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RESUMO

As Fendas Orofaciais Típicas Não Sindrômicas (FOTNS) são anomalias craniofaciais resultantes da
fusão incompleta do lábio superior e/ou palato. Entre os diversos genes associados a estas
anomalias, está o gene IRF6. O HUPAA é um dos centros participantes do Projeto Crânio-Face
Brasil que realiza a coleta de dados clínicos e genéticos dos pacientes portadores de FOT em
hospitais voluntários pelo Brasil. Este estudo teve como objetivo descrever o perfil genético-clínico
de famílias selecionadas por apresentar recorrência de FOTNS. Foram estudados 29 pacientes, seis
se tratam de transmissão genitor (a)-filho(a) e que foram analisadas pela UNICAMP pelo protocolo
sequenciamento de exoma. O estudo foi realizado com os éxons 1, 2, 5, 6, e 8. O DNA genômico
foi obtido a partir de sangue total periférico dos pacientes, pelo método de fenol clorofórmio. O
DNA obtido foi analisado por sequenciamento de Sanger. As sequências foram editadas e
comparadas com a sequência selvagem do gene IRF6 depositada em um banco de dados. As
variantes identificadas foram pesquisadas nas bases de dados. Os resultados obtidos corroboram
com a literatura, na qual 65,89% são do sexo masculino com FLP. Dos 23 pacientes estudados, 17
tiveram todo o gene IRF6 sequenciado, não sendo encontrada nenhuma variante patogênica. Duas
variantes não têm significado clínico reportado nas bases de dados consultadas. As variantes
c.-73T>C (rs861019), c.-75-4A>G (rs2235377) e c.667+27C>G (rs2235375) pode estar associada a
FLP, expressa no fenótipo do paciente. O tamanho da amostra não permite generalizações. Apesar
disto, verificou-se maior frequencia de FLP seguida de FL e FP, sendo a maioria dos casos em
pacientes do sexo masculino. Até o momento não foram identificadas alterações patogênicas
associadas à FOT em nenhum dos 17 pacientes com o rastreamento de variantes para o gene IRF6
finalizado.

Palavras Chave: Anomalias craniofaciais, fenda orofacial, IRF6
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ABSTRACT

Non-syndromic Typical Orofacial Clefts (FOTNS) are craniofacial anomalies resulting from
incomplete fusion of the upper lip and/or palate. Among the various genes associated with these
anomalies is the IRF6 gene. HUPAA is one of the centers participating in the Cranio-Face Brasil
Project, which collects clinical and genetic data from patients with FOT in hospitals in Brazil. This
study aimed to describe the clinical-genetic profile of families selected for presenting recurrence of
FOTNS. A total of 29 patients were studied, six of which involved parent-child transmission and
who were treated at UNICAMP using the exome sequencing protocol. The study was carried out
with exons 1, 2, 5, 6, and 8. Genomic DNA was obtained from total peripheral blood of the patients,
using the phenol chloroform method. The DNA obtained was analyzed by Sanger sequencing. The
sequences were edited and detected with the wild-type sequence of the IRF6 gene deposited in a
database. The identified variants were searched in the databases. The results obtained corroborate
the literature, in which 65.89% are male with CLP. Of the 23 patients studied, 17 had the entire
IRF6 gene sequenced, and no pathogenic variant was found. Two variants have no clinical
significance reported in the consulted databases. The c.-73T>C (rs861019), c.-75-4A>G
(rs2235377) and c.667+27C>G (rs2235375) variants may be associated with FLP, expressed in the
patient's phenotype. The sample size does not allow for generalizations. Despite this, there was a
higher frequency of CLP followed by FL and FP, with most cases in male patients. To date, no
pathogenic alterations associated with FOT have been identified in any of the 17 patients with the
screening for variants for the IRF6 gene completed.
.

Keywords: Craniofacial anomalies, orofacial cleft, IRF6
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1. INTRODUÇÃO

As Fendas Orofaciais Típicas (FOT) são anomalias craniofaciais decorrentes da fusão

incompleta do lábio superior e/ou palato durante o período embrionário, essas malformações

congênitas podem comprometer a fala, respiração, deglutição e audição, além de afetar o

desenvolvimento psicológico do portador (STANIER; MOORE, 2004; CARDOSO, 2012). Dentre

as FOT não sindrômicas (FOTNS) existem as fendas labiopalatinas (FLP), que são mais

frequentes, seguida pelas fendas labiais (FL) e fendas palatinas (FP) (LESLIE; MARAZITA,

2013). Entre 2010 e 2019 no Brasil, a prevalência de FOTNS foi 6,14/10.000 nascidos vivos

(BRASIL, 2021), em nível mundial, estima-se que a cada 700/1000 nascidos vivos, um tenha

FOTNS (PALONE et al., 2014).

As FOTNS têm etiologia multifatorial, decorrem da interação de diversos fatores

genéticos (suscetibilidade) e não-genéticos (desencadeantes). Aproximadamente 30 genes

autossômicos já foram associados à condição e entre eles está o gene IRF6, fator regulador de

interferon 6, um dos mais bem estudados ao redor do mundo (BEZERRA et al., 2020;

MACHADO et al., 2018).

Cerca de 80% das FOTNS ocorrem como casos esporádicos, mas nos 20% restantes

podem ser observados padrões de recorrência vertical (genitor[a]-filho[a]), horizontal (entre

irmãos) ou em diferentes membros e gerações da família. As famílias com recorrência são de

especial interesse para estudos sobre o componente genético envolvido na etiologia (SALLEM et

al., 2019).

O Projeto Crânio-Face Brasil (PCFB), em atividade desde 2008, realiza a coleta de dados

clínicos e genéticos dos pacientes com fendas orofaciais em hospitais voluntários localizados nas

regiões nordeste, sudeste e sul do Brasil. O Serviço de Genética Clínica do Hospital Universitário

Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas (SGC/HUPAA-UFAL), que

integra o projeto, presta atendimento às famílias do estado de Alagoas desde de 2009.

Concomitantemente, foi criado o grupo de pesquisa “Prevenção e atenção à saúde de pessoas com

anomalias congênitas e doenças raras no SUS”. Em 2018, o grupo foi contemplado com um

analisador genético, instalado do Laboratório de Genética Molecular Humana (LGMH), e desde

então vem realizando estudos na área de genética molecular no HUPAA. Este trabalho dá

continuidade à  linha de pesquisa “anomalias craniofaciais” deste grupo.

A partir destes dados foi possível formular a hipótese de que dos pacientes atendidos a

maior frequencia é no sexo masculino com a FLP. Também é esperado que a menor parte dos
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pacientes possuam FL e sejam do sexo masculino. Para os resultados moleculares, podem ser

encontradas alterações consideradas patogênicas relacionadas com o fenótipo do paciente.



18

2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1  EMBRIOLOGIA DA FACE

A formação da face é iniciada durante a quarta semana de gestação (REQUEIJO, 2006),

com a constituição do palato entre a 6a e 12a semana, que se dá a partir de cinco proeminências

localizadas no estomodeu, a boca primitiva. Essas, são formadas de células da crista neural, de

origem ectodérmica e são divididas em proeminência frontonasal e dois pares de proeminências

mandibulares e maxilares (Figura 1). Durante esse período, as pregas neurais se fundem formando

o tubo neural de células neuroectodérmicas, localizadas na crista de cada prega, que se proliferam

e migram para regiões que atuam como neuromesênquima. Estas células são importantes para a

formação de ligamentos, esqueleto e cartilagens (GORLIN et al., 2001).

Figura 1- Proeminências Frontonasais e mandibulares observadas pelo plano coronal frontal, durante a quinta semana

de gestação. Fonte: SULIK et al., 2006.

Ao final da 4ª semana as proeminências frontonasais, estruturas ovaladas bilaterais

(primórdios do nariz e das cavidades nasais) estão sendo formadas nas regiões ínfero-laterais,

apresentando as primeiras características humanas no embrião (MOORE E PERSAUD, 2008).

Durante a 5ª e 6ª semana de gestação, as proeminências maxilares se tornam maiores e

crescem em direção uma à outra, dando origem às saliências nasais. Durante a 7ª à 10ª semana,

ocorre a fusão destas saliências com os processos maxilares bilaterais (Figura 2). Com estas

saliências fundidas, é gerado o segmento intermaxilar, que é formado por um componente labial

formando, assim, o filtro do lábio superior e um componente ósseo palatino.
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Figura 2- Formação da face de embrião humano observado pelo plano coronal frontal, durante a sétima a oitava semana de

desenvolvimento embrionário. Fonte: Atlas de Embriologia Humana de Netter.

O palato primário forma a parte pré-maxilar da maxila durante a 6ª semana de

desenvolvimento, representando uma pequena porção do palato duro na idade adulta. Sua

formação é iniciada a partir da região anterior da maxila, constituída de uma massa

mesenquimatosa e a partir de projeções presentes na maxila (originadas dentro da cavidade oral) é

formado o palato secundário. Este representa o palato definitivo, dando origem ao palato duro e ao

mole. Com duas projeções mesenquimatosas na maxila, a formação do palato se dá a partir da

união entre as duas projeções iniciadas na região do forame dos incisivos (Figura 3). Em conjunto

a isso, o desenvolvimento da mandíbula faz com que a língua se projete para a região anterior do

corpo, tornando o palato mais baixo. Todas estas ligações constituem a região do palato médio,

que indica onde houve a união das estruturas do palato (MOORE, et al., 2021).

Figura 3- Fusão dos processos do palato secundário. Fonte: SULIK et al., 2006.
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2.2 CLASSIFICAÇÃO DAS FENDAS OROFACIAIS TÍPICAS NÃO SINDRÔMICAS

As FOT são classificadas como não sindrômicas (FOTNS), quando não são associadas a

outra malformação congênita, e sindrômicas (FOTS), quando são associadas com outras

malformações congênitas, representando respectivamente 70% e 30% das FOT (NOURI et al.,

2015) (Figura 4). Dentre os casos, apenas 20% corresponde a pacientes que possuem histórico

familiar de FOT, e 80% a casos esporádicos.

Figura 4- Classificação das FOT segundo critérios clínicos e topográficos.

A depender de sua localização, podem ser classificadas como fendas labiais (FL), fendas

palatinas (FP) e fendas labiopalatinas (FLP) (Figura 5). Os indivíduos acometidos por FOTNS

apresentam maior morbimortalidade quando comparados aos que não têm malformações

congênitas O acompanhamento multiprofissional deve ser realizado desde o seu nascimento até a

idade adulta  (MOSSEY et al.,2009).

Figura 5– Representação das más formações orofaciais. A- Fissura labial e alvéolo; B- fenda palatina; C- fissura labial e palatina

unilateral incompleta; D- fissura labiopalatina unilateral completa; E- fissura labial e palatina bilateral completa. Fonte: Shaw

WC. Ortodontia e Manejo Oclusal. Oxford: Butterworth-Heinemann, 1993.
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2.3 EPIDEMIOLOGIA DAS FENDAS ORAIS TÍPICAS NÃO SINDRÔMICAS

Estimativas globais indicam que a cada 700/1000 nascidos vivos, um tenha FOTNS não

sindrômica (PALONE et al., 2014). A população asiática, em especial chinesa, com mais de 2

milhões e 600 mil de indivíduos portadores, é a mais afetada por essa malformação, juntamente

com os ameríndios (DIXON et al., 2011; MOSSEY et al., 2009)

Mossey e colaboradores (2009) trazem o questionamento sobre o padrão de atendimento

aos pacientes com fenda entre países desenvolvidos e subdesenvolvidos. Alguns pacientes com

FOTNS do tipo FP podem possuir a anomalia de forma menos perceptível, o que pode gerar

sub-registro. Além disso, países em desenvolvimento não possuem um sistema de vigilância de

anomalias congênitas bem estabelecidos, o que também contribui com a possibilidade de que os

números retratados não sejam reais.

No Brasil, segundo o Boletim Epidemiológico de 2021, entre 2010 a 2019, foram

registrados 17.925 casos de fenda, correspondendo à prevalência de 6,14/10 mil entre os NV, cuja

distribuição nas 5 regiões brasileiras está representada na figura 6.

Figura 6- Distribuição da prevalência de fendas orofaciais no Brasil dividido pelas cinco regiões do território brasileiro.

Fonte: Boletim epidemiológico. Vol. 52, nº06, 2021.

Globalmente entre as FOTNS, a FLP é a mais frequente, seguida por FL e FP, estatificada

por sexo, as FLP predominam no masculino enquanto as FP estão mais presentes em pacientes do

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844019366782#bib24
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sexo feminino. Quanto à lateralidade, as fendas unilaterais predominam sobre as bilaterais, sendo

o lado esquerdo mais frequentemente acometido que o direito  (MOSSEY et al., 2009).

2.4 ETIOLOGIA E GENES ASSOCIADOS A FENDAS ORAIS TÍPICAS NÃO

SINDRÔMICAS

As FOTNS são fenótipos de etiologia multifatorial decorrem da interação entre diversos

fatores não-genéticos (desencadeantes) e genéticos (susceptibilidade). Em 80% dos casos ocorrem

de maneira esporádica, porém, em 20% observa-se recorrência familiar com transmissão genitor

(a) - filho (a), entre irmãos e entre outros tipos de parentes.

A exposição da genitora à fumaça de tabaco, ingestão de álcool, doenças virais, má

nutrição, medicamento e teratógenos em locais frequentados pela gestante no início da gestação

estão entre os fatores não genéticos ligados à origem das fendas  (MOSSEY et al.,2009).

Entre os fatores genéticos já foram identificados mais de 30 genes, sendo o gene IRF6

(Interferon Regulatory Factor 6 - Fator Regulatório do Interferon 6) um dos mais bem estudados.

2.4.1 GENE IRF6

O gene IRF6 (ENSG00000117595), fator regulador de interferon 6, faz parte da família

dos fatores de transcrição IRF1, IRF2, IRF3, IRF4, IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 e IRF9 (MAMANE et

al., 1999; TANIGUCHI et al., 2001, TAMURA, 2008; NEHYBA et al., 2009). Todos estes genes

têm como principal função a regulação da resposta imune, participando da resposta imunológica

induzida pelo sistema imune inato e adquirido (NEHYBA, 2002; TANIGUCHI et al., 2008).

O gene IRF6 está localizado no braço longo do cromossomo 1, na posição 1q32.2-q41

(Figura 7) cobrindo uma região de 27 kb (ENSEMBL https://www.ensembl.org/IRF6). Possui

20.553 pares de base (MARANHÃO, 2016) e é composto por 9 éxons (Figura 8) dos quais os

éxons 3, 4, 7, 8 e 9 são considerados “hot spots” de alterações patogênicas. Sua proteína, IRF6

(ENST00000367021.8), possui 467 pares de base e um domínio N-terminal de ligação ao DNA e

um domínio C-terminal de ligação a proteínas.

Figura 7- Ideograma do cromossomo 1, destacando em vermelho a localização do gene IRF6. Fonte: ENSEMBL

(https://www.ensembl.org/IRF6).

https://www.ensembl.org/IRF6
https://www.ensembl.org/IRF6
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Na vida embrionária, o gene IRF6 é expresso de forma intensa no ectoderma das placas

palatinas antes e durante o desenvolvimento do palato primário, importante para o

desenvolvimento orofacial do feto (KWA et al., 2014; PALONE et al., 2014; ZUCHERO, 2004;

PEGELOW et al., 2008).

Figura 8- Representação dos nove éxons que compõem o gene IRF6, destacando em salmão os éxons não codificantes,

e em vermelho os éxons codificantes . Também está sendo destacando com setas vermelhas os éxons considerados hot spots de

alterações patogênicas.

2.5 JUSTIFICATIVA

O Serviço de Genética Clínica (SGC) do Hospital Universitário Professor Alberto Antunes

da Universidade Federal de Alagoas mantém o Ambulatório de Genética Craniofacial (AGC),

específico para casos com fendas orofaciais desde 2009. Os dados reunidos representam a maior e

mais abrangente fonte de informações demográficas, clínicas e genéticas sobre essas anomalias

congênitas em Alagoas..

Considerando que o IRF6 é um dos principais genes relacionados com o FOT, foi

desenvolvida a dissertação de mestrado intitulada “Epidemiologia descritiva e implicações do gene

IRF6 em uma série de casos de fendas orofaciais típicas” à qual se associou este trabalho de

conclusão de curso.

O presente estudo enfocou famílias com recorrência de FOTNS e foi desenvolvido ao

longo do ciclo 2021-2022 do Programa Institucional de Bolsas de Iniciação Científica da UFAL.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Descrever o perfil genético-clínico de famílias com recorrência de FOTNS oriundas do

AGC/SGC/HUPAA/UFAL.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

- Caracterizar os tipos de FOTNS em famílias com recorrência;
- Investigar e classificar variantes no gene IRF6 em famílias com recorrência;
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4. METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ÉTICOS E LOCAL DE ESTUDO

O estudo possui a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UFAL (CAAE:

85020018.83015.5013), que conta com o TCLE (Termo de Consentimento Livre Esclarecido) e

TALE (Termo de Assentimento Livre Esclarecido) para a coleta de dados.

Os pacientes e suas famílias foram acompanhados no AGC/SGC/HUPAA-UFALe

estão cadastrados na Base Brasileira de Anomalias Craniofaciais (BBAC), da qual o SGC-HUPAA

faz parte.

A parte experimental deste projeto foi desenvolvida no Laboratório de Genética

Molecular Humana (LGMH), localizado na Unidade de Análises Clínicas e Anatomia Patológica

(UACAP) do HUPAA-UFAL, em Maceió/AL.

4.2 DELINEAMENTO AMOSTRAL

Estudo retrospectivo com amostra de conveniência. No período de agosto de 2009 a

agosto de 2019 foram atendidos 375 casos de FOT no ACG/SGC/HUPAA/UFAL, 255 destes

tinham FOTNS, 97 dos quais possuíam recorrência familiar. Dentre estes, 29 pacientes foram

selecionados por terem, além dos dados clínicos, material biológico em condições de análise.

4.3 DESCRIÇÃO DO PERFIL CLÍNICO

Durante a realização do estudo foram levados em consideração os tipos de fenda de cada

paciente, assim como o seu grau de parentesco com o familiar que também é portador da

malformação. Além disso também foram considerados o número de afetados em cada família, o

sexo o indivíduo e avaliar se os parentes afetados possuiam o mesmo tipo de FOTNS que o

paciente.

4.4 EXPERIMENTOS E ANÁLISES MOLECULARES

Por se tratar de uma linha de pesquisa em andamento que se articula com um projeto

multicêntrico, no início do trabalho, o DNA genômico total já havia sido extraído das amostras

biológicas de todos os pacientes. Entre os 29 selecionados, seis apresentavam transmissão vertical
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e foram encaminhados à UNICAMP para sequenciamento completo de exoma como parte de outro

estudo. Portanto, a amostra final desta pesquisa foi de 23 casos de FOTNS com recorrência

familiar.

Nos 23 casos restantes, o gene IRF6 foi analisado no LGMH, sendo os éxons 3, 4, 7 e 9

analisados em 2020-2021 e os éxons 1, 2, 5, 6, e 8, durante o PIBIC 2021-2022.

4.4.1 EXTRAÇÃO DE DNA

O DNA genômico total foi obtido a partir de sangue total periférico dos pacientes, pelo

método de digestão por proteinase K seguido de purificação fenólica (ARAÚJO et al., 1996). O

DNA genômico obtido foi quantificado em espectrofotômetro UV/Vis (Biochrom, modelo

Biodrop Duo) e sua integridade foi averiguada em gel de agarose a 0,8%, preparado utilizando

tampão Tris/Borato/EDTA (TBE). Logo após, o gel foi corado em Brometo de Etídio (0,5µg/mL)

analisado em transluminador de bancada UV (Benchtop UV Transilluminator UVP®), fotografado

com uma câmera Cannon© PowerShot A2500 que pertence ao conjunto de equipamentos

PhotoDoc-It™ Imaging System UVP® e a imagem obtida foi arquivada.

4.4.2 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE

A partir do DNA armazenado no LGHM, foi realizada a Reação em Cadeia da

Polimerase (PCR), com os primers descritos por Ferreira de Lima et al., (2009) (Quadro 1). O

gene foi amplificado em 9 fragmentos, cada um correspondendo ao éxon de interesse e suas

regiões flanqueadoras. Os fragmentos amplificados por PCRs foram purificados com o kit

ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System da Promega, seguindo o protocolo do fabricante. As

amostras purificadas foram quantificadas em espectrofotômetro UV/Vis (Biochrom, modelo

Biodrop Duo).

Quadro 1- Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos nove éxons do IRF6 Fonte: Lima et al., (2009).

oligonucleotídeos Sequência 5’-3’ Temperatura de
Anelamento (TAº)

Tamanho do
Amplicon (pb)

Éxon 1-sense GAAGCGGAGGAGTAGGGT 52 537

Éxon 1-antisense ATCTGGAAAAGGGCGACA
G

52

Éxon 2-sense TTATTCTAGGGCTTCTGAG 45 381
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Éxon 2-antisense AAAGTTATGGAAACAGCAA
C

47

Éxon 5-sense CAGTGAATCTAGGGAGGTC
C

51 425

Éxon 5– antisense GCTTTCAGGGCAGTGGTGG 55

Éxon 6-sense CAGTGTTTGGTTCTTGTCTA 47 432

Éxon 6– antisense TTACTTCTTCCCTGGTGAC 48

Éxon 8-sense AAAGATGGTATTTGTTGAGT 44 435

Éxon 8– antisense GTTTCAGCAAGACTCTAAG 45

4.4.3 REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO E ELETROFORESE CAPILAR

As amostras purificadas foram submetidas a reação de sequenciamento segundo Fabbri

et al., (2013) pelos método de Sanger, com os produtos purificados utilizando 10µl BigDye

Xterminator (Invitrogen) seguindo as instruções do fabricante, em cada poço da placa,

homogeneizado em agitador multiplataformas por 15 minutos. O produto obtido foi submetido a

eletroforese capilar no analisador de DNA ABI 3500 Series Genetic Analyzers (Applied

Biosystems®).

4.5 ANÁLISES

As sequências obtidas foram editadas pelo software Chromas

(http://technelysium.com.au/wp/) e comparadas com a sequência selvagem do gene IRF6

depositada no banco de dados Ensembl (www.ensembl.org/index.html) (CUNNINGHAM et al.,

2022) utilizando o software CLC Sequence Viewer

(https://clc-sequence-viewer.software.informer.com/8.0/). Todos os programas utilizados são de

acesso gratuito.

As variantes identificadas foram pesquisadas nas bases de dados Human Gene

Mutation Database (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), 1000 Genomes Project

(http://www.internationalgenome. org/), Exome Aggregation Consortium (http://exac.broadin

stitute.org/), Genome Aggregation Database (http://gno mad.broadinstitute.org/) e ClinVar

Database (https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/


28

5. RESULTADOS

5.1 PERFIL CLÍNICO DAS FAMÍLIAS SELECIONADAS

No total de 29 casos que compuseram a amostra, as FL, unilateral E/D e bilateral nove
com este diagnóstico, enquanto as FLP, unilateral E/D e bilateral, foram constatados 19 casos.
Houve um caso de FP;

Vinte e um pacientes são do sexo masculino e oito do sexo feminino. Dentre o sexo

masculino, a FLP bilateral foi a mais frequente com o total de oito pacientes, já a FP um paciente

possui o diagnóstico (Figura 9). No sexo feminino não houve nenhm diagnóstico para FL, sendo

todas as pacientes portadoras de FLP, com tipo unilateral esquerdo com maior número de afetadas

(Figura 10).

Figura 9 - Esquema de representação quantitativa baseando-se no número de pacientes do sexo masculino afetados com FLP

unilateral E/D e bilateral e FL unilateral E/D e bilateral.

Figura 10 - Esquema de representação quantitativa baseando-se no número de pacientes do sexo feminino afetados com FLP

unilateral E/D e bilateral.
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A idade máxima atual dos pacientes é de 27 anos e a idade mínima é de nove meses, com

grande parte na faixa etária infantil, com a média de cinco anos (Tabela 1). A maioria são naturais

da cidade de Maceió, a capital do estado de Alagoas onde está localizado o HUPAA-UFAL,

enquanto seis são de municípios próximos à capital (até 200km de distância) e três de municípios

mais distantes (acima de 200km). Dois desses pacientes são naturais do município de Bom

Conselho, do estado de Pernambuco e um do município de Paulo Afonso, estado da Bahia (figura

11).
Tabela 1- Dados quantitativos sobre a quantidade de pacientes com relação a idade

__________________________________________________________________________
Idade                                                                 Quantidade de Pacientes

__________________________________________________________________________

9 meses                                                                               1
3 anos                                                                                10
4 anos                                                                                 6
5 anos                                                                                 3
8 anos                                                                                 2
11 anos                                                                               1
12 anos                                                                               1
13 anos                                                                               1
15 anos                                                                               2
27 anos                                                                               1

Figura 11- Mapa com a naturalidade dos pacientes presentes no estudo
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5.2 FAMÍLIAS COM  RECORRÊNCIA DE FOTNS

Os 29 casos foram analisados de acordo com o tipo de transmissão, com isso, seis são de

genitor-filho. Em sete pacientes dos 23 restantes, foram observadas fendas que correspondiam a

mesma já manifestada na família, entre eles há três do sexo feminino que compartilham o mesmo

tipo de fenda das genitoras.

Entre as famílias, há 10 nas quais o paciente possui irmãos com ou sem fenda, na qual,

apenas duas famílias apresentam mais de um indivíduo com a anomalia, sendo eles todos pacientes

participantes do estudo, enntre as duas famílias há um par de gêmeos. No caso dos irmãos não

gêmeos, há um terceiro descendente que não possui a anomalia. Ao ser analisada a recorrência

familiar de cada paciente, foram encontrados 19 casos de fenda na qual o indivíduo possuía ao

menos um irmão, e dentre eles haviam 14 em que há apenas uma pessoa com a malformação e

seus irmãos não.

5.2.1 RECORRÊNCIA EM PARENTES DE 1º, 2º E 3º GRAUS

Entre os 23 casos há 14 em que o paciente possui parentes de 1º (irmãos: duas famílias

[F1 e F21]), 2º (tios: três famílias [F10 e F20]), ou 3º (primos de 1º grau: três famílias [F5, F6 e

F18]; avós: uma família [F11]) graus, com algum tipo de fenda orofacial.

Entre as duas famílias com recorrência entre irmãos, em uma (F21) os irmãos gêmeos,

tendo um deles FLP e outro FL, filhos de um casal de primos de primeiro grau. Esta família

também refere dois primos de segundo grau, sem especificaçao do sexo, com fenda orofacial. A

outra família (F1), os irmãos têm FL e possuem dois primos de segundo grau, também irmãos, de

diferentes sexos, com o mesmo tipo de fenda. O pai desses primos também possui FL.

Os dois pacientes com tios afetados, também possuem outros parentes de outras gerações

com FL, FLP e fenda orofacial não especificada (F1 e F20). Um destes casos têm um ou dois

parentes com fenda orofacial (F1), já o segundo caso (F20) apresenta quatro recorrências: um tio,

um tio-bisavô, um primo de segundo grau e um primo de terceiro grau.

Os outros três casos (F5, F6 e F18) possuem um primo de 1º grau com fenda orofacial,

além de outros parentes de outras gerações, como primos de segundo e quarto grau (Figura 12).
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5.2.2 RECORRÊNCIA EM PARENTES REMOTOS (≥ 4º GRAU)

Foram identificadas 13 famílias com recorrência em parentes remotos (F2, F4, F8, F9, F13,

F14, F15, F16, F17, F19) que compreendem casos de primos de segundo ao quarto grau, como

também a bisavós, tataravós e tios-avós. Dentre elas, uma (F2) apresenta seis casos de fenda

contando com o paciente, na qual um primo de terceiro e outro de quarto grau (mãe e filha)

possuem FL, já os outros possuem FLP. Nesta mesma família há um trio de irmãos afetados,

primos de terceiro grau do paciente.

O paciente C17 da família F16 é descendente de união consanguínea entre primos de 3º

grau. Em sua família foram constatados cinco casos entre irmãos (quatro do sexo feminino e um

do sexo maculino), todos parentes em 7º grau em relação ao paciente, FL sem a lateralidade

específica (Figura 12).

5.2.3 CASOS DE TRANSMISSÃO VERTICAL.

A recorrência familiar em seis dos 29 casos estudados ocorreu de genitor (a) para filho

(a). Em cinco famílias, o genitor e o paciente compartilham o mesmo fenótipo de FOTNS (F22,

F23, F24, F25, F26). Na família F27 o genitor possui FP enquanto o paciente, FL unilateral

esquerda.

Três dessas famílias apresentam mais casos além da genitor e do paciente, a família F25

possui um parente de 1º grau do paciente (irmão falecido) que possuía o mesmo tipo apresentado

pelo paciente (lateraliade não especificada), como também um parente de 3º grau (primo em 1º

grau) do sexo masculino, que possui FP. A família F24 apresenta um parente de 6º grau em

relacão ao pacente (primo em 4º grau) do sexo masculino que possui FLP bilateral. Já a família

F23, o paciente possui um parente de 4º grau (primo em 2º grau) do sexo maculino portador de FL

bilateral, difente do paciente e genitor, portadores de FL unilateral esquerda.
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Figura 12-  Heredogramas dos 23 pacientes com FOTNS presentes no estudo



33



34



35

5.3  RESULTADOS MOLECULARES

Dos casos estudados, 23 tiveram o gene IRF6 estudado no LGMH, por fazer parte de uma

linha de pesquisa em andamento os éxons 3, 4, 7 e 9 já haviam sido sequenciados ao início deste

trabalho. Portanto os resultados aqui apresentados, são referentes aos éxons 1, 2, 5, 6 e 8 do gene

IRF6.

5.3.1 VARIANTES IDENTIFICADAS

Foram identificadas nove variantes no gene IRF6 na casuística estudada, sendo quatro

destas em éxons codificantes de proteína e cinco em éxons não codificantes. Dentre elas, as



36

variantes c.1450+68A>G (rs145873101) e c-209G>A (rs7545542) não possuem seu significado

clínico reportado, todas as outras são reportadas como benignas.

Os éxon 2 e 1 foram os que apresentaram maior número de variantes entre os pacientes

apresentou 23 e 18 registros respectivamente (Quadro 3). No éxon 8 foi encontrada uma variante

em um paciente.

Dezessete dos 23 casos estudados tiveram a análise molecular do gene IRF6 completa

(C1, C4, C5, C6, C8, C9, C11, C12, C13, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C22 e C23). Para seis

casos a análise molecular está incompleta pois em pelo menos um éxon foram obtidos Resultados

Insatisfatórios (RI) (C2- éxon 2; C3- éxon 1; C7- éxon 5; C10- éxons 2 e 8; C14- éxons 1 e 2;

C21- éxons 5 e 6). Os resultados obtidos estão apresentados no quadro 2.

O paciente C1 apresentou seis variantes, diferente de seu irmão, o paciente C2, que

embora não tenha tido o éxon 2 analisado, não apresentou nenhuma variante nos éxons estudados.

Já os pacientes C2 e C13, foram os únicos que até o momento não apresentaram nenhuma variante

(quadro 2)

Os pacientes C22 e C23 são gemelares e compartilham 60% dos resultados, ou seja,

apresentam as mesmas variantes no éxon 2 e nenhuma variante nos éxons 1 e 8. Entretanto, o caso

C22 possui uma variante no éxon 5, que não é observada no paciente C23. Este possui uma

variante no éxon 6 e C22 não apresenta nenhuma variante neste éxon (Quadro 2).

Quadro 2- Relação das variantes encontradas com os éxons e pacientes

Éxons/Posição e troca

Código
da

família

Código
do

paciente

1 2 3 4 5 6 7 8 9

F1 C1 c.-313T>A/
c.-313T>A

c.-338A>T/
c.-338A>T

c.-73T>C/
c.-73T>C

WT WT c.730G>T/
c.730G>T

c:2.357C>G//
c:2.357C>G

WT WT/WT WT

C2 WT/WT RI WT WT WT/WT WT/WT WT WT/WT WT

F2 C3 RI c.-73T>C/
c.-73T>C

WT WT
c.459G>T/
c.459G>T

WT/WT WT WT/WT WT

F3 C4 c.-313T>A/
c.-313T>A

c.-338A>T/
c.-338A>T

WT/WT WT WT c.730G>T/
c.730G>T

c.667+27C>G/
c.667+27C>G

WT WT/WT WT

F4 C5 c.-313T>A
c.-338A>T

WT/WT WT WT c.730G>T/
c.730G>T

c.667+27C>G /
c.667+27C>G

WT WT/W WT
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F5 C6 WT/WT c.-73T>C/
c.-73T>C

WT WT WT/WT WT/WT WT WT/WT WT

F6 C7 WT/WT c.-75-4A>G/
c.-75-4A>G

WT WT RI c.667+27C>G/
c.667+27C>G

c.1060+37C>T
c.820G>A c.759T>C

WTWT WT

F7 C8 WT/WT c.-73T>C /
c.-73T>C

WT WT WT/WT WT/WT WT WT/WT WT

F8 C9 WT/WT WT/WT WT WT WT/WT WT/WT WT c.1450+68A>G/
c.1450+68A>G

WT

F9 C10 WT/
c-209G>A

RI WT WT c.730G>T/
c.730G>T

WT/WT c.820G>A RI WT

F10 C11 WT/WT c.-73T>C/
c.-73T>C

WT WT WT/WT WT/WT WT WT/WT WT

F11 C12 WT/WT WT/WT c.175-5C>G WT c.390G>T/
c.390G>T

c.667+27C>G/
c.667+27C>G

c.1060+37C>T WT/WT WT

F12 C13 WT/WT WT/WT WT WT WT/WT WT/WT WT WT/WT WT

F13 C14 RI RI c.175-5C>G WT WT/WT WT/WT c.1060+37C>T WT/WT WT

F14 C15
c.-313T>A/
c.-313T>A

c.-338A>T/
c.-338A>T

WT/
c-209G>A

c.-73T>C/
c.-73T>C

c.175-5C>G WT c.730G>T/
c.730G>T

WT/WT WT WT/WT WT

F15 C16 WT/WT c.-73T>C/
c.-73T>C

c.-75-4A>G/
c.-75-4A>G

WT WT WT/WT WT/WT/ WT WT/WT WT

F16 C17 c.-313T>A/
c.-313T>A

c.-338A>T/
c.-338A>T

WT/
c-209G>A

c.-73T>C/
c.-73T>C

c.-75-4A>G/
c.-75-4A>G

c.175-5C>G WT c.730G>T/
c.730G>T

c.667+27C>G/
c.667+27C>G

WT WT/WT WT

F17 C18
c.-313T>A/
c.-313T>A

c.-338A>T/
c.-338A>T

WT/
c-209G>A

c.-73T>C/
c.-73T>C

c.-75-4A>G/
c.-75-4A>G

c.175-5C>G WT WT/WT c.667+27C>G/
c.667+27C>G

WT WT/WT WT

F18 C19 WT/
c-209G>A

c.-73T>C/
c.-73T>C

c.-75-4A>G/

c.-75-4A>G

c.175-5C>G WT c.730G>T/
c.730G>T

c.667+27C>G/
c.667+27C>G

WT WT/WT WT

F19 C20 WT/WT c.-73T>C/ c.175-5C>G WT c.459G>T/ WT/WT WT WT/WT WT
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c.-73T>C

c.-75-4A>G/
c.-75-4A>G

c.459G>T

F20 C21 WT
/c-209G>A

c.-73T>C/
c.-73T>C

c.-75-4A>G/
c.-75-4A>G

WT WT RI RI c.1060+37C>T WT/WT

F21 C22 WT/WT c.-73T>C/
c.-73T>C

c.-75-4A>G/
c.-75-4A>G

c.175-5C>G WT c.390G>T/
c.390G>T

59G>T/c.4
59G>T

WT/WT c.1060+37C>T WT/WT

C23 WT/WT c.-73T>C/
c.-73T>C

c.-75-4A>G/
c.-75-4A>G

c.175-5C>G WT WT/WT c.667+27C>G/
c.667+27C>G

c.1060+37C>T WT/WT WT

RI= resultados insatisfatórios; WT= wildtype (sequência selvagem). Bases de dados utilizadas para pesquisa das

variantes: ClinVar Database, dbSNP, 1000 Genomes Project, AbraOm e HGMD. Em negrito= resultados obtidos

durante o estudo no LGMH..

Quadro 3 - Descrição das variantes encontradas nos éxons estudados.

Variante Éxon/Íntron Localização Classificação Alteração
Protéica

Frequência
(casos detectados/casos

analisados)

rs34743335 Éxon 1* c.-313T>A Benigna - 6/20

rs12403006 Éxon 1* c.-338A>T Benigna - 6/20

rs7545542 Éxon1* c-209G>A Significado
clínico não
reportado

- 7/20

rs2235377 Éxon 2* c.-75-4A>G Benigna - 9/20

rs861019 Éxon 2* c.-73T>C Benigna - 14/20

rs2013162 Éxon 5 c.459G>T Benigna p.Ser153= 3/20

rs34907424 Éxon 5 c.390G>T Benigna p.Gly130= 2/21

rs2235375 Éxon 6 c:667+27C>G Benigna - 8/22

rs145873101 Éxon 8 c.1450+68A>G Significado
clínico não
reportado

- 1/22

*éxon não codificante
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6. DISCUSSÃO

6.1 PERFIL CLÍNICO DAS FAMÍLIAS SELECIONADAS

De acordo com os dados obtidos durante o estudo, os pacientes com FLP são a maioria,

representando 65,51% dos individuos, principalmente do sexo masculino com repesentatividade

de 57,89% dos casos. Este dado corrobora literatura, que afirma que essa classificacão das FOTNS

são as mais frequentes no mundo, assim como também são mais presentes em pessoas do sexo

masculino (MOSSEY et al., 2009), sendo o resultado esperado. Nos casos dos indivíduos que

também possuem FOTNS na família dos pacientes, mesmo com grande parte das fendas não

especificadas, a maioria foram observadas em pessoas do sexo masculino em relacão as portadoras

do sexo feminino, reforçando os dados literários.

Há maior probabilidade de fenda entre irmãos, entretanto, por se tratar de uma condição

multifatorial, deve ser levada em consideração não apenas os fatores de suscetibilidade, mas

também a agregação de fatores de riscos ambientais em cada gestação, ou seja, os fatores

desencadeantes. Além disso, a ocorrência de fendas concordantes em gêmeos monozigóticos é

maior do que em gêmeos dizigóticos, entretanto, os gêmeos presentes no estudo não possuem a

zigosidade confirmada, além de possuírem fendas diferentes (C22-FL bilateral; C23- FLP

bilateral) (MOSSEY et al., 2009).

6.2 ESTUDO DO GENE IRF6 NAS FAMÍLIAS SELECIONADAS

Estudos sobre os genes relacionados às FOT são realizados em todo o mundo e sendo o

gene IRF6 é um dos mais bem estudados (SALEEM et al., 2019). As implicações deste gene na

origem das FOT ainda não são completamente conhecidas, porém é bem estabelecida sua relação

com a formação da anomalia.

Segundo o HGMD, até 26/11/2022, foram identificadas 340 variantes no gene IRF6, na

qual várias correspondem a variantes não causativas da anomalia (SNPs= Single Nucleotide

Polymorphism) entretanto, os portadores destas variantes são mais suscetíveis ao surgimento de

FOTNS durante a fase embriológica.

Dos 23 casos estudados, apenas seis ainda não possuem o sequenciamento completo dos

éxons do gene IRF6. Dentre os 17 com o sequenciamento finalizado, nenhum apresentou variantes

consideradas patogênicas associadas a FOT ou não descritas no banco de dados ClinVar.
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Sugere-se, que seja dado a continuação da pesquisa para que haja completo sequenciamento de

todos os éxons do gene dos pacientes com lacunas de informações genéticas.

As variantes c.-73T>C (rs861019) e c.-75-4A>G (rs2235377) encontradas no éxon 2 em

14 dos 20 pacientes são consideradas não patogênicas, entretanto Pegelow et al., 2008 e

Rafighdoost et al., 2017, fazem associação destas variantes ao fenótipo FLP uni- e bilateral.

Desses pacientes, 11 condizem com o fenótipo proposto pelo estudo.

A variante c.459G>T (rs2013162) encontrada em três pacientes de 20, é resultado de um

polimorfismo silencioso, que não altera o produto proteico (p.Ser153=) (PEGELOW et al., 2008).

Referente ao caso gemelar, ambos são concordantes nos éxon 2, em que possuem uma

variante, e no éxon 8 não possuem nenhuma. No éxon 5 o paciente C22 possui as variantes

c.459G>T (rs2013162) e c.390G>T (rs34907424) que seu irmão não possui. Já no éxon 6 ocorre o

inverso, o paciente C23 possui a variante c:667+27C>G (rs2235375) que seu irmão não possui.

Fenotípicamente em relação a patologia o paciente C22 possui FL bilateral e o C23 FLP. Os

autores Blanton et al., 2005, Scapoli et al., 2005 e Mijiti, 2015, sugerem que a variante rs2235375

(c.667+27C>G) pode estar associada a FLP, expressa no fenótipo do paciente.

As variantes c-313T>A (rs34743335), c-338A>T (rs12403006), c-209G>A (rs7545542)

do éxon 1 e c-390G>T (rs34907424) do éxon 5 não são associadas às FOTNS (MEIRA, 2014)

Uma das possíveis explicações para a não identificação de alterações patogênicas no gene

IRF6 que possam justificar o fenótipo dos pacientes é o tamanho da casuística. Um dos motivos

que diminuiu nossa amostra foi a perda de qualidade do material genético, ocasionada pelo grande

intervalo de tempo extração do DNA (desde 2008) até a o início da realização do estudo (agosto de

2021). Situações como perda de volume de amostra devido a evaporação, contaminação do

material fizeram com que o número de pacientes estudados fossem diminuindo. Há também a

impossibilidade de recoleta, pois não foi possível entrar em contato com alguns pacientes, assim

como a pandemia do COVID-19 também foi um empecilho.

http://europepmc.org/search?query=AUTH%3A%22Houshang%20Rafighdoost%22
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7. CONCLUSÃO

Verificou-se maior frequência de FLP seguida de FL e FP, sendo a maioria dos casos em
pacientes do sexo masculino. 

Não foram identificadas alterações no gene IRF6 associadas à FOTNS em nenhum dos
17 pacientes com rastreamento de variantes finalizadas. Seis pacientes continuam em investigação
para a finalizar o sequenciamento do gene IRF6.

São necessários estudos com maior número de pacientes para certificar estes resultados.
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9. ANEXOS

9.1 ANEXO - PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA
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9.2  ANEXO - TERMO DE COMPROMISSO LIVRE E ESCLARECIDO
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9.3 ANEXO - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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9.4 ANEXO - FORMULÁRIO DE PRIMEIRA CONSULTA DE FENDA OROFACIAL



56



57



58



59



60



61



62



63



64



65



66



67



68



69



70



71


