que o lócus 8q24 é um 

lócus de grande susceptibilidade para FL/PNS. Isso também explica por que 

este lócus foi detectado em um estudo GWAS com uma amostra relativamente 

pequena. O PAR para a população asiática ainda não foi calculado. No 

entanto, a baixa frequência do alelo de risco sugere que será 

consideravelmente menor em comparação com o relatado em europeus. 

Notavelmente, como a taxa de prevalência de FL/PNS é muito maior em 

asiáticos comparados com os europeus (Murray, 2002), a associação entre 

8q24 e FL/PNS suporta a hipótese de que loci adicionais de susceptibilidade 

existem, e que estes podem ser mais frequentes em populações de países 

asiáticos. Interessantemente, o GWAS de Grant e colaboradores (2009) 

revelou ainda a associação de rs1530300 à FL/PNS, que estava em 

desequilíbrio de ligação com rs987525 e mostrou uma associação ainda mais 

forte à susceptibilidade de FL/PNS em trios irlandeses. Os resultados do 

presente estudo confirmou a associação significativa de rs1530300 como 

marcador único e como haplótipo com rs987525. Como marcador único, a 

associação de rs1530300 com FL/PNS foi mais forte em comparação ao 

rs987525. Blanton et al. (2010) também demonstraram que a região 8q24 
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contém um lócus de susceptibilidade para FL/PNS, como revelado pela 

associação positiva dos alelos de risco contidas em rs1530300 e rs987525. 

Embora o envolvimento do lócus 8q24 na patogênese da FL/PNS esteja acima 

de dúvidas, o mecanismo pelo qual este polimorfismo exerce seu efeito 

permanece desconhecido. Uma região de 640 kbp em 8q24 não contém genes 

conhecidos até o momento (http://genome.ucsc.edu), sugerindo que este 

polimorfismo está contido em uma região de regulação gênica. 

Os polimorfismos rs560426, rs987525 e rs1530300 obtiveram 

correlação significativa somente com FL e FLP. Apesar de ainda existirem 

dúvidas quanto à separação da FLP e FL em duas entidades distintas ou não, 

nossos resultados corroboram com as evidências embriológicas que 

demonstram que FLP e FL são variantes do mesmo defeito, diferindo apenas 

no grau de severidade (Mitchell et al., 2002; Fogh-Andersen, 1946). Por outro 

lado, a FP está bem estabelecida como uma entidade separada dos defeitos da 

fissura labial com base em evidências epidemiológicas e embriológicas 

(Mossey & Little, 2002; Marazita, 2002a). 

Como um resultado não esperado deste estudo, nós observamos 

que a ancestralidade genômica não demonstrou influência alguma na 

suscetibilidade dos polimorfismos como marcadores de risco para o 

desenvolvimento das FL/PNS. Uma das críticas comuns dos estudos na área 

de polimorfismos genéticos em estudos caso-controle é a formação dos grupos 

quando a sua composição étnica. Portanto, desde o início nós sempre 

estivemos preocupados com a seleção das amostras, procurando selecionar 

voluntários de uma mesma região geográfica. Esta preocupação foi importante, 

pois não houve diferenças significantes nas proporções ancestrais entres os 

grupos estudados, sendo a ancestralidade européia a mais predominante em 

ambos os grupos. Em um estudo recente, Pena e colaboradores (2011) 

demonstraram que independente da região brasileira, a ascendência européia 

foi a mais predominante, com proporções que variam de 60,6% a 77,7%. Foi 

proposto que a imigração de 6 milhões de europeus para o Brasil nos séculos 

19 e 20 - um fenômeno descrito como o ''branqueamento do Brasil'' - foi em 
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grande parte responsável pela dissipação das diferenças ancestrais que 

refletiam a história da população de cada região brasileira. 

Não houve associação significativa entre os outros 6 polimorfismos 

avaliados na população brasileira examinada, demonstrando que sua presença 

pode não desempenhar um papel importante na etiologia da FL/PNS nesta 

população. A relevância de nossos achados podem extrapolar as fronteiras do 

Brasil, porque as populações miscigenadas são encontradas em muitos outros 

países da América Latina. 

Os resultados deste estudo apresentam certas limitações. Embora 

seja bem estabelecido que as FL/PNS refletem a ação de fatores genéticos e 

ambientais, este estudo se limitou a analisar a parte genética, deixando de lado 

os fatores ambientais coexistentes. O tamanho da amostra também é outro 

possível fator limitador dos nossos resultados, uma vez que efeitos pequenos 

podem ter sido perdidos, particularmente no grupo FP. Contudo, é interessante 

notar que o poder estatístico para os 6 polimorfismos que não demonstraram 

associação variou de 55,2% a 86,7%. Em adição, a abordagem caso-controle 

com grupos grandes é pouco rigorosa e, talvez fosse necessário realizar uma 

análise do tipo TDT (teste de desequilíbrio de transmissão). O TDT tem 

recebido atenção particular, pois se baseia tanto em informação de ligação 

como no desequilíbrio, que são subjacentes à associação. Neste tipo de 

análise são selecionadas amostras de pessoas com uma determinada 

característica (casos) e estuda-se o marcador neles e em seus progenitores. 

Para o teste ser informativo, pelo menos um dos progenitores tem que ser 

heterozigoto para o lócus marcador (Feitosa & Krieger, 2002). 

Em resumo, nossos resultados demonstram pela primeira vez o 

envolvimento de rs560426 em 1p22.1 e de 8q24 por meio dos polimorfismos 

rs1530300 e rs987525 na patogênese da FL/PNS na população brasileira. 

Nossos resultados devem incentivar a aplicação de uma abordagem 

semelhante em pacientes de outros países que abrigam populações 

miscigenadas, para aumentar a nossa compreensão e conhecimento dos 

eventos genéticos que contribuem para esta doença complexa. 
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7. CONCLUSÕES 

 

1. Nossos resultados demonstraram que os polimorfismos rs560426, 

rs987525 e rs1530300 foram significativamente associados a um risco 

aumentado para o desenvolvimento de FL/PNS, independente da correção 

para a estrutura ancestral genômica de cada indivíduo. 

 

2. Os polimorfismos rs560426, rs987525 e rs1530300 foram 

associados às FL e FLP, mas não com as FP. 

 
3. Os polimorfismos rs2013162 em 1q32, rs1443434 e rs3758249 

em 9q21, rs7078160 em 10q25.3, rs17085106 em 18q22 e rs13041247 em 

20q12 não apresentaram nenhuma associação significante com FL/PNS na 

população brasileira. 
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