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RESUMO

As Fissuras Labio Palatinas ndo sindrémicas (FLPns) sdo as malformacdes craniofaciais
com maior incidéncia na populacdo mundial e tém uma forte componente genética e
ambiental. Os estudos da genética da era do GWAS tém conseguido relacionar diversos
polimorfismos com o aparecimento de FLPns. Contudo, persiste alguma controvérsia,
devido a alguns resultados contraditérios possivelmente associados a variagoes
populacionais e/ou estudos em popula¢fes com varias patologias agrupadas.

O objetivo desta revisdo bibliografica foi identificar os polimorfismos de nucle6tido
unico (SNP) mais frequentemente associados ao aparecimento das FLPns. Foi realizada
uma pesquisa através da base de dados da Pubmed e Science Direct, onde foram
encontrados 45 artigos nos dltimos 5 anos e analisados os SNP ai evidenciados. Os
polimorfismos rs2235371, rs12532, rs6446693, rs642961, rs17563 e rs2268625 foram os
mais citados por diversos autores em populacdes da Asia, Europa, América Latina e
Medio Oriente. Estudos em modelos animais tém também identificado varios SNP e cuja

associacdo a FLPns foi posteriormente confirmada no Homem.

Pode-se entdo concluir que, devido ao processo complexo de desenvolvimento
craniofacial mediado e coordenado por uma multitude de genes, € preciso entender o
funcionamento dos mesmos, bem como a relagdo entre si, para assim compreender 0s
fatores que podem ou ndo influenciar o aparecimento de FLPns. No entanto, séo

necessarios mais estudos para esclarecer as discrepancias entre 0s varios autores.

Palavras-chave: Polimorfismo; mutacdo; fissura labial; fissura do palato; nao

sindromicas.



ABSTRACT

Non-syndromic cleft lip and palatal (NSCLP) are the craniofacial malformations with the
highest incidence in global populations which have a strong genetic and environmental
component. Genome-wide association studies (GWAS) have shown an association
between some SNP’s and NsCLP. Hwever some controversy remains fuelled by
contradictory results possibly associated with population diversity and/or studies with

mixed pathology patients.

The present work aims at identify and discuss the most often found NsCLP associated
SNP’s in papers referenced in Pubmed and Science Direct bibliographic and published in
the last 5 years. SNP’s rs2235371, rs12532, rs6446693, rs642961, rs17563 and rs2268625
were identified as the most often identified associated with Human NsCLP in Asian,
European, Latin-American and Meddle East populations. Animal models have also
provided several SNP influencing cranio-maxilar development and some of these have
been also found associated to Human NsCLP.

In conclusion, due to the complex process of the craniofacial development mediated and
coordinated by multiple genes, it is mandatory to understand the functioning and
relationship between them to thoroughly discern wish are the factors that could influence
in the NsCLP development. However more studies are needed to clarify the discrepancies

sometimes observed between studies.

Keywords: Polimorphism; mutation; cleftlip; cleftpalate; nonsyndromic.
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I. Introducéo

1.1 Genética da embriologia craniofacial:

O rosto humano é um complexo anatdmico altamente variavel e com uma forte
componente hereditaria. E composto por estruturas que em conjunto, fazem cada pessoa
Unica, distinguivel e reconhecivel (Weinberg, 2014; Cole et al., 2016; Shaffer et al.,
2016).

O desenvolvimento craniofacial € um processo complexo modulado pela expressao de
multiplos genes embrionérios cronometrados no tempo e no espaco, atuando em sintonia
com fatores de transcri¢cdo, moléculas sinalizadoras, hormonas e fatores biomecénicos
(Claes et al., 2014; Cesario et al., 2017), embora a forma como esses genes interagem

ainda ndo seja totalmente compreendida (Som, Streit and Naidich, 2014).

Estudos familiares em medicina e genética clinica tém sido fundamentais para estabelecer
a nossa compressao dos genes que afetam a variabilidade craniofacial. O estudo desses
genes, clinicamente relevantes na busca de evidéncias significativas na determinacao da
variacdo fenotipica, € um campo promissor na investigacao genética, destacando-se 0s
estudos realizados em gémeos e em animais (Twigg and Wilkie, 2015). Como resultado
do avanco das tecnologias de genotipagem, grandes projetos tém sido realizados, como
por exemplo o projeto do genoma humano (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001), Hapmap (The International HapMap Consortium, 2003), assim como
avancos na genética estatistica que permitiram que diversos estudos de associa¢do de todo
0 genoma (GWAS) descobrissem variantes genéticas em populacGes para posterior

associacdo a diferentes patologias.

Rooseboom et al. realizou em 2016 uma revisdo bibliogréfica onde incluiu multiplos
estudos sobre genes e alelos que afetam os padrbes de desenvolvimento craniofacial
(tabela 1) e, dos genes que mais relevancia apresentaram, destacam-se os do grupo Paried
Box (PAX), em especial PAX1, PAX3 e PAX9, relacionados com o desenvolvimento da
largura facial (exemplo a largura da base craniana e a distancia entre os olhos)
(Roosenboom et al., 2016).

Os genes da familia PAX codificam um importante fator de transcrigdo expresso nas
células da crista neural, que contribuem para a diferenciacdo da maioria dos tipos
celulares na face dos seres vertebrados (Liu et al., 2012). O gene PAX3 tem demostrado
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afetar significativamente a média tipica da largura da ponte nasal (Claes and Shriver,
2016), enquanto que os genes PAX1 e PAX9 estdo diretamente relacionados com a
largura da base nasal, base do crénio e génese dental (Adhikari et al., 2016; Shaffer et al.,
2016) (tabela 1).

Tabela I: SNP de genes que influenciam a morfologia facial, de acordo com publicacdes
de diferentes GWAS (Adaptado de Roosenboom et al.,2016)

Publicacéo Gene SNP Efeito
Paternosteret al., 2012 PAX3 rs7559271 Distancia nasio-intercantal média.
Liuet al., 2012 PRDM16 rs4648379 Largura e altura do nariz

PAX3 rs168686344
rs12694574 Distancia entre os globos oculares e o nasio
rs974448
TPG3 rs17447439 Distancia entre os globos oculares
C50RF50 rs6555969 Posi¢do do nasio
CO17A1 rs805722 Distancia entre os globos oculares e o nasio
Adhikariet al., 2016 DCHS2 rs12644248 Inclinagdo da columela
RUNX2 rs1852985 Largura da ponte do nariz
GLI3 rs17660804 Largura da asa do nariz
PAX1 rs927833 Largura da asa do nariz
EDAR rs3827760 Protrusdo do queixo
Shafferetall., 2016 MAF rs6129564 Largura da base craniana
PAX9 rs17106852 Largura da base craniana
MIPOL1 rs17106852 Largura da base craniana
ALX3 rs619686 Largura da base intercantal
HDAC8 rs11093404 Largura da base intercantal
PAX1 rs2424399 Largura nasal
Cole etal., 2016 SCHIP1 rs79909949 Tamanho do cetrdide
PDESA rs12909111 .
rs12908400 Alometria

Outro gene importante no desenvolvimento da crista neural é o da proteina morfogénica
6ssea (BMP). A crista neural, ap6s terminar a sua migracao da linha média do ectoderma
para dar origem a proeminéncia frontonasal e aos arcos faringeos, é dominada por centros
de crescimento regionais dos quais 0 BMP contribui ndo sé para a forma e funcionalidade
dos tracos faciais, como também regula o crescimento craniofacial pds-natal ao nivel dos
0ss0s cranianos, maxila, mandibula, palato e dentes, em especial BMP4 ¢ BMP2
expressos nos processos maxilares e mandibulares (Graf et al., 2016). Neste contexto, sdo
igualmente relevantes os genes MSX, em especial os genes MSX1 e MSX2, alvos diretos
da sinalizacdo dos BMP, expressos também no desenvolvimento de processos faciais
incluindo a prominéncia frontonasal, especialmente na por¢éo palatina do maxilar e no

mesénquima dental. Adicionalmente, diversos estudos em animais confirmam a sua



importancia no desenvolvimento maxilar, mandibular e do processo nasal (Brown et al.,
1993).

O gene da proteina tumoral p63 (TP63) codifica um fator de transcri¢cdo pertencente a
familia do gene p53, cuja fungdo é gerir a sinalizagdo do desenvolvimento e morfogénese
epitelial (Liu et al., 2012). Estudos tém demostrado que este gene é a chave para a
formacdo Gssea, estimulando as células tronco mesenquimais (Deng et al., 2017). Na
embriogénese expressa-se no palato, removendo a periderme palatal, para que as células
epiteliais se possam fundir, formando o palato, mediante a regulacdo do gene Factor de
regulacdo de Interferon 6 (IRF6) que se encarrega da formacao do periderme bem como

da sua manutencdo (Hu et al., 2014).

Diversos estudos tém encontrado associa¢oes significativas entre polimorfismos em todos
0S genes mencionados anteriormente e o aparecimento de malformac6es craniofaciais,
tanto sindromicas como ndo sindromicas, sendo as mais comuns as fissuras

labiopalatinas.

1.2 Definicdo de fissuras labiopalatinas:

As fissuras labiopalatinas (FLP) s&o anomalias ou malformagdes causadas por uma falha
na fusdo das estruturas embrionarias do l&bio superior bem como do palato duro e mole.
Isto acontece quando o processo normal de desenvolvimento dos seus componentes é
interrompido, destacando-se as proeminéncias do ectomesénquima derivado da crista
neural do mesencéfalo e o rombencéfalo, assim como as proeminéncias do mesoderma.
Aproximadamente as 6 semanas de desenvolvimento embrionario da-se a fusdo das
proeminéncias medial e lateral nasal com as proeminéncias maxilares, formando a base
do nariz, narinas e labio superior. A confluéncia destes componentes origina a unido do
palato primario. Por sua vez, as 8 semanas, o palato primario eleva-se e funde-se com o
septo nasal, formando o palato secundario. Todo este processo é controlado por varios
genes que determinam a migracdo, desenvolvimento, apoptose e forma dos tecidos
faciais. Se durante alguma destas etapas o processo de fuséo for interrompido surge uma
FLP (Costello and Ruiz, 2012).



1.3 Classificacao das fissuras labiopalatinas

Existem diferentes classificagdes para as FLP. A classificacdo anatomica de Fissuras
Craniofaciais de Tessier, proposta em 1974, é muito Util para os cirurgides ja que
considera a posicdo e a extensao da fissura. Neste sistema, as FLP correspondem as
primeiras posi¢des na classificacdo (do 0 ao 3) de um sistema que vai do 0 ao 14 (Tessier,
1976). A classificacdo de base embrioldgica é particularmente Gtil em investigagdes
cientificas e segue o consenso genético que classifica as FLP em fissura labial sem fissura
palatina (FL), fissura labial com ou sem fissura palatina (FL/P), fissura labial com fissura
palatina (FLcP) e fissura do palato posterior sem fissura labial (FP). Para efeitos praticos

decidiu-se usar esta ultima classificacdo para o presente trabalho.

1.4 Epidemiologia e distribuigéo das fissuras labiopalatinas

A FLP ¢é a malformacéo orofacial mais comum, com uma prevaléncia préxima de 1 por
cada 10.000 nascimentos (Watkins et al., 2014). Esta proporgdo é geralmente maior em
populacOes asiaticas e menor em populacGes africanas (Beaty et al., 2013).
Relativamente aos varios subtipos, a forma mais frequente da FLP €é a fissura
labiopalatina ndo-sindrémica (FLPns), correspondendo as formas de FLP que ocorrem
sem associagdo a anomalias cognitivas ou estruturais maiores e cuja complexa etiologia
envolve uma combinacdo de fatores de riscos ambientais e genéticos, apresentando
padrdes de heranca poligénica ndo mendeliana (Leslie et al., 2017). Em contrapartida, as
fissuras labiopalatinas sindromicas (FLPs) ocorrem associadas a alteragdes cognitivas e
outras anomalias estruturais e apresentam padrfes de heranca mendeliana (Leslie et al.,
2017).

No que diz respeito a distribuicdo por género, as FLP sdo mais frequentes em homens do
gue em mulheres, numa propor¢do de 2 homens para cada mulher, (Sepulveda Troncoso,
Zufiga and Araya, 2008; Saleem et al., 2019), embora seja importante mencionar que a
variacdo FP € mais comum em mulheres (propor¢do de 2 mulheres para cada homem em

populagdes Europeias) (Mossey and Modell, 2012).



1.5 Fatores de risco para o aparecimento das Fissuras labiopalatinas

O fator de risco ambiental mais estudado é o tabagismo, embora com resultados
inconclusivos (Ericson, Kéllén and Westerholm, 1979; Khoury, Gomez-farias and
Mulinare, 1989; Werler et al., 1990; Maestri et al., 1997; Wyszynski, Duffy and Beaty,
1997). No entanto, complicacdes metabolicas ou de nutricdo, como a obesidade, défice
de &cido folico e diabetes, podem estar tambem relacionadas (Wilcox et al., 2007; Correa
et al., 2008).

GWAS tém apresentado evidéncias de peso para a existéncia de fatores genéticos na
etiologia de FLP, com a identificacdo de varios loci de risco (Mangold, Ludwig and
Nothen, 2011; Ludwig et al.,, 2012). Recentemente, multiplos genes tém sido
identificados como candidatos na etiologia da FLP, como TGFA, BCL3, DLX2, MSX1,
LHX, TGFB3 (Prescott, Lees and Winter, 2000; Van den Boogaard et al., 2000). Do
mesmo modo, os estudos GWAS tém revelado diversos loci cromossomicos associados
a fatores de risco para FLP:1p, 1q, 2p, 3p, 3q, 4q, 6p, 8q, 10q, 13q, 14q, 15q, 16p, 17p,
17q, 19q, 20q, 1932.2, 100925.3, 17p13.1 e 20912 (Sun et al., 2015; Saleem et al., 2019).

1.6 Objetivo da reviséo bibliogréafica

No presente trabalho pretende-se identificar e sistematizar os polimorfismos mais
frequentes, na pesquisa e responsaveis pelo aparecimento das FLPns, contribuindo para

a difusdo da compreensao da etiologia destas patologias.

I1. Materiais e Métodos:

Foi realizada uma pesquisa através das bases de dados da Pubmed e Science Direct para
recolher todos os artigos relevantes que correspondessem as palavras-chave
polimorphism, mutation, combinadas com as palavras cleftlip, cleftpalate e
nonsyndromic.

Foram incluidos estudos de metanalise, series de casos, estudos coorte, estudos de caso-
controlo e estudos originais.

Foram excluidas publicagdes com mais de 5 anos, estudos com resultados

estatisticamente ndo significativos, estudos de interagdo de polimorfismos e fatores
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ambientais, estudos com resultados negativos ao aparecimento de FLPns, estudos feitos

em animais e publicacGes em lingua n&o inglesa.

Com estes critérios, foram selecionados 59 artigos das bases de dados Pubmed e Science
Direct, dos quais foram excluidas 17 publicac@es, 2 delas por serem estudos feitos em
animais, 10 publicagdes por apresentarem resultados sem associacdo entre o
polimorfismo estudado e as FLPns e 5 publicacdes que apresentaram resultados negativos
na associacdo entre o polimorfismo e as FLPns. Foram assim utilizados um total de 42
publicacOes para a pesquisa de SNP.

Na construcdo do marco tedrico e na discussdo foram ainda utilizados 38 outros artigos
procurados para esclarecer aspetos especificos o que perfez um total de 80 referencias

bibliogréaficas.

I1l1. Resultados

Nos 42 artigos encontrados descrevendo polimorfismos associados a FLPns séo
identificados 173 polimorfismos associados ao aparecimento das FLPns. Destes, 0s mais
citados no gene IRF6 foram o rs2235371 e rs642961; no gene MSX1 o rs12532 e o
rs6446693; no gene BMP4 0 rs17563; no gene TGF-B3 0 rs2268625. Os restantes

polimorfismos foram sempre citados por apenas um trabalho.

As populacOes estudadas nos mesmos 42 artigos foram muito variadas, tanto em etnia
como em localizacdo geogréafica, sendo que para efeitos préaticos classificaram-se como
Asiatica (China, Sudeste e Nordeste Asiatico e India), Europeia, Latino-americana,
Norte-americana, Africana e do Medio Oriente.

A populacéo que apresentou um maior nimero de polimorfismos foi a Latino-americana
com 48% de polimorfismos associados, seguida da populacdo Asiatica (China e Sudeste
Asiatico) que apresentou 23% de todos os polimorfismos estudados. Os estudos da
populacdo Europeia também tém bastante relevancia nesta revisdo, representando 10%
dos estudos. As restantes populacdes ndo apresentaram um nudmero significativo de
polimorfismos associados e alguns estudos ndo especificaram o tipo de populagdo
estudada (12%), centrando-se unicamente no gene estudado.

Com base no nimero de pesquisas que identificaram o mesmo polimorfismo associado
ao aparecimento de FLPns para uma populacdo especifica, observa-se que para a

populacdo Latino-americana os polimorfismos mais estudados sdo o rs6446693 e o
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rs12532, localizados no gene MSX1(Araujo, Rodrigo and Temis, 2015; Ibarra-Arce et
al., 2016; Suazo et al., 2018; Lancia et al., 2020). Por sua vez, na populacdo Asiatica
(China e Sudeste Asiatico) os polimorfismos mais estudados parecem ser o rs2235371 e
0 rs642961 localizados no gene IRF6 e 0 rs17563 localizado no gene BMP4 (Sun et al.,
2015; Wattanawong, Rattanasiri, McEvoy, et al., 2016; Li et al., 2017; Wu et al., 2019).
Para a populagdo Europeia 0 gene que maior nimero de polimorfismos apresentou foi o
GREML1 (Ludwig et al., 2016).

Em relacédo ao tipo de FLPns associada aos diferentes polimorfismos, verifica-se que
90% dos polimorfismos estdo associados ao aparecimento de FL/P sem preferéncia de
nenhum grupo étnico especifico, enquanto que as FP sé representam 6,1% das
associagOes a polimorfismos, em especial aqueles localizados nos genes GLR3, WnT5a
e UGT3A2 que aparentam ter relevancia para a populacdo Europeia. Os polimorfismos
localizados nos genes BMP4, TBX1 e MACROD?2 parecem afetar predominantemente a
populacdo Asiatica (China e Sudeste Asiatico) para FP. As FLcP foram associadas a 5,5%
dos polimorfismos identificados nesta revisdo com aparente predilecdo na populagéo
Asiatica (China e Sudeste Asiatico) em especial aqueles localizados nos genes WNT10A,
BMP4 e FOXEL. Por ultimo, as FL s6 foram associadas a 3 polimorfismos e sem
especificidade por nenhuma populagdo. E também importante destacar que os SNP
rs2235371 em IRF6 (Sun et al., 2015; Wattanawong, Rattanasiri, Mcevoy, et al., 2016;
Bezerra et al., 2019; Wu et al., 2019) e rs17563, rs76242 e rs10130587 em BMP4 (L. et
al., 2017; Hao et al., 2018; Bahrami et al., 2020) foram associados a mais do que um tipo
de FLPns.

1VV. Discussao

4.1 Polimorfismos em IRF6

Hoje em dia, parece ser consensual que as FLPns sdo patologias multifatoriais, ou seja,
que tém origem na interacdo de fatores genéticos e ambientais. Um dos genes que
consistentemente surge associado a estas patologias € o IRF6. Com efeito, na bibliografia
encontrada no presente trabalho, este foi um dos genes que mais SNP apresentou
associados as FL/P, representando 6,7% de todos os polimorfismos estudados, com

destaque em todas as populacgdes estudadas para os SNP rs642961 e rs2235371.



O SNP rs2235371 € uma variante missense que substitui Valina por Isoleucina na posi¢édo
do aminoécido 274 (\V2741) e foi um dos primeiros polimorfismos fortemente associados
ao aparecimento de FL/P em popula¢des Asiaticas (China, Sudeste Asiatico e Indiana)
(Sun et al., 2015; De Souza et al., 2016; Gurramkonda et al., 2017). O SNP rs642961 é
uma variante localizada dentro de um enhacer ~10Kb anterior ao inicio da regido de
transcricdo do gene IRF6 e tem sido etiquetado como uma causa variante de FL/P em
populagdes descendentes de Europeus (Wang et al., 2012).

O gene IFR6 codifica uma proteina que €é um membro do fator de transcricdo do Interferdo
que é importante para o desenvolvimento da cavidade oral e da regido maxilofacial. Este
é expresso no bordo medial do epitélio da proeminéncia do palato imediatamente antes e
durante a sua fusdo (Knight et al., 2006). Tem também um papel importante na formacéo
e conservacao do periderme oral e da regulacdo espaco-temporal dos tecidos essenciais
para assegurar uma apropriada adesdo do palato (Ingraham et al., 2006). Por esta razéo,
mutacdes neste gene sdo um fator de risco importante para o aparecimento de fissuras
labiais e palatinas (Tirado Amador, Anaya and Gonzalez Martinez, 2016). Polimorfismos
deste gene também tém sido identificados em FLP sindromicas desde a sindrome de Van
der Woude até a sindrome de Pterigio popliteo. Autores como Kerameddin identificaram
o0 polimorfismo rs642961 como um possivel marcador para a severidade clinica das FLP
(Kerameddin et al., 2015).

Estudos em animais parecem também confirmar que o gene IRF6 se encontra envolvido
na proliferacdo e diferenciacdo dos queratocitos (Richardson et al., 2009) e que a
hiperproliferacdo da epiderme poderia resultar numa falha na diferenciacédo final destes,
bem como numa adesdo epitelial que levaria ao aparecimento de uma FLP (Ingraham et
al., 2006; Richardson et al., 2006).

O primeiro grande estudo genético sobre as FL/P (Zucchero and et al., 2004) detetou um
SNP missense (rs2235371; VV2741) fortemente associado as FL/P no Leste Asiatico, mas
nédo na populacdo Europeia. Isto pode ser explicado pelo facto do alelo codificante para
Isoleucina estar raramente presente nesta populagdo. Em contrapartida, 0 SNP rs642961
também no gene IRF6 tem apresentado associagdo a FL/P em populagdes Europeias e de

origem Asiatica (China e Sudeste Asiatico) (Rahimov et al., 2008).

Os dois SNP citados (rs2235371 e rs642961) juntamente com o rs2013123 foram

escolhidos por apresentarem um numero suficiente de estudos para uma metanalise



(Wattanawonget al., 2016) concluindo que os 3 polimorfismos apresentaram uma

associacgéo significativa com as FLP.

Num outro estudo realizado na populacdo Asiatica (China e Sudeste Asiatico) por Sun et
al. em 2015, onde foi realizado um GWAS para duas coortes e posterior metanalise para
as combinar (total: coortel 504 + coorte2 354 casos), foram encontrados 6 Nnovos
polimorfismos com associacao significativa as FLP. Desses 6 SNP, dois apresentaram um
forte desequilibrio de ligacdo (LD) com os polimorfismos mencionados anteriormente em
IRF6, sendo que, em particular, o rs10863790 apresentou um forte LD com rs2235371 e
0 SNP rs674433 teve um forte LD para rs642961. Estes resultados levam a crer que a
combinacdo dos seus alelos é mais frequente do que o que se esperaria de uma forma

aleatdria, ou seja, que estes SNP estdo estritamente relacionados.

Um estudo realizado numa populacdo heterogénea Latino-americana (Brasil), obteve uma
associacdo significativa entre 0 SNP rs2235371 e o aparecimento de FP. No entanto, o0s
autores advertem que estes resultados devem ser interpretados com cautela devido ao
baixo ndmero de individuos investigados (186 casos). Ja para a relagdo entre 0s
polimorfismos estudados (entre eles 0 rs642961) e o aparecimento de FLP, ndo foi obtida
uma associacdo significativa (Bezerra et al., 2019). Estes resultados coincidem com um
estudo de coorte realizado por De Souza et al. em 2016 no Brasil, onde foi encontrada
uma associacdo significativa entre 0 SPN rs2235371 e FL/P mas ndo foi encontra
correlagéo entre 0 SNP rs642961 e as FL/P (De Souza et al., 2016).

Por outro lado, um estudo realizado por Wu et al. em 2019 numa populacdo Asiatica
(China e Sudeste Asiatico) determinou que a variante homozigética TT de SNP
rs2235371 atuava como um fator protetor contra o aparecimento de FL/P. Concluiu-se
entdo que o polimorfismo missense rs2235371 em IRF6 pode ter um papel importante no
controlo do risco de aparecimento de FL/P para essa populacdo. Estes resultados
coincidem com a metanalise realizada por Xia et al. em 2017, onde obtiveram resultados
similares para a variante T alélica rs2235371. Para resolver o conflito com estudos
anteriores, especificaram que apenas é possivel demostrar uma associagao positiva entre
o polimorfismo e as FL/P para as variantes heterozigdticas no sul da China. Estes
resultados diferem do norte da China, onde existe uma associag¢do positiva para todas a

variantes do polimorfismo (Xia et al., 2017; Wu et al., 2019).



Em conjunto, estas evidencias parecem indicar que a presenca de mutagdes no gene IRF6
afeta de alguma maneira a proliferagdo e desenvolvimento celular no macico facial do
embrido, aumentando o risco de aparecimento de FL/P, ou atuando como fator protetor.
Os SNP rs2235371 e rs642961 foram fatores comuns em quase todas as pesquisas
realizadas sobre este gene, sendo selecionados para metanalise devido a grande
quantidade de artigos publicados e por serem encontrados em varios estudos realizados
em diferentes etnias. Podemos entdo dizer que estes sdo os SNP mais relevantes neste

gene para o risco de FLPns nas populacdes Asiaticas e Europeias.

4.2 Polimorfismos em MSX1

O MSX1 é um membro da familia Homeobox. Expressa-se em Vérias estruturas
embrionarias, das quais se destacam as envolvidas no desenvolvimento craniofacial, em
especial a porcdo palatina do maxilar e 0 mesenquima dental. Diversos autores tém
reportado que as mutacGes neste gene (a maioria do tipo delecdo) estdo associadas a
sindromes autossémicos dominantes, como é o caso do Witkop que inclui entre as suas
caracteristicas a agenesia dental e o sindrome de Wolf-Hirschhorn caraterizado pelo

trastorno do desenvolvimento facial (Suzuki et al., 2004; Cardoso et al., 2013).

A deficiéncia de MSX1 em ratos apresenta multiplos defeitos craniofaciais, incluindo
fissuras no palato secundario, anomalias severas nos 0ssos faciais, no 0sso martelo do

ouvido médio e agenesia dental total (Satokata and Mass, 1994).

Estima-se que cerca de 2% de todas as FL/P surgem devido a mutagdes no gene MSX1
(Jezewski et al., 2003; Suzuki et al., 2004; Vieira et al., 2005; Tongkobpetch and Siriwan,
2006). Lidral et al. em 1998 identificou mutacdes no primeiro exdo deste gene e as suas
associacfes com as FL/P (Lidral et al., 1998). Desde entdo tém vindo a ser identificados

inimeros polimorfismos neste gene associados as FLP em diferentes populacdes.

Nesta revisdo, os polimorfismos encontrados no gene MSX1 representaram cerca de 4%
de todos os polimorfismos detetados, sendo particularmente importante para a populagédo
Latino-americana e Asiatica (China e Sudeste Asiatico). Dos polimorfismos reportados
naregido Latino-americana, 6% foram associados a este gene. Os SNP mais citados foram
0 6446693 e 0 rs12532.
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A proposicéo de que varios genes sdo suscetiveis a polimorfismos que aumentam o risco
de aparecimento de FLP, leva a concluir que varios desses genes pertencem a vias comuns
e interrelacionadas durante o desenvolvimento craniofacial. Motivo pelo qual Suazo et al.
em 2018 realizaram na América Latina (Chile) um estudo de interagdo em varios
polimorfismos, em diversos genes. Foi entdo encontrada uma evidéncia estatisticamente
significativa de interagcdo gene-gene para 0s SNP rs6446693 no gene MSX1 e rs2268625
no gene TGFP3, ambos SNP reportados como marcadores de risco para FL/P (Suazo et
al., 2018).

Numa metanalise feita por Gu et al. em 2018 sobre polimorfismos em MSX1 e a sua
associacdo com as FLPns, verificou-se que o SNP rs12532 era o mais estudado e que
tinha uma associacdo significativa com as FP em modelos heterozigdticos em populagdes
Asiaticas (China e Sudeste Asiatico) e do Médio Oriente. No entanto, estudos realizados
no Brasil e no México, ndo tém tido sucesso a replicar esses resultados, indicando a

presenca de heterogeneidade entre os grupos (Gu et al., 2018).

Numa outra metanalise realizada por Tasanarong et al. em 2019, foram analisados
diversos grupos de polimorfismos em MSX1, entre eles 0 rs12532 e 0 rs6446693 em
subgrupos distintos. Os resultados indicaram que o subgrupo onde estava 0 rs12532
apresentava-se como um fator protetor para as FLPns, contrariamente ao subgrupo onde
se encontrava o rs644693, que apresentou uma associacdo positiva com o aparecimento
de FLPns (Tasanarong and Pabalan, 2019).

E importante mencionar que, devido & maioria dos polimorfismos neste gene serem de
delecdo e estes levarem a deficiéncia de MSX1, é légico pensar que esta deficiéncia
conduza, além das FLPns, também & agenesia de drgdos dentais, motivo pelo qual é
amplamente estudado pela medicina dentaria embora os polimorfismos estudados até a
data ndo tenham apresentado associacdes estatisticamente significativas entre as FLPns

onde se deteta este gene e as agenesias dentarias (Lancia et al., 2020).

Num estudo de caso-controlo realizado por Ibarra-Arce et al. em 2016 num hospital do
México, foi identificada uma regido ndo codificante 5° proxima do gene MSX1, mais
especificamente entre rs868257 e rs6446693, associada ao aparecimento de FL/P (Ibarra-
Arce et al., 2016).
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Noutro estudo de caso-controlo realizado numa populacdo Asiatica (s6 a India), foi
encontrada uma associa¢do positiva entre uma variante sinénima de SNP em MSX1 (alelo
T de rs34165410) e o aparecimento de FL/P (Kumari, Singh and Raman, 2019).

O papel exato do MSX1 nas FLPns ndo esta esclarecido por completo. Este gene aparenta
promover o crescimento e diferenciacdo celular (Endo, 2007) mas as associa¢Oes
encontradas entre os SNP e as FLPns apresentam resultados diferentes. Por exemplo, o
rs12532 apresentou uma associacéo positiva para a Populacdo Iraniana (Rafighdoost et
al., 2013) mas ndo para pacientes Chilenos (Suazo et al., 2010) e o rs6446693 apresentou
uma associagdo positiva para FLPns na populacdo da Estonia (Jagomagi et al., 2010) mas
néo para a populacédo espanhola (Cardoso et al., 2013). A maior parte dos autores referem

entdo que sdo precisos mais estudos para melhor esclarecer o risco de FLP.

4.3Polimorfismo em BMP4:

O gene BMP4 (proteina morfogenética dssea 4) € um regulador com um papel essencial
na inducdo da mesoderme, inducdo Ossea, formacdo dos membros, desenvolvimento
dentario e facial. Localizado em 14q22-23, contém 4 exdes e cerca de 7kb. O produto
deste gene liga-se a TGF-pB, o qual tem grande importancia no desenvolvimento
embrionario. VariacGes neste gene estdo associadas as FLP e a microftalmia em humanos.
Assim, a perda de funcBes deste gene em ratos resulta em malformac@es craniofaciais
severas, incluindo fissuras labiais e palatinas (Juriloff and Harris, 2008) e, em
concordancia com os modelos animais, varios estudos analisaram o risco de SNP de
BMP4 para as FLP sendo o rs17563 o mais estudado (Saleem et al., 2019). Este SNP é a
Unica variante genética identificada na regido codificante do gene BMP4 (Babu et al.,
2005). Numa metanalise realizada por Bahrami et al em 2020, onde foram analisados 0s
14 estudos de caso-controlo mais relevantes relativos a associacéo entre FLP e 0 rs17563,
concluiu-se que este polimorfismo tem sido amplamente estudado nas populacfes da
China, Brasil e Irdo e que o rs17563 ndo esta associado a um risco elevado para a
populagéo geral. No entanto, pode ser um fator de risco significativo para o aparecimento
das FLP nas populacdes Chinesa e Brasileira, mas ndo para a Iraniana (Bahrami et al.,
2020). No seguimento destes resultados, foi realizado um outro estudo por Rafighdoost

et al em 2017, onde foi estudada a associacdo deste SNP e véarios polimorfismos em
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AXIN2 e IRF6, verificando-se que estas associa¢fes reduzem os riscos de aparecimento
de FL/P na populacéo iraniana, sugerindo também que devem ser realizados mais estudos
com uma amostra mais elevada e com diferentes etnias para confirmar os resultados
(Rafighdoost et al., 2017).

Em 2017 Li et al fizeram uma metanalise de 11 estudos de caso-controlo para avaliar a
associacdo entre 0 rs17563 e as FLP. Os resultados sugerem que este SNP poderia ser um
fator de risco para o aparecimento de FLPns em Asiaticos e Caucasianos, mas um possivel

fator de protecao para os Brasileiros (Li et al., 2017).

Por sua vez, Hao et al em 2018 realizaram um estudo de caso-controlo onde analisaram
165 individuos com diferentes tipos de FL/P ndo sindromicas e a sua associacdo com
diferentes polimorfismos em BMP4. Concluiram que o SNP rs17563 estava
significativamente associado ao aparecimento de FL mas ndo de FP nem de FLcP,
sugerindo que as diferentes formas de FLPns poderiam ter diferentes origens (Hao et al.,
2018).

Estas diferengas na associacdo do rs17563 com as diferentes formas de FLPns podem
explicar parcialmente os conflitos nos resultados de diferentes estudos, uma vez que a sua
maioria estudam as FLPns como um todo em vez das suas diferentes apresentacoes. Isto
pode influir nos resultados, dependendo de que o tipo de FLPns seja 0 mais representativo
da amostra estudada nas diferentes populac@es, acrescentando também as diferencas entre
0 namero de individuos estudados em cada pesquisa e os diferentes métodos estatisticos

utilizados.

4.4 Polimorfismo em TGFf3:

O gene TGFp pertence a familia de genes do fator de crescimento e desenvolvimento,
junto com o BMP. Esta familia de genes TGFf permite o desenvolvimento de uma série
de processos bioldgicos como a proliferacéo celular, diferenciagéo celular transformacéo
do epitelio mesenquimal, migracdo e apoptose. Os genes TGFB1 e TGFB2 favorecem a
aproximacao dos processos verticais e horizontais para a fusao do palato, enquanto que o
TGFp3 contribui na degradagdo de membranas e regula a resposta das metaloproteinas
que intervém na remodelagdo da matriz extracelular, processo indispensavel para a fuséo
do palato (Stanier and Moore, 2004).
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Estudos em modelos animais, maioritariamente em roedores, tém concluido que falhas na
expressdo do TGFpB3 leva a falhas na expressdo do gene MSX1, trazendo consigo uma
deficiéncia na proliferacdo dos processos palatais horizontais, acabando numa FP (Del
Rio et al., 2011).

Em concordancia com os modelos animais, varios estudos de associacdo em populagdes
etnicamente contrastantes tém obtido resultados positivos na associacdo do TGFf3 e das
FLPns. Ichikawa et al. em 2006 determinou que o gene TGF3 tem um papel importante
no aparecimento de FL/P na populacdo Japonesa (Ichikawa, Watanabe and Nakano,
2006).

Suazo et al. em 2010 estudaram um grupo de 150 individuos na América Latina (Chile),
onde existia um LD entre os SNP rs3917201 e rs2268625, ambos em TGFf3, estes dois
polimorfismos apresentavam associagdo positiva com as FLPns. O mesmo autor em 2018
estudou as interacGes Gene-Gene através do uso de trios case-parent num grupo de 152
pessoas, também no Chile, e encontrou uma interacdo significativa entre os SNP
rs6446693 em MSX1 e 0 rs2268625 em TGFp3. Verificou-se também que esta interacdo
incrementava o risco de aparecimento de FL/P ndo sindrémicas (Suazo et al., 2010, 2018).
Nesta revisdo pode-se observar que o SNP rs2268625 em TGFp3 parece estar presente
em grande parte dos estudos de associacdo entre genes e polimorfismos associados as
FLPns na populacdo Latino-americana (Brasil e Chile). A maioria dos autores concluem

que estas interagdes sdo bastante importantes para a compreensao das FLP.

V. Conclusao

Através da presente revisdo, pode-se concluir que o processo complexo que leva ao
aparecimento das FLPns é modulado por multiplos genes. Muitos estudos tém
demonstrado que a coordenacdo e o relacionamento entre si parece ser um fator

importante no aparecimento desta patologia.

Diversos estudos de modelos animais tém referido varios genes e SPN candidatos para a
procura das mesmas variantes em humanos. Varios autores tém tido éxito na associagdo

destes SPN candidatos e o aparecimento de FLPns em humanos.
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Nesta revisdo da literatura verifica-se que os genes e polimorfismos mais estudados nos
ultimos 5 anos séo o IRF6 rs2235371 e 0 rs642961 na populacéo Asiatica (China,
Sudeste Asiatico e India), 0 MSX1 rs12532 e rs6446693 e 0 BMP4 rs17563 na
populacdo da Ameérica Latina (México e Chile), na populacdo Asiatica (China, Sudeste
Asiatico e India) e no Medio Oriente (Irdo), e 0 TGFB3 rs2268625 na populacédo da
América Latina (Chile) e Asiatica (apenas no Nordeste Asiatico). Destaca-se também
que, devido a grande variabilidade de apresentacdo das FLPns, muitos estudos nao se
centram especificamente em uma alteracéo patologica especifica, levando a possiveis
erros no momento de associar um SNP as populacdes estudadas. Sao entdo precisos
mais estudos para compreender melhor o mecanismo que leva ao aparecimento de cada

tipo de fissura e esclarecer as discrepancias entre os diferentes autores.
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