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RESUMO  

 

Introdução: As fendas orofaciais típicas (FOT) estão entre as malformações humanas 

mais frequentes, com prevalência de 1:700 a 1000 nascidos vivos. Variantes no gene IRF6 

(fator regulatório de interferon 6) têm sido mundialmente implicadas tanto em casos não 

sindrômicos (FOTNS) familiais quanto sindrômicos (FOTS), entre os quais destaca-se a 

Síndrome de Van der Woude (SVW). Objetivo: Este estudo teve como objetivo descrever 

o perfil epidemiológico e as implicações do gene IRF6 nas FOTNS e SVW em uma série 

de casos oriundos do ambulatório de genética craniofacial do Serviço de Genética Clínica 

do Hospital Universitário Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas 

(SGC/HUPAA-UFAL). Pacientes e métodos: A amostra para a descrição das 

características sociodemográficas, clínicas e familiais consistiu em 255 pacientes com 

FOTNS atendidos no período 2009-2021. As variáveis de interesse foram extraídas da 

Base Brasileira de Anomalias Craniofaciais. Os dados foram tabulados em planilha Excel 

e analisados utilizando o programa Epi infoTM. Foram empregados testes de Fisher e Qui-

quadrado, sendo considerados significativos os resultados com p<0,05. Para a 

caracterização molecular, foram selecionadas 27 famílias com recorrência de FOTNS e 

um paciente com SVW, único da casuística com este diagnóstico. Seis das 27 famílias 

apresentaram transmissão genitor(a)-filho(a) e foram estudadas por sequenciamento do 

exoma em parceria com a Universidade Estadual de Campinas. As demais famílias e o 

caso de SVW foram estudados por sequenciamento de Sanger do IRF6 no Laboratório de 

Genética Molecular Humana (LGMH) do SGC/HUPAA-UFAL. Neste, os experimentos 

compreenderam a extração de DNA a partir de sangue total periférico pelo método fenol-

clorofórmio, reação em cadeia da polimerase dos exons e suas respectivas regiões 

doadoras e aceptoras de splice do IRF6, purificação dos fragmentos obtidos, 

quantificação e reação de sequenciamento, seguida de eletroforese capilar no analisador 

de DNA ABI 3500. Para a análise dos resultados, foram utilizados os softwares Chromas 

para análise dos eletroferogramas e CLC Sequence Viewer para alinhamento com a 

sequência selvagem (ENST00000367021.8). As variantes identificadas foram 

pesquisadas em bancos de dados de acesso público. Para variantes não descritas a 

classificação foi realizada através de análise preditiva in silico utilizando os programas 

PROVEAN, SIFT, PolyPhen-2, Mutation Taster, Align GVGD e MutPred-2; análise de 

conservação de aminoácidos entre espécies (programa Clustal Omega); e modelagem da 

proteína pelos programas Swiss-model e PyMol. Resultados: Entre 2009-2021, 375 

pacientes com fendas orofaciais foram atendidos no ambulatório de genética craniofacial, 

destes, 255 (71,6%) apresentavam FOTNS. Nesta amostra houve predomínio de fenda do 

lábio e palato (51,0%) com acometimento unilateral (74,2%) esquerdo (51,0%) sendo que 

o sexo biológico masculino foi o mais afetado (55,8%), dados que corroboram a literatura. 

Os casos familiais corresponderam a 38,7% da amostra, quase o dobro do esperado. As 

fendas de lábio com ou sem acometimento do palato (p=0,14), a consanguinidade parental 

(p=0,02) e a gemelaridade (p=0,008) foram significativamente mais frequentes nos casos 

familiais comparados aos esporádicos. A análise das seis famílias com transmissão 

genitor(a)-filho(a) está completa e não revelou nenhuma variante patogênica no gene 

IRF6. Das 21 famílias restantes, em 17 delas a análise não está concluída, mas até o 

momento também não revelou variantes patogênicas nas regiões sequenciadas. A criança 

com SVW teve diagnóstico clínico estabelecido com base na presença de elevações 

paramedianas no lábio inferior associadas à fenda labiopalatina, típicas da síndrome. Para 

esta paciente o sequenciamento de Sanger do IRF6 revelou a variante nova p.Phe266Ser 

(c.797T>C) em heterozigose (TTT/TCT). Esta variante foi classificada como patogênica 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000117595;r=1:209785617-209806175;t=ENST00000367021


 

 

em todos os programas de predição utilizados, a comparação entre espécies indicou que 

o aminoácido p.Phe266 é altamente conservado na proteína IRF6, o sequenciamento dos 

genitores revelou que esta alteração não foi herdada, sendo portanto classificada como 

alteração de novo. A análise de modelagem foi sugestiva de que a substituição da 

fenilalanina pela serina causa danos à estrutura da proteína. Conclusões: Os resultados 

evidenciaram características sociodemográficas e clínicas das FOTNS semelhantes à 

literatura, exceto pela alta frequência de casos familiais e consanguinidade parental. Até 

o momento não foi observada nenhuma variante patogênica do IRF6 nos casos familiais 

de FOTNS incluindo os casos de transmissão genitor(a)-filho(a). A variante nova 

p.Phe266Ser, presente no único caso de SVW desta casuística, foi classificada como 

patogênica e de novo. 

 

Palavras-chave: Fissura de lábio, Fissura de lábio e palato, Fissura de palato, Síndrome 

de Van der Woude, gene IRF6. 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Background: Typical orofacial clefts (TOC) are among the most frequent human 

malformations, with a prevalence rate of 1:700 to 1000 live births. IRF6 gene (Interferon 

Regulatory Factor 6) has been worldwide implicated in cases of familial non-syndromic 

TOC and in the Van der Woude syndrome (VWS). Aim: To describe the epidemiology 

and the implications of IRF6 gene in a series of non-syndromic TOC and VWS from 

the Ambulatório de Genética Craniofacial do Serviço de Genética Clínica do Hospital 

Universitário Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas (SGC-

HUPAA-UFAL). Patients and methods: From 2009 to 2021, 375 patients entered the 

Alagoas database, 255 (71.6%) of whom, presenting non-syndromic TOC, were selected 

for sociodemographic, clinical, and familial profiling. Information was extracted from the 

Brazilian Database on Craniofacial Anomalies and tabulated using Excel. Fisher test and 

Qui-square were used for statistics with a p-value of 0,05 through Epi infoTM. 

The IRF6 gene was selected for molecular analysis of 21 multiplex families and the single 

case of VWS of the sample. Six families presenting parent-child transmission were 

studied through whole exome sequencing in collaboration with the State University of 

Campinas. The remaining families as well as the patient diagnosed with VWS were 

studied through Sanger sequencing at our laboratory at SGC-HUPAA-UFAL. The in-

house experiments comprised: Phenolic DNA extraction, the polymerase chain reaction 

of all exons and splice sites, purification, quantification, and sequencing reaction. 

Software Chromas was used for electropherogram analysis and the CLC Sequencing 

Viewer for sequences alignment. Identified variants were checked against free access 

databases. In silico predictive analyses using software PROVEAN, SIFT, PolyPhen-

2, Mutation Taster, Align GVGD e MutPred-2 were used for the classification purpose of 

the new variants. The amino acid conservation among mammalians analysis was 

through Clustal Omega, and the protein modeling through Swiss-

model and PyMol software. Results: Among 255 patients with non-syndromic TOC, the 

male biologic sex (55,8%), and the unilateral (74,2%), left-sided (51,0%) cleft lip and 

palate (51,0%) were predominant. These results corroborate the literature. There were 97 

(38,6%) familial cases, almost twice the expected frequency. Cleft lip with/without cleft 

palate (p=0,14), parental consanguinity (p=0,02) and twining (p=0,008) were 

significantly high in familial cases compared to sporadic. The IRF6 complete sequencing 

did reveal no pathogenic variants among the six parent-child transmission families. 

Sanger sequencing of the remaining families is not finished, and, up to now, no 

pathogenic variants have been recognized. The clinical diagnosis of VWS was based on 

the typical association between cleft lip and palate, and paramedian lower-lip small 

mounds. The novel p.Phe266Ser (c.797T>C) heterozygous (TTT/TCT) variant was 

identified through Sanger sequencing. It has achieved pathogenic scores in all prediction 

software used. According to Clustal Omega, the amino acid phenylalanine is highly 

conserved, and the parental sequencing showed this is a de novo variant. According to 

the model obtained, the phenylalanine-serine exchange disrupts the IRF6 

protein.  Conclusions: Apart from the high rate of familial cases and consanguinity, the 

sociodemographic and clinical profile of non-syndromic TOC corroborates the literature. 

Up to now, no IRF6 pathogenic variant was found among 27 families presenting non-

syndromic TOC, including the six families with parent-child transmission for which 

the IRF6 sequencing is finished. The novel p.Phe266Ser variant, present in the single case 

of VWS in this series, was classified as pathogenic and de novo. 

Keywords: Cleft lip, Cleft lip and palate, cleft palate; Van der Woude Syndrome; IRF6 

gene. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As fendas orofaciais típicas (FOT) constituem um grupo heterogêneo no que diz 

respeito à etiologia, prevalência, desenvolvimento embrionário atípico e espectro 

fenotípico (MARTINELLI et al., 2020). Os afetados unicamente pela FOT são 

classificados como não sindrômicos (FOTNS). Estes apresentam alterações 

morfofuncionais restritas à região oral e à audição, comprometendo a fala, 

alimentação/nutrição, respiração e aparência facial, que podem interferir negativamente 

no estabelecimento de relações sociais. Já os afetados por fendas orofaciais sindrômicas 

(FOTS) podem apresentar alterações morfofuncionais em diferentes sistemas orgânicos 

(DIXON et al., 2011). A Síndrome de Van der Woude (SVW) é o exemplo mais comum 

de FOTS. 

Devido à complexidade dos mecanismos envolvidos nas FO e na gestão e atenção 

às famílias, necessita-se de um grupo multidisciplinar com equipe mínima constituída de 

fonoaudiólogos, psicólogos, odontólogos, cirurgiões, pediatras e geneticistas (VOIGT et 

al., 2017).  

Esta pesquisa está inserida no Grupo-CNPq Prevenção e atenção à saúde de 

pessoas com defeitos congênitos e doenças raras no SUS, na linha de fendas orofaciais, 

iniciada no Serviço de Genética Clínica do Hospital Universitário Professor Alberto 

Antunes da Universidade Federal de Alagoas (SGC/HUPAA-UFAL) em 2009.  

No período de agosto/2009 a agosto/2021, 375 famílias com fendas orofaciais 

foram atendidas. Até o início desta pesquisa, os estudos contemplaram a caracterização 

clínica, o mapeamento de fatores de risco e as dificuldades de acesso ao tratamento 

especializado e aconselhamento genético em Alagoas.  

Em 2019, a aquisição de um analisador genético pelo mencionado grupo 

possibilitou a realização de estudos próprios sobre a etiologia de anomalias congênitas, 

com a perspectiva de ampliação do conhecimento sobre a epidemiologia molecular das 

FOT no estado de Alagoas. 

Nesse contexto, como ponto de partida, foi escolhido o gene IRF6 (fator 

regulatório de interferon 6). Esse gene tem sido mundialmente implicado tanto em casos 

de FOTS quanto FOTNS familiais (BEZERRA et al., 2020; MACHADO et al., 2018; 

BASHA et al., 2020) .  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Embriologia, definição e epidemiologia das fendas orofaciais  

O desenvolvimento embrionário da face envolve mecanismos complexos que 

regulam células epiteliais e mesenquimais. A perturbação de fatores que participam deste 

processo interfere no crescimento e adesão celular, prejudicando a fusão das estruturas 

frontonasais e maxilares, o que pode resultar em fenda orofacial (MARTINELLI et al., 

2020).   

As fendas orofaciais são as malformações congênitas mais comuns em humanos, 

que afetam o desenvolvimento craniofacial. São classificadas topograficamente como 

fenda orofacial típica (FOT) e fenda orofacial atípica (FOA) (TOLAROVÁ; 

CERVENKA, 1998). 

As FOA são condições raras, com incidência de 1-5 em 100.000 nascimentos, que 

comprometem a região mediana, transversal ou oblíqua da face (TOLAROVÁ; 

CERVENKA, 1998). Tessier (1976) propôs uma classificação que emprega números de 

0 a 14, sendo o 0 correspondente à linha mediana da face. As FO numeradas de 0 a 7 

acometem tecidos moles e ossos da face, já as de número 8 a 14, afetam tecidos moles e 

ossos do crânio e/ou da face.   

As FOT têm incidência global de 1:1000 nascidos vivos e são definidas como 

anomalias paramedianas da região craniofacial que afetam o desenvolvimento do lábio 

(FL), do palato (FP) ou ambos (FLP) (BEATY; MARAZITA; LESLIE, 2016; LESLIE et 

al., 2016b; MACHADO et al., 2018). Há inúmeras classificações baseadas nos aspectos 

morfológicos das FOT. A classificação proposta por Spina (1973) que toma como ponto 

de referência o forame dos incisivos é a mais conhecida e utilizada no Brasil. Segundo 

esta classificação, as FL ocorrem na região pré-forame, as FLP são transforame e as FP 

são pós-forame dos incisivos. 

Nos anos mais recentes, fenótipos subclínicos das FOT têm sido descritos. Estes 

incluem malformações dentárias, defeitos no músculo orbicular oris, fendas labiais 

frustras, fossetas no lábio, fenda palatina submucosa, úvula bífida, insuficiência 

velofaringeana e anquiloglossia. O estudo desses subfenótipos auxilia na melhor 

compreensão dos fatores genéticos que participam na embriogênese da face, por esse 

motivo, cada vez menos se utiliza a classificação de Spina (1973) em estudos 

epidemiológicos e etiopatogênicos (DIXON et al., 2011). 
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Desde 2008, o Projeto Crânio-Face Brasil (PCFB) coleta dados clínicos e 

genéticos de pessoas com fendas orofaciais de maneira sistematizada em hospitais 

voluntários localizados nas regiões nordeste, sudeste e sul do Brasil. O SGC/HUPAA-

UFAL participa desta iniciativa desde 2009 (MONLLEÓ et al., 2013). 

No PCFB, as FOT são classificadas de acordo com a topografia, lateralidade e 

gravidade clínica de maneira que tanto fenótipos clássicos quanto subclínicos são 

uniformemente registrados (GIL‐DA‐SILVA‐LOPES et al., 2020; MONLLEÓ et al., 

2013; VOLPE-AQUINO et al., 2018). 

 

2.2. Classificação clínico-etiológica e epidemiologia das fendas orofaciais típicas 

A partir da caracterização minuciosa do fenótipo, as FOT são classificadas como 

FOTNS e FOTS. As FOTNS são observadas em 70% dos casos (Figura 1) e não estão 

associadas a nenhuma outra alteração anatômica, exceção feita a variantes anatômicas 

cerebrais e deficiência intelectual (DIXON et al., 2011). Embora os afetados por FOTNS 

tenham alterações morfofuncionais restritas à região orofacial, estas podem comprometer 

a fala, aparência, alimentação, respiração e audição que podem interferir negativamente 

no estabelecimento de relações sociais (LESLIE; MARAZITA, 2013; WANG et al., 

2018).  

Quanto à etiologia, as FOTNS seguem padrão de herança poligênico/multifatorial 

(Figura 1), resultado da interação entre fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Essa 

interação complexa, constitui um desafio para a elucidação dos mecanismos etiológicos 

envolvidos, especialmente em populações miscigenadas como a brasileira (BEATY; 

MARAZITA; LESLIE, 2016; MACHADO et al., 2018).   
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Figura 1- Tipos, frequências e etiologias das FOT. FOT= Fendas orofaciais típicas; FOTS= 

Fendas orofaciais típicas sindrômicas; FOTNS= Fendas orofaciais típicas não sindrômicas; FL= 

Fenda do lábio; FP= Fenda do palato; FLP= Fenda do lábio e palato; NV: nascidos vivos. Fonte: 

SALEEM et al., (2019). 
 

 

Pesquisas utilizando como principal ferramenta molecular os estudos de 

associação genômica ampla (GWAS, do inglês Genome-Wide Association Studies) 

indicam que mais de 30 genes podem estar relacionados com FOTNS (SALEEM et al., 

2019) (Figura 2).  

 
Figura 2- Representação dos 22 cromossomos autossomos e os loci identificados e associados 

com o desenvolvimento de FOTNS; Chr= cromossomo; em laranja= representação dos 

cromossomos em que não foi descrita variantes associadas com o fenótipo de FOTNS. Fonte: 

Saleem et al., (2019). 
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Apesar do avanço na compreensão dos mecanismos que participam no 

desenvolvimento craniofacial, ainda é incerto o quanto da variação fenotípica das FOTNS 

pode ser explicado pelos loci já identificados, uma vez que, em seu conjunto, eles 

respondem por apenas de 20 a 25% da herdabilidade destas anomalias (SALEEM et al., 

2019). Globalmente observa-se que as FOTNS podem recorrer em famílias (20%) ou 

aparecer de forma esporádica (80%) (SALEEM et al., 2019) (Figura 1).  

As FOTNS têm prevalência de 1:700 a 1000 nascidos vivos, variando de acordo 

com a etnia e a região geográfica do nascimento (BEATY; MARAZITA; LESLIE, 2016; 

MACHADO et al., 2018; MOSSEY; MODELL, 2012). Mundialmente, as taxas mais 

altas são observadas no continente asiático, principalmente na China e Japão, com 

incidência de 1 em 500 nascidos vivos. Na China, esta condição afeta mais de 2,6 milhões 

de pessoas (SALEEM et al., 2019).  

No Brasil, representam a terceira causa mais prevalente de anormalidades 

congênitas entre os nascidos vivos (NV), ficando atrás apenas dos defeitos de membros 

(24,4 casos por 10 mil NV) e das cardiopatias congênitas (8,4/10 mil NV). A prevalência 

das FO no país como um todo é de 6,1/10 mil NV, variando de 4,13/10 mil NV no estado 

do Rio de Janeiro a 9,4/10 mil NV no Tocantins. Essa prevalência é comparável à 

observada no continente asiático  (BRASIL, 2021) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Prevalência de FO no Brasil. Fonte: Boletim epidemiológico. Vol. 52, nº06, 

2021. 
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Por outro lado, as FOTS têm etiologias cromossômica, monogênica e teratogênica 

(Figura 1). De acordo com o Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) mais de 900 

síndromes têm como fenótipo um dos tipos de FO (OMIM, 2022). Essas síndromes 

acometem até 65 pessoas por 100 mil (<1,3:2000NV) e, portanto, são classificadas como 

doenças raras de acordo com o conceito adotado pelo Ministério da Saúde do Brasil 

(FÉLIX et al., 2022). A SVW é reconhecidamente a condição clínica mais comum entre 

as formas sindrômicas, responsável por 2% de todos os casos de FOT (URAL et al., 

2019). 

 

2.3. Implicações do gene IRF6 em fendas orofaciais típicas 

Entre os mais de 30 genes reconhecidamente associados com FOT (Figura 2), o 

gene IRF6 está entre os mais investigados por estar implicado tanto em FOTNS familiais 

quanto na SVW e Síndrome do Pterígio Poplíteo. Esta última, apresenta quadro clínico 

multissistêmico e facilmente distinguível das FOTNS (BEZERRA et al., 2020; LESLIE 

et al., 2016b; MACHADO et al., 2018), razão pela qual não foi abordada nesta pesquisa. 

A Síndrome de Van der Woude (SVW), com padrão de herança mendeliana 

autossômica dominante, tem na presença de pits/fossetas/depressões ou elevações no 

lábio inferior sua característica distintiva para o diagnóstico clínico (BURDICK, 1986; 

VELÁZQUEZ-ARAGÓN et al., 2021). Pacientes com fenótipo clássico de SVW, cerca 

de 75% dos casos, apresentam essas anomalias bilateralmente na região paramediana, 

porém também são observados casos unilaterais e bilaterais assimétricos (RIZOS; 

SPYROPOULOS, 2004).  

Em 26% dos pacientes ocorre algum tipo de fenda oral aberta, seja fenda do lábio 

(FL), fenda do palato (FP) ou de ambos (FLP) (ALLAM; HAREDY, 2021; NOPOULOS 

et al., 2007). Outras características são fenda submucosa do palato, úvula bífida, 

anormalidades do músculo orbicular oris, anquiloglossia, hipodontia e anormalidades das 

glândulas exócrinas (salivares e pancreática) (ALLAM; HAREDY, 2021; NOPOULOS 

et al., 2007; SCHUTTE et al., 2022).  

O fenótipo sutil, a expressividade variável intrafamilial e a penetrância incompleta 

contribuem para que muitos indivíduos afetados sejam diagnosticados, a priori, como 

tendo FOTNS, especialmente quando a análise do heredograma não sugere padrão 

clássico de herança autossômica dominante (GOWANS et al., 2017; VELÁZQUEZ-

ARAGÓN et al., 2021). Neste sentido, Leslie et al., (2016) recomendam atenção especial 
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a famílias que segregam diversos tipos de FOT (“mixed clefts”) em diferentes gerações, 

as quais podem corresponder ao padrão autossômico dominante. 

Em 70% dos casos, a SVW é causada por variantes na região codificante do fator 

regulatório do interferon 6 (IRF6; VWS1, OMIM #119300). Variantes de ganho de 

função do gene que codifica o fator de transcrição tipo grainyhead 3 (GRHL3; VWS2, 

OMIM # 606713) respondem por 5% dos casos. Os outros 25% estão relacionados com 

outros genes ou com etiologia não reconhecida (PEYRARD-JANVID et al., 2014).  

O gene IRF6 (ENST00000117595), locus 1q32.2, pertence a uma família de nove 

fatores reguladores transcricionais de interferon. Ele é composto por 9 exons sendo que 

os exons 1, 2 e a região terminal do exon 9 não são codificantes. A proteína IRF6 contém 

467 aminoácidos (ENST00000367021.8), possui um domínio N-terminal de ligação ao 

DNA e um domínio C-terminal de ligação a proteínas (Figura 4). Sabe-se que sua 

deficiência leva a malformações craniofaciais, de pele, membros, anormalidades 

dentárias (BEZERRA et al., 2020; DESMYTER et al., 2010; OMIM, 2022), das glândulas 

salivares e de outras glândulas exócrinas (METWALLI et al., 2018).  

 
Figura 4 – Gene IRF6: localização, constituição, codificação e estrutura proteica. A= ideograma 

do cromossomo 1 onde se localiza o gene IRF6; B= representação do gene e os 9 exons que o 

compõem e quantidade de nucleotídeos. Em lilás: regiões codificantes consideradas hot spots do 

IRF6 (exons 3, 4, 7 e região inicial do exon 9). Em azul escuro (exons 5, 6 e 8): regiões 

codificantes. Em azul claro (exons 1, 2 e região terminal do exon 9):  regiões não codificantes; 

C= cDNA do IRF6; D= proteína IRF6 com 467 aminoácidos. Fontes: (FERREIRA DE LIMA et 

al., 2009; GOWANS et al., 2017; ENSEMBL (https://www.ensembl.org/IRF6) (Adaptado). 

 

 

De acordo com o The Human Gene Mutation Database versão professional 

2021.4 (HGMD), até 14/08/2022, 369 variantes foram identificadas no gene IRF6. Entre 

A 

B 

C 

D 
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estas, 30 têm sido associadas à FOTNS e 235 ao fenótipo SVW, as demais estão 

relacionadas à SPP ou com associação indefinida. 

Embora a grande maioria das variantes identificadas em casos de FOTNS estejam 

relacionadas à maior suscetibilidade, variantes patogênicas foram descritas em famílias 

que segregam FOTNS com padrão autossômico dominante (LESLIE et al., 2015). Neste 

sentido, Desmyter et al., (2010) sugerem que o gene IRF6 seja sempre rastreado nessas 

famílias quando houver dúvidas sobre a normalidade do lábio inferior de um paciente 

com FOTNS. 

Em termos gerais, o fenótipo da SVW tem sido predominantemente associado 

com variantes com efeito de perda de função por haploinsuficiência que resultam no 

truncamento da proteína IRF6 (FERREIRA DE LIMA et al., 2009). Entre as 235 variantes 

associadas com o fenótipo de SVW, estão descritas variantes do tipo missense, nonsense, 

frameshift, alterações em sítio de splice, inserções/deleções (indels) e microdeleções cuja 

distribuição não é aleatória ao longo do gene IRF6 (ALADE et al., 2020; FERREIRA DE 

LIMA et al., 2009; GOWANS et al., 2019; LESLIE et al., 2013, 2016). 

Em 70% dos casos, essas diferentes alterações ocorrem nos exons 3 e 4 ou nos 

exons 7 e 9, com maior concentração no exon 4. Esses dados sugerem que o exon 4 pode 

ter uma função principal dentro do domínio de ligação ao DNA e reforçam a hipótese da 

existência de hot spots (FERREIRA DE LIMA et al., 2009; GOWANS et al., 2019; 

LESLIE et al., 2013). Contudo, mais recentemente, estudos funcionais com embriões de 

zebrafish revelaram que apenas 15 entre 30 variantes missense localizadas nos hot spots 

se mostraram patogênicas e que 11 destas estavam localizadas nos exons 7 a 9, colocando 

em questão a importância do exon 4 (LESLIE et al, 2013; LESLIE 2016; ALADE et al., 

2020).  

 

2.4. Atenção à saúde de pessoas com fendas orofaciais no SGC/HUPAA-UFAL 

O SGC/HUPAA-UFAL mantém um ambulatório específico para pessoas com 

fendas orofaciais desde 2009 (MONLLEÓ et al., 2013). As famílias atendidas neste 

ambulatório integram um estudo multicêntrico denominado Base Brasileira de Anomalias 

Craniofaciais (BBAC) composta por uma base de dados clínicos e um biorrepositório 

vinculados ao PCFB (FONTES et al., 2013; GIL‐DA‐SILVA‐LOPES et al., 2020; 

MONLLEÓ et al., 2017; VOLPE-AQUINO et al., 2018). Os dados reunidos pelo 
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SGC/HUPAA-UFAL representam a maior e mais abrangente fonte de informações 

clínicas e genéticas sobre fendas orofaciais em Alagoas. 

Um estudo realizado em 2016 a partir de dados da BBAC incluindo pacientes 

oriundos do SGC/HUPAA-UFAL, concluiu que o haplótipo IRF6 G/A 

(rs2235371/rs642961) está relacionado com aumento do risco de FOTNS na população 

brasileira (DE SOUZA et al., 2016). Desde então, nenhuma outra abordagem envolvendo 

o gene IRF6 foi realizada com famílias de Alagoas. 

Curiosamente, entre os 375 casos de FOT registrados no SGC/HUPAA-UFAL até 

agosto de 2021, apenas um teve diagnóstico clínico de SVW, embora esta seja a síndrome 

mais frequente entre as FOTS. Outro aspecto interessante, e ainda não explorado, é que 

em 97 casos de FOTNS o fenótipo é recorrente, compreendendo situações de famílias 

com transmissão vertical, horizontal e aleatória, com diferentes tipos de FOT (“mixed 

clefts”), aspecto sugestivo de um forte componente genético. 

Considerando que o gene IRF6 está envolvido tanto na etiologia das FOTNS 

quanto da SVW, esta pesquisa se propôs a caracterizar o perfil clínico das FOTNS e da 

SVW em Alagoas e investigar o envolvimento do IRF6 nesses fenótipos. 
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3. OBJETIVOS  

 

 

3.1 Objetivo geral 

▪ Descrever o perfil genético-clínico de pacientes com FOT oriundos do ambulatório 

de genética craniofacial do SGC/HUPAA-UFAL. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

▪ Descrever as características sociodemográficas, clínicas e familiais das FOTNS; 

▪ Analisar o gene IRF6 em casos familiais de FOTNS e SVW; 

▪ Classificar as variantes identificadas e estabelecer a correlação genótipo/fenótipo nos 

casos com variantes patogênicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

4 METODOLOGIA  

 

4.1 Aspectos éticos: A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas, como emenda ao protocolo “Base 

Brasileira de Anomalias Craniofaciais-BBAC” (CAAE 85020018.8.3015.5013). A 

coleta de dados foi condicionada à assinatura do TCLE (Termo de Consentimento 

Livre Esclarecido) e, quando pertinente, do TALE (Termo de Assentimento Livre 

Esclarecido) que se encontram arquivados no SGC/HUPAA-UFAL. 

 

4.2 Delineamento do estudo: transversal, observacional e descritivo.  

 

4.3 População estudada: 

A Figura 5 apresenta sumariamente todas as etapas de seleção da amostra e 

recortes para alcançar os objetivos propostos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Etapas de seleção da casuística para descrição sociodemográfica, clínica e 

investigação molecular dos casos atendidos no SGC/HUPAA-UFAL. FO= Fenda orofacial; 

FOA= Fenda orofacial atípica; FOT= fenda orofacial típica; FOTS= fenda orofacial típica 

sindrômica; FOTNS= fenda orofacial típica não sindrômica; SVW= Síndrome de Van der 

Woude: LGMH= laboratório de genética molecular humana; HUPAA=Hospital Universitário 

Professor Alberto Antunes; UFAL= Universidade Federal de Alagoas; BBAC= Base brasileira 

de anomalias congênitas; Unicamp= Universidade Estadual de Campinas; mixed cleft= tipos 

diferentes de FO.   

Excluídos 
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 Como se pode observar, a população do estudo compreendeu 375 pacientes com 

diagnóstico clínico de FO atendidos no ambulatório de genética craniofacial do 

SGC/HUPAA-UFAL, no período de agosto de 2009 a agosto de 2021, cadastrados na 

BBAC. Dezenove casos de FOA foram excluídos por escaparem do escopo da pesquisa.  

 

4.3.1. Critérios de seleção da amostra para descrição características sociodemográficas, 

clínicas e familiais:  

No grupo de 356 casos de FOT, foram selecionados 255 casos não sindrômicos 

com base na definição descrita por Monlleó et al., (2013) apud Mastroiacovo et al., 

(2011), segundo a qual a FOTNS não é acompanhada de defeitos major em outros sítios 

anatômicos, embora possam ocorrer defeitos minor desde que estes não configurem uma 

síndrome reconhecida. As informações para esta análise foram extraídas da BBAC. 

 

4.3.2. Critérios de seleção da amostra para análise do gene IRF6 

No grupo de 255 casos de FOTNS, foram selecionados 97 participantes 

pertencentes a famílias com recorrência de FOTNS. Após a exclusão de casos com 

material biológico insuficiente e sem condições de recoleta, a amostra totalizou 29 

participantes com FOTNS pertencentes a 27 famílias. No grupo de 101 casos de FOT 

sindrômica, apenas um tinha diagnóstico clínico de SVW e foi selecionado. A amostra 

final para estudo do gene IRF6 foi de 30 casos-índice. 

Desta amostra, 24 (23 com FOTNS e um com SVW) foram estudados no 

LGMH/HUPAA-UFAL. Os seis casos restantes com FOTNS, têm transmissão 

genitor(a)-filho(a) e entraram no protocolo Sequenciamento completo de exoma em casos 

de fendas orais selecionados na Base Brasileira de Anomalias Craniofaciais (CAAE 

85020018.8.0000.5404; FAPESP # 2018/21370-4), por meio de parceria com a 

Universidade Estadual de Campinas.    

 

4.4 Experimentos 

 Para os 24 participantes com análise molecular no LGMH/HUPAA-UFAL foram 

realizadas as reações em cadeia da polimerase (PCRs) dos nove exons do IRF6 e posterior 

reação de sequenciamento seguida de eletroforese capilar. 
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4.4.1 Extração de DNA 

 Foi realizada a extração de DNA a partir de sangue total periférico pelo método 

orgânico por digestão com proteinase K e posterior purificação com fenol-clorofórmio, 

conforme De-Araújo et al., (1996). O DNA genômico extraído foi quantificado em 

espectrofotômetro BioDrop Resolution Life Science version 2.10.0.0, considerando 

concentração de 100 a 200 ng adequada para PCR, e sua integridade analisada através da 

eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Para o preparo do gel, foi utilizado o tampão 

Tris/Borato/EDTA (TBE), assim como para a realização da eletroforese. Após esta etapa, 

foi necessário corar o gel em uma solução de Brometo de Etídio (0,5µg/mL), analisá-lo 

em transluminador de bancada UV (Benchtop UV Transilluminator UVP®), fotografá-lo 

em câmera Cannon© PowerShot A2500 pertencente ao conjunto de equipamentos 

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

 

4.4.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Os oligonucleotídeos foram os mesmos utilizados por Ferreira de Lima et al., 

(2009) para a amplificação dos nove exons do IRF6 e podem ser observados no Quadro 

1. 

As PCRs foram realizadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler®). As 

concentrações de reagentes e temperaturas utilizadas para amplificação dos nove exons 

do IRF6 estão apresentadas no Quadro 2. 
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Quadro 1- Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos nove exons do IRF6. 

 
Oligonucleotídeos Sequência 5’- 3’ TA (°C) Tamanho 

do 

Amplicon  

(pb) 

EXON 1 – sense GAAGCGGAGGAGTAGGGT 52 
537 

EXON 1 – antisense ATCTGGAAAAGGGCGACAG 52 

    

EXON 2 – sense TTATTCTAGGGCTTCTGAG 45 
381 

EXON 2 – antisense AAAGTTATGGAAACAGCAAC 47 

    

EXON 3 – sense GGCTAGAGCATGAAGTGTAA 49 
557 

EXON 3 – antisense ATGCC CCC AAA AGA GGA AT 51 

    

EXON 4 – sense TCTGGGCAATGATAGGAC 47 
373 

EXON 4– antisense GGCTTTCTTGCTTTATCCA 47 

    

EXON 5– sense CAGTGAATCTAGGGAGGTCC 51 
425 

EXON 5– antisense GCTTTCAGGGCAGTGGTGG 55 

    

EXON 6– sense CAGTGTTTGGTTCTTGTCTA 47 
432 

EXON 6– antisense TTACTTCTTCCCTGGTGAC 48 

    

EXON 7– sense GTGGCCTTCCTGAATGCTG 53 
647 

EXON 7– antisense CTTGACCTCCTCCAGACTAA 50 

    

EXON 8– sense AAAGATGGTATTTGTTGAGT 44 
435 

EXON 8– antisense GTTTCAGCAAGACTCTAAG 45 

    

EXON 9– sense GTCTTCCTCAGGGCCTCTT 52 
466 

EXON 9– antisense GCATATTTGGAGAATCACAAAC 48 

TA= temperatura de anelamento; °C= graus Celsius; pb= pares de base. 
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Quadro 2- Condições e reagentes para a amplificação dos exons.  

Reagente Concentração Ciclo 

H2O *µl 94ºC – 5’ 

 

94ºC – 1’ 

      

**Anelamento – 1’        30x 

      

72ºC – 1’ 

 

72ºC – 5’ 

15ºC – Infinito 

 

Tampão  10x 

MgCl2  50µM 

DNTP  2µM 

Primer sense 20pmol 

Primer antisense  20pmol 

BSA 1% 

Taq DNA polimerase  5U 

DNA  100-200ng 

*µl= microlitros de H2O para completar 30µl; **Temperatura de anelamento dos 

oligonucleotídeos do exon 1= 62ºC; exon 2=50ºC; exon 3= 53°C; exon 4= 49°C; exon 5=57ºC; 

exon 6=53ºC; exon 7= 57°C; exon 8=53ºC; exon 9= 54°C; MgCl2= Cloreto de magnésio; DNTP= 

Desoxinucleotídeos Trifosfatos; BSA Albumin Bovine Serum; Taq: Thermus aquaticus; µM= 

micromolar; pmol=picomol; U: unidade; (’) = minutos.  

 

Foram realizadas as reações em cadeia da polimerase (PCRs) dos nove exons do 

IRF6 contemplando as regiões codificantes e flanqueadoras dos 23 casos familiais e do 

caso com SVW.  

Os produtos das PCRs foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1%, 

corados em brometo de etídio, analisados em transluminador de bancada UV, 

fotografados e arquivados. Esta etapa consistiu na observação do amplicon de interesse, 

com o auxílio de um marcador de peso molecular (1kb plus DNA Ladder). 

Em seguida, as PCRs foram purificadas com PureLinkⓇ Purification Kit da 

Invitrogen, seguindo protocolo do fabricante e posteriormente quantificadas para a reação 

de sequenciamento.  

 

4.4.3 Reação de sequenciamento e eletroforese capilar 

As reações de sequenciamento foram realizadas pelo método de Sanger conforme 

Fabbri et al., (2013). Após a reação de sequenciamento, os produtos foram purificados 

utilizando 10µl BigDye Xterminator (Invitrogen) em cada poço da placa, homogeneizado 

em agitador multiplataformas por 15 minutos, e levados para eletroforese capilar em 

analisador genético de DNA ABI 3500 genetic analyzer (Applied Biosystems®). 

As sequências obtidas foram analisadas com o auxílio de softwares de acesso 

gratuito: Chromas para análise dos eletroferogramas e CLC Sequence Viewer para 

 
 

 



30 

 

alinhamento com a sequência selvagem do gene IRF6 (ENSG00000117595) disponível 

em: http.//www.ensembl.org.  

Para classificar a variante como nova ou descrita na literatura, foram consultadas 

as bases de dados: HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), AbraOm (banco de 

variantes brasileiras com banco de dados constituído por: 1.171 genomas [SABE-1171-

WGS- hG38] e 609 exomas [SABE-609-WES- hg19]) (ABraOM: Brazilian genomic 

variants (usp.br)), 1000 Genomes Project (http://www.internationalgenome. org/), 

Genome Aggregation Database (gnomAD) (http://gno mad.broadinstitute.org/), dbSNP 

(Home - SNP - NCBI (nih.gov) e ClinVar Database (https:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).  

Para as variantes identificadas descritas como “patogênica” ou “provavelmente 

patogênica” (RICHARDS et al., 2015), os genitores do caso índice foram convidados a 

realizar avaliação clínica e investigação da variante em questão, através do 

sequenciamento de Sanger. 

 

4.5 Análises preditivas in silico de variantes novas 

Adotou-se a recomendação do American College of Medical Genetics and 

Genomics da Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) (RICHARDS et al, 

2015) para a classificação da variante de acordo com sua patogenicidade. A análise 

preditiva de variantes novas foi realizada utilizando os softwares de livre acesso: 

PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php); SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) 

(http://sift-dna.org); PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping) 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/); Mutation Taster 

(http://www.mutationtaster.org/); Align GVGD (http://agvgd.hci.utah.edu/); MutPred-2 

(http://mutpred.mutdb.org). 

 

 

4.5.1 PROVEAN  

PROVEAN é uma ferramenta que prevê o impacto da atividade proteica 

decorrente da substituição de aminoácidos ou de indels (inserções/deleções). Classifica a 

alteração na proteína como “neutra” ou “deletéria”, apresenta limiar de -2.5. 

Modificações com score >-2.5 são consideradas neutras, enquanto <-2.5 como deletérias 

(CHOI; CHAN, 2015).   

 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://abraom.ib.usp.br/about.php
https://abraom.ib.usp.br/about.php
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://provean.jcvi.org/index.php
http://sift-dna.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.mutationtaster.org/
http://agvgd.hci.utah.edu/
http://mutpred.mutdb.org/


31 

 

4.5.2 SIFT  

O SIFT é um programa que busca prever modificações na atividade proteica 

devido a substituições de aminoácidos e como provavelmente afetará o fenótipo 

investigado, possui precisão de 60% em suas predições. O programa utiliza algoritmos 

para prever o comprometimento da proteína, considerando o local e o tipo da troca de 

aminoácidos. Alterações em regiões mais conservadas na proteína, tendem a ser 

classificadas como deletérias (SIM et al., 2012). O score classifica as variantes em 

tolerantes (>0,05) ou intolerante/deletérias (<0,05).  

 

4.5.3 PolyPhen-2 

O score do PolyPhen-2 avalia o impacto na troca de aminoácidos predizendo a 

alteração da função e estrutura da proteína. Tem precisão de 81% (ADZHUBEI et al., 

2010). O PolyPhen-2 possui um score variando de 0.0 a 1.0, sendo classificadas as 

substituições em:  

● 0.0 a 0.15 → benignas  

● 0.15 a 1.0 → possivelmente deletérias. 

● 0,85 a 1.0 → possuem uma maior probabilidade de serem deletérias ou 

provavelmente deletérias.  

 

4.5.4 Mutation Taster  

O Mutation Taster difere dos demais porque inclui em seu banco de dados, SNPs 

(do inglês, Single nucleotide polymorphisms) publicamente disponíveis e 

inserções/deleções do projeto 1000 Genomas, assim como variantes patogênicas descritas 

nos bancos de dados “ClinVar” e “HGMD”. Possui score que varia entre 0.0 e 215, quanto 

mais próximo de 0.0 a variante é considerada neutra e quanto mais próxima de 215, mais 

deletéria. Este software possui precisão de 86% (SCHWARZ et al., 2014). 

 

4.5.5 Align GVGD  

O Align GVGD investiga variantes de sentido trocado, associando aspectos físico-

químicos dos aminoácidos e alinhando várias sequências proteicas para avaliar o impacto 

na atividade da proteína. A análise consiste em um espectro gerado dentro dos valores de 

GD: Graham Difference e GV: Graham Variant, o qual classifica a substituição como 

deletéria ou neutra. A análise cruzada entre GD e GV resulta em classificadores de C0 
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(neutra) a C65 (mais deletéria) (MATHE et al., 2006; TAVTIGIAN, 2005), como 

observado na Figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.6 MutPred2  

Mutpred2 é um software que integra informações genéticas e moleculares para 

inferir a probabilidade de patogenicidade nas trocas de aminoácidos. Associa-se ao 

HGMD, SwissVar  e dbSNP para elencar uma lista prévia de variantes e seus impactos 

sobre a proteína. Possui score de 0.0 a 1.0, sendo considerada substituição patogênica 

quanto mais próximo a 1.0 e benigna mais próxima a 0.0 (PEJAVER et al., 2020).  

 

4.6 Análise de conservação 

A análise dos sítios de conservação dos aminoácidos alterados da proteína IRF6 

humana foi realizada utilizando o programa Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), com informações obtidas no banco de 

sequências UniProt (http://www.uniprot.org). 

 

 

 

 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 5 - Gráfico gerado pelo software Align GV GD. Eixo 

x= índice GV; eixo y= índice GD; C0 a C65 representando as classes em que cada variante é 

classificada. 
 

 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 5 - Gráfico gerado pelo software Align GV GD. Eixo 

x= índice GV; eixo y= índice GD; C0 a C65 representando as classes em que cada variante é 

classificada. 
 

Figura 6 – Representação gráfica do risco estimado de variantes genéticas conforme o 

software Align GV GD. Eixo x= índice GV; eixo y= índice GD; C0 a C65 representando as 

classes em que cada variante é classificada. 

 

http://swissvar.expasy.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
http://www.uniprot.org/
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4.7 Análises estatísticas 

Os dados sociodemográficos, clínicos e familiais extraídos da BBAC, assim como 

os dados genéticos obtidos durante os experimentos, foram tabulados utilizando planilha 

Excel e analisados com o auxílio do software Epi infoTM. Inicialmente, foi realizada 

análise descritiva composta por dados sociodemográficos, características clínicas e 

genéticas.   

Tomando por base a maior probabilidade de identificação de variantes patogênicas 

no gene IRF6 em famílias com múltiplos afetados, a amostra foi subdividida para verificar 

o comportamento das variáveis sexo, procedência, classificação e lateralidade das 

FOTNS, e ocorrência de consanguinidade parental nos grupos FOTNS familial e FOTNS 

esporádica.  

Para analisar variáveis categóricas, foram empregados o Teste Exato de Fisher (F) 

para variáveis binárias, em tabelas de contingência 2x2, e o Teste do Qui-quadrado (χ2) 

para variáveis não binárias, em tabelas maiores que 2x2, adotando-se nível de 

significância de 5% (p<0,05) e intervalo de confiança de 95%. 



34 

 

5. RESULTADOS  

 

No período de agosto/2009 a agosto/2021, 375 famílias foram atendidas no 

ambulatório de genética craniofacial do SGC/HUPAA-UFAL com, pelo menos, um 

indivíduo afetado por fenda orofacial. Entre estes, 19 (5%) apresentavam FOA e 356 

(95%) FOT. 

Entre os casos de FOT, 255 (71,6%) foram classificados como não sindrômicos 

(FOTNS) e 101 (28,4%) como sindrômicos (FOTS), tendo um (0,3%) destes o 

diagnóstico clínico de Síndrome de Van der Woude (SVW). Excluídos os casos de FOA 

e demais casos sindrômicos, a amostra final foi composta por 256 participantes (255 com 

FOTNS e um com SVW). 

 

5.1 Epidemiologia descritiva das FOTNS 

Entre os 255 casos de FOTNS, a FLP foi mais frequente (128; 51,0%), seguida 

por FL (62; 24,7%) e FP (61; 24,3%). Somadas às as FLP com as FL, observou-se 

predomínio unilateral (141;74,2%) e preferência pelo lado esquerdo da face (97; 51,0%). 

Quatro pacientes eram filhos adotivos, sendo a história familial conhecida nos 

demais 251 casos. Deste total, 154 (61,3%) eram casos esporádicos e 97 (38,7%) 

familiais. Na maioria das famílias, coexistiam FL, FLP e FP (mixed clefts). O número de 

afetados adicionais ao caso índice variou de um a seis, perfazendo um total de 164 

indivíduos, com predomínio de parentes pelo lado materno (86; 52,4%) e do sexo 

biológico masculino (101; 63,9%). Em 69 (42,1%) famílias, havia parentes de 1º, 2º ou 

3º graus afetados, 11 (6,7%) das quais apresentavam transmissão genitor(a)-filho(a) 

(Tabela 1). 

A distribuição dos casos familiais e esporádicos em relação às variáveis 

sociodemográficas e clínicas é apresentada na Tabela 2. Não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos quanto aos aspectos sociodemográficos 

(sexo, procedência e renda familial). 

Em relação às características clínicas, as FLP e FL predominaram no grupo 

familial, respectivamente 57 (58,8%) e 26 (26,8%) casos, enquanto as FP, no grupo 

esporádico (47; 30,5%) (p=0,014). Entre os casos com alteração labial (FL e FLP), o 

acometimento, unilateral/bilateral, esquerdo/direito não diferiu entre os grupos 

(p=0,221). 
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Devido à baixa idade dos pacientes e eventual sub-registro da informação, a 

análise do desenvolvimento neuropsicomotor foi possível em 127 participantes e da 

inteligência em apenas 19. A comparação entre os grupos não mostrou diferenças 

estatisticamente significativas entre casos familiais e esporádicos quanto à ocorrência de 

ADNPM (atraso do desenvolvimento neuropsicomotor) (p=0,344) e deficiência 

intelectual (p=0,165). 

Por outro lado, houve diferenças entre os grupos quanto à ocorrência de 

consanguinidade parental que foi mais frequente no grupo familial (p=0,020) e de 

gemelaridade, com todos os cinco pares de gêmeos da amostra pertencendo ao grupo 

familial (p=0,008). Destaca-se que entre estes, apenas um par foi concordante para o 

fenótipo de fenda oral.  
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Tabela 1- Características dos casos familiais da amostra 

Característica analisada a partir do caso índice N % 

Número adicional de parentes afetados por família (n=97)   

     1 56 57,7 

     2 24 24,7 

     3 12 12,6 

     4 2 2,0 

     5  2 2,0 

     6 1 1,0 

Grau de parentesco (n=164)   

     1° grau (pais e irmãos) 19 11,6 

     2° grau (avós, meios-irmãos, tios (as)) 20 12,2 

     3° grau (primos de 1º grau, bisavós, meios-tios) 30 18,3 

     4° grau ou superior  95 57,9 

Tipo de parentesco (n=164)   

     Genitores  11 6,7 

     Irmãos 8 4,9 

     Avós 4 2,4 

     Tios 13 7,9 

     Primos de 1º grau 15 9,1 

     Outros  113 68,9 

Lado do parentesco (n=164)   

     Materno 86 52,4 

     Paterno 62 37,8 

     Ambos 16 9,7 

Sexo biológico dos parentes afetados (n=158) *   

     Masculino 101 63,9 

     Feminino 57 36,1 

* Seis parentes remotos foram referidos como afetados, porém, sem sexo biológico identificado. 
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Tabela 2- Distribuição das características sociodemográficas e clínicas entre os grupos 

familial e esporádico de FOTNS na amostra. 
Variáveis Casos 

Familiais (n=97) 

Casos 

Esporádicos (n=154) 

p-valor IC 

 N % N %   

Sexo do propósito     0,125 0,80-2,42 

     Masculino  59 60,8 81 52,6   

     Feminino 38 39,2 73 47,4   

Procedente da capital     0,13 0,36-1,28 

     Sim 22 22,7 46 29,9   

     Não 75 77,3 108 70,1   

Renda familiar < 2 salários-mínimos     0,07 0,87-2,59 

     Sim 54 55,7 70 45,5   

     Não  43 44,3 84 54,5   

Classificação da FOTNS      0,014 - 

     FL 26 26,8 36 23,4   

     FLP 57 58,8 71 46,1   

     FP 14 14,4 47 30,5   

Lateralidade da FL/FLP     0,221 - 

     Esquerda 37 44,6 60 56,1   

     Direita 20 24,1 24 22,4   

     Bilateral 26 31,3 23 21,5   

Consanguinidade parental       

     Sim 14 14,4 9 5,8 0,020 1,03-7,41 

     Não 83 85,6 145 94,2   

Gemelaridade       

     Sim 5 5,2 0 0 0,008 1,49-indef. 

     Não  92 94,8 154 100   

ADNPM*       

     Sim 11 22,4 14 17,9 0,344 0,28-2,04 

     Não 38 77,6 64 82,1   

Deficiência intelectual*     0,165 0,01-2,52 

     Sim 4 50,0 2 18,2   

     Não  4 50,0 9 81,8   

IC= intervalo de confiança; indef.= indeferido, quando não há ocorrência da variável em um dos 

grupos; FOTNS= fenda oral típica não sindrômica; ADNPM= atraso do desenvolvimento 

neuropsicomotor. *A maioria dos pacientes não tinha idade apropriada para avaliação de ADNPM 

(n=124) e deficiência intelectual (n=232). Houve uma perda de quatro pacientes no n total, isto 

por serem filhos (a) adotivos, o “n” passou de 255 para 251.  

 

 

5.2 Análise do gene IRF6  

 

5.2.1 Gene IRF6 nos casos familiais de FOTNS 

Entre os 97 casos de FOTNS familiais, 29 (29,9%) tinham material biológico 

(sangue periférico ou DNA) armazenado e em condições de análise. Estes correspondem 

a 27 famílias, seis com transmissão genitor(a)-filho(a) (F-22, F-23, F-24, F-25, F-26 e F-

27), e três com recorrência entre irmãos (F-1, F-21 e F-25), a F-21 corresponde ao caso 

gemelar. Em três famílias o parentesco mais próximo era de 2º grau (tio ou avó) (F-10, 

F-11 e F-20), em sete o parentesco mais próximo era de 3°grau (bisavô, tio-avô, prima de 
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1°grau) (F-3, F-5, F-6, F-7, F-12, F-17, F-18) e em nove, havia parentes de 4º grau ou 

superior (F-2, F-4, F-8, F-9, F-13, F-14, F-15, F-16 e F-19) (Figura 7). 
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Foi realizado o sequenciamento do exoma dos 6 casos com transmissão genitor(a)-

filho(a) em parceria com a Unicamp.  Os resultados referentes ao gene IRF6 foram 

inseridos nesta dissertação. Quanto aos 23 casos de FOTNS analisados no 

LGMH/HUPAA-UFAL, até a presente data, foi possível alcançar resultados satisfatórios 

com o sequenciamento dos exons codificantes do gene IRF6 (exons 3 a 9) em 18 casos 

índices correspondentes às famílias F-1, F-2, F-3, F-4, F-5, F-7, F-8, F-10, F-11, F-14, F-

15, F-16, F-17, F-18, F-19 e F-20. Para 5 famílias/5 casos estas análises ainda estão em 

andamento. O sequenciamento dos exons 1 e 2 apresentou resultados de baixa qualidade 

na maioria dos casos, os experimentos para a amplificação e sequenciamento dos mesmos 

estão em processo de repetição para futuras análises (Quadro 3). 

Foram identificadas doze variantes, sendo sete exônicas e cinco intrônicas (Tabela 

4), todas já registradas nas bases de dados HGMD, ClinVar Database, dbSNP, Genome 

Aggregation Database, 1000 Genomes Project, AbraOm.  

Entre as variantes exônicas, três estão localizadas nos exons não codificantes, 

sendo duas no exon 1 e uma no exon 2, e quatro nos exons codificantes, sendo duas no 

exon 5, ambas sinônimas, e duas no exon 7 (domínio de ligação à proteína), sendo uma 

sinônima e a outra missense. Todas as variantes foram classificadas como “benignas”, 

com exceção da c.759T>C (exon 7), classificada como “benigna” ou “provavelmente 

benigna” (Tabela 4).  

As cinco variantes intrônicas são substituições pontuais de nucleotídeos e estão 

localizadas nos introns 1, 3, 6, 7 e 9. Duas foram classificadas como tendo “significado 

clínico não reportado” e as outras três classificadas como “benignas” (Tabela 4).  

  

Figura 7- Heredogramas dos 29 casos 

de FOTNS. F= família; C= caso 
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Quadro 3- Resultados do sequenciamento do gene IRF6 nos casos de FOTNS estudados no LGHM/HUPAA/UFAL:  

 
Código 

Indivíduo 

Código 

Família 

Exons do gene IRF6 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

C1 F-1 
c.-313T>A  

c.-338A>T 
RI WT WT c.459G>T c.667+27C>G WT WT WT 

C2 F-1 WT RI WT WT WT WT WT WT WT 

C3 F-2 WT c.-73T>C WT WT c.459G>T WT WT WT WT 

C4 F-3 
c.-313T>A  

c.-338A>T 
WT WT WT c.459G>T c.667+27C>G WT WT WT 

C5 F-4 
c.-313T>A  

c.-338A>T 
WT WT WT c.459G>T c.667+27C>G WT WT WT 

C6 F-5 WT c.-73T>C WT WT WT WT WT WT WT 

C7 F-6 WT c.-75-4A>G WT WT RI c.667+27C>G 

c.1060+37C>T 

c.820G>A 

c.759T>C 

WT WT 

C8 F-7 WT c.-73T>C WT WT WT WT WT WT WT 

C9 F-8 RI WT WT WT WT WT WT c.1450+68A>G WT 

C10 F-9 WT RI WT WT c.459G>T WT c.820G>A RI WT 

C11 F-10 WT c.-73T>C WT WT WT WT WT RI WT 

C12 F11 RI RI c.175-5C>G WT  c.390G>T c.667+27C>G c.1060+37C>T WT WT 

C13 F-12 RI WT WT WT RI WT WT WT WT 

C14 F-13 RI RI c.175-5C>G WT RI WT c.1060+37C>T WT WT 
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C15 F-14 
c.-313T>A  

c.-338A>T 
c.-73T>C c.175-5C>G WT c.459G>T WT WT WT WT 

C16 F-15 WT 
c.-73T>C  

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

C17 F-16 RI 
c.-73T>C  

c.-75-4A>G 
c.175-5C>G WT c.459G>T c.667+27C>G WT WT WT 

C18 F-17 
c.-313T>A  

c.-338A>T 

c.-73T>C  

c.-75-4A>G 
c.175-5C>G WT c.459G>T c.667+27C>G WT WT WT 

C19 F-18 RI 
c.-73T>C  

c.-75-4A>G 
c.175-5C>G WT c.459G>T c.667+27C>G WT WT WT 

C20 F-19 RI 
c.-73T>C  

c.-75-4A>G 
c.175-5C>G WT c.459G>T WT WT WT WT 

C21 F-20 RI c.-75-4A>G WT WT c.459G>T WT c.1060+37C>T WT WT 

C22 F-21 RI 
c.-73T>C  

c.-75-4A>G 
c.175-5C>G WT 

c.390G>T 

c.459G>T 
WT c.1060+37C>T WT WT 

C23 F-21 RI 
c.-73T>C  

c.-75-4A>G 
c.175-5C>G WT RI c.667+27C>G c.1060+37C>T 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.  
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Tabela 3- Descrição das variantes identificadas nos casos de FOTNS. 

 

Variante 
Intron 

/Exon 
Localização no c.DNA Alteração proteica Classificação da Variante 

Frequência na amostra 

(Casos detectados/casos analisados) 

rs12403006 Exon 1 c.-338A>T - 
Benigna 5/13 

 

rs34743335 Exon 1 c.-313T>A - 
Benigna 5/13 

 

rs2235377 Intron 1 c.-75-4A>G - 
Benigna 9/18 

 

rs861019 Exon 2 c.-73T>C - 
Benigna 12/18 

 

rs7552506 Intron 3 c.175-5C>G - 
Benigna 9/23 

 

rs34907424 Exon 5 c.390G>T p.Gly130= 
Benigna 2/19 

 

rs2013162 Exon 5 c.459G>T p.Ser153= 
Benigna 12/19 

 

rs2235375 Intron 6 c.667+27C>G - 
Benigna 9/22 

 

rs41303263 Exon 7 c.759T>C p.Tyr253= 
Benigna/Provavelmente benigna 

 

1/23 

 

rs2235371 Exon 7 c.820G>A p.Val274Ile 
Benigna 2/23 

 

rs2235373 Intron 7 c.1060+37C>T - 
Significado clínico não reportado 6/23 

 

rs145873101 Intron 9 c.1450+68A>G - 
Significado clínico não reportado 1/21 
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5.3 O gene IRF6 na Síndrome de Van der Woude  

 

Além dos 29 casos de FOTNS, estava disponível o material biológico do único 

caso de SVW perfazendo os 30 indivíduos da amostra selecionada para estudo molecular. 

Neste, foi identificada a variante nova missense p.Phe266Ser. Os resultados da análise 

preditiva in silico, de conservação e a modelagem da proteína serão apresentados sob a 

forma de artigo no item 6.3. 

 

6. DISCUSSÃO  

 

As FOT estão entre as malformações humanas mais frequentes, ocorrem em todos 

os continentes com uma incidência tão alta quanto um caso a cada dois minutos e meio, 

os fenótipos compreendem as FLP, FL e FP (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2001). Predominantemente com etiologia multifatorial, essas malformações congênitas 

representam um desafio tanto à pesquisa sobre etiologia quanto para o cuidado à saúde. 

 

6.1. Epidemiologia descritiva dos casos de FOTNS  

Do ponto de vista epidemiológico, dados oriundos de estudos europeus e norte-

americanos indicam que as FLP e FL são mais comuns no sexo masculino com proporção 

2:1 e as FP no sexo feminino com proporção 2:1 (LESLIE et al., 2016; SALEEM et al., 

2019). Em relação à topografia das FOTNS, as fendas unilaterais são mais comuns, 

observadas em 75% dos casos. As que acometem o lado esquerdo da face são duas vezes 

mais frequentes quando comparadas com as unilaterais direitas e com as bilaterais 

(BEATY; MARAZITA; LESLIE, 2016; GUNDLACH; MAUS, 2006).  

Na presente amostra, a ocorrência de 71,6% de FOTNS foi compatível com o 

esperado (LESLIE et al., 2016; SALEEM et al., 2019). No grupo FOTNS, o sexo 

masculino foi o mais afetado, houve predomínio de FLP seguido por FL e FP, e 

preferência de acometimento unilateral esquerdo, resultados concordantes com a 

literatura (LESLIE et al., 2016; SALEEM et al., 2019). 

Estes resultados indicam que a amostra é representativa da população, embora 

seja oriunda de um ambulatório especializado em genética. Na maioria dos serviços de 

genética, predominam casos de FOTS, o que introduzem vieses de seleção, resultando em 

predomínio de FP e de fenótipos mais graves, com a maior parte dos casos de ocorrência 
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esporádica. A representatividade da amostra desta pesquisa reflete o fato de que o 

ambulatório de genética craniofacial do SGC/HUPAA-UFAL foi concebido e implantado 

no bojo do Programa de Pesquisas para o SUS (PPSUS) como porta de entrada para a 

atenção especializada a pessoas com fendas orais em Alagoas, independentemente do tipo 

e da gravidade da malformação (MONLLEÓ et al., 2017). 

Na população em geral, 20% das FOTNS são familiais e 80% esporádicas 

(MOSSEY; MODELL, 2012; SALEEM et al., 2019). Na presente amostra, os casos 

familiais corresponderam a 38,6%, quase o dobro do esperado com base na literatura 

(MOSSEY et al., 2012). 

É possível que a alta frequência de parentes afetados observada nesta casuística 

reflita a atenção dada pelos especialistas em genética médica à coleta da história familial 

em todos os casos, o que incluiu o registro de no mínimo três gerações, ou seja parentes 

do primeiro ao terceiro grau (Tabela 1). 

Observou-se também o predomínio de parentes com FLP, relacionados entre si 

pelo lado materno do probando. Este resultado, além de refletir a maior prevalência de 

FLP na amostra, pode estar relacionado aos diferentes limiares de susceptibilidade, 

característica típica de fenótipos multifatoriais que, no caso das FLP e FL é mais alto no 

sexo feminino (MOSSEY et al., 2009; SALEEM et al., 2019). Assim, infere-se que a 

presença de maior número de indivíduos masculinos com FLP aparentados pelo lado 

materno seja um indicativo de maior contribuição do componente genético nestas 

famílias, o que poderia justificar a relação do tipo de FOTNS e o lado de parentesco. 

A comparação entre os grupos esporádico e familial de FOTNS revelou diferenças 

estatisticamente significativas quanto à maior ocorrência de FL com ou sem FP (FL/P) 

(p=0,014), consanguinidade parental (p=0,02) e gemelaridade (p=0,008) no grupo 

familial. Estes resultados também reforçam uma maior participação do componente 

genético no fenótipo multifatorial nessas circunstâncias. 

A consanguinidade parental é um fator de risco conhecido em distúrbios genéticos 

autossômicos por aumentar a probabilidade de homozigose de alelos recessivos 

associados a estas doenças. No entanto, a FOTNS é uma condição multifatorial e a 

literatura apresenta resultados divergentes quanto a associação de consanguinidade com 

o desenvolvimento do fenótipo. Sabe-se que mesmo em populações com altas taxas de 

casamento consanguíneo, a frequência de FOTNS é similar ou consideravelmente mais 

baixa do que em outras populações (SABBAGH et al., 2014). Em contrapartida, Silva et 

al., (2019), em estudo desenvolvido no sudeste brasileiro, apontaram a consanguinidade 
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como fator de risco para FOTNS, ressaltando a heterogeneidade das taxas de 

consanguinidade entre as regiões do país, sendo o nordeste a região com maior 

prevalência de casamentos consanguíneos. Nesta casuística, a frequência de 

consanguinidade parental foi alta (9,2%), sendo predominante nos casos familiais, o que 

corrobora o achado de Silva et al., 2019. 

Todos os cinco pares de gêmeos desta casuística estavam no grupo familial. 

Embora não tenham sido realizados estudos moleculares para averiguar a zigosidade, 

quatro foram concordantes quanto ao sexo e apenas um par foi concordante quanto ao 

tipo de FOTNS. 

Alguns estudos têm levantado hipóteses para explicar a discordância fenotípica 

das FOTNS em gêmeos monozigóticos. Young e Slifer (2021) estudaram gêmeos 

monozigóticos discordantes e sugeriram que diferentes padrões de metilação do DNA 

observados nos gêmeos monozigóticos podem estar envolvidos no aparecimento de 

FOTNS. A metilação do DNA se relaciona diretamente com fatores ambientais como a 

alimentação. Um exemplo clássico é a ingestão materna de ácido fólico durante a 

gravidez, a qual fornece um grupo metil favorecendo os processos de metilação, sendo 

comprovadamente fator protetivo para FOTNS (BUTALI et al., 2013). 

 

6.2. Implicação do gene IRF6 nos casos familiais de FOTNS  

Dentre os 97 casos familiais de FOTNS atendidos no ambulatório de genética 

craniofacial do SGC/HUPAA-UFAL no período agosto/2009 a agosto/2021, apenas 29 

puderam ser investigados geneticamente. Esta perda de casuística foi devida, por um lado, 

à discrepância entre o ano de início da BBAC (2008) e do biorrepositório (2012) e, por 

outro, à priorização inicial do grupo de pesquisa para estudos com FOTS. Outros motivos 

que contribuíram para a perda de casos elegíveis para este estudo foram a concentração e 

volume de DNA insuficientes para investigação molecular, contaminação do material e 

impossibilidade de recoleta, esta última intensificada pelas restrições sanitárias 

relacionadas à pandemia da COVID-19.  

Apesar destas perdas, destaca-se que a amostra corresponde a um terço dos casos 

familiais e representa 27 famílias. A compreensão da etiologia das FOTNS é assunto 

frequente nas pesquisas desenvolvidas ao redor do mundo. Atualmente, inúmeros genes 

têm sido associados a esta condição, entre os quais está o IRF6 (BEATY; MARAZITA; 

LESLIE, 2016; SALEEM et al., 2019; VIEIRA et al., 2007).  



47 

 

De acordo com o HGMD versão professional 2021.4, até 14/08/2022, 369 

variantes foram identificadas no gene IRF6 (NM_006147.4). Várias destas correspondem 

a SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) que não são causativas, porém conferem maior 

suscetibilidade às FOTNS. Entre as variantes causativas, destacam-se aquelas 

relacionadas ao fenótipo da SVW.  

Esta síndrome, de herança autossômica dominante, é um bom exemplo de FOTS 

que pode ser subdiagnosticada devido à sua grande variabilidade fenotípica. Desmyter et 

al., (2010) reclassificaram 3% de 95 pacientes com FOTNS para SVW após a 

identificação de variantes causativas no gene IRF6. Um dos pacientes tinha um diminuto 

orifício mediano na mucosa do lábio inferior que apenas foi identificado após reexame 

clínico motivado pelo resultado da análise molecular. Com base nesse resultado, os 

autores sugerem que o IRF6 seja rastreado em todas as famílias com FOTNS de 

transmissão autossômica dominante ou sempre que exista dúvidas a respeito da 

integridade dos lábios de um paciente. 

Até o momento, nenhuma das 27 famílias com FOTNS estudadas apresentou 

variantes patogênicas no gene IRF6. A análise deste gene está completa em apenas 4 

famílias com FOTNS e nas seis com transmissão genitor(a)-filho(a), situação sugestiva 

de padrão autossômico dominante. A ausência de variantes patogênicas nestas famílias, 

pode ser devida ao pequeno número de casos, mas também pode refletir a consistência do 

exame clínico-dismorfológico realizado no ambulatório de genética craniofacial do 

SGC/HUPAA-UFAL pelo qual não havia suspeita clínica de SVW nesses participantes. 

Conclusões sobre a ausência de variantes patogênicas nas demais 14 famílias não serão 

possíveis até que o sequenciamento completo do gene IRF6 esteja finalizado. 

Todas as variantes identificadas até o momento estão catalogadas na base ClinVar, 

uma classificada como benigna ou provavelmente benigna, três sem significado clínico e 

nove benignas. Os critérios para esta classificação seguem os parâmetros do ACMG/AMP 

e ClinGen. São ditas variantes “benignas” os polimorfismos comuns na população, com 

frequência >1%, enquanto as “sem significado clínico” são aquelas que ainda não 

possuem elucidação sobre o real impacto na proteína.  
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6.3 Artigo: Descrição de uma variante patogênica nova no gene IRF6 em um caso de 

Síndrome de Van der Woude. 

 

 Neste capítulo será apresentada a íntegra do artigo em elaboração a ser submetido 

à revista The Cleft Palate-Craniofacial Journal (Qualis Capes 2013-2016: B3 para área 

de Medicina I e II, Qualis Capes unificado: A4. Fator de Impacto/JCR: 1.915). 
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Resumo  

 

O objetivo deste relato é descrever e analisar a patogenicidade da variante nova 

p.Phe266Ser identificada no gene IRF6 em um caso esporádico de Síndrome de Van der 

Woude. A criança apresenta fenótipo clássico com fenda labiopalatina bilateral e 

elevações paramedianas no lábio inferior. A variante c.797T>C (TTT/TCT) foi 

identificada no exon 7, em heterozigose, através de sequenciamento de Sanger. 

Considerando a análise de conservação, a modelagem da proteína e a pontuação de 

patogenicidade obtida nas análises in silico, sugere-se que a alteração é patogênica. Este 

relato contribui para ampliar o conhecimento sobre a participação do gene IRF6 na 

etiologia das malformações orofaciais. 

Palavras-chave: Fissura de lábio, Fissura de lábio e palato, Fissura de palato, Síndrome 

de Van der Woude, gene IRF6. 
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Introdução 

A Síndrome de Van der Woude (SVW; OMIM #119300) é uma doença genética 

rara com incidência mundial entre 1:35.000 a 1:100.000 nascidos vivos e apresenta clínica 

altamente variável (LESLIE et al., 2015). 

Alterações como pits/fossetas/depressões ou elevações paramedianas no lábio 

inferior representam uma característica distintiva para o diagnóstico clínico. Essas 

alterações são as únicas características da síndrome em 44% dos casos, todavia 15% dos 

casos não as apresentam e  cerca de 20% dos casos são assintomáticos (BURDICK, 1986; 

VELÁZQUEZ-ARAGÓN et al., 2021).  

Em 26% dos pacientes ocorre algum tipo de fenda oral aberta, seja fenda do lábio 

(FL), fenda do palato (FP) ou de ambos (FLP). Podem também ocorrer subfenótipos de 

fenda oral como anormalidades do músculo orbicular oris, fenda submucosa do palato, 

úvula bífida, anquiloglossia. Desse ponto de vista, afirma-se que até 2% dos pacientes 

com fenda oral aberta têm diagnóstico de SVW, o que faz desta condição clínica a causa 

mais comum de fenda oral sindrômica (ALLAM; HAREDY, 2021; NOPOULOS et al., 

2007; SCHUTTE et al., 2022). Outras características relacionadas à SVW são hipodontia 

e anormalidades das glândulas exócrinas (salivares e pancreática) (ALLAM; HAREDY, 

2021; NOPOULOS et al., 2007; SCHUTTE et al., 2022).  

A SVW apresenta padrão de herança monogênica autossômica dominante, com 

penetrância estimada de 92% (BURDICK et al., 1985). Na maioria dos casos, alterações 

patogênicas foram identificadas em uma região crítica do cromossomo 1 onde estão 

localizados os genes IRF6 (1q32.2-q41) e GRHL3 (1p36.11) (LESLIE et al., 2016a), os 

quais são responsáveis por 70% e 5% dos casos, respectivamente. Os 25% restantes estão 

relacionados com alterações patogênicas em outros genes ou não têm etiologia 

reconhecida (PEYRARD-JANVID et al., 2014).  

De acordo com o The Human Gene Mutation Database (HGMD) versão 

professional 2021.4, até 14/08/2022, 369 variantes foram identificadas no gene IRF6 

(fator regulatório do interferon 6) (NM_006147.4). Entre estas, 235 foram associadas com 

o fenótipo de SVW, compreendendo variantes do tipo missense, nonsense, frameshift, 

sítio de splice, inserções/deleções (indels) e microdeleções cuja distribuição não é 

aleatória ao longo dos exons (ALADE et al., 2020; FERREIRA DE LIMA et al., 2009; 

LESLIE et al., 2013, 2016). 
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Neste artigo, descreve-se uma variante nova missense localizada no exon 7 do 

gene IRF6 e analisa-se sua patogenicidade em uma criança com fenótipo clássico de 

SVW. 

 

 

Relato do caso  

Criança de sexo biológico feminino, referenciada ao ambulatório de genética 

craniofacial do Hospital Universitário da Universidade Federal de Alagoas 

(AGC/HUPAA-UFAL) para avaliação diagnóstica. É a única filha de casal não 

consanguíneo, tem uma meia-irmã hígida pelo lado paterno (Figura 1A, IV-2) e um meio-

irmão hígido pelo lado materno (Figura 1A, IV-4). Há relato de um parente de 5°grau 

pelo lado paterno com FLP (Figura 1A, II-1), não acessível para avaliação genético-

clínica. A menina é produto de gestação espontânea, não-gemelar, sem intercorrências, 

mãe com 31 e pai com 36 anos de idade no momento da concepção. Nascida a termo, 

com peso 2.764g (p3-p15); comprimento 48,5 cm (p<3) e perímetro cefálico 34 cm (p50), 

evoluiu com sucção débil no período neonatal.  

Ao exame físico, aos 4 meses de vida, apresentou peso 6.750g (p50-p85), 

comprimento 63 cm (p50-p85) e perímetro cefálico 42 cm (p85), assimetria craniana sem 

sinostose, pregas epicânticas, fenda de lábio e palato bilateral completa, elevações 

paramedianas no lábio inferior (Figura 1B), pregas palmares variantes, sinéquia dos 

pequenos lábios, desenvolvimento neuropsicomotor adequado para a idade.  

Estabelecido o diagnóstico clínico de SVW, a mãe foi examinada e não apresentou 

indícios clínicos da síndrome, o pai não estava presente na consulta e foi referido como 

não afetado. A criança foi encaminhada para a realização do procedimento cirúrgico em 

um centro de referência para tratamento de anomalias craniofaciais, tendo realizado 

queiloplastia e palatoplastia parcial, respectivamente, aos 9 e 12 meses de vida (Figura 

1C).  
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O DNA genômico foi obtido a partir de sangue total periférico pelo método fenol-

clorofórmio (DE-ARAÚJO et al., 1996). O gene IRF6 foi analisado por sequenciamento 

de Sanger, conforme Fabbri et al., (2013), utilizando o analisador genético ABI 3500 

(Applied Biosystems®).  

Os eletroferogramas obtidos foram comparados com a sequência de referência 

ENSG00000117595 (http.//www.ensembl.org). A análise da segregação das variantes 

identificadas foi realizada nas amostras parentais. Os dados moleculares estão 

sintetizados no Quadro 1. 

 

  

Figura 1. A= Heredograma do caso de SVW (indivíduo IV-3); indivíduo II-1: FLP sem lateralidade 

especificada. B= criança aos quatro meses de idade com fenda de lábio e palato bilateral completa 

e elevações paramedianas no lábio inferior. C= criança aos 19 meses, evidenciando queiloplastia e 

elevações paramedianas no lábio inferior. 
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Quadro 1- Variantes encontradas no caso de SVW e genitores.  

Variante 
Exon/ 

Intron 
Localização 

Alteração 

proteica 

Classificaçã

o Clinvar 

Segregação 

Caso 

índice 
Genitor Genitora 

rs12403006 Exon 1 c.-338A>T - 

 

 

Benigna 

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

WT 

rs34743335 Exon 1 c.-313T>A - 
 

Benigna 
WT/WT WT/WT 

c.-313T>A/ 

WT 

rs2235377 Intron 1 c.-75-4A>G - 
 

Benigna 
WT/WT WT/WT 

c.-75-A>G/ 

WT 

 

rs2013162 

 

 

Exon 5 

 

c.459G>T p.Ser153= Benigna 
c.459G>T/

WT 

c.459G>T

/WT 
WT/WT 

 

rs2235375 

 

Intron 6 c.667+27C>G - Benigna 

c.667+27C

>G/ 

c.667+27C

>G 

c.667+27

C>G/WT 

c.667+27C

>G/WT 

- Exon 7 c.797T>C p.Phe266Ser - 
c.797T>C/

WT 
WT/WT WT/WT 

 

rs2235371 

 

Exon 7 c.820G>A p.Val274Ile Benigna 
c.820G>A/

WT 
WT/WT 

c.820G>A/

WT 

rs2235373 Intron 7 
c.1060+37G>

A 
- 

Sem 

significado 

clínico 

c.1060+37 

G>A/WT 

c.1060+3

7G>A 

/WT 

WT/WT 

WT: wildtype (sequência selvagem). Bases de dados utilizadas para pesquisa das 

variantes: ClinVar Database, dbSNP, 1000 Genomes Project, AbraOm e HGMD.  
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No trio foi realizado o sequenciamento completo com resultado satisfatório em 

todos os exons.  Não foram observadas variantes nos exons 1, 3, 4, 8 e 9 do caso índice, 

nos exons 1,2, 3, 4, 8 e 9 do pai, e nos exons 3, 4, 8 e 9 da mãe. 

As variantes já descritas na literatura: c.459G>T, c.1060+37G>A, c.820G>A 

foram identificadas em heterozigose no caso índice; e a c.667+27C>G foi identificada em 

homozigose. A c.820G>A apresentou herança materna e as variantes c.1060+37G>A e 

c.459G>T de origem paterna. Enquanto a c.667+27C>G apresentou herdabilidade pelo 

lado materno e paterno. As variantes c.-338A>T, c.-313T>A e c.-75-4A>G foram 

observadas em heterozigose apenas na genitora. Todas estas foram classificadas como 

benignas, com exceção da c.1060+37G>A que não possui significado clínico.   

A nova variante missense p.Phe266Ser foi identificada em heterozigose 

(TTT/TCT) no exon 7 do gene IRF6 da criança (Figura 3A) e sua segregação não foi 

confirmada nos genitores sendo portanto classificada como variante de novo. Esta 

variante não está registrada nas bases de dados HGMD 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), AbraOm (ABraOM: Brazilian genomic 

variants (usp.br)), 1000 Genomes Project (http://www.internationalgenome. org/), 

Genome Aggregation Database (gnomAD) (http://gnomad.broadinstitute.org/), dbSNP 

(Home - SNP - NCBI (nih.gov) e ClinVar Database (https:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).  

A análise preditiva de patogenicidade da variante nova p.Phe266Ser foi realizada 

utilizando algoritmos dos programas PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php); 

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://sift-dna.org); PolyPhen-2 

(Polymorphism Phenotyping) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/); Mutation Taster 

(http://www.mutationtaster.org/); Align GVGD (http://agvgd.hci.utah.edu/); MutPred-2 

(http://mutpred.mutdb.org). Todos os resultados foram congruentes quanto ao seu efeito 

deletério (Quadro 2). 

A análise de conservação do aminoácido alterados na proteína IRF6 humana foi 

realizada utilizando o programa Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), com informações obtidas no banco de 

sequências UniProt (http://www.uniprot.org). 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://abraom.ib.usp.br/about.php
https://abraom.ib.usp.br/about.php
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://provean.jcvi.org/index.php
http://sift-dna.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.mutationtaster.org/
http://agvgd.hci.utah.edu/
http://mutpred.mutdb.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
http://www.uniprot.org/
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Quadro 2- Parâmetros para classificação da patogenicidade da variante nova conforme 

programas preditivos utilizados.  

 

 p.Phe266Ser Classificação/Score 

Programas  Resultado Deletéria Neutra 

PROVEAN  -4.324 <-2.5 >-2.5 

SIFT  0,01 <0,05 >0,05 

PolyPhen-2 1.0 1.0 0.0 

Mutation Taster  155 215 0.0 

Align GVGD  C65 C65 C0 

MutPred2  0.582 1.0 0.0 

Quadro 3- Parte da proteína IRF6 gerada pelo programa Clustal Omega. O aminoácido 

destacado em vermelho é a fenilalanina na posição 266. 

 

 

Espécies 
Código 

UniProtKB 

Tamanho 

proteína 
Sequência de aminoácidos 

Homo sapiens O14896 467 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Pan troglodytes  A0A2I3TSL3 467 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Macaca mulatta F7HP73 467 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Equus ferus caballus  A0A3Q2HQB9 467 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Felis silvestris catus  M3WM06 480 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Bos taurus Q08DD6 467 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Sus scrofa  E9LK28 467 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Mus musculus  P97431 467 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Rattus norvegicus D4AAV0 467 P M P D Q E E L F G P V S L L E Q V K F 

Homologia - - * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

*refere-se à concordância de homologia entre as sequências.   

 

A pontuação de patogenicidade decorrente da análise preditiva e de conservação 

dos programas citados previu que a alteração p.Phe266Ser é causativa para o fenótipo de 

SVW nesta paciente.  

Para compreender os impactos moleculares causados pela variante p.Phe266Ser 

na proteína IRF6, foram utilizados os programas de modelagem Swiss-model 

https://www.uniprot.org/uniprot/O14896
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2I3TSL3
https://www.uniprot.org/uniprot/F7HP73
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3Q2HQB9
https://www.uniprot.org/uniprot/M3WM06
https://www.uniprot.org/uniprot/Q08DD6
https://www.uniprot.org/uniprot/E9LK28
https://www.uniprot.org/uniprot/P97431
https://www.uniprot.org/uniprot/D4AAV0
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(swissmodel.expasy.org) e PyMOL (https://www.pymol.org). O modelo utilizado foi da 

proteína IRF5 (código de acesso: 3DSH_A). O resíduo Phe58 da IRF5 foi escolhido por 

apresentar 100% de identidade com o resíduo Phe266 da IRF6 (Figura 3B).  

As estruturas moleculares dos aminoácidos fenilalanina e serina estão 

apresentadas na Figura 3C. A substituição da Phe58 por Ser58 modifica as interações 

bioquímicas periféricas a 4 angstrom (Å) no interior da proteína e cria uma ligação de 

hidrogênio com a Gln54. As interações com os aminoácidos Arg42, Ala50, Leu57, Gly59, 

Gln54 e Val55 foram mantidas, foi estabelecida uma nova interação com a Thr51, e as 

interações com os aminoácidos Arg92, Val224, Asp91, Leu48, Glu49 foram perdidas 

(Figura 3D).  

 

 

 

  
Figura 2- A– Parte de um eletroferograma gerado pelo programa Chromas, indicando a heterozigosidade (T/C).      G 

(preto) = guanina; C (azul) = citosina; T (vermelha) = timina; A (verde) = adenina. B- Modelagem do resíduo IRF5 

utilizado como modelo homólogo. Regiões destacadas em verde= alças de ligação; vermelho= alfa-hélice; amarelo= 

folhas-beta. Em destaque o alelo selvagem Phe58 (em azul). C- Ilustração das estruturas químicas dos aminoácidos 

fenilalanina e serina. Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ (2022). D– Substituição de uma fenilalanina 

(destaque em azul) por uma serina (destaque em laranja) e suas respectivas interações. As linhas pontilhadas em 

amarelo representam as ligações de hidrogênio com o resíduo Gln54. Em verde= alças de ligação; vermelho= alfa-

hélice. 

 

http://swissmodel.expasy.org/
https://www.pymol.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Discussão  

 

Embora o gene IRF6 seja bem estudado, suas funções durante a embriogênese e 

vida pós-natal ainda não são completamente compreendidas. Como outros interferons, o 

IRF6 tem importante função na regulação da resposta imune, mas estudos de expressão 

indicam que este é o único com função na diferenciação de células ectodérmicas e no 

desenvolvimento craniofacial, com participação em diferentes vias de sinalização com 

outros genes associados à diferenciação da epiderme e do próprio desenvolvimento da 

face. Além disso, estudos sugerem uma possível atuação como gene supressor tumoral 

(ALADE et al., 2020; METWALLI et al., 2018; STARINK et al., 2017).  

O gene IRF6 (ENST00000117595) é composto por 9 exons sendo que os exons 1, 

2 e a região terminal do exon 9 não são codificantes, mas importantes para o 

reconhecimento dos mecanismos genéticos que participam na codificação da proteína 

(ENSEMBL, 2022; FERREIRA DE LIMA et al., 2009). 

A proteína IRF6 contém 467 aminoácidos (ENST00000367021.8), possui um 

domínio N-terminal de ligação ao DNA altamente conservado, região codificada pelos 

exons 3 e 4, e um domínio C-terminal de ligação a proteínas menos conservado, 

codificado pelos exons 7, 8 e 9. (BEZERRA et al., 2020; DESMYTER et al., 2010; 

OMIM, 2022).   

De fato, a proteína IRF6 (ENST00000367021.8) é uma provável ativadora 

transcricional de ligação ao DNA. Tem papel determinante no desenvolvimento da 

epiderme, controlando a proliferação-diferenciação de queratinócitos e regulando a 

proliferação epitelial mamária. Sua deficiência leva a malformações de estruturas 

craniofaciais e de membros, anormalidades de pele, dentárias, das glândulas salivares e 

de outras glândulas exócrinas (ALADE et al., 2020; BEZERRA et al., 2020; DESMYTER 

et al., 2010; STRING, 2022), estruturas essas derivadas do ectoderma. 

Embora tenham sido descritos diversos tipos de variantes, as que causam 

haploinsuficiência e resultam em truncamento da proteína são as mais frequentes 

(PEYRARD-JANVID et al., 2014).  

Em 70% dos casos, a SVW é causada por variantes nos exons 3 e 4 ou nos exons 

7, 8 e 9, com maior concentração no exon 4, sugerindo que este exon poderia ter uma 

função principal dentro do domínio de ligação ao DNA (FERREIRA DE LIMA et al., 

2009). Contudo, mais recentemente, estudos funcionais com embriões de zebrafish 

revelaram que apenas 15 entre 30 variantes missense se mostraram patogênicas. Dentre 
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as 15, 11 destas estavam localizadas nos exons 7 a 9 (LESLIE et al, 2013; LESLIE 2016; 

ALADE et al., 2020).  

No presente caso a variante p.Phe266Ser também foi identificada no exon 7 do 

gene IRF6, o que reforça que este seja um hot spot de variantes missense relacionadas ao 

fenótipo da SVW. Como esta substituição não foi encontrada nas bases de dados 

consultadas e tampouco está presente nos genitores, foi classificada como variante nova 

de novo.   

De acordo com o American College of Medical Genetics and Genomics and the 

Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) as variantes detectadas em 

distúrbios que seguem padrão de herança mendeliano devem ser classificadas em 

“patogênica”, “provavelmente patogênica”, “significado incerto”, “provavelmente 

benigna” e “benigna”, considerando critérios de dados populacionais, computacionais, 

funcionais e de segregação.  

Nos casos de variantes missense, também é importante avaliar se a substituição 

ocorreu em regiões conservadas evolutivamente entre espécies e qual a consequência 

bioquímica decorrente da troca do nucleotídeo e do aminoácido pois poderá alterar a 

estrutura terciária da proteína. Caso a variante ocorra em região conservada, espera-se 

danos mais graves à proteína (BETTS; RUSSELL, 2003). Estas inferências são 

reforçadas com as análises de predição in silico e de modelagem (RICHARDS et al., 

2015). 

A variante p.Phe266Ser foi classificada como patogênica segundo os programas 

de predição PROVEAN, SIFT, PolyPhen-2, Mutation Taster, Align GVGD e MutPred-2 

recomendados pelo ACMG/AMP (RICHARDS et al., 2015). Chama-se a atenção para os 

resultados obtidos nos programas PolyPhen-2 e Align GVGD, nos quais a variante 

alcançou o score máximo de patogenicidade (Quadro 2). 

A p.Phe266Ser está localizada em uma região altamente conservada entre as 

espécies de mamíferos analisadas. Nestes casos, Betts e Russel (2003) apontam que há 

risco de danos mais graves à proteína IRF6 (Quadro 3). Quanto às características 

bioquímicas dos aminoácidos envolvidos, tem-se a fenilalanina como um aminoácido 

aromático altamente hidrofóbico que proporciona maior estabilidade à molécula por 

causa do compartilhamento uniforme de elétrons entre os átomos e baixa interação com 



59 

 

outras moléculas. Por outro lado, a serina é altamente hidrofílica e possui em sua cadeia 

lateral um grupo hidroxila (OH) (Figura 3C) bastante reativo com potencial de realizar 

interações com outras moléculas o que pode diminuir a flexibilidade da região (BETTS; 

RUSSELL, 2003). 

A proteína IRF5, utilizada como modelo homólogo à região de interesse da 

proteína IRF6, possui 14 alfa-hélices, 20 folhas-beta e 33 alças de ligação. A Phe58, 

resíduo correspondente a Phe266 na proteína IRF6, encontra-se no interior da proteína, 

que juntamente com os aminoácidos Glu56, Val55 e Leu57 compõem a segunda alfa 

hélice (https://www.pymol.org). 

De acordo com a análise de modelagem realizada no PyMOL, a nova variante 

p.Phe266Ser causou uma alteração estrutural na segunda alfa-hélice da proteína, 

estabelecendo uma nova ponte de hidrogênio com o aminoácido Gln54. Isto ocorreu 

devido à presença do grupo hidroxila (OH), altamente reativo, proveniente do aminoácido 

serina.  

Infere-se, portanto, que a substituição do aminoácido fenilalanina por serina 

resultou em modificações na polaridade da proteína IRF6 e interação com outras 

moléculas por promover o estabelecimento de novas ligações e a perda de interações com 

aminoácidos periféricos. 

Considerando os resultados das análises preditivas in silico, de conservação entre 

espécies e de impacto bioquímico da substituição p.Phe266Ser, infere-se que esta  

variante ocasiona mudanças prejudiciais na proteína IRF6 e, portanto, correlaciona-se 

com fenótipo de SVW na criança. A ausência da variante nos genitores fenotipicamente 

normais, reforça a hipótese. Assim, a variante de novo p.Phe266Ser foi classificada como 

patogênica. 

A extensa variabilidade fenotípica, a penetrância incompleta e a heterogeneidade 

genética dificultam o diagnóstico, o estabelecimento de correlações genótipo-fenótipo e 

o aconselhamento genético na SVW. A descrição desta variante e a análise de seus efeitos 

contribuem para superar as lacunas do conhecimento que persistem nessa área. 

 

 

 

https://www.pymol.org/
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7. CONCLUSÕES 

 

● Os dados epidemiológicos são concordantes com o descrito na literatura; 

● A alta frequência de casos familiais de FOTNS é um achado peculiar deste 

trabalho, apresentando quase o dobro do descrito em literatura;  

● Até o momento não foi observada nenhuma variante patogênica do gene IRF6 nos 

casos familiais de FOTNS, mesmo naqueles com transmissão genitor(a)-filho(a); 

● A variante nova p.Phe266Ser, de novo, foi classificada como causativa no único 

caso de SVW desta casuística. 
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8. LIMITAÇÕES  

 

Houve importante impacto sobre o tamanho da casuística elegível para análise 

molecular, uma vez que dos 97 casos familiais de FOTNS, foi possível investigar 29 

indivíduos.  

Outra limitação importante foi a não conclusão do sequenciamento de todos os 

exons do IRF6 nos casos familiais. A obtenção destes resultados poderá alterar o atual 

panorama molecular desta casuística.  
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa 
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ANEXO B – Termo de Compromisso Livre Esclarecido 
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ANEXO C – Termo de Assentimento Livre Esclarecido 
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ANEXO D – Formulário de primeira consulta de Fenda Orofacial 
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