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RREESSUUMMOO 

Fissuras do lábio e/ou palato (FL/P) representam uma das anomalias congênitas 

mais comuns em humanos. A etiologia das FL/PNS é complexa e envolve a 

participação de inúmeros genes e fatores ambientais. Diversos estudos têm 

investigado genes relacionados a síndromes, que apresentam FL/P em seu 

espectro clínico, e/ou que são expressos durante o desenvolvimento do lábio e/ou 

palato. O objetivo deste estudo foi verificar se novos polimorfismos contidos nos 

genes relacionados ao desenvolvimento do lábio e palato, incluindo TGF3, 

MSX1, MYH9 e JAG2, podem contribuir para a etiologia das FL/PNS. Seis regiões 

polimórficas foram genotipadas por PCR-RFLP (reação em cadeia da polimerase 

associada à análise de polimorfismo de fragmentos de restrição enzimática) em 

amostras de DNA proveniente de 367 pacientes com FL/PNS (grupo caso) e de 

413 indivíduos não afetados (grupo controle). No grupo caso, 54% foram do 

gênero masculino e 46% do feminino, com idade média de 19,1 ± 14,9 anos e 

prevalência de indivíduos feodermas (42,5%) e leucodermas (42%). As fissuras 

lábio-palatinas (FLP) foram predominantes (54%), seguidas pela fissura labial (FL) 

(24%) e fissura palatina (FP) (22%). Do total de seis polimorfismos analisados 

neste estudo, apenas um foi confirmado nessa população: rs1057744 do gene 

JAG2. Para este locus polimórfico, o alelo A e o genótipo GA foi mais comum, no 

grupo controle e caso, não sendo encontrada diferença estatística significante. 

Para esse polimorfismo, a análise em um modo dominante ou recessivo também 

não mostrou diferenças estatísticas significantes. Assim, demonstrou-se que os 

polimorfismos rs34019007 e rs4252315, do gene TGF3, rs62636562, do gene 

MSX1, rs11549910 e rs11549909, do gene MYH9 não foram confirmados. O 

polimorfismo rs1057744 do gene JAG2, embora confirmado, não apresentou 

associação significante com FL/PNS na população avaliada.  

 

Palavras chave: Anormalidade Craniofacial, Frequência do Gene, 

Heterogeneidade Genética. 
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AABBSSTTRRAACCTT  

Cleft lip and/or cleft palate (CL/P) is one of the most common congenital anomaly 

in humans. NSCL/P etiology is complex and involves the participation of numerous 

genes and environmental factors. Several studies have investigated genes related 

to syndromes that have CL/P in their clinical and/or which are expressed during the 

development of lip and palate. The aim of this study was to determine whether 

polymorphisms contained genes related to the development of lip and/or palate, 

including TGF3, MSX1, MYH9 and JAG2 can contribute to the etiology of 

NSCL/P. Six polymorphic regions were genotyped by PCR-RFLP (restriction 

fragment length polymorphism-polymerase chain reaction) in DNA samples from 

367 patients affected by NSCL/P (experimental group) and 413 clinically normal 

subjects (control group). In the affected group, 54% were male and 46% female, 

mean age 19.1 ± 14.9 years and the prevalence of mixed black individuals (42.5%) 

and Caucasian (42%). The clefts of the lip with or without cleft palate (CLP) were 

predominant (54%), followed by cleft lip (FL) (24%) and cleft palate FP (22%). Out 

of 6 probable polymorphisms, only one was confirmed in this population: 

rs1057744 gene JAG2. For this polymorphic locus, the A allele and the genotype 

was slightly more common in the control and experimental, without statistically 

significant differences. For this polymorphism, the analysis in a dominant or 

recessive mode also showed no statistically significant differences between the 

groups. This study demonstrated that the polymorphisms rs34019007 and 

rs4252315, present in the gene TGF3, rs62636562, in the MSX1 gene, 

rs11549910 and rs11549909, in the MYH9 gene were not confirmed. The 

rs1057744 polymorphism in JAG2 gene was confirmed in this study but not 

significantly associated with NSCL/P in the Brazilian population. 

 

 
Key words: Craniofacial Abnormalities, Gene Frequency, Genetic Heterogeneity. 
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LLIISSTTAA  DDEE  AABBRREEVVIIAATTUURRAA  EE  SSIIGGLLAASS 

 
 

ºC – Grau Celsius 

DNA: Deoxyribonucleic acid (Ácido desoxirribonucléico) 

dNTPs: Deoxynucleoside 5’ triphosfato (Desoxinucleotídeo trifosfato) 

dTMP: Deoxitimidina monofosfato 

dUMP: Deoxiuridina monofosfato 

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid (Ácido etilenodiamino tetra-acético) 

EEC: Ectrodactyly, ectodermal dysplasia, and cleft lip/palate syndrome (Síndrome 

da ectrodactilia, displasia ectodérmica e fissura lábio-palatina) 

FGF: Factor growth fibroblast (gene do fator de crescimento do fibroblasto) 

FL/P: Fissura labial e/ou palatina 

FL: Fissura labial 

FLP: Fissura labial e palatina 

FOXE1: Forkhead box E1 (gene da família de fatores de transcrição tireoidianos)  

FOP – Faculdade de Odontologia de Piracicaba 

FP: Fissura palatina 

GST: Glutathione s-transferase (gene da glutationa s-transferase) 

IRF6: Interferon regulatory factor 6 (gene fator regulador de interferon 6) 

JAG2: Jagged 2 (gene dos ligantes de superfície celular para receptores 

transmembrânicos)  

LHX8: Lim homeobox gene 8 (gene 8 da família homeobox Lim) 

ug – Microgramas 

ml – Mililitros 

mM – Milimolar 

MID1: Midline 1 (gene relacionado com diferenciação e proliferação celular) 

MSX: Muscle Segment Homeobox (gene da homeobox do segmento muscular) 

MTHFD1: Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1 (Metilenotetraidrofolato 

desidrogenase 1) 
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MTHFR: 5,10-Methylenetetrahydrofolate reductase (5,10-metilenotetraidrofolato 

redutase) 

MTR: 5-Methyltetrahydrofolate-homocysteine S-methyltransferase (5 

metiltetraidrofolato-homocisteina S-metiltransferase) 

MYH9: Myosin, heavy chain 9, nonmuscle (gene da cadeia pesada da miosina não 

relacionada especificamente com tecidos musculares) 

NAT: N-acetyltransferase (N-acetiltransferase) 

nM – Nanomolar 

nm – Nanômetro 

OD: Optical density (Densidade óptica) 

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reação em cadeia da polimerase) 

PCR-RFLP: PCR-Reaction fragment lenght polymorfism (PCR associada à análise 

de polimorfismo de fragmentos de restrição enzimática) 

PVRL: Poliovirus receptor-like gene (gene do receptor-like de poliovirus) 

RARA: Retinoic acid receptor (Receptor de ácido retinóico) 

SNP – Single nucleotide polimorfism – Polimorfismo de nucleotídeo único 

SPRY2: Sprouty, Drosophila, Homolog of 2 (homólogo humano do gene sprout 2 

da drosófila) 

SUMO: Small ubiquitin-like modifier 1 (modificador 1 de pequena proteínas 

ubiquitina-Like) 

SVW: Síndrome de Van der Woude 

TBE: Tris Borate EDTA buffer (tampão Tris, ácido bórico e EDTA) 

TBX: T-box transcription factor (fator de Transcrição T-box ) 

TGFα: Transforming Growth Factor α (fator de Crescimento Transformante Alfa) 

TGF: Transforming Growth Factor β (fator de Crescimento Transformante Beta) 

TP63: Tumor protein p63 (gene que codifica para a proteína tumoral p63 

homólogo da p53) 

U – Unidade 

Unicamp - Universidade Estadual de Campinas 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Fissuras de lábio e/ou palato (FL/P) estão entre as alterações congênitas mais 

frequentes nos seres humanos e representam as malformações mais comuns na 

região craniofacial (Stanier & Moore, 2004; Forrest & Merz, 2004). 

Aproximadamente 70% dos casos de FL/P ocorrem de forma não-sindrômica 

(FL/PNS), isolada, ou seja, sem malformações ou alterações adicionais, e os 

demais 30% referem-se às associações, em que são observadas desordens 

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

cromossômicas, teratogênicas e condições esporádicas que incluem defeitos 

congênitos (Nopoulos et al., 2007; Meng et al., 2009). Mais de 400 síndromes já 

descritas apresentam FL/P no seu espectro clínico (Scapoli et al., 2008; Meng et 

al., 2009). As FL/P representam uma importante condição na saúde pública 

mundial uma vez que requerem um complexo tratamento multidisciplinar que 

envolve apoio médico, psicológico, fonoaudiológico, nutricional e odontológico por 

um longo período (Christensen et al., 2004). Tem sido sugerido ainda que crianças 

com FL/P possuem risco aumentado para o desenvolvimento de câncer na vida 

adulta (Zhu et al., 2002) e alterações psiquiátricas (Christensen & Mortensen, 

2002). 

As FL/P podem ser classificadas clinicamente, tendo como referência 

anatômica o forame incisivo, em: (1) fissuras pré-forame incisivo ou fissuras labiais 

(FL); (2) fissuras pós-forame incisivo ou fissuras palatinas (FP); (3) fissuras trans-

forame incisivo ou fissuras lábio-palatinas (FLP) e (4) fissuras raras da face (Spina 

et al., 1972). Considerando o tipo de fissura, há alguns estudos que observaram 

uma maior ocorrência de FLP (Rajabian & Sherkat, 2000; Cooper et al., 2000; 

Freitas et al., 2004; Martelli-Júnior et al., 2006). No entanto, outros trabalhos 

mostram que as FP (Bellis & Wohlgemuth, 1999; Stoll et al., 2000) ou as FL 

(Nagem et al., 1968) isoladas podem apresentar frequencia superior a das FLP. 

            A incidência das FL/PNS é de aproximadamente 1 em cada 500-2.000 

nascidos vivos e varia de acordo com a localização geográfica, etnia/raça e 
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condição sócio-econômica da população estudada (Slayton et al., 2003; Lidral et 

al., 2008). Na América Latina, estudo realizado por Vieira e colaboradores (2003) 

encontrou uma incidência aproximada de 1,1 casos de FL/PNS para cada 1.000 

crianças nativivas. Os levantamentos realizados no Brasil são escassos e 

mostram uma incidência de FL/PNS variando de 0,19 a 1,54 para cada 1.000 

nascimentos (Loffredo et al., 2001; Martelli-Júnior et al., 2006; Rodrigues et al., 

2009). Não se sabe se esta diferença epidemiológica é real ou associada a 

diferenças metodológicas. 

Embriologicamente, as FL/P são resultantes de defeitos na fusão dos 

processos craniofaciais que formam o palato primário e secundário, no primeiro 

trimestre do desenvolvimento intra-uterino (Carinci et al., 2007; Meng et al., 2009). 

Mesmo representando uma alteração do desenvolvimento comum, a etiopatogenia 

das FL/PNS ainda é pouco compreendida, provavelmente reflexo da vasta 

diversidade dos mecanismos moleculares envolvidos na embriogênese facial. 

Entretanto, há um consenso de que se trate de uma condição multifatorial, com a 

participação de cerca de 3 a 14 genes e da influência de fatores ambientais (Krost 

& Schubert, 2006; Vieira et al., 2008; Letra et al., 2010). Dentre os principais 

fatores ambientais estudados até o momento, estão o consumo de bebidas 

alcoólicas e tabagismo durante a gestação (Vieira, 2008b; Zarante et al., 2009; 

Leite & Koifman, 2009; Jia et al., 2009), idade materna avançada (Vieira et al., 

2002b; Materna-Kiryluk et al., 2009), consanguinidade (Leite & Koifman, 2009; 

Aquino et al., 2011), uso de medicamentos durante a gestação (Zarante et al., 

2009), presença de doenças sistêmicas (Puho et al., 2007), desnutrição materna e 

avitaminose, particularmente durante o primeiro trimestre de gestação (Johnson & 

Little, 2008). 

 Alguns estudos sobre a etiopatogenia das FL/PNS buscam determinar o 

papel das variantes polimórficas dos genes associados às vias de sinalização 

celular que participam da formação do lábio e/ou palato, bem como o papel dos 

fatores ambientais na modulação da expressão e função destes genes (Chevrier 

et al., 2005; Vieira et al., 2008b; Carroll et al., 2009; Letra et al., 2010). Nos últimos 
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anos foram identificados genes que quando mutados resultam em síndromes que 

contém a FL/P em seu cenário clínico, abrindo a perspectiva de que polimorfismos 

nestes genes possam também contribuir para a etiologia das FL/PNS (Scapoli et 

al., 2008; Shi et al., 2009).  

Além dos genes implicados na etiologia de síndromes, são associados às 

FL/PNS diferentes genes relacionados à formação craniofacial, como TGF-3 

(Transforming growth factor beta 3) (Vieira et al., 2003) MSX1 (Msh homeobox 1) 

(Carinci et al., 2007), IRF6 (Interferon regulatory factor 6), (Paranaíba et al., 2009) 

FGFs (Fibroblast growth factor) (Riley et al., 2007), MYH9 (myosin, heavy chain 9, 

non-muscle) (Martinelli et al., 2007), FOXE1 (forkhead box E1), JAG2 (Jagged 2) 

(Vieira et al., 2005) e TBX22 (T-box 22) (Braybrook et al., 2001).  

 No presente estudo, investigou-se a distribuição alélica e genotípica de 

variantes polimórficas nos genes TGF3, MSX1, MYH9 e JAG2 entre indivíduos 

com e sem FL/PNS.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Fissura Labial e/ou Palatina Não-Sindrômica 

 As FL/P 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; Dudas et al., 2007). As FL/P são 

divididas, baseando-se na região de envolvimento anatômico, em 4 grupos: 

fissuras pré-forame incisivo ou, simplesmente, fissuras labiais (FL), fissuras pós-

forame incisivo ou fissuras palatinas (FP), que envolvem o palato mole e/ou duro, 

fissuras trans-forame incisivo ou fissuras lábio-palatinas (FLP), que envolvem lábio 

e palato mole/duro e fissuras raras da face (Spina et al., 1972; Gorlin et al., 2001; 

Thomas et al., 2008). A FL surge quando fracassa a fusão das proeminências 

nasais e maxilares e a FP quando há falta de fusão das prateleiras palatinas, 

sendo que pacientes que exibem falhas nos dois processos possuem FLP (Carinci 

et al., 2007). Embora alguns trabalhos avaliem FL e FLP sem distingui-las, há 

estudos sugerindo que essas duas categorias podem ter diferentes causas 

genéticas e por isso devem ser analisadas separadamente sempre que possível 

(Harville et al., 2005; Jugessur et al., 2008).  

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, as FL/P representam uma importante fração 

de todos os defeitos congênitos em humanos. As FL/P podem surgir como 

característica fenotípica de mais de 400 síndromes já identificadas (Gorlin et al., 

2001; Thomas et al., 2008). Anomalias citogenéticas (Trissomia do 13 e 18, 4p-), 

distúrbios monogênicos (síndrome de Van der Woude, síndrome de Stickler) são 

exemplos de condições associadas às FL/P (Marazita et al., 2002). Quando 
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surgem sem outras características adicionais, a denominação FL/P não-

sindrômicas (FL/PNS) tem sido utilizada. 

Tem sido demonstrado que avaliar as FL/PNS apenas sob o aspecto da 

malformação craniofacial é uma estimativa aquém das reais consequências dessa 

condição. Os indivíduos afetados apresentam menor vida útil, com risco 

aumentado para todas as causas principais de morte, quando comparado com 

indivíduos que não são afetados (Christensen et al., 2004). Para o indivíduo 

afetado, há ainda significativa morbidade ao longo da vida uma vez que efeitos 

sobre a fala, audição, aparência e cognição geram resultados adversos sobre a 

saúde e integração social (Mossey et al., 2009).  

 Os déficits cognitivos em fissuras sindrômicas são frequentes e muitas 

vezes graves. Nos casos de FL/PNS, esses déficits são menos acentuados, mas 

podem ser de 6 a 10 vezes mais prevalentes em crianças com fissuras, quando 

comparado com a população em geral (Broder et al., 1998).  A etiologia dos 

déficits cognitivos tem sido mais comumente citada como decorrência de fatores 

secundários, tais como audição (otite média crônica, que é muito comum nesta 

população) e/ou déficit na fala (Sak & Ruben, 1982). Entretanto, há estudos que 

apontam um aumento na frequencia de anomalias estruturais no cérebro, incluindo 

diminuição do volume cerebral e cerebelar e alterações na trajetória do 

desenvolvimento do cérebro, em associação às FL/PNS (Nopoulos et al., 2007; 

Vieira, 2008). Interessantemente, os desenvolvimentos do cérebro e face estão 

intimamente relacionados e o desenvolvimento anormal do cérebro pode 

acompanhar uma anormalidade no desenvolvimento facial (Nopoulos et al., 2007). 

Em adição, Christensen & Mortensen (2002) demonstraram que pacientes 

fissurados apresentam um risco aumentado de hospitalização por distúrbios 

psiquiátricos.  

A associação entre FL/PNS e câncer infantil tem sido controversa 

(Steinwachs et al., 2000; Nishi et al., 2000). No entanto, indivíduos adultos com 

FL/PNS apresentam risco aumentado para ocorrência de câncer de mama e 

cérebro em mulheres e de neoplasia primária de pulmão entre homens (Bille et al., 
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2005). Um estudo mostrou ainda que pais de crianças com FL/PNS apresentam 

risco elevado para o desenvolvimento de cânceres, particularmente linfomas e 

leucemias (Zhu et al., 2002). Tem sido sugerido que as neoplasias malignas e 

FL/P possuem variações em comum nos genes que regulam o crescimento e 

desenvolvimento tecidual (Narod et al., 1997; Nishi et al., 2000; Taioli et al., 2010). 

Os genes que foram suspeitos de estarem na base desta associação são a via de 

sinalização de fibroblastos (FGF), caderina epitelial (CDH1) e eixo de inibição da 

proteína 2 (AXIN2). Os tipos de cânceres mais frequentemente associado com 

mutações nos genes acima mencionados são cânceres do cólon-reto e mama. 

Suportando esta hipótese, destaca-se a identificação de mutações em caderina 

(CDH1), uma molécula de adesão celular expressa por células epiteliais, em 2 

famílias segregando membros com câncer gástrico difuso e FL/PNS (Frebourg et 

al., 2006). Além disso, Menezes e colaboradores (2009) identificaram que o gene 

AXIN2, um dos genes associados às FL/PNS, quando mutado aumenta a 

susceptibilidade para câncer de cólon. 

Os sujeitos com FL/P necessitam de cuidados multidisciplinares do 

nascimento até a vida adulta (Christensen et al., 2004; Ngai et al., 2005).  Embora 

a reabilitação seja possível com o atendimento de boa qualidade, as FL/P, 

inevitavelmente, constituem um ônus para o indivíduo, a família e a sociedade, 

com um custo substancial em termos de saúde e serviços relacionados. As 

crianças nascidas com essa anomalia precisam de cuidados de enfermagem, 

cirurgia plástica, cirurgia bucomaxilofacial, otorrinolaringologia, fonoaudiologia, 

aconselhamento, psicologia, genética e odontologia. Entretanto, esse conjunto de 

disciplinas tende a fornecer uma atenção fragmentada, o que gera controvérsias 

sobre o tratamento e acompanhamento desses pacientes (WHO, 2002; Mossey et 

al., 2009). Um protocolo padrão para o atendimento e reabilitação dos pacientes 

com FL/P 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). 
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2.2. Dados Epidemiológicos 

A frequencia de FL/PNS é desconhecida em algumas partes do mundo. Em 

muitas regiões, nas quais existem informações disponíveis, as diferenças na 

origem da amostra (hospital ou população), duração, método de apuração e os 

critérios de inclusão restringem comparações (Mossey & Little, 2002). Os estudos 

disponíveis indicam que a malformação afeta aproximadamente 1 em cada 500 a 

2.000 nascidos vivos, dependendo da origem geográfica, da etnicidade, do gênero 

e do padrão sócio-econômico da população estudada (Gorlin et al., 2001; Mossey 

& Little, 2002; Murthy & Bhaskar, 2009). Considerando-se as diferentes etnias, a 

prevalência das FL/PNS é menor entre africanos e descendentes de africanos, 

intermediária entre os caucasianos e alta entre as populações de ameríndios e 

asiáticos (Vieira et al., 2002; Mossey & Little, 2002; Vieira et al., 2008c). A 

prevalência em latino-americanos é menor que entre americanos caucasianos, 

mas ainda é superior à prevalência em afro-americanos (Murthy & Bhaskar, 2009). 

Os diferentes tipos de fissura apresentaram distribuição distinta e a 

incidência varia entre os diferentes grupos populacionais (Moosey & Little, 2002; 

Mossey et al., 2009). A frequencia de FLP foi maior em algumas regiões da 

América Latina e Ásia (China, Japão) e menor em Israel, África do Sul e sul da 

Europa (Mossey & Little, 2002).  A FP isolada apresentou frequencia elevada no 

Canadá e em partes do norte europeu, porém menores em algumas regiões da 

América Latina e África do Sul (Mossey & Little, 2002). Comparações entre os 

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

Lancashire, 1998) 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 mais próxima a do país de origem. 

Alguns estudos mostram uma maior incidência de FLP seguida pela FL e 

FP (Cooper et al., 2000; Martelli-Júnior et al., 2006; Gregg et al., 2008) e maior 

frequencia no gênero masculino, numa proporção de dois homens para cada 

mulher (Wyszynski, 2002; Martelli-Júnior et al., 2007; González et al., 2008).  A 

proporção entre os gêneros parece variar com a gravidade da fissura, presença de 
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malformações adicionais, número de irmãos afetados na família, origem étnica e 

possivelmente idade dos pais (revisado por Mossey et al., 2002). A FLP é mais 

frequente no gênero masculino e FP isolada é mais comum em mulheres, em 

vários grupos étnicos. FP apresenta uma relação de 0,73:1 entre homens e 

mulheres caucasianos (Murthy & Bhaskar, 2009). Considerando a lateralidade, as 

fissuras unilaterais são mais comuns que as bilaterais, sendo o lado esquerdo 

mais afetado (Stoll et al., 1991; Lidral et al., 2008; Murthy & Bhaskar, 2009). 

Os estudos que analisaram a frequencia das FL/PNS na população 

brasileira são escassos. Loffredo e colaboradores (2001) realizaram um estudo 

durante um período de 20 anos no Hospital para Reabilitação de Anomalias 

Craniofaciais da Universidade de São Paulo (Centrinho), Bauru-SP e revelaram 

uma prevalência de 0,19 casos de fissuras lábio-palatinas para cada 1.000 

nascidos vivos. Estudo posterior realizado neste mesmo Centro encontrou uma 

maior frequencia das FLP (37,1%) e predomínio do gênero masculino. Quanto ao 

tipo de fissura e gênero, houve uma maior frequencia de mulheres entre as FP 

isoladas (Freitas et al., 2004). Um estudo conduzido no município de Campos dos 

Goyatazes-RJ encontrou uma incidência de 1,35 casos de FL/PNS para cada 

1.000 nativivos (Nunes et al., 2007). Em outro estudo, Rodrigues e colaboradores 

(2009) relataram 5.764 novos casos de fissuras lábio-palatinas 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. 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 frequencia em crianças caucasianas do gênero 

masculino (Martelli-Júnior et al., 2006). O segundo estudo observou maior 

frequencia de FLP (39,68%), seguida por FL (38,09%) e pela FP (22,23%) nos 

casos avaliados (Martelli-Júnior et al., 2007). Este estudo também demonstrou que 
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a relação entre homens e mulheres foi de 1,3, sendo os homens 2,57 vezes mais 

atingidos por FLP do que as mulheres. As FL unilaterais foram mais frequentes 

que as bilaterais (Martelli-Júnior et al., 2007).  

 
 
2.3. Embriologia 
 

A formação do lábio e palato envolve uma série complexa de eventos que 

exigem uma estreita relação entre migração celular, crescimento, diferenciação e 

apoptose, coordenados pela interação de fatores de transcrição e sinalizadores 

moleculares juntamente com interações intercelulares (Mossey et al., 2002; 

Stanier & Moore, 2004; Mossey et al., 2009). 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).  

O desenvolvimento da face humana inicia-se na quarta semana da 

embriogênese com a migração de células da crista neural, que combinadas com o 

núcleo da mesoderme e revestimento epitelial, estabelecem o primórdio facial. Por 

volta do 26º dia de gestação, a boca primitiva está cercada caudalmente por um 

par de processos mandibulares, lateralmente por um par de processos maxilares e 

rostralmente pelo desenvolvimento da proeminência frontonasal e cérebro 

(revisado por Jiang et al., 2006).  

  Na 4ª a 5ª semana da embriogênese, as extremidades mediais dos 

processos mandibulares gradualmente se desenvolvem no sentido caudal-rostral 

para formar a mandíbula (Yoon et al., 2000). Por volta de 32 dias de gestação, há 

um espessamento da ectoderme superficial bilateralmente na parte ventrolateral 

da proeminência frontonasal, dando origem aos placóides nasais. Em seguida, o 

processo frontonasal se desenvolve e origina as fossas nasais (Sperber et al., 
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2002). Aproximadamente no 35º dia de gestação, o rápido crescimento 

mesenquimal dos processos maxilares empurra as fossas nasais medialmente, 

enquanto o processo nasal medial cresce ventrolateralmente. Nesta fase, o lábio 

superior consiste nos processos maxilar, nasal medial e nasal lateral. 

Subsequentemente há o início da fusão entre os processos nasal medial e lateral, 

seguida pela fusão com os processos maxilares. Na sétima semana, a formação 

do lábio superior é concluída quando as linhas de fusão entre os processos 

desaparecem (revisado por Jiang et al., 2006).  

O desenvolvimento do palato secundário envolve uma sequência de 

eventos no desenvolvimento embrionário. Na sexta semana de vida intra-uterina, 

núcleos de células mesenquimais (derivadas da crista neural), cercados por 

células epiteliais (derivadas do ectoderma), dão origem aos primórdios palatais, 

localizados nas bordas laterais dos processos maxilares. Em seguida, as duas 

prateleiras palatinas crescem verticalmente para baixo e ao longo dos dois lados 

da língua. Então, a mandíbula cresce em comprimento, a língua se desloca para 

uma posição mais inferior de modo que as prateleiras palatinas sejam elevadas 

acima do dorso da língua (Murray & Schutte, 2004; Meng et al., 2009). Na 9ª 

semana de gestação, as prateleiras crescem uma em direção à outra e se reúnem 

na região mediana da orofaringe.  Em seguida se aderem em sua borda epitelial 

medial, MEE (do inglês, medial edge epithelia) e desencadeiam uma série de 

reações celulares e bioquímicas, ainda bastante discutidas, que levam à fusão, 

dando origem a MES (do inglês, midline edge seam).  Após a fusão, 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 dos palatos 

primário e secundário e do septo nasal estão completos (Murray & Schutte, 2004). 
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2.4. Etiologia 

Mesmo representando um defeito congênito comum, a etiopatogenia das 

FL/PNS permanece incerta. Isto é, em grande parte, reflexo da complexidade e 

diversidade dos eventos moleculares envolvidos durante a embriogênese, sendo 

difícil determinar o exato momento e a razão precisa pela qual não houve 

coalescência dos processos que dão origem ao lábio e/ou palato (Vieira, 2008). 

Apesar das consideráveis controvérsias existentes na literatura sobre a etiologia 

das FL/P, é bem aceito que elas representam uma condição multifatorial, sendo 

resultado da associação de fatores genéticos e ambientais, embora ainda se 

conheça pouco sobre a exata participação de cada um dos fatores já descritos 

(Bliek et al., 2009; Boyles et al., 2009; Jia et al., 2009; Kistner et al., 2009).  

Comparado com outros defeitos congênitos, FL/P apresentam maior taxa 

de recorrência familial (Lie et al., 1994), embora um padrão clássico de herança 

mendeliana não seja facilmente identificado (Natsume et al., 2000; Vieira et al., 

2008c). Fogh-Andersen (1942) 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 base genética maior para FP 

comparada com FL (Sivertsen et al., 2008). Um trabalho recente do nosso grupo, 

avaliando a incidência familiar de FL/PNS em 185 pacientes, identificou que 

35,13% dos indivíduos apresentavam histórico familiar de FL/P, 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, fornecendo 
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evidências para um componente genético forte para as FL/P, mas esses dados 

não descartam a participação de outros fatores, como os ambientais, na etiologia 

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 FLP e FP isolada podem ocorrer dentro de uma mesma 

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

destes 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 (SVW, OMIM 

#119300) 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 consanguinidade 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, eram provenientes de casamentos consanguíneos e 

apresentavam anomalias congênitas, incluindo as FL/PNS (Ritler et al., 2001). 

Similarmente, 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 trabalho 

realizado pelo nosso grupo, avaliando 246 casos de FL/PNS quanto à 

consanguinidade, evidenciou que 6,1% dos casos apresentaram histórico de 

casamento entre parentes de primeiro grau (Aquino et al., in press). 

Provavelmente, uma possível explicação para tal correlação seria uma 

predisposição genética como um componente recessivo associado à FL/P (Stoll et 
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al., 1991). Contudo, esta mesma associação não foi observada em outros estudos 

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

Existem ainda estudos que avaliam a influência da sazonalidade na 

ocorrência de FL/PNS e consideram razoável esperar que as fissuras apresentem 

variações sazonais (Fraser & Gwyn, 1998; Elliot et al., 2006). A relação entre 

meses de nascimento e FL/P seria consistente com variações em fatores 

ambientais, presentes em determinadas estações do ano, como dieta maternal 

deficiente em alguns nutrientes, particularmente ácido fólico, exposição à luz 

ultravioleta, ciclos de doenças infecciosas e exposição, durante a gestação, a 

fertilizantes e pesticidas utilizados na agricultura (Fraser & Gwyn, 1998; Elliot et 

al., 2006; Krost & Schubert, 2006; González et al., 2008). Um estudo realizado em 

Montreal observou um significante aumento no nascimento de meninos com FLP 

em julho (Fraser & Gwyn, 1998), na África no período de março a agosto (Elliot et 

al., 2006) e na China, no período de janeiro a julho (Cooper et al., 2000). 

Entretanto, outros estudos não encontraram influência da sazonalidade em 

qualquer tipo de FL/P (Stoll et al., 1991; Amidei et al., 1994; Christensen, 1999).  

A identificação de fatores de risco genéticos e ambientais para fissuras tem 

sido objeto de intensas pesquisas por várias décadas (Jugessur & Murray, 2005; 

Lidral & Moreno, 2005). Nos últimos anos, têm sido notados avanços 

consideráveis no mapeamento de locos, com a lista de genes candidatos em 

rápida expansão desde a primeira associação do gene TGFα (Ardinger et al., 

1989) para incluir agora IRF6, MSX1, TGF3, FOXE1, FGFR1, FGFR2, FGF8, 

PDGFC, CRISPLD2, PVRL1, GABRB3, MSX2, SATB2, TBX10, TBX22, GLI2, 

JAG2, MTHFR, RARA, LHX8 e SPRY2, entre outros (Ding et al., 2004; Lidral & 

Murray, 2004; Marazita et al., 2004; Jugessur & Murray, 2005; Lidral & Moreno, 

2005; Vieira et al., 2005; Chiquet et al., 2007; Riley & Murray, 2007; Shi et al., 

2009). 

Os resultados de mapeamento de muitos genes e estudos de associação 

de outros genes candidatos em potencial para desenvolvimento de FL/PNS são 

considerados inconclusivos ou não têm sido replicados em estudos diferentes 
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(Marazita & Neiswanger, 2002). Além das diferentes populações de cada estudo, 

uma razão para a relativa redução na força dos estudos pode estar relacionada ao 

fato de normalmente se utilizar apenas a presença de fissura como fenótipo. 

Trabalhos atuais têm mostrado uma avaliação ainda mais apurada e sugerido que 

esses indivíduos podem apresentar outras características subclínicas e gravidade 

variável das fissuras, o que poderia indicar a presença de diferentes genes e 

fatores ambientais envolvidos na etiologia de FL/P (Weinberg et al., 2006; 

Neiswanger et al., 2006). Da mesma forma, os membros da família podem ser 

portadores de alelos com susceptibilidade para fissura, mas que não são 

suficientes para elevá-los acima do limiar e conduzir a uma fissura, mas que pode 

resultar em sutis diferenças (Neiswanger et al., 2006). A presença de anomalias 

dentais, alterações musculares, incluindo defeitos no músculo orbicular da boca, 

anormalidades craniofaciais como alterações antropométricas do cérebro, 

assimetria facial e padrões de assimetria entre as mãos (Weinberg et al., 2006; 

Neiswanger et al., 2007; Marazita, 2007; Murthy & Bhaskar, 2009; Lu et al., 2009) 

tem sido relacionadas às FL/PNS e familiares, indicando a existência de 

subfenótipos. O enriquecimento do fenótipo das FL/PNS pode direcionar com 

maior precisão os estudos de genes com susceptibilidade para fissura (Weinberg 

et al., 2006).  

 

2.4.1. Fatores ambientais 

  A exposição a fatores ambientais de risco no início da gestação é 

relacionada às FL/PNS. Esta relação é reforçada por trabalhos que mostram que o 

planejamento da gravidez parece ter um efeito protetor para o desenvolvimento de 

FL/P (revisado por Mossey et al., 2009). Fatores ambientais tais como dieta e 

suplementação vitamínica materna, alcoolismo, tabagismo, uso de drogas durante 

o primeiro trimestre de gestação e idade avançada dos pais podem contribuir para 

o desenvolvimento de FL/PNS (Vieira, 2008).  
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Alguns trabalhos sugerem que estado nutricional materno tenha algum 

papel na etiologia das FL/PNS (Krapels et al., 2004; van Rooij et al., 2004). 

Estudos demonstram que a suplementação materna com multivitaminas no 

primeiro trimestre gestacional pode 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). Uma associação entre a deficiência de ácido fólico e 

defeitos nas estruturas derivadas do tubo neural, como lábio e palato, está bem 

estabelecida na literatura (Antony, 2007; Boyles et al., 2008). O ácido fólico, uma 

vitamina do complexo B, 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). Mais recentemente, 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 e identificou que mães 

carregando a variante alélica A do polimorfismo rs2274976 no gene MTHFR (5,10-

methylenetetrahydrofolate reductase) apresentam um risco aumentado em 6x para 

ter um filho com FL/PNS (Bufalino et al., 2010). 

O consumo excessivo de bebidas alcoólicas durante o primeiro trimestre de 

gestação tem sido considerado um importante fator de risco para FL/PNS (Lorente 

et al., 2000; Spilson et al., 2001; Zarante et al., 2009). Um estudo encontrou que 

mães de filhos com FL/PNS que consumiram 5 ou mais doses/dia durante o 

primeiro trimestre de gestação apresentaram um risco maior de ter um filho com 

FL/PNS quando comparadas àquelas mães que nunca consumiram álcool ou 

àquelas que deixaram de consumir bebidas alcoólicas durante a gestação (DeRoo 

et al., 2008). Outro estudo sugeriu que a associação entre consumo de álcool e 

FL/PNS pode ser influenciada pelo tipo de bebida (bebida destilada > vinhos > 
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cerveja) e o uso de ácido fólico (Romitti et al., 2007). É possível que as variações 

genéticas no desenvolvimento craniofacial (Romitti et al., 1999), metabolismo do 

álcool (Chevrier et al., 2005) e metabolismo do ácido fólico (Prescott & Malcolm, 

2002) possam ser responsáveis pelas influências do consumo de bebidas 

alcoólicas no risco para o desenvolvimento das FL/PNS.  

O tabagismo durante o primeiro trimestre de gestação tem sido associado 

de forma consistente com as FL/PNS (Honein et al., 2007; Vieira, 2008). Lorente e 

colaboradores (2000) investigaram o uso do tabaco durante a gravidez e 

demonstraram um aumento no risco de ocorrência de FL/PNS. Além disso, foi 

observado que o risco aumenta com o número de cigarros consumidos durante a 

gestação. 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).  

Idade materna é considerada como 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/P comparado a mães com idade entre 25 e 29 anos (Shaw et al., 

1991). Trabalho 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 a mulheres com idade 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-Davila et al., 2003; Jamilian et al., 2007). 

Enfermidades crônicas e condições sistêmicas da mãe, como diabetes e 

obesidade, durante a gestação podem estar relacionadas com o aumento do risco 

de ter um filho com FL/PNS, por meio de alterações fisiológicas ou pela ação de 

medicamentos usados em seu tratamento (Spilson et al., 2001; Cedergren & 
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Källén, 2005; Puho et al., 2007). O uso de medicações durante o período de 

formação fetal (primeiro trimestre de gestação), especialmente corticóides 

(Rodriguez-Pinilla & Martinez-Frias, 1998), nifedipina (Zarante et al., 2009) e 

antifolatos (Hernandez-Diaz et al., 2000), também é associado a um elevado risco 

para o nascimento de uma criança com FL/P. Estudo realizado por Krapels e 

colaboradores (2006) encontrou uma forte associação entre o uso de analgésico, 

drogas contra infecções, anticoncepcional, corticóides e drogas com ação 

simpaticomimética e o desenvolvimento de FL/PNS. O grupo de 

anticonvulsivantes, especialmente a difenilhidantoína, fenobarbital, carbamazepina 

e valproato de sódio, são os mais amplamente estudados e com efeitos 

comprovados sobre as FL/PNS (Leite et al., 2002; Leite et al., 2005). A exposição 

ocupacional materna a solventes orgânicos e a exposição dos pais a produtos 

químicos agrícolas tem sido associada, de forma inconsistente, às FL/PNS 

(Garcia, 1998; Shaw et al., 2003).  

 

2.4.2. Fatores Genéticos 

  Uma variedade de abordagens genéticas tem sido utilizada para identificar 

múltiplos genes envolvidos no desenvolvimento craniofacial. Parte dos genes 

candidatos nas FL/P foi sugerida através de estudos com modelos experimentais 

em animais “knockouts”, especialmente camundongos (Juriloff & Harris, 2008), 

estudos de ligação e associação do genoma (Marazita & Neiswanger, 2002; 

Marazita et al., 2004; Birnbaum et al., 2009), citogenética (Brewer et al., 1999; 

Higgins et al., 2008), estudos de fissura associadas a síndromes mendelianas 

(Kondo et al., 2002) e análises de expressão gênica em tecidos embrionários 

humanos e de camundongos (Mukhopadhyay et al., 2004; Gong et al., 2005).  A 

diversidade de eventos embriológicos que contribuem para a formação das 

estruturas faciais reflete no grande número de genes conhecidos ou suspeitos de 

estarem envolvidos na formação de fissura (Jugessur et al., 2009). 

Os estudos atuais de ligação e de associação do genoma, abrangendo 

diversas populações, demonstram que inúmeros genes e loci gênicos, situados 
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em diferentes regiões cromossômicas tais como 17p13.1 (Wyszynski et al., 2003), 

8p11-23 (Riley et al., 2007b), 19p13.12, 19q12 e 2q22.3 (Vieira et al., 2008b), 

9q21 e 1p32 (Marazita et al., 2009), 8q24.21 (Grant et al., 2009; Birnbaum et al., 

2009), 10q25.3 e 17q22 (Mangold et al., 2010), e 6q14.2-14.3 (Letra et al., 2010), 

podem estar relacionados à etiologia das FL/PNS. Estes loci contêm centenas de 

genes de função ainda desconhecida e vários genes que participam das vias de 

sinalização associadas ao desenvolvimento do lábio e do palato. 

O estudo de polimorfismos genéticos também tem sido utilizado para avaliar 

a relação de variantes alélicas em FL/P. Polimorfismos são alterações na 

sequência de um gene, ou seja, mutações no DNA com frequencia esperada na 

população geral de pelo menos 1%. Existem vários tipos de polimorfismos no 

genoma decorrentes de substituições, deleções, inserções ou duplicações na 

sequência de nucleotídeos. De uma maneira geral, os polimorfismos podem ou 

não estar associados a uma determinada doença. O tipo mais comum de 

polimorfismo genético é o polimorfismo de um único nucleotídeo, do inglês “single 

nucleotide polymorphism” (SNP). São formas variantes na sequência de DNA que 

podem estar presentes nos indivíduos de uma população dentro de uma variação 

considerada normal. A hipótese de que a forma variante possa estar associada à 

função alterada de um gene em particular e, por consequência, exercer algum 

papel na etiologia das fissuras orais pode ser verificado através do estudo das 

frequencias desses polimorfismos em indivíduos afetados (casos) e não afetados 

(controles) (Prescott et al., 2000).      

Dentre os genes associados às FL/PNS, destacam-se: IRF6, TGFα (fator de 

crescimento transformante alfa), MSX1(Muscle Segment Homeobox), TGF3 

(fator de crescimento transformante beta 3), JAG2 (JAGGED2), FGF7 (fator de 

crescimento de fibroblastos 7), FGF10, FGF18, FGFR1 (receptor do fator de 

crescimento de fibroblasto 1), FGFR2 e MYH9 (myosin, heavy chain 9, non-

muscle) (van den Boogaard et al., 2000; Vieira et al., 2003; Marazita et al., 2004; 

Riley et al., 2007a; Menezes et al., 2008; Rahimov et al, 2008; Scapoli et al., 2008; 

Birnbaum et al., 2009). 
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Mutações no fator regulador de interferon 6 (IRF6) foram identificadas em 

afetados da síndrome de Van der Woude (SVW), uma alteração autossômica 

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

lábio inferior (Paranaíba et al., 2008). 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 do gene 

IRF6, que resulta na substituição de uma valina por uma isoleucina na posição 

274 da sequência de aminoácidos (Val274Ieu) da estrutura protéica de IRF6, foi 

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

2009). Em adição a estes achados, Rahimov e colaboradores (2008) 

demonstraram uma forte associação entre FL e o polimorfismo rs642961 do gene 

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 frequencia de genótipo variante no 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 

frequencia dos genótipos raros do polimorfismo rs642961 (GA e AA) foi muito 

similar entre os grupos controle (28,6%) e FL/PNS (25,4%). Estes 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., 2010a). 

Um estudo não encontrou uma associação positiva entre o genótipo fetal 

para os genes do desenvolvimento TGFα e o aumento no risco da prole 

apresentar uma FL/PNS (Chevrier et al., 2008). Resultados similares para o gene 

TGFα também foram observados em estudos prévios (revisado por Vieira, 2006).  

Estudo realizado por Riley et al. (2007a) revelou que genes da família FGF e 

FGFR podem contribuir com 3-5% das FL/PNS. Mutações no gene FGFR1 

também têm sido descritas em pacientes com síndrome de Kallmann com FL/P 
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e/ou agenesias dentais (Kim et al., 2008). Dentre os genes associados às 

síndromes, PVRL1, gene responsável pela síndrome da displasia ectodérmica e 

FL/P, é um dos genes em que variações polimórficas foram fortemente 

relacionadas às FL/PNS (Scapoli et al., 2004). Outro gene já estudado em FL/PNS 

é o TP63, encontrado mutado na síndrome da ectrodactilia, displasia ectodérmica 

e FLP (EEC). No entanto, mutações em TP63 nos casos de FL/PNS, se existem, 

são raras (Barrow et al., 2002; Scapoli et al., 2008).  

Outros genes, incluindo BMP4, TBX22, RARα, SUMO1 e GABRB3 

demonstraram alguma correlação com a etiologia das FL/PNS (Prescott et al., 

2000; Schultz et al., 2004; Carinci et al., 2007; Birnbaum et al., 2009; Jia et al., 

2009; Jianyan et al., 2009). No entanto, frente aos resultados inconclusivos ou 

conflitantes de inúmeros estudos, nenhum destes genes foi definitivamente 

confirmado estar associado à etiopatogenia das FL/PNS. 

 

 

TGFβ3 (Fator de Crescimento Transformante β3) 

Os genes dos fatores de crescimento transformantes (TGFβ) codificam 

mais de 30 proteínas ligantes. Os membros dessa família apresentam estruturas 

semelhantes, porém funcionalmente os diversos fatores de crescimento podem 

regular muitos aspectos do comportamento celular. (Sanford, 1997). Foram 

inicialmente estudados como fatores que promoviam crescimento celular em 

cultura, mas logo ficou claro que poderiam promover ou inibir o crescimento, 

dependendo do tipo de célula examinada e da presença de outros fatores de 

crescimento (Sanford, 1997). Esses genes desempenham papel importante na 

embriogênese através de interações epitélio-mesênquimais, proliferação celular, 

condrogênese e apoptose (Proetzel et al., 1995). Em geral, os TGF são 

mitogênicos para células de origem mesenquimal e inibitórios para células de 

origem epitelial (Massagué, 1990).  

Estes fatores de crescimento são codificados pela família gênica TGF que 

inclui os genes: TGFα, TGFβ1, TGFβ2 e TGFβ3. TGFβ são moléculas 
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sinalizadoras extracelulares que têm potencial para modificar migração, e 

localização celular, por meio de processos em parte relacionados à adesão celular 

e interações complexas entre receptores celulares e componentes da matrix-

extracelular (Massagué, 1990). O gene TGFβ3 está localizado na região 

cromossômica 14q24, possui 7 éxons, codifica uma proteína de 412 aminoácidos 

e apresenta regiões altamente conservadas alternadas com regiões de menor 

conservação entre as espécies estudadas. É expresso principalmente nas células 

do epitélio da parte medial dos folhetos palatinos, sendo importante na adesão do 

epitélio medial e eliminação do epitélio entre os folhetos logo após a fusão 

(Proetzel et al., 1995). Estudos feitos em modelos animais mostraram que o gene 

TGFβ3 tem papel importante na palatogênese, uma vez que camundongos 

“knockouts” apresentaram FP (Proetzel et al., 1995; Sanford et al., 1997).  

A importância da expressão do TGFβ3 é apoiada por estudos que mostram 

que as moléculas envolvidas nas vias de sinalização do TGFβ3, incluindo 

receptores (Ito et al., 2003; Dudas et al., 2004; Nakajima et al., 2007) e 

reguladores (Cui et al., 2005), também estão criticamente envolvidas na fusão de 

palato. Alguns trabalhos indicaram que TGFβ3 desempenha papel fundamental 

em várias etapas da palatogênese: (1) Está envolvido na adesão das prateleiras 

palatinas através da indução de proteoglicanos de sulfato de condroitina sobre a 

superfície das células MEE (Gato et al., 2002); (2) Atua na degradação da 

membrana basal, durante a fusão do palato através da indução de 

metaloproteinases de matriz (Blavier et al., 2001) sendo importante para a 

remodelação extracelular da matriz; (3) e é importante para o desaparecimento 

das células MEE (Martinez-Alvarez et al., 2000). Estudo realizado por Choi e 

colaboradores (2009), em modelo animal, concluiu que o TGFβ3 estimula uma via 

de apoptose nas células MEE e da adesão entre as prateleiras palatinas.  

          Em humanos, os resultados de estudos com o gene TGFβ3 e fissuras orais 

ainda são controversos, com relatos mostrando associação deste gene com as 

FL/PNS (Kim et al., 2003; Suzuki et al., 2004; Ichikawa et al., 2006) enquanto 

outros não mostram a associação do mesmo com as FL/PNS (Lidral et al., 1998; 
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Tanabe et al., 2000; Morküniené et al., 2007). Até recentemente, muitos estudos 

utilizaram uma repetição CA localizada 61.215 pb a montante do ponto de partida 

da tradução assim como um marcador VNTR na região 5’ não traduzida (URT) 

para testar a participação do gene (Lidral et al., 1998; Beaty et al., 2002).  Já um 

estudo realizado por Ichikawa e colaboradores (2006), visando uma cobertura 

mais completa do gene, avaliou um total de 23 polimorfismos em uma população 

japonesa afetada por FL/PNS. Estes autores observaram uma associação 

significativa, com p<0,01, em quatro polimorfismos e p<0,05 em um adicional de 

cinco polimorfismos no gene TGFβ3. Maestri e colaboradores (1997) mostraram 

que polimorfismos nos éxons 2 e 5 do gene possuem uma alta associação com 

FP. Sato e colaboradores (2001) consideraram que polimorfismos no TGFβ3, ou 

em sequências de DNA adjacentes, poderiam contribuir para o desenvolvimento 

de fissuras na população japonesa. Outro estudo demonstrou uma associação 

entre TGFβ3 e FL, mas não com a FP (Jugessur et al., 2003). Kim e 

colaboradores (2003) investigaram a relação do polimorfismo SfaN1 (localizado no 

intron 5) desse gene com relação ao risco de FLP na população coreana. A 

distribuição dos genótipos SfaN1 foi diferente entre os pacientes afetados por FLP 

e do controle sendo fortemente associado com um risco aumentado de fissura nos 

homens, mas não nas mulheres. Trabalho realizado em pacientes com FL/P e pais 

(204 trios) relatou uma  forte evidência para origem materna e paterna, com menor 

risco de transmissão materna em comparação com risco de transmissão paterna 

do alelo T com relação ao polimorfismo rs2300607. Isso também é expresso em 

um risco aumentado de crianças heterozigotas com o alelo T herdado do pai.  Os 

autores sugeriram que há um papel importante do TGFβ3  no desenvolvimento de 

fissuras orais, mas consideraram que essa hipótese ainda necessita de mais 

estudos funcionais para mostrar qualquer efeito de variantes alélicas na ativação 

do TGFβ3 (Reutter et al., 2008).  
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MSX1 (Muscle Segment Homeobox) 

Genes MSX são genes homeobox que possuem um importante papel na 

indução da interação epitélio-mesenquimal e, consequentemente, na 

organogênese de vertebrados (Thesleff et al., 1995). Estes genes atuam 

subdividindo o embrião em grupos celulares, os quais apresentam potencial para 

se transformar em tecidos e órgãos específicos. As proteínas codificadas pelos 

genes homeobox possuem em comum um homeodomínio altamente conservado 

entre as espécies, cuja função é reconhecer sequências específicas de DNA nos 

genes alvo, visando controlar a expressão destes por meio de ativação ou 

depressão das vias sinal-transdução (Ivens et al., 1990). 

Dentre a família de genes MSX, o MSX1 é um fator fundamental para o 

desenvolvimento do esqueleto craniofacial. O gene MSX1 está localizado na 

região cromossômica 4p16.1, possui 2 éxons, codifica uma proteína de 297 

resíduos e regiões altamente conservadas entre as espécies, o que sugere um 

papel importante no desenvolvimento. Múltiplas linhas de evidências sugerem que 

o gene MSX1 está envolvido na promoção do crescimento e inibição da 

diferenciação (Blin-Wakkach et al., 2001). Em ratos, a expressão do MSX1 na 

cabeça está localizada principalmente nas regiões de migração e diferenciação de 

células da crista neural bem como nas células mesenquimais derivadas (Hill et al., 

1989; Mackenzie et al., 1991). A proteína MSX1 também é encontrada em uma 

variedade de tecidos embrionários que possuem interações epitélio-mesenquimais 

em sua morfogênese, como por exemplo, folículos pilosos, germes dentários e 

cauda. Camundongos deficientes em MSX1 apresentam malformações 

craniofaciais e dentárias, tais como fissura palatina, redução do comprimento da 

mandíbula, anomalias nos ossos nasal, frontal e parietal, bem como retardo no 

desenvolvimento de dentes, sugerindo um papel desse gene no desenvolvimento 

desses tecidos (Vastardis et al., 1996).  

A primeira evidência da participação de MSX1 na etiologia das FL/P foi 

quando uma geração de camundongos “knockouts” apresentou FP e outras 

anomalias craniofaciais, como hipoplasia de maxila e oligodontia (Satokata & 
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Mass, 1994). Em humanos, mutações em MSX1 foram, inicialmente, identificadas 

causando uma forma autossômica dominante de agenesia dental (Vastardis et al., 

1996). Subsequentemente, Van Den Boogaard e colaboradores (2000) 

identificaram uma mutação em MSX1 sendo a causa de um padrão familiar de 

agenesia dental associada à FLP e FP. Além disso, a falta de expressão do MSX1 

é comumente encontrada em casos da Síndrome 4p-/Hirschhorn, na qual a 

presença de FL/P é uma característica comum. (Battaglia et al., 2001). Um 

trabalho recente avaliou os genes MSX1 e PAX9 (Paired box 9) em ratos, já 

que ambos são co-expressos durante o desenvolvimento craniofacial e que ratos 

mutantes homozigotos para esses genes apresentam FP e detenção precoce na 

formação do dente. Os autores avaliaram que uma redução combinada na 

dosagem de PAX9 e MSX1 em seres humanos poderia aumentar o risco de FL/P 

e oligodontia (Nakatomi et al., 2010).  

Uma extensa análise do MSX1 em 917 pacientes de várias etnicidades com 

FL/P identificou mutações em 16 pacientes com FLP e FP, fornecendo evidências 

que este gene pode estar envolvido em ambas as formas de fissuras. Os autores 

estimam que mutações em MSX1 contribuem para 2% de todos os casos de 

FL/PNS, principalmente aqueles com FLP (Jezewski et al., 2003). Um estudo 

sugeriu que o risco de desenvolvimento de FL/PNS aumenta quando existe 

exposição materna ao fumo e ao álcool em associação com a presença de 

variantes polimórficas específicas no gene MSX1 (Romitti et al., 1999) e que 

mutações nesse gene parecem estar envolvidas com casos de FL/PNS com 

história familiar (van den Boogaard et al., 2000). Relatos conflitantes têm sido 

publicados, sendo alguns com evidência de associação ou ligação do MSX1 com 

FLP ou FP (Fallin et al., 2003; Jugessur et al., 2003; Vieira et al., 2003) e outros, 

sem nenhuma correlação com ambas as formas de fissuras (Mitchell et al., 2001). 

Sugere-se que o motivo de divergências entre os resultados verificados na 

literatura se deva a etnicidade variada das populações investigadas. 

Vieira e colaboradores, (2003b) propôs uma interação entre os genes 

MSX1 e TGFβ3 avaliando 217 crianças e respectivas mães de alguns países da 
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América do Sul. A análise conjunta desses genes sugeriu que pode haver uma 

interação entre esses dois loci para aumentar a susceptibilidade para FP e FLP. 

Estudo recente avaliou uma região em torno do MSX1, através de mapeamento de 

393 polimorfismos em 297 trios de FLP e 84 trios de FP provenientes de Maryland, 

Taiwan, Cingapura e Coreia. Marcadores individuais e haplótipos de dois a cinco 

polimorfismos próximos ao gene MSX1 mostraram evidência estatisticamente 

significativa com relação às FL/P. Dois genes (STK32B e EVC) próximos ao MSX1 

produziram evidências consistentes relacionadas a FLP nas populações 

avaliadas. Esses dois genes, além do gene EVC2, também foram associados a FP 

nos trios analizados, sugerindo que genes próximos ao MSX1 podem influenciar o 

risco de FL/P (Ingersoll et al., 2010). Jagomägi e colaboradores (2010) testaram 

associações entre 176 polimorfismos em 18 genes/locos candidatos para FL/PNS 

em um estudo caso-controle (153 pacientes, 205 controles). As associações mais 

significativas em FL/P foram encontradas em polimorfismos dos genes MSX1, 

MTHFR e PVRL2 incluindo vários haplótipos comuns entre os genes MTHFR e 

MSX1. A associação mais forte para FLP foi observada no polimorfismo 

rs6446693 do gene MSX1 e para FP, o polimorfismo rs11624283 do gene JAG2.  

 

MYH9 (myosin, heavy chain 9, non-muscle) 

 O gene MYH9, codificante para a cadeia pesada de miosina não muscular 

IIA (NMMHCIIA, MIM 160775), representa uma das três miosinas da classe II 

expressas em células não musculares e que exercem força de contração (Heath et 

al., 2001; Martinelli et al., 2007). MYH9 está localizado na região cromossômica 

22q12.3, apresentando 41 éxons e codificando uma proteína de 1960 

aminoácidos, alternando regiões altamente conservadas com áreas menos 

conservadas. Além do papel bem caracterizado de miosinas da classe II na 

contração e produção de força nos músculos, pouco se sabe sobre o seu papel 

funcional específico nas células não musculares (Sellers, 2000). Mutações no 

gene MYH9 causam uma doença autossômica dominante, caracterizada por 

macrotrombocitopenias congênita, deficiência auditiva, catarata, alterações renais 
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(Seri et al., 2003) além de surdez sensorineural autossômica dominante, não 

sindrômica (Heath et al., 2001). Essas doenças autossômicas relacionadas ao 

MYH9 não tem sido relacionadas à FL/P (Martinelli et al., 2007). 

Algumas evidências indicam que as isoformas não musculares têm papéis 

diferentes na citocinese, fagocitose, manutenção da forma da organela, e do 

transporte de partículas, bem como a mobilidade celular. NMMHCIIA parece 

desempenhar um papel durante os diversos processos celulares envolvidos na 

fusão do palato, incluindo a transformação epitelial-mesenquimal, migração e 

morte celular (Martinelli et al., 2007). Estudo realizado durante o desenvolvimento 

de camundongos mostrou uma alta expressão do gene no palato, sendo 

abundantemente e, especificamente, expresso em células da MEE nas prateleiras 

antes da fusão. A expressão diminui gradualmente e se torna limitada a células 

epiteliais após a formação da MES  (Marigo et al., 2004).  

Para avaliar se MYH9 desempenha algum papel na etiologia das FL/PNS, 

uma análise foi realizada em 218 trios (pai, mãe e criança afetada), usando 

marcadores de polimorfismo de nucleotídeo único. Dois polimorfismos adjacentes, 

rs 3752462 e rs 2009930, foram associados às FL/P, indicando que o gene MYH9 

pode ser um fator predisponente (Martinelli et al., 2007). Birnbaum e colaboradores 

(2009b) conduziram um estudo avaliando sete polimorfismos no MYH9 em uma 

amostra de 248 pacientes afetados por FL/PNS e seus pais, da região central da 

Europa e mostrou uma associação altamente significativa para o polimorfismo 

rs7078. A avaliação de haplótipos revelou que uma combinação de polimorfismos 

(rs7078, rs2071731, rs739097, rs5995288) estava associada de forma significante 

às FL/PNS. Os autores consideraram que há o potencial envolvimento de MYH9 

na etiologia das FL/PNS, mas o seu papel patogenético precisa ser mais 

investigado.  

Brett e colaboradores (2009), com objetivo de identificar genes relacionados 

às FL/PNS em famílias afro-americanas e não-hispânicas, avaliaram 6008 

polimorfismos em quatorze regiões cromossômicas e identificou associação de 

quatro polimorfismos no gene MYH9. Um estudo recente avaliando a relação entre 
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fatores ambientais, FL/P e quatro polimorfismos no gene MYH9, encontrou 

significância estatística entre o polimorfismo rs16996652 e mães fumantes 

passivas (Jia et al., 2010).  A literatura científica parece corroborar a hipótese de 

que MYH9 está envolvido na palatogênese e que variações nesse gene alteram a 

susceptibilidade às FL/P. Entretanto, isto ainda requer investigações mais 

consistentes em estudos humanos genéticos, bem como investigações com 

relação à verdadeira função desse gene no processo de desenvolvimento palatino 

(Martinelli et al., 2007; Birnbaum et al., 2009).  

 

JAG2 (JAGGED2) 

JAG2 é um gene que codifica um dos cinco ligantes de superfície celular 

para receptores da família Notch (receptores transmembrânicos). A via de 

sinalização Notch é um mecanismo de sinalização intercelular conservado que é 

essencial para o desenvolvimento embrionário adequado em numerosos 

organismos. JAG2 é expresso no epitélio oral e é necessário para ativação 

Notch1. A ativação de Notch1, por sua vez, atua na diferenciação das células 

durante o desenvolvimento do palato  (Jiang et al., 1998; Casey et al., 2006). 

JAG2 localiza-se na região cromossômica 14q32, possui 26 éxons e codifica uma 

proteína de 1238 aminoácidos, apresentando regiões conservadas e essenciais 

para a acoplagem de genes como o p63, que participa da regulação da expressão 

de JAG2 e quando mutado é responsável pela síndrome da EEC, caracterizada 

pela tríade de ectrodactilia das mãos e pés, displasia ectodérmica e FL/P (van 

Bokhoven et al., 2001). Estudos identificaram que variações na sequência de 

elementos regulatórios de JAG2 podem contribuir para as FL/PNS em diferentes 

populações. O polimorfismo não sinônimo rs1057744 tem sido fortemente 

correlacionado a maior frequencia de FL/PNS em várias populações (Vieira et al., 

2005; Neiswanger et al., 2006, Scapoli et al., 2008). 

Fusões patológicas do palato com a mandíbula ou da língua com o palato 

têm sido relatados em humanos e outros mamíferos, mas os mecanismos 

moleculares e celulares que impedem essas adesões aberrantes durante o 
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desenvolvimento normal do palato ainda não são completamente compreendidos 

(Casey et al., 2006; Richardson et al., 2009). Um estudo avaliou a função de gene 

JAG2 em camundongos, através de uma mutação específica que remove um 

domínio da proteína Jagged2, necessário para a interação com o receptor. 

Camundongos homozigotos para a mutação apresentaram FP e fusão da língua 

com palato. Além disso, observou-se ainda sindactilia e defeitos no 

desenvolvimento do timo (Jiang et al., 1998).  Trabalho realizado por Casey e 

colaboradores (2006) também mostrou que camundongos deficientes em JAG2 

apresentam fissura palatina associada a fusões do palato com a língua. Em 

camundongos mutantes para JAG2, a ativação de Notch1 foi significativamente 

reduzida durante o desenvolvimento do palato. Os autores sugeriram que a 

sinalização Jag2-Notch1 é espaço-temporalmente regulada no epitélio oral, 

evitando a adesão das prateleiras palatinas com outros tecidos da boca e 

facilitando a aderência normal entre as prateleiras durante a elevação palatina.  

Neiswanger e colaboradores (2006) avaliaram os genes PVRL1 (Poliovirus 

receptor-related 1), que expressa uma molécula de adesão célula a célula, e JAG2 

em 155 indivíduos de 25 famílias da Guatemala, sendo que 28 membros eram 

afetados por FL/P e 10 apresentavam alterações no músculo orbicular da boca. 

Os genes mostraram uma possível associação com a FL/PNS, que se tornou 

ligeiramente mais forte quando membros da família com defeitos musculares 

foram incluídos na análise como afetados. Um estudo, com 239 pacientes e pais, 

investigou os genes TP63 (transformation-related protein 63), MID1 (Midline-1) e 

JAG2 em FL/PNS. O gene TP63 está relacionado à síndrome que apresenta a 

tríade ectodractilia, displasia ectodérmica e FL/P e o gene MID1 está associado à 

síndrome de Opitz. Não foi encontrada nenhuma associação entre alelos ou 

haplótipos de polimorfismos em TP63, entretanto os resultados indicaram que 

JAG2 e MID1 podem estar envolvidos na etiologia das FL/PNS (Scapoli et al., 

2008). Mutações no IRF6 estão relacionadas à síndrome de Van der Woude 

(Paranaíba et al., 2008) e síndrome do Pterígio Poplíteo (Froster-Iskenius, 1990), 

que apresentam FL/P em seu espectro clínico. Um estudo com camundongos 
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relacionou o gene IRF6 e JAG2 e demonstrou que esses genes são essenciais no 

controle da adesão e fusão do palato, pois apresentam vias de sinalização 

convergentes e, consequentemente, uma função combinada na 

formação/diferenciação da periderme oral (Richardson et al., 2009). Em estudo 

recente mostrou, através de análise de marcador único e haplótipo, uma 

associação do polimorfismo rs1022431 com FL/PNS, sendo que o alelo A estaria 

associado a um risco maior. A associação mais significativa com FP foi observada 

para o polimorfismo rs11624283. Os autores consideraram que variantes 

polimórficas do JAG2 podem estar envolvidas na etiologia de FL/P (Jagomägi et 

al., 2010).  
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33..  OOBBJJEETTIIVVOOSS  

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Comparar a frequencia alélica e genotípica de polimorfismos presentes nos genes 

MSX1, TGF3, MYH9 e JAG2 entre indivíduos com e sem fissuras lábio-palatinas 

não sindrômicas. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

3.2.1. Verificar a presença de novos polimorfismos presentes nos genes MSX1, 

TGF3 e MYH9; 

 

3.2.2. Verificar a presença do polimorfismo rs1057744 do gene JAG2; 

 

3.2.3. Comparar as frequencias alélilas e genotípicas entre os grupos controle e 

caso. 
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44..  MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

 

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, deliberação do 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - 

UNICAMP (processo nº. 152/2009; Anexo 1). 

 

4.2. População 

As amostras deste estudo foram divididas em 2 grupos: grupo controle que 

foi constituído por amostras de 413 indivíduos não afetados por FL/P e grupo 

caso, composto por amostras de 367 pacientes com FL/PNS. O grupo controle 

apresentava indivíduos sem histórico familiar de síndromes, FL/P ou ainda 

qualquer alteração congênita. O grupo caso apresentava FL/PNS, sem qualquer 

alteração congênita adicional e sem histórico familiar de síndromes ou alterações 

congênitas. Todas as amostras dos pacientes analisados foram obtidas na 

Universidade José do Rosário Vellano - (UNIFENAS), Alfenas, Minas Gerais, 

Brasil, no período de janeiro de 2009 a outubro de 2010. A coleta das amostras do 

grupo de pacientes com FL/PNS foi realizada no Centro de Reabilitação de 

Anomalias Craniofaciais da Universidade José do Rosário Vellano (Centro Pró-

Sorriso - Centrinho), durante o tratamento odontológico oferecido aos indivíduos 

fissurados. Todos os pacientes do grupo caso foram examinados pela Equipe 

Multidisciplinar (pediatra, cirurgião-plástico, estomatopatologistas, fonoaudiólogo, 

psicólogo, fisioterapeuta, enfermeiras, nutricionistas, ortodontistas) do Centro 

referido. A avaliação de paciente sindrômico ou não sindrômico foi feita através de 

exame clínico, auxiliado por exames complementares quando necessário. Foram 

excluídos desta investigação os pacientes afetados por qualquer alteração 

sistêmica e anomalias congênitas, exceto as fissuras no grupo caso. A coleta das 

amostras do grupo controle procedeu-se na Clínica de Graduação, adjacente ao 
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Centro Pró-Sorriso, desta mesma instituição durante o tratamento odontológico, 

oferecido a pacientes que procuram por atendimento.  

 

4.3. Seleção dos Genes Candidatos e dos Polimorfismos Gênicos 

 Este estudo selecionou genes (TGF3, MSX1, JAG2 e MYH9) que quando 

mutados possuem FL/PNS como uma característica fenotípica. Para a seleção 

dos polimorfismos levou-se em consideração: 1) estar localizado em uma região 

de éxon; 2) ser um polimorfismo não-sinônimo e 3) estar em uma região de sítio 

de restrição. As características dos polimorfismos estão descritas na Tabela 1.  

Foram realizadas análises das mutações encontradas nos websites 

ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/) para avaliar a possibilidade de 

alterações nos sítios de splicing e Polyphen (http://coot.embl.de/PolyPhen/) para 

checar possíveis danos na proteína causados pelas mutações não sinônimas dos 

polimorfismos selecionados. 

 

Tabela 1. Descrição dos polimorfismos gênicos deste estudo. 

Gene rs Polimorfismo 
Resíduo de 

Aminoácido 

Referência* 

TGF3 rs34019007 c.170G>A p.Pro57Leu    ENST00000238682 

TGF3 rs4252315 c.179C>T p.Thr60Met    ENST00000238682 

MSX1 rs62636562 c.821C>T p.Ala274Val  ENST00000382723 

JAG2 rs1057744 c.1501G>A p.Glu501Lys   ENST00000331782 

MYH9 rs11549910 c.4595A>G p.Gln1532Arg    ENST00000216181 

MYH9 rs11549909 c.4600G>C p.Val1534Leu    ENST00000216181 

*Informações provenientes do site: www.ensembl.org 

 

 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;g=ENSG00000119699;source=dbSNP;t=ENST00000238682;v=rs34019007;vdb=variation;vf=3272955
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;g=ENSG00000119699;source=dbSNP;t=ENST00000238682;v=rs4252315;vdb=variation;vf=3057294
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;g=ENSG00000163132;source=dbSNP;t=ENST00000382723;v=rs62636562;vdb=variation;vf=4761037
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;g=ENSG00000184916;source=dbSNP;t=ENST00000331782;v=rs1057744;vdb=variation;vf=2986292
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;g=ENSG00000100345;source=dbSNP;t=ENST00000216181;v=rs11549910;vdb=variation;vf=11374418
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Population?db=core;g=ENSG00000100345;source=dbSNP;t=ENST00000216181;v=rs11549909;vdb=variation;vf=11374417
http://www.ensembl.org/
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4.4. Coleta das Amostras para Análise dos Polimorfismos 

Previamente à coleta, todos os voluntários foram informados do propósito 

do estudo. Aqueles que se enquadravam dentro dos critérios previamente 

estabelecidos e concordaram em participar voluntariamente da pesquisa foram 

solicitadas a assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido de 

participação na pesquisa. As amostras de células bucais foram coletadas através 

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 (Faculdade de Odontologia de Piracicaba/FOP-UNICAMP), 

foi adicionada água destilada e deionizada autoclavada q.s.p. 15 ml a cada tubo. 

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, 

foi adicionado 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. PCR-RFLP (Reação em Cadeia da Polimerase Associada à Análise de 

Polimorfismo de Fragmentos de Restrição Enzimática) 

As reações de PCR-RFLP foram realizadas com pares de oligonucleotídeos 

específicos para cada um dos polimorfismos dos genes deste estudo (Tabela 2). 

Os oligonucloetídeos foram desenhados com o auxílio do programa IDT 

PrimerQuest (http://www.idtdna.com/home/home.aspx) com sequências dos 

respectivos genes provenientes do “Gene BanK”. A especificidade de cada par de 

oligonucloetídeos foi testada no programa BLAST (National Center for 

Biotechnology Information-NIH, EUA - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Resumidamente, 500 ng de DNA foram amplificados em um termociclador 

(modelo 9600, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em uma reação de 10 μl 

composta por 1 μM de cada oligonucleotídeo, 2 mM MgCl2, 0,8 mM dNTPmix e 

0,025 Ul de Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As condições das reações de PCR 

são descritas na Tabela 2. Após amplificação, os produtos de PCR foram 

incubados com as enzimas de restrição específicas para a análise de cada 

polimorfismo (Tabela 3), segundo recomendações do fabricante (Fermentas Inc., 

Hannover, MD, EUA). Os produtos da digestão foram separados 

eletroforeticamente em gel de poliacrilamida 8% contendo 0,5 µg/ml de brometo 

de etídio (Invitrogen). A documentação foi realizada no sistema de 

fotodocumentação Kodak Digital ScienceTM equipado com câmera digital DC120 

em com programa 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 2. Pares de primers utilizados neste estudo. 
Polimorfismo Alelos Oligonucleotídeos* Anelamento Amplicon 

      

rs34019007 

Ancestral: G 

Variante: A 

F: 5’ TGGACTTCGGCCACATCAAGAAGA 3’ 

R: 5’ ATTTGGACTTACTGTGCTCCGCCA 3’ 

62º 276 pb** 

       

rs4252315 

Ancestral: C 

Variante: T 

F: 5’ TGGACTTCGGCCACATCAAGAAGA 3’ 

  R: 5’ ATTTGGACTTACTGTGCTCCGCCA 3’ 

62º 276 pb 

      

rs62636562  

Ancestral: C 

Variante: T 

 F: 5’ ACTACAAGAGGCAGAGCTGGAGAA 3’ 

 R: 5’ AGGGAGCAAAGAGGTGAAACTGGA 3’ 

60º 366 pb 

        

rs1057744 

Ancestral: G  

Variante: A 

F: 5’ TGGTGAACGGGTACCAGTGTGTGT 3’ 

R: 5’ ATCACAACAAGCAATGGCCACAGG 3’ 

62º 386 pb 

      

rs11549910 

Ancestral: A 

Variante: G 

F: 5’ AGGATGATGTGGGCAAGAGTGTGA 3’ 

  R: 5’ TGACCAGCTGCTTCTTCTTCTCCT 3’ 

64º 372 pb 

      

rs11549909 

Ancestral: G 

Variante: C 

F: 5’ AGGATGATGTGGGCAAGAGTGTGA 3’ 

  R: 5’ TGACCAGCTGCTTCTTCTTCTCCT 3’ 

64º 372 pb 

*Oligonucleotídeos: Forward (F) e Reverse (R).  **pb: pares de base 

 
 
Tabela 3. Enzimas de restrição utilizadas neste estudo e padrão dos fragmentos 
de restrição após digestão. 
Polimorfismo Gene Enzima Genótipos 

rs34019007 TGF3 DdeI GG: 194, 63 e 19 pb  
GA: 213, 194, 63 e 19 pb 
AA: 213 e 63 pb 

rs4252315 TGF3 HpyCH4III  CC: 172, 92 e 12 pb 
CT: 264, 172, 92 e 12 pb 
TT: 264 e 12 pb 

rs62636562  MSX1 BsmAI CC: 366 pb 
CT: 366, 228 e 138 pb 
TT: 228 e 138 pb 

rs1057744 JAG2 BsmBI GG: 317 e 69 pb 
GA 386, 317 e 69 pb 
AA: 386 pb 

rs11549910 MYH9 BbVI AA: 163, 90, 41, 24 e 6 pb 
AG: 187, 163, 90, 41, 24 e 6pb 
GG: 187, 90, 41, 24 e 6 pb 

rs11549909 MYH9 AlwNI GG: 372 pb 
CG: 372, 206 e 166 pb 
CC: 206 e 166 pb 
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4.7. Análise Estatística 

Cálculos do poder do estudo foram realizados com a ajuda do Programa 

G*Power 3.1 (Faul et al., 2009). O teste de Mann-Whitney foi aplicado para 

verificar se existia uma diferença na idade entre os grupos controle e caso, 

enquanto que o teste qui-quadrado foi utilizado para comparar a distribuição do 

gênero e raça/cor de pele dos voluntários entre os grupos. A existência de 

equilíbrio de Hardy-Weinberg foi avaliada (Rodriguez et al., 2009), e as diferenças 

na frequencia dos alelos e genótipos em um modo de herança não-restrito, 

recessivo e dominante foram comparadas pelo teste de qui-quadrado.  
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55..  RREESSUULLTTAADDOOSS  

 

5.1. Características Gerais dos Grupos  

O grupo caso foi composto por 367 pacientes, sendo que 198 (54%) foram do 

gênero masculino e 169 (46%) do feminino. A idade média dos pacientes foi de 

19,1 ± 14,9 anos, sendo que houve variação de 1 mês de vida a 61 anos, 

relacionada ao momento de coleta das amostras das células bucais. Quanto a cor 

da pele, houve prevalência de indivíduos feodermas (156 pacientes, 42,5%), 

seguida pela cor da pele leucoderma (154 pacientes, 42,0%) e a melanoderma (57 

pacientes, 15,5%). Quanto ao tipo de fissura, 198 (54%) pacientes apresentaram 

FLP, 88 (24%) FL e 81 (22%) FP. No grupo controle, composto por 413 indivíduos 

não afetados por FL/PNS, 267 (64,6%) foram do gênero feminino e 146 (35,4%) 

do masculino. A idade média foi de 24,3 ± 6,6 anos e a cor de pele prevalente 

entre os indivíduos foi a feoderma (229 indivíduos, 55,4%), seguida pela 

leucoderma (157 indivíduos, 38%) e a melanoderma (27 indivíduos, 6,6%). As 

frequencias do gênero e cor de pele entre os grupos foram estatisticamente 

diferentes. 

Tabela 4: Distribuição dos grupos quanto ao gênero, cor da pele e tipo de fissura. 

 Grupo Controle 
(n=413) 

Grupo Caso 
(n=367) 

p valor 

n (%) n (%) 

Gênero    
Masculino 146 (35,4) 198 (54) 0,00001 
Feminino 267 (64,6) 169 (46)  

Cor de pele    
Leucoderma 157 (38) 154 (42) 0,00001 

Melanoderma 27 (6,6) 57 (15,5)  
Feoderma 229 (55,4) 156 (42,5)  

Tipo de fissura    
Fissura Labial  88 (24)  

Fissura Lábio-Palatina  198 (54)  
Fissura Palatina  81 (22)  
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5.2. Frequencia Alélica e Genotípica dos Polimorfismos 

Do total de 6 polimorfismos contidos nos genes relacionados ao 

desenvolvimento do lábio e/ou palato, que foram analisados neste estudo, apenas 

um foi confirmado: rs1057744 do gene JAG2. As demais regiões polimórficas não 

demonstraram variações na população estudada. 

As figuras 1, 2, 3, 4 e 5 ilustram o padrão de fragmentação dos produtos de 

PCR após a digestão enzimática caracterizando os genótipos para os 

polimorfismos que não foram confirmados nessa população. 

                                     -         +          -          +         -          +           -        +  

 
                      +: com enzima; -: sem enzima 

Figura 1. Amostras representativas do polimorfismo rs34019007 do gene TGF3. Os 

indivíduos GG para esse polimorfismo apresentaram 3 fragmentos: de 194, 63 e 19 pb. Os 

indivíduos GA apresentariam 4 fragmentos: 213, 194, 63 e 19 pb  e indivíduos AA, dois 

fragmentos: 213 e 63 pb, após incubação com a endonuclease DdeI.      

                          
                                   -         +          -         +           -         +          -         +  

                    
                    +: com enzima; -: sem enzima 

Figura 2. Amostras representativas do polimorfismo rs4252315 do gene TGF3 Os 

indivíduos CC para esse polimorfismo apresentaram 3 fragmentos: de 172, 92 e 12 pb. Os 

400 pb 
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200 pb 

 
100 pb 
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100 pb 
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indivíduos CT apresentariam 4 fragmentos: 264, 172, 92 e 12 pb e indivíduos TT, dois 

fragmentos : 264 e 12 pb, após incubação com a endonuclease HpyCH4III. 

                                       -         +         -          +         -           +        -           + 

 
                      +: com enzima; -: sem enzima 

 

Figura 3. Amostras representativas do polimorfismo rs62636562 do gene MSX1. Os 

indivíduos CC apresentam apenas 1 fragmento de 366 pb. Os indivíduos CT 

apresentariam 3 fragmentos: 366, 228 e 138 pb e os indivíduos TT, 2 fragmentos: 228 e 

138 pb, após incubação com a endonuclease BsmAI. 

                                      -         +          -          +        -           +         -        +  

 
                    +: com enzima; -: sem enzima 

Figura 4. Amostras representativas do polimorfismo rs11549909 do gene MYH9. Os 

indivíduos GG apresentam apenas 1 fragmento de 372 pb. Os indivíduos GC 

apresentariam 3 fragmentos: 372, 206 e 166 pb e os indivíduos CC, 2 fragmentos: 206 e 

166 pb, após incubação com a endonuclease AlwNI. 
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                                     -        +            -        +           -           +            -         +  

 
                    +: com enzima; -: sem enzima 

Figura 5. Amostras representativas do polimorfismo rs11549910 do gene MYH9. Os 

indivíduos GG apresentam fragmentos de 187, 90, 41, 24, 6 pb. Os indivíduos AG 

apresentariam 187, 163, 90, 41, 24 e 6 pb e os indivíduos AA, 163, 90, 41, 24 e 6 pb, 

após incubação com a endonuclease BbVI.  

 

5.2.1 Polimorfismo rs1057744 no Gene JAG2 

Os três genótipos possíveis do polimorfismo rs1057744 (c.1501 G>A), o 

qual resulta na substituição de um aminoácido glutamato por uma lisina 

(Glu501Lys), foram identificados na população brasileira deste estudo. A figura 6 

ilustra o padrão de fragmentação dos produtos de PCR após a digestão 

enzimática pela endonuclease BsmBI, caracterizando os genótipos para o 

polimorfismo rs1057744 do gene JAG2, que foi confirmado nessa população. 

                         -          +            -          +           -           +           -           + 

 
                    +: com enzima; -: sem enzima 

Figura 6. Amostras representativas do polimorfismo rs1057744 do gene JAG2. Os 

indivíduos GG apresentam 2 fragmentos: 317 e 69 pb. Os indivíduos GA apresentam 
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fragmentos de 386, 317 e 69 pb. Os indivíduos AA apresentam apenas um fragmento de 

386 pb, após incubação com a endonuclease BsmBI. 

 

Para este locus polimórfico, o alelo A foi ligeiramente mais comum, sendo 

encontrado em 56,6% e 58,9% dos indivíduos do grupo controle e caso 

respectivamente, não sendo encontrada diferença estatística significante entre os 

grupos (Tabela 5). A frequencia dos genótipos no grupo controle para este 

polimorfismo estava de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg. A frequencia 

genotípica da região polimórfica rs1057744 indicou uma maior frequencia do 

genótipo GA em ambos os grupos quando comparado com os genótipos GG e AA 

e com relação ao genótipo homozigoto, o genótipo AA foi mais comum tanto no 

grupo controle como no caso, sendo que não houve diferença estatística 

significante entre os dois grupos (Tabela 6). A análise em um modo dominante 

(AA vs GA+GG) também não mostrou diferenças estatísticas significantes entre os 

grupos. Similarmente, a análise no modo recessivo (AA+GA vs GG) também não 

mostrou significância estatística (Tabela 6).  

 

Tabela 5. Frequencia alélica do polimorfismo rs1057744 no gene JAG2 nos 

grupos controle e caso. 

Polimorfismo Grupo Controle 

(n=413) 

Grupo Caso 

(n=367) 

p valor 

 n % n %  

JAG2      

rs1057744      

Alelo A 318 56,6% 339 58,9%  

Alelo G 416 43,4% 487 41,1% 0,36 

 

 

 

 



 42 

Tabela 6. Distribuição dos genótipos do polimorfismo no gene JAG2 nos grupos 

controle e caso. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Polimorfismo Grupo Controle 

(n=413) 

Grupo Caso 

(n=367) 

p valor 

rs1057744 n % n %  

Modo Não-restrito      
        GG 74 17,9% 68 18,5%  

GA 191 46,2% 182 49,5%  
AA 148      35,8% 117 31,8% 0,49 
      

Modo Dominante      
AA vs GA+GG      

GA+GG 265 64,1% 250 68,1%  
         AA 148 35,8% 117 31,8% 0,24 

      
Modo Recessivo      

AA+GA vs GG      
GG 74  17,9%         68 18,5%  

          GA+AA 339  82,08% 299 81,4% 0,82 
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66..  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO 

 

Com uma prevalência mundial significativa, as FL/P constituem os defeitos 

congênitos mais comuns da região craniofacial (Mossey & Litle, 2002). As cirurgias 

extensas, o envolvimento dentário, assim como potenciais sequelas psicológicas, 

ressaltam a importância dos estudos que investigam os fatores etiológicos 

envolvidos neste defeito facial (Lidral & Moreno, 2005). Não há dúvida de que 

investigações relativas às FL/P mostraram progressos significativos quanto à 

compreensão da sua etiologia genética, comparado com outros defeitos 

congênitos (Vieira, 2008). Inúmeras evidências indicam que as FL/PNS, como 

resultado da diversidade gênica, baixa penetrância e influência de vários fatores 

ambientais, são geneticamente complexas (revisado por Lidral et al., 2008). Não 

existe um único gene associado às FL/PNS, sendo que vários loci foram 

correlacionados com a etiologia das FL/PNS (Field et al., 2004; Marazita et al., 

2004; Koillinen et al., 2005; Carinci et al., 2007; Riley et al., 2007b; Vieira et al., 

2008b; Birnbaum et al., 2009; Grant et al., 2009; Mangold et al., 2009; Marazita et 

al., 2009; Letra et al., 2010; Mangold et al., 2010). Embora ainda haja muito a ser 

investigado, a possibilidade de melhorar significativamente as estimativas de 

aconselhamento genético para FL/P está menos distante (Vieira, 2008). 

Resultados notáveis com relação à etiologia das FL/P referem-se à 

demonstração de uma associação entre variações no locus IRF6 e FL/P 

(Paranaíba et al., 2009). Quando mutado, IRF6 leva às síndromes de Van der 

Woude e pterígio poplíteo (OMIM 119300 e 119500, respectivamente), sendo 

condições que apresentam FL/P em seu espectro clínico (Kondo et al., 2002). A 

associação entre IRF6 e FL/P foi independentemente replicada em muitas 

populações (Vieira et al., 2008b) e expandida para agenesia dentária isolada, uma 

outra característica fenotípica da síndrome de Van der Woude, e uma das 

anomalias congênitas mais comuns em humanos (Vieira et al., 2007). É notável 

que o mesmo locus gênico pareça contribuir para fenótipos que variam desde 

formas muito raras de fissuras sindrômicas (frequencia de 1 para 100.000 a 
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200.000 nascidos vivos) a formas isoladas de fissuras (frequencia de 1 a 500 a 

2000) e até mesmo para fenótipo de agenesia dentária, que é muito comum (de 

frequencia de 1 a 10 para 100), sendo defeitos encontrados como parte de um 

mesmo espectro clínico (Vieira et al., 2008b).  

Estudos de ligação têm sugerido que vários loci podem ter um papel causal 

nas FL/Ps, incluindo as regiões nos cromossomos 1, 2, 4, 6, 14, 17 e 19.  

Entretanto, ainda há inconsistência entre os resultados, o que pode estar 

relacionado a um número reduzido de amostras dos estudos ou à 

heterogeneidade genética das populações estudadas. Alguns genes avaliados 

com relação à FL/P apresentam como produto fatores de crescimento (por 

exemplo, TGFα, TGFβ3), fatores de transcrição (por exemplo, MSX1, IRF6, 

TBX22), ou fatores que desempenham algum papel no metabolismo de 

xenobióticos ou metabolismo de nutrientes.  As variantes mais intensamente 

investigadas envolvem os genes TGFα e MTHFR (revisado por Mossey et al., 

2009). Outro cenário importante nos estudos genéticos relacionados às FL/P é 

que a variação genética em mais de um gene parece ser necessária para causar 

FL/P. A formação de fissuras lábio-palatinas está diretamente associada a falhas 

nos processos que envolvem proliferação celular, diferenciação celular, adesão 

celular e apoptose e, em consequência, interações entre genes que controlam 

esses processos têm sido mostradas com relação às FL/P (Vieira et al., 2008c) 

Evidências estatísticas de interação gene-gene tem sido relatada, por exemplo, 

entre os genes MSX1 e TGF3 (Vieira et al., 2003), assim como entre MSX1 e 

TGFα (Jugessur et al., 2003). Além disso, são investigadas as relações entre 

variações genéticas e alguns fatores ambientais, como fumo materno (Shi et al., 

2007) e ingestão de ácido fólico (Bufalino et al., 2010).  

 No presente estudo foram analisados 6 polimorfismos contidos nos genes 

TGF3, MSX1, MYH9 e JAG2, relacionados à formação do lábio e/ou palato e que 

tem sido associados às FL/P. A amostra utilizada neste estudo pode ser 

considerada robusta, visto que cálculos de poder estatístico demonstraram que 

para a detecção de um efeito de 15%, o poder do estudo foi de aproximadamente 
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90%. Casos e controles não foram pareados e foram identificadas diferenças 

significantes em relação ao gênero e cor de pele dos indivíduos que formaram os 

grupos. Quanto ao gênero, à proporção entre masculino e feminino foi 

praticamente inversa, com o grupo caso apresentando mais homens e o grupo 

controle mais mulheres. A prevalência do gênero masculino no grupo caso era 

esperada pelo fato de que esse gênero é mais afetado pelas FL/PNS quando 

comparado com o feminino (Forrest & Merz, 2004; González et al., 2008). A maior 

proporção do gênero feminino no grupo controle pode estar relacionada ao maior 

número de mulheres que procuraram por atendimento odontológico convencional 

das clínicas de odontologia, fato este observado em estudos prévios (Abbud et al., 

2002; Silva et al., 2009; Aquino et al., 2010). A população brasileira pode ser 

considerada uma das mais heterogêneas do mundo, sendo representada por uma 

miscigenação étnica de euro-brasileiros (colonizadores espanhóis e portugueses, 

principalmente), afro-brasileiros e ameríndios, o que torna muito difícil caracterizar 

a etnicidade dos indivíduos (Vieira et al., 2002; Bertoja et al., 2008). Em adição, 

existem evidências que cor de pele não é um indicador muito seguro de raça na 

população brasileira (Parra et al., 2004; Estrela et al., 2008).  

 Um dos genes que tem sido relacionado à etiologia das FL/PNS é Fator de 

Crescimento Transformador Beta 3 (TGF3), importante componente na fusão 

palatina (Nogai et al., 2008).  Estudos de caso-controle e/ou trios (afetados e pais) 

avaliaram polimorfismos no gene TGF3  e relataram associações positivas 

(Romitti et al., 1999; Jugessur et al., 2003; Ichikawa et al., 2006). No presente 

estudo, foram avaliados dois polimorfismos não-sinônimos do gene TGF3: 

rs34019007, que gera a substituição do aminoácido prolina por uma leucina 

(Pro57Leu), e rs4252315, em que o aminoácido treonina é substituído por uma 

metionina (Thr60Met). Esses polimorfismos estão localizados dentro da região N-

terminal e compreende parte da estrutura de α-hélice da proteína. Embora não 

existam estudos demonstrando a funcionabilidade desses polimorfismos, a 

presença do nucleotídeo variante é preditivo de uma alteração neste sítio. Em 

adição, observa-se uma alteração no perfil hidrofóbico da proteína na presença do 
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aminoácido polimórfico, ou seja, algum efeito significativo na função protéica 

poderia ser esperado. A literatura não apresenta informações quanto à correlação 

destes polimorfismos com as FL/PNS. Neste trabalho, a presença de ambos os 

polimorfismos avaliados no gene TGF3 não foi confirmada.  

Romitti e colaboradores  (1999) relataram um risco aumentado para 

FL/PNS (OR= 2,1 95%, CI: 1,0-4,4) associado ao alelo raro A3 da região de 

repetição CA no gene TGF3 (TGF3-CA). Jugessur e colaboradores (2003) 

avaliaram essa mesma região e encontraram que crianças com duas cópias de 

alelos variantes tiveram um risco aproximadamente sete vezes maior para 

FL/PNS. Zhu e colaboradores (2010), em estudo similar, observaram que 

comparadas às crianças com o genótipo homozigoto do tipo selvagem, aquelas 

com alelos variantes apresentaram, de forma consistente, maior risco de FL/PNS. 

O polimorfismo rs2300607 foi relacionado às FL/PNS em uma população japonesa 

(Ichikawa et al., 2006), e confirmado também em fissurados provenientes da 

Europa Central (Reutter et al., 2008). Entretanto, indícios definitivos do 

envolvimento do gene TGF3 no desenvolvimento de fissuras em humanos 

permanecem inconclusivos, uma vez que, apesar dos relatos positivos (Mitchell et 

al., 2001; Sato et al., 2001; Beaty et al., 2002; Scapoli et al., 2002; Kim et 

al., 2003; Slayton et al., 2003; Suzuki et al., 2004), há trabalhos que mostram 

ausência de associações do TGF3 em diferentes populações de FL/PNS, sendo 

alguns estudos com metodologia similar e em polimorfismos já relacionados a um 

maior risco para FL/P em outros trabalhos (Lidral et al., 1998; Tanabe et al., 2000; 

Beaty et al., 2001; Morküniene et al., 2007).  

 No presente estudo, avaliou-se também a presença do polimorfismo 

rs62636562 do gene MSX1. O gene MSX1 emergiu como um forte candidato para 

FL/PNS a partir de estudos de associação realizados em populações de origens 

étnicas diferentes (Vieira, 2008). Um sequênciamento do gene MSX1 revelou 

diversas mutações e estima-se que cerca de 2% dos pacientes com FL/PNS 

apresentam mutações nesse gene (Jezewski et al., 2003; Suzuki et al., 2004).  

Alguns estudos indicam o gene MSX1 como um fator de risco para FL/PNS (Lidral 
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et al., 1998; Romitti et al, 1999; Mitchell et al, 2001; Beaty et al, 2002) baseados 

em modelos animais (Satokata e Maas, 1994) e estudos de desequilíbrio de 

ligação (Lidral et al., 1998; Beaty et al., 2001; Blanco et al., 2001). Trabalho 

realizado por van der Boogaard e colaboradores (2000) mostrou uma família 

afetada por uma forma autossômica dominante de FL/PNS, em que uma mutação 

nonsense no gene MSX1 foi encontrada. Outros trabalhos relacionam a presença 

de polimorfismos numa região intrônica de repetição CA com FL/PNS (Park et al., 

2007). Além disso, MSX1 é comumente excluído em casos de síndrome 4p-/Wolf-

Hirschhorn, em que FL/P é uma característica comum (Battaglia et al., 2001) O 

polimorfismo do gene MSX1 aqui avaliado, resulta na substituição do aminoácido 

alanina por leucina (Ala273Leu), sendo posicionado próximo a um domínio 

homeobox e em uma região susceptível a mutações no gene MSX1. Não há 

dados referentes à frequencia desse polimorfismo em diferentes populações ou de 

sua associação com FL/PNS. Assim como os polimorfismos avaliados no gene 

TGF3, esse polimorfismo não foi confirmado na população brasileira do presente 

trabalho.  

Estudo realizado por Park e colaboradores (2007) numa população coreana 

avaliou 14 polimorfismos identificados próximos ou no gene MSX1, em regiões 

funcionalmente importantes. Desses, apenas um polimorfismo localizado no éxon 

2 mostrou associação significante com FP, FL e FLP. Além das análises de 

variações genéticas no gene MSX1 com relação a maior risco de FL/P, potenciais 

interações gene-gene e interações gene-ambiente têm sido avaliadas. Beaty e 

colaboradores (2002) relataram evidências de interação entre uma região de 

repetição CA no gene MSX1, tabagismo materno durante o primeiro trimestre de 

gestação com aumento no risco de FL/PNS. De maneira similar, Fallin e 

colaboradores (2003) avaliaram oito polimorfismos presentes numa região de 

repetição CA em 206 casos de FL/PNS e respectivos pais dos afetados. As 

avaliações de marcador único e testes de desequilíbrio de transmissão baseado 

em haplótipo relacionaram esse gene a um aumento no risco de FL/P, 

particularmente para FP. Neste estudo, observou-se ainda uma associação entre 
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haplótipos no MSX1 e exposição ao tabagismo materno, durante o primeiro 

trimestre de gestação. Suazo e colaboradores (2010) analisaram cinco 

polimorfismos no gene MSX1 (rs6446693; c.425g>T; c.35G>A; rs3775261 e 

rs12532), localizados 6,3 Kb a montante da região 3’ não traduzida (UTR) em uma 

amostra de 150 trios (afetado por FL/PNS e pais). Quatro haplótipos mostraram 

transmissão de pais para descendentes afetados, mas não dos polimorfismos 

individualmente. Além disso, o alelo A do polimorfismo rs12532 mostrou um 

aumento no risco para FL/PNS de 2,08 vezes, quando herdado do pai (95% CI: 

1,10-4,02; p = 0,025). Interessantemente, Jagomägi e colaboradores (2010) 

mostraram uma associação estatisticamente significante do polimorfismo 

rs6446693, no gene MSX1, em uma população da Estônia (153 casos de FL/PNS 

e 205 controles). 

Um terceiro gene, MYH9, também foi avaliado neste estudo. Dois 

polimorfismos adjacentes nesse gene, localizados no domínio conservado coiled-

coild e próximos a regiões susceptíveis a mutações foram avaliados: rs11549910, 

que resulta na substituição de um aminoácido glutamina por arginina 

(Gln1532Arg), e rs11549909, em que o aminoácido valina é substituído por uma 

leucina (Val1534Leu). Não há dados sobre a diversidade populacional dos 

polimorfismos selecionados neste trabalho, sendo que na população brasileira 

desse estudo, a presença dos polimorfismos rs11549910 e rs11549909 não foram 

confirmadas. Como descrito anteriormente, esse gene é altamente expresso nos 

processos palatinos durante a fusão do palato (Marigo et al., 2004). Um estudo 

revelou que a proteína MYH9 foi abundantemente expressa na MEE antes da 

fusão palatina e, após a formação da MES, sua expressão continuou alta, porém 

limitada às células epiteliais. Com a fusão concluída, a sua expressão já não era 

detectada. Esses dados sugerem que esse gene pode desempenhar um papel 

importante durante o desenvolvimento do palato (Martinelli et al., 2007).  

Baseados nesse contexto, Martinelli e colaboradores (2007) propuseram 

investigar uma possível associação entre MYH9 e FL/P em 218 casos de FL/P e 

respectivos pais, provenientes da Itália. Para isso, avaliaram oito polimorfismos, 
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escolhidos por se encontrarem em éxons e/ou por uma possível alteração na 

função protéica. Similarmente, estudo realizado por Birnbaum e colaboradores 

(2009) em 248 trios, com ascendência proveniente da Europa Central (Alemanha 

e países vizinhos), avaliou sete (rs5995288, rs739097, rs2071731, rs1002246, 

rs3752462, rs2009930 e rs7078) dos oito polimorfismos analisados por Martinelli e 

colaboradores (2007). Resultados significantes foram obtidos através da análise 

de desequilíbrio de ligação entre os marcadores rs739097 e rs2071731 e entre 

rs3752462 e rs2009930, similar aos resultados encontrados por Martinelli e 

colaboradores (2007). Outro estudo envolvendo nove famílias caucasianas e uma 

família afro-americana mostrou evidências de uma transmissão alterada em quatro 

polimorfismos do gene MYH9 (p<0.01), como o polimorfismo rs1002246, que 

mostrou transmissão alterada em todos os métodos de análise realizados no 

estudo (Chiquet et al., 2009). Os três estudos citados consideraram o gene MYH9 

como tendo um importante papel causal no desenvolvimento de FL/PNS. 

Entretanto, o estudo italiano (Martinelli et al., 2007) encontrou maior associação 

com o polimorfismo rs3752462 e o estudo americano com o polimorfismo 

rs1002246. Além disso, o estudo realizado por Birnbaum e colaboradores (2009b) 

verificou uma distorção significativa de transmissão do polimorfismo rs7078, uma 

variante que não mostrou transmissão alterada nos outros dois estudos citados.  

Além dos genes TGF3, MSX1 e MYH9, foi avaliado o polimorfismo 

rs1057744 do gene JAG2, sendo o único confirmado na população do presente 

estudo. O gene JAG2 tem sido relacionado às FL/PNS em estudos com modelo 

animal, os quais mostraram que camundongos deficientes em JAG2, que codifica 

uma ligante de superfície celular para os receptores da família Notch1, 

apresentam fissura de palato associada a fusões do palato com a língua (Casey et 

al., 2006; Xu et al., 2010). Em humanos, algumas evidências de envolvimento 

desse gene em FL/PNS foram obtidas a partir de análises de haplótipos, testes 

globais e análises de marcador único (Scapoli et al., 2008). O polimorfismo não-

sinônimo rs1057744 resulta na substituição de um aminoácido glutamato por uma 

lisina na posição 1501 do produto protéico (Glu501Lys). A presença do 
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nucleotídeo variante A é preditivo para um encurtamento da isoforma protéica. 

Assim, um efeito significativo na função da protéina é esperado. Apesar de ter sido 

demonstrada uma associação desse polimorfismo com FL/PNS em outros estudos 

(Vieira et al., 2005; Neiswanger et al., 2006; Scapoli et al., 2008), os resultados do 

presente trabalho não mostraram diferenças estatisticamente significantes entre o 

grupo caso e grupo controle, tanto nas avaliações dos alelos separadamente, 

quanto dos genótipos na forma recessiva ou dominante. A frequencia dos alelos e 

dos genótipos desse polimorfismo em outras populações é variável. Na população 

européia, ambos os alelos A e G apresentam frequencia de 50%. Já na população 

africana (sub-saariana), o alelo A apresenta frequencia de 100%, enquanto que na 

asiática, o alelo G tem frequencia de aproximadamente 63%. Nesse estudo, o 

genótipo GA foi predominante (~48%), assim como na população européia (~46%) 

e asiática (50%), embora o genótipo AA seja predominante na África Sub-saariana 

(~81%) (GeneBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 Estudo realizado por Vieira e colaboradores (2003) analisou mutações em 

genes candidatos para FL/P em 91 pacientes provenientes das Filipinas e 91, de 

Iowa (Estados Unidos). Estudos de desequilíbrio de ligação foram realizadas para 

os genes GLI2, JAG2, MSX2, SATB2, SPRY2, SKI, e TBX10. A análise de 

haplótipos demonstrou associações entre MSX2 e população das Filipinas (p= 

0,001) e Iowa (p = 0,008);  entre JAG2 e os filipinos (p = 0,004); entre as duas 

populações e o gene SATB2 (p = 0,03) e entre TBX10 (p = 0,04) na população de 

Iowa. Scapoli e colaboradores (2008) investigaram a associação do gene JAG2 

em uma amostra de 239 pacientes italianos afetados por FL/PNS e seus pais. 

Estudo de haplótipos revelou uma associação significativa para o JAG2 quando 

análise de dois polimorfismos (rs1057744 e rs909236; p = 0,01) e três 

polimorfismos (rs2238287, rs1057744 e rs909236; p= 0,02) foram realizadas. Em 

conjunto, os resultados desses trabalhos indicam que o gene JAG2 pode estar 

envolvido na etiologia das FL/PNS em diferentes populações. Os dados mais 

significativos nos estudos que avaliam a participação desse gene em FL/P são 

relacionados ao polimorfismo não-sinônimo rs1057744. Em contraste com os 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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estudos citados, e apesar de confirmada a presença do polimorfismo, não foi 

observada a sua associação com FL/PNS na população brasileira dessa 

investigação.  O polimorfismo rs1057744 pode ser considerado um importante 

candidato para FL/PNS em outras populações, entretanto isso não exclui a 

possibilidade de que outras mutações, em desequilíbrio de ligação com esse 

polimorfismo, estejam relacionadas às FL/PNS, hipótese que poderá ser mais 

explorada em estudos funcionais (Scapoli et al., 2008). 
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77..  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  
 

 

1. Cinco dos polimorfismos em potencial deste estudo, rs34019007 e rs4252315, 

do gene TGF3, rs62636562, do gene MSX1, rs11549910 e rs11549909, do gene 

MYH9 não foram confirmados nos pacientes avaliados neste estudo; 

 

2. Os presentes resultados revelaram que os três genótipos possíveis do 

polimorfismo rs1057744 do gene JAG2 foram identificados na população brasileira 

estudada. 

 

3. No polimorfismo rs1057744 do gene JAG2, o alelo A foi mais comum. 

Entretanto sem diferença estatística significante entre os grupos. A frequencia 

genotípica da região polimórfica rs1057744 indicou uma maior frequencia do 

genótipo GA em ambos os grupos. Apesar de confirmado, o polimorfismo 

rs1057744 não apresentou nenhuma associação significante com fissura lábio-

palatina não sindrômica na população brasileira do presente trabalho. 
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