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Resumo:

Em um estudo prévio, nés demonstramos que polimorfismos em genes
qgue codificam enzimas relacionadas com a absorcao, transporte e metabolismo
do &cido félico (rs2274976 do gene MTHFR e rs2236225 do gene MTHFD1)
conferem um risco aumentado de uma mulher ter um filho com fissura labial
e/ou palatina nao-sindrémica (FL/PNS). Contudo, a limitacdo deste estudo foi
que os gendtipos dos individuos fissurados ndo foram avaliados. O objetivo
deste estudo foi determinar o envolvimento dos polimorfismos rs2274976 e
rs2236225 no desenvolvimento de FL/PNS. Para tanto, duas abordagens foram
utilizadas: estudo caso-controle contendo 327 amostras de individuos normais
(grupo controle) e 358 pacientes com FL/PNS e um estudo de desequilibrio de
transmissao (TDT) com 123 trios completos (pai, mae e filho com FL/PNS) e
356 trios incompletos (mae e filho afetado). Os polimorfismos foram
genotipados pelo método de discriminacao alélica com sondas fluorescentes.
Enquanto que nenhuma associacao significante foi observada pelo estudo de
desequilibrio de transmissao, as presencas dos alelos T de rs2274976 e A de
rs2236225 significantemente correlacionaram com o risco para FL/PNS. Na
presenca do alelo T (rs2274976), o risco de FL/PNS foi 2,5 vezes maior quando
comparado com o alelo C (OR: 2,48; 95% IC: 1,50-4,11; p=0,0003), e o risco
para o alelo A de rs2236225 foi de 1,4 vezes maior (OR: 1,39; 95% IC: 1,12-
1,71; p=0,003). Em concluséo, os resultados do presente estudo demonstram a
associagao destes polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo do
acido félico com a suscetibilidade ao desenvolvimento de FL/PNS na
populacao brasileira.

Palavras-chave: Acido félico, Genétipo, Anomalias.
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Abstract:

In a previous study, we demonstrated that polymorphisms in genes
encoding enzymes related to the absorption, transport and metabolism of folic
acid (rs2274976 in MTHFR and rs2236225 in MTHFD1) confer an increased
risk of a woman having a child with nonsyndromic cleft lip and/or palate
(NSCL/P). However, the limitation of this study was that the genotypes of
affected subjects were not evaluated. The aim of this study was to determine
the involvement of rs2274976 and rs2236225 polymorphisms in the
development of NSCL/P. Therefore, two approaches were used: case-control
study containing 327 samples from normal induviduas (control group) and 358
patients with NSCL/P and a study of transmission disequilibrium (TDT) with 123
complete trios (father, mother and son with NSCL/P) and 356 incomplete trios
(mother and affected child). The polymorphisms were genotyped by allelic
discrimination method with fluorescent probes. Although no significant
association was observed by transmission disequilibrium study, the presence of
the T allele of rs2274976 and of A allele of rs2236225 were significantly
correlated with the risk for NSCL/P. In the presence of allele T (rs2274976), the
risk of NSCL/P was 2.5 times greater when compared to the C allele (OR: 2.48,
95% ClI: 1.50-4.11, p=0,0003), and the risk of allele A of rs2236225 was 1.4
times greater (OR: 1.39, 95% CI: 1.12-1.71, p=0.003). In conclusion, the results
of this study demonstrate the association of polymorphisms in genes related to
folate metabolism with susceptibility to the development of NSCL/P in the

Brazilian population.

Keywords: Folic acid, Genotype, Anomalies.
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Introducao :

As fissuras orofaciais sdo anomalias congénitas caracterizadas por regides de
descontinuidade no labio e/ou palato, devido a falhas na fusdo dos processos faciais
embrionarios (Murray & Schutte, 2004). Estas anomalias estdo entre as alteracoes
congénitas 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 referéncia anatdémica o forame incisivo: (1) fissuras pré-forame
incisivo ou fissuras labiais (FL), (2) fissuras pos-forame incisivo ou fissuras palatinas
(FP) e (3) fissuras transforame incisivo ou fissuras labio-palatinas (FLP) (Spina et al.,
1972). A FL é resultante da falta de fusao parcial ou total entre o processo nasal
medial e 0os processos maxilares laterais, enquanto a falta de unido dos processos
palatinos € responsavel pela FP (Carinci et al., 2007). As fissuras orofaciais
apresentam um padrédo nao-sindrébmico (FL/PNS), isto €, sem malformagdes
estruturais nos demais 6rgdos e sem alteracbes comportamentais e/ou cognitivas,
em 70% dos individuos afetados (Schutte & Murray, 1999; Gorlin et al., 2001).
Baseado em evidéncias embrioldégicas e epidemioldgicas, as FLs e FLPs séao
consideradas variantes do mesmo defeito e classificadas como um uUnico grupo,
designado FL/P, enquanto que as FPs séo classificadas como uma entidade distinta
(Fraser, 1970; Mitchell et al., 2002). Contudo, estudos recentes de genética
molecular ndo suportam o agrupamento das FLs e FLPs em um unico grupo
(Jugessur et al., 2011; Marazita, 2002a; Mossey & Little, 2002).

As FL/PNS apresentam um impacto significativo para a saude publica em
termos de despesas médicas e servicos 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 dblares (Centers for Disease Control and
Prevention, http://www.cdc.gov). Criangas afetadas por FL/PNS podem necessitar de
cuidados de uma equipe multiprofissional durante toda a vida em decorréncia dos
diversos problemas ocasionados pela malformagdo, com destaque para as
dificuldades de alimentagdo, fonacdo e audicao e alteracbes dentais, além da
interferéncia social e psicolégica que a deformidade em si acarreta. Uma equipe
multiprofissional para melhor acompanhamento e tratamento dos pacientes com
FL/PNS conta com médicos em suas varias especialidades incluindo pediatras,
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cirurgidbes plasticos, geneticistas e otorrinolaringologistas, cirurgidées dentistas,
fonoaudiblogos, psicélogos, nutricionistas e fisioterapeutas (Christensen et al.,
2004).

Pacientes com FL/PNS apresentam maior morbidade e mortalidade quando
comparados a individuos sem fissura (Christensen et al., 2004). Comparada ao
restante da populagéo, criancas com fendas orais sem outras alteracées adicionais
tém 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 ocorréncia de desordens psiquiatricas e de neoplasias malignas nesses
individuos (Christensen & Mortensen, 2002). Anormalidades estruturais, incluindo
diminuicdo do volume cerebral e cerebelar e alteracbes na trajetéria do
desenvolvimento do cérebro, foram identificadas em associacdo as FL/PNS
(Nopoulos et al., 2007; Vieira, 2008). Marcucio e colaboradores (2005)
demonstraram que defeitos na sinalizacao celular do prosencéfalo podem levar a
grande variedade de malformagdes craniofaciais, incluindo a FL/PNS. A ocorréncia
de déficits cognitivos nos casos de FL/PNS € menos acentuada quando comparada
as fissuras sindrbmicas, porém, podem ser de 6 a 10 vezes mais prevalente em
criancas com fissuras quando comparado com a populacdo em geral (Broder et al.,
1998). Em adicao, Christensen & Mortensen (2002) demonstraram que pacientes
fissurados apresentam um risco aumentado de hospitalizacdo por distarbios
psiquiatricos. Entédo, disturbios psiquiatricos podem ser interpretados sob a 6ptica de
que a embriogénese do cérebro e da face estdo intimamente relacionadas, e uma
alteracdo no desenvolvimento facial pode direcionar um desenvolvimento anormal
do cérebro (Nopoulos et al., 2007). Um protocolo padrao para o atendimento e a
reabilitacdo dos pacientes com FL/PNS €& motivo de preocupacdo em paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos por conta da auséncia de sistematizacao entre os
servicos especializados (WHO, 2002; Paranaiba et al., 2009).

A prevaléncia das FL/PNS n&o é conhecida em todas as regides do mundo,
porém, as informagbes disponiveis indicam que esta malformacao afeta
aproximadamente 1 em cada 500 a 2000 nascidos vivos, dependendo da origem
geografica, do grupo étnico, do género e do padrao socioecondmico da populacao
estudada (Gorlin et al., 2001; Mossey e Little, 2002; Murthy & Bhaskar, 2009). Entre

os diferentes grupos populacionais, observamos uma menor prevaléncia entre



africanos e descendentes de africanos (0,3:1000), seguida pelos europeus (0,7-
1,3:1000) e uma alta prevaléncia entre chineses (1,4:1000), japoneses (2,1:1000) e
amerindios (8,6:1000) (Carinci et al., 2007). O tipo de fissura também apresenta
distribuicao distinta entre as populagdes (Mossey e Little, 2002; Mossey et al., 2009).
A frequéncia de FLP é maior em algumas regides da América Latina e Asia (China e
Japao) e menor em Israel, Africa do Sul e sul da Europa (Mossey e Little, 2002).
Comparagbes entre os grupos étnicos nos Estados Unidos (Croen et al., 1998) e no
Reino Unido (Leck & Lancashire, 1995) e estudos de imigrantes do Japédo e da
China para os EUA (Croen et al., 1998) indicaram que 0s grupos migrantes possuem
prevaléncia de FLP similar a do pais de origem.

Em geral, dados epidemioldgicos provenientes de diversas populacdes
demonstram que as incidéncias das FL e FLP sdo maiores do que as das FP e que
0 género masculino é mais afetado pelas FL/PNS do que o feminino na ordem de
2:1 (revisado por Mossey & Little, 2002). FP apresenta uma prevaléncia de 1:1.500-
2.000 nascidos vivos e apresenta uma relacao 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).

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 frequéncia das FLP (37,1%) e os homens foram os mais
afetados, embora tenha existido um predominio de mulheres entre as FP isoladas.
Nosso grupo tem participado de estudos que analisaram a prevaléncia de FL/PNS
no Centro para Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade de Alfenas,
Alfenas-MG. No primeiro estudo, concluido em 2006, levando em consideracao o
namero de nascidos vivos com e sem FL/PNS na regido sul do Estado de Minas
Gerais, observou-se prevaléncia de 1,46 casos de FL/PNS para cada 1.000
nativivos, com uma maior frequéncia em criancas caucasianas do género masculino
(Martelli-dunior et al., 2006). O segundo estudo observou maior frequéncia de FLP
(39,68%), seguida por FL (38,09%) e FP (22,23%) (Martelli-Junior et al., 2007). Esse
estudo também demonstrou que a relagdo 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
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unilaterais foram mais frequentes que as bilaterais (Martelli-Junior et al., 2007). Um
estudo conduzido no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ encontrou uma
prevaléncia similar aquela observada no sul do estado de Minas Gerais,
demonstrando uma incidéncia 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 varias regides do Brasil e encontraram uma
prevaléncia estimada de 0,36:1.000 casos em um periodo de 5 anos, com uma
proporcéo de 1,6 homens para cada mulher.

Mesmo representando um defeito congénito comum, a etiopatogenia das
FL/PNS permanece incerta por ser dificil determinar o exato momento e a razao
precisa pela qual ndo houve coalescéncia dos processos que dao origem a face
(Vieira, 2008). Isto €, em grande parte, reflexo da complexidade e da diversidade
dos mecanismos moleculares envolvidos na embriogénese que sao influenciados
pela participacdo de multiplos genes e de fatores ambientais (Carinci et al., 2007;
Vieira, 2008). Ha uma enorme variedade de agentes teratogénicos externos que
podem influenciar o desenvolvimento do labio e do palato, embora poucos deles
estejam comprovados. Apesar de existir grande controvérsia na literatura sobre a
etiologia das FL/P, € bem aceito que elas correspondam a alterac6es multifatoriais,
resultado da associacao 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).

Dados experimentais e epidemioldgicos sugerem que fatores ambientais,
incluindo dieta e suplementagdo vitaminica materna, alcoolismo, tabagismo,
exposicao a fumaca do tabaco, teratdgenos no ambiente de trabalho e em casa e
uso de alguns medicamentos durante o primeiro trimestre de gestacdo, 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 avaliagdo da
ingestao alimentar e as medigdes bioquimicas do estado dietético representam um
desafio e, geralmente, ndo sdo disponiveis, ou de facil acesso, nas populacdes



carentes, as quais abrigam a grande maioria dos casos de FL/PNS. Mesmo assim,
uma alimentagdo rica em frutas e vegetais contendo folato, zinco, niacina, &cido
ascérbico, ferro e magnésio, no periodo de periconcepgao, parece reduzir o risco de
FL/PNS (Krapels et al., 2004a,b; Krapels et al., 2006). Além disso, estudos
demonstraram que a suplementagdao 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-analise, o uso
de complexos multivitaminicos reduziu em 25% a prevaléncia de FL/PNS (Johnson
& Little, 2008). Em adicao, um estudo recente com a populagao chinesa demonstrou
que variantes alélicas do gene IRF6 podem influenciar o risco de FL/PNS por meio
de interagbes com suplementacdo vitaminica e exposicao ao tabaco (Wu et al.,
2010).

O é&cido fdlico, uma vitamina do complexo B encontrada naturalmente em
muitos alimentos (figado, alface, tomate, espinafre, entre outros), é fundamental
para a formacdo e a manutencao de eritrocitos e leucécitos e na conversao de
proteinas em energia. Essa vitamina também €& essencial para a biossintese de
bases nitrogenadas e aminoacidos durante a divisao celular e crescimento tecidual,
eventos iniciais necessarios para a formacao normal do tubo neural (Zeiger & Beaty,
2002; Blom et al., 2006). Vérios estudos demonstraram que a ingestdo de &cido
folico por meio de suplementos vitaminicos um més antes da gestagéo e durante o
primeiro trimestre gestacional, periodo de formagéo e fusao do labio 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 nao
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-analise, Johnson e Little (2008)
estimaram uma reducéo de aproximadamente 18% no risco de FL e FLP com o uso
de suplementos contendo acido félico, mas nenhuma redugéao significante para FP
foi observada. Badovinac e colaboradores (2007) estimaram uma reducdo de
aproximadamente 28% e 20% para o risco de FL/P e FP isolada, respectivamente,
quando do uso de suplementos multivitaminicos. Em suma, embora muitos estudos

sugiram um efeito benéfico do acido félico na diminuicdo da incidéncia de FL/PNS,



os resultados sdo inconsistentes quanto a esse efeito, bem como se a protecéo se
estende a todos os tipos de fissura (Wehby & Murray, 2010).

Nos ultimos anos tem sido proposta uma associagao entre FL/PNS e genes de
enzimas que controlam o metabolismo do acido folico (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 polimérficas nos
genes MTHFR, MTHFD1, MTR e SLC19A1 que codificam proteinas relacionadas ao
metabolismo do &acido folico (Bufalino et al., 2010). Dos 29 polimorfismos
investigados, 9 foram confirmados em nossa populacdo, incluindo rs1801133 e
rs2274976 do gene MTHFR; rs2236225, rs1950902, 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
frequéncia do alelo variante do polimorfismo rs2274976 do gene MTHFR foi
significantemente maior no grupo de maes de individuos com FL/PNS quando
comparado com o grupo controle. O gendtipo GA foi identificado em 15,8% das
amostras do grupo controle, enquanto que 51,9% das amostras de maes com filhos
afetados por FL/PNS apresentaram este gendétipo. Maes carreando o alelo variante
A (gendtipo 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 maes que ndo usaram suplementacéo vitaminica no 1°
trimestre de gestacgdo, o risco de ter um filho com FL/PNS foi aumentado para 8,34
(95% Cl: 3,75-18,55; p=0,000001) na presenca do gendtipo GA deste polimorfismo
comparado com as maes com o genétipo GG. Embora a anélise nao-restrita dos
genodtipos do polimorfismo rs2236225 do gene MTHFD1 nao revelou nenhuma
diferenca estatistica, quando os genétipos GG e GA foram combinados e
comparados contra o genoétipo raro AA (analise no modelo genético recessivo), uma
significante associacao foi observada. Maes homozigotas para este polimorfismo
demonstraram um risco aumentado para ter um filho com FL/PNS comparado com
maes carreando os gendtipos GG ou GA (OR: 1,97; 95% ClI: 1,07-3,62; p=0,02) e na
auséncia de suplementacéao vitaminica durante o 1° trimestre de gestacao, este risco
foi ainda maior (OR: 3,56; 95% CI: 1,29-9,82; p=0,01).

O exato papel dos polimorfismos genéticos das enzimas relacionadas com o
metabolismo do acido félico na etiologia das FL/PNS ainda permanece indefinido e
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os resultados sao controversos. Portanto, ainda se fazem necessarios novos
estudos para avaliar as interagdes gene-gene e gene-ambiente, no intuito de ampliar
nossa percepgdo dentro de uma complexa relagdo entre suplementacao-

metabolismo de acido félico e a predisposicdo genética no desenvolvimento das
FL/PNS.



Proposicao:

O objetivo deste estudo foi verificar a frequéncia alélica e genotipica dos
polimorfismos rs2274976 do gene MTHFR e rs2236225 do gene MTHFD1 em pais e
maes normais e nos respectivos filhos afetados por FL/PNS para avaliar a relacéo

destes polimorfismos génicos na etiologia das fissuras.



Materiais e Métodos:

1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Todos os experimentos deste projeto de pesquisa foram realizados de acordo
com as normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP (Processo 122/2010). Todos os
participantes ou responsaveis legais assinaram um termo de Consentimento e

Esclarecimento Livre concordando em participar da investigacao cientifica.

2. Pacientes

Este estudo utilizou 2 abordagens com amostras distintas. Para a abordagem
caso-controle, as amostras foram divididas em 2 grupos: grupo controle, que foi
constituido por amostras de 327 individuos clinicamente normais, e grupo FL/PNS,
composto por amostras de 358 pacientes com FL/PNS. Ambos o0s grupos
apresentavam individuos sem histérico familiar de sindromes, FL/P ou ainda
qualquer alteragdo congénita. 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 Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais da
Universidade de Alfenas (Centro Pré-Sorriso - Centrinho) durante o tratamento
odontolégico oferecido aos individuos fissurados. Todos os pacientes deste grupo
foram examinados pela Equipe Multidisciplinar (pediatra, cirurgido-plastico,
estomatologistas, fonoaudidlogo, psicélogo, fisioterapeuta, enfermeiras,
nutricionistas, ortodontistas) do referido Centro, ndo revelando outra alteracéo
sistémica em associacdo a FL/PNS. A coleta das amostras do grupo controle
procedeu-se na Clinica de Graduacgéo desta mesma instituicdo durante o tratamento
odontolégico, oferecido a pacientes que procuraram por atendimento. Para a
abordagem de desequilibrio de transmissao (TDT), 123 trios completos (pai, mae e
filho com FL/PNS) e 356 trios incompletos (mae e filho afetado). Estas amostras
foram obtidas no Centro de Reabilitacgbes de Anomalias Craniofaciais da
Universidade de Alfenas (UNIFENAS) e no Laboratério da Dra. Maria Rita dos
Santos e Passos-Bueno, Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, Instituto de
Biociéncias-USP, Sdo Paulo.



3. Genotipagem pelo Método de Discriminacdao Alélica com Sondas
Fluorescentes

A andlise foi realizada no equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems) em
uma reacgao de 8 ul contendo 4 pl de 2x Genotyping Master Mix, 0,2 pl da mistura de
primers e sondas e 2 ng DNA, os quais foram diluidos em 3,8 ul de agua livre de
DNase e RNase. Os parametros de amplificacao foram: 1 ciclo de 30 s a 60°C e 10
min a 95°C (desnaturacao inicial) e 40 ciclos de 15 s a 92°C e 1 min a 60°C (estagio
de amplificagdo), os quais foram seguidos por 1 ciclo de 30 s a 60°C. Para validagao
dos resultados, a reacao para cada polimorfismo foi repetida em 10% das amostras

que foram aleatoriamente escolhidas.

4. Analise Estatistica

A existéncia de equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliada em toda a amostra
(Rodriguez et al., 2009) e as diferencas na frequéncia dos alelos e genétipos em um
modo de heranga nao-restrito foram comparadas pelo teste de qui-quadrado. O
célculo do risco de recorréncia (odds ratio, OR) com intervalo de confianga (IC) em
95% foi realizado para estimar o risco de cada fator na ocorréncia da FL/PNS (Prism
6 for Windows, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Para a andlise de
desequilibrio de transmissdo (TDT), o Programa FBAT (Family based association
test) foi utilizado (Rabinowitz and Laird, 2000). Em nossas comparacoes, p<0,05 foi

utilizado como indicativo de diferenga estatisticamente significante.
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Resultados:

O grupo FL/PNS foi composto por 358 pacientes com FL/PNS, dos quais 186
(52%) foram do género masculino e 172 (48%) do género feminino. Quanto ao tipo
de fissura, 92 (25,7%) FL, 197 (55%) pacientes apresentaram FLP e 69 (19,3%) FP.
O grupo controle foi composto por 327 individuos normais, dos quais 187 (57,2%)
foram do género feminino e 140 (42,8%) do género masculino.

Os 2 alelos e os 3 possiveis genoétipos dos 2 polimorfismos investigados neste
estudo foram encontrados nas amostras da abordagem caso-controle (Tabela 1). A
distribuicdo dos genotipos respeitou o equilibrio de Hardy-Weinberg para a amostra
como um todo e individualmente para cada um dos grupos (dado ndo mostrado).

Para o polimorfismo rs2236225, o alelo G foi o mais frequente, sendo
encontrado em uma frequéncia significantemente maior no grupo controle (59,9%)
quando comparado com o grupo FL/PNS (51,9%) (Tabela 1). Assim, comparado ao
alelo G, a presenca do alelo A demonstrou ser um fator de risco para FL/PNS com
um OR de 1,38 (95% IC: 1,12-1,71; p=0,003). Em confirmagao a isso, as frequéncias
dos genétipos GA e AA foram significantemente maior no grupo FL/PNS em
comparagdo com o grupo controle. O risco de ocorréncia de FL/PNS para um
individuo heterozigoto (GA) foi de 1,48 vezes (95% IC: 1,05-2,09) maior comparado
com um individuo homozigoto GG, enquanto que o risco para um individuo AA foi
ainda maior, OR de 1,83 (95% IC: 1,19-2,82; Tabela 1).

O alelo C do polimorfismo rs2274976 foi o mais comum na populacédo estudada
com uma frequéncia de aproximadamente 90% (Tabela 1). O alelo T deste
polimorfismo foi encontrado em uma frequéncia significantemente maior no grupo
FL/PNS que no grupo controle (p=0,0003), gerando um OR de 2,48 (IC 95%: 1,50-
4,11; Tabela 1). Individuos com o genétipo heterozigoto CT foram significantemente
mais frequentes no grupo FL/PNS que no grupo controle (p=0,0001). O risco de um
individuo CT ser afetado por FL/PNS foi de 2,79 vezes maior que um individuo CC
(95% IC: 1,63-4,76; Tabela 1).

Tabela 2 descreve a distribuicdo dos genétipos dos polimorfismos rs2236225 e
rs2274976 entre os 123 trios compostos de afetado, pai e mae. Neste grupo, a
frequéncia do alelo raro (minor allele frequency, MAF) foi de 0,42 e 0,035
respectivamente. Para nenhum dos polimorfismos estudados, o teste de
desequilibrio de transmissdo (TDT) demonstrou resultado estatisticamente
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significante para a ocorréncia de fissura. Similarmente, ndo foi observada nenhuma
associacao de transmissdao mae-filho dos alelos de risco entre as 356 amostras
(Tabela 3). A frequéncia dos alelos raros foi 0,461 para o polimorfismo rs2236225 e
0,044 para o polimorfismo rs2274976.

Tabela 1. Distribuicdo alélica e genotipica dos polimorfismos investigados neste
estudo nos grupos controle e FL/PNS.

Grupo Controle  Grupo FL/PNS OR (95% IC) Valor de p
n (%) n (%)
rs2236225
Alelo
G 392 (59,9) 372 (51,9) Referencia
A 262 (40,1) 344 (48,1) 1,38 (1,12-1,71) 0,003
Genotipo
GG 122 (37,2) 98 (27,4) Referencia
GA 148 (39,8) 176 (49,2) 1,48 (1,05-2,09) 0,02
AA 57 (23) 84 (23,4) 1,83 (1,19-2,82) 0,005
rs2274976
Alelo
C 632 (96,6) 659 (92,1) Referencia
T 22 (3,4) 57 (7,9) 2,48 (1,50-4,11) 0,0003
Genotipo
CC 306 (93,6) 302 (84,4) Referencia
CT 20 (6,1) 55 (6,1) 2,79 (1,63-4,76) 0,0001
1T 1(0,3) 1(0,3) 1,01 (0,06-16,28) 0,99
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Tabela 2. Distribuicdo dos gendtipos para os polimorfismos rs2236225 e rs2274976

entre os 123 trios investigados neste estudo.

Afetado Pai Mae Valor de p
n (%) n (%) n (%)
rs2236225
GG 39 (31,7) 38 (30,9) 42 (34,1)
GA 65 (52,8) 65 (52,8) 58 (47,1) 0,93
AA 19 (15,5) 20 (16,3) 23 (18,8)
rs2274976
CC 113 (91,9) 115 (93,5) 114 (92,7)
CT 10 (8,1) 8 (6,5) 9 (7,3) 0,80
1T 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Tabela 3. Distribuicdo dos gendtipos para os polimorfismos rs2236225 e rs2274976

entre as 356 duplas de individuos afetados por FL/PNS e mae normal.

Afetado Mae Valor de p
n (%) n (%)
rs2236225
GG 97 (27,2) 101 (28,4)
GA 175 (49,1) 174 (48,9) 0,92
AA 84 (23,7) 81 (22,7)
rs2274976
CC 302 (84,8) 343 (96,3)
CT 53 (14,9) 13 (3,7) 0,81
TT 1(0,3) 0 (0)
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Discussao:

Os produtos da via do acido félico, como doadores de carbono, participam do
metabolismo de aminoacidos, da sintese de nucleotideos e da formacgéao de agentes
de metilacdo primaria, controlando a expressdao génica e contribuindo para o
desenvolvimento e homeostasia celular (Morrison et al., 1998; Prescott e Malcolm,
2002). Embora a ingestéo insuficiente de acido félico antes do periodo da concepgéo
ou durante o inicio da gravidez é marcadamente associada a ocorréncia de defeitos
do tubo neural (De-Regil et al , 2010), o impacto sobre a ocorréncia das FL/PNS é
controversa (Wehby e Murray, 2010; Bhaskar et al., 2011). Fortes evidéncias
sugerem que como uma doenga multifatorial, as interagdes gene-ambiente séo
essenciais para patogénese de FL/PNS. Nessa linha de evidéncia, a presenca de
niveis satisfatérios de acido folico pode nao ser o Unico requisito para a prevencao
da FL/PNS, uma vez que o seu metabolismo, gerando metabdlitos ativos, €
essencial para todas as reagdes que necessitam de acido folico (Bhaskar et al.,
2011). De fato, diversos polimorfismos em genes relacionados com o transporte e o
metabolismo do &cido félico podem alterar as formas ativas do acido fdlico. A
presenca do alelo variante A no polimorfismo rs2274976 reduz a atividade da
enzima codificada pelo gene MTHFR (Martin et al., 2006), enquanto que o
polimorfismo rs2236225 afeta a termoestabilidade do produto do gene MTHFD1,
diminuindo a sua competéncia na sintese de DNA (Christensen et al. , 2009). Em
conjunto, niveis reduzidos das formas ativas do &acido félico, induzidas pelos
polimorfismos rs2274976 e rs2236225, podem promover um estado geral de
hipometilacdo genO6mica, em detrimento da sintese de pirimidina que conduz a
incorporacao errada de uracila e de quebras na cadeia de DNA.

Dado que as enzimas envolvidas no metabolismo do &cido félico
desempenham um papel essencial nos eventos relacionados com a embriogénese,
incluindo desenvolvimento craniofacial, variantes nos genes que codificam essas
enzimas podem contribuir para a etiologia de FL/PNS. Em um estudo prévio, com 29
variantes polimérficas em quatro genes que codificam proteinas relacionadas ao
metabolismo do acido félico, verificou-se que dois deles (rs2274976 e rs2236225)
foram associados com a susceptibilidade de uma mae ter um filho com FL/PNS.
Portanto, foi realizado o presente estudo para determinar a suscetibilidade destes
polimorfismos como fatores de risco para FL/PNS na populacao brasileira, avaliando
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os alelos e gendtipos dos pacientes afetados por meio da analise de desequilibrio de
transmissao (TDT) e caso-controle. No presente estudo, foi confirmada a associacao
significativa entre o polimorfismo rs2274976 com etiologia da FL/PNS, mas ndo com
0 polimorfismo rs2236225.

Existem poucos estudos avaliando o papel do polimorfismo rs2274976 em
MTHFR e a maioria deles estao relacionados a condi¢cdes de doengas especificas,
tais como cancer de pulmao (Shi et al., 2005), cancer de cabeca e pescogo
(Neumann et al., 2005), acidente vascular cerebral isquémico de inicio precoce
(Giust et al., 2010) e doenga de Kawasaki (Yoon et al., 2011). Apds 0 nosso estudo
original demonstrando que o alelo A de rs2274976 esta associado a susceptibilidade
materna para ter um filho com FL/PNS (Bufalino et al., 2010), um estudo avaliou este
polimorfismo em familias hispanicas e n&o-hispénicas residentes nos Estados
Unidos com FL/PNS e nao encontrou associacao entre rs2274976 com FL/PNS
(Blanton et al., 2011). Os resultados do presente estudo sugerem que a presenca do
alelo A do polimorfismo rs2274976 esta associado com um risco aumentado para
FL/PNS na populagédo brasileira, mas novos estudos, com grupos maiores e de
diferentes populacdes, sdo necessarios.

Curiosamente, o polimorfismo rs1801133 (C677T) em MTHFR é o mais
investigado em FL/PNS. Embora a associacao entre este polimorfismo e o risco de
fendas orais seja controversa - alguns estudos demonstraram associagao
significativa enquanto que outros ndo demonstraram (Luo et al., 2012; Butali et al.,
2013) - os estudos com a populacédo brasileira ndo verificaram associacdo deste
polimorfismo com o risco tanto materno quanto fetal para FL/PNS (Gaspar et al.,
1999; Brandalize et al., 2007; Bufalino et al., 2010). Reavaliando os nossos dados
publicados (Bufalino et al.,, 2010), encontramos um equilibrio de ligagdo entre os
polimorfismos rs1801133 e rs2274976 (D'= 0,10), revelando que 0s gendétipos
presentes nesses locais sdo independentes. Neste sentido, se o maior alelo
predisponente em MTHFR esta realmente no polimorfismo rs2274976, uma parte
dos resultados controversos pode ser atribuido as variagbes da populagdo em
equilibrio/desequilibrio de ligagao entre os polimorfismos rs1801133 e rs2274976.

A presenca do polimorfismo rs2236225 em MTHFD1 tem sido descrito como
fator de risco materno e para seus descendentes em varias condi¢des, incluindo

defeitos do tubo neural (Etheredge et al., 2012), descolamento prematuro grave da
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placenta e aborto (Parle-McDermott et al., 2005a,b), restricdo do crescimento intra-
uterino (Furness et al., 2008) e cardiopatias congénitas em criancas (Christensen et
al., 2009). Além disso, o polimorfismo rs2236225 foi associado com diminui¢do do
risco de cancer de pulméo (Liu et al., 2008), mas nao no cancer de prostata (Collin
et al., 2009), colo do utero (Mostowska et al., 2011) e ovarios (Pawlik et al., 2012), e
o alelo variante A também foi sugerido como um fator de risco para a doenca de
Alzheimer de inicio precoce (Bi et al., 2010). Existem poucos estudos que
descrevem a associagao do polimorfismo rs2236225 e risco materno para FL/PNS, e
os resultados nao sao claros. Mills et al. (2008) demonstraram uma associagcao entre
FP e FLP no gene MTHFD1 para o polimorfismo rs2236225 em ambos os casos e
em maes de casos na populacédo da Irlanda, mas estudos semelhantes envolvendo
populagées da Poldnia (Mostowska et al., 2006), Noruega (Boyles et al., 2008) e
ltalia (Palmieri et al., 2008) n&o suportam esta conclusédo. O papel do polimorfismo
rs2236225 no gene MTHFD1 tem que ser mais estudado para confirmar o seu real
papel na etiopatogenia das FL/PNS.

Em conclusdo, o presente estudo demonstra que a variante polimérfica
rs2274976 do gene MTHFR é um marcador de susceptibilidade para FL/PNS na
populacao brasileira. No entanto, novas investigacbes com amostras de diferentes
populacdes sdo necessarios para confirmar a sua associacao global e também para
melhorar a nossa compreensdo da etiologia desta doenca complexa. O efeito do
polimorfismo rs2236225 no gene MTHFD1 tem de ser mais investigada.
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Conclusao:

O presente estudo confirmou que a presenca dos alelos de risco T de
rs2274976 e A de rs2236225 foram significamente associados com um risco
aumentado para o desenvolvimento de FL/PNS. Interessantemente, o teste de
desequilibrio de transmissdo nao revelou associagao significante, sugerindo que a
contribuicao dos polimorfismos na ocorréncia de FL/PNS é direta.
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