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RESUMO 
 
Entre os prováveis fatores de risco genético para as fissuras orais, está o polimorfismo 
rs1801133 do gene MTHFR (677C>T). O papel desse polimorfismo com relação à 
predisposição para fissuras não-sindrômicas do lábio com ou sem o envolvimento do palato 
(FL/P) foi analisado na população Brasileira. Utilizou-se duas abordagens, um teste de 
associação de base familiar (teste de desequilíbrio de transmissão – TDT) e um estudo caso-
controle baseado nas proporções individuais de ancestralidade. Na análise TDT o polimorfismo 
rs1801133 foi genotipado em 197 trios (o afetado e seus respectivos pais). No estudo caso-
controle foram incluídos 318 indivíduos fissurados e 598 controles não portadores de fissuras 
ou qualquer outra anomalia. Realizou-se ensaio de discriminação alélica TaqMan 5′-
exonuclease. A ancestralidade genômica foi caracterizada por um conjunto de 40 marcadores 
bialélicos de curta inserção / deleção. O TDT revelou uma forte associação entre o 
polimorfismo rs1801133 nos trios de portadores de FL/P (p=0,002) como também nos trios de 
fissuras labiopalatinas (FLP, p=0,001), mas não apresentou associação com fissuras labiais 
isoladas (FL). A análise da origem parental do alelo T mostrou excesso de transmissão, por 
parte das mães, nos trios de portadores de FLP (OR: 1.47, 95%CI: 1.10-2.14, p=0,04). O 
estudo caso-controle corroborou com os resultados obtidos no TDT, demonstrando que o alelo 
polimórfico 677T foi significantemente mais frequente no grupo de portadores de FL/P (OR: 
1.37, 95% CI: 1.12-1.69, p=0,002) e de FLP (OR: 1.41, 95% CI 1.12-1.79, p=0,01) quando 
comparada ao grupo controle. Em conclusão, o presente estudo sugere correlação entre o 
polimorfismo rs1801133 e o desenvolvimento de FL/P na população brasileira, e reforça a 
importância da triagem genética nas famílias dos afetados para otimizar a aplicação de 
medidas preventivas. 
 
Palavras chave: Fissura Labial e Labiopalatina não sindrômicas, Polimorfismo do Gene 
MTHFR, Estudo Caso-Controle, Teste de Desequilíbrio de Transmissão - TDT  
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ABSTRACT 
 
The MTHFR 677C>T variant (rs1801133) has been analysed as a putative genetic risk factor for 

oral clefts within various populations worldwide. To test the role of the MTHFR 677C>T variant 

in nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate (NSCL/P) predisposition in the Brazilian 

population, we conducted a study combining a family-based association test (transmission 

disequilibrium test-TDT) and a structured association analysis (case-control study) based on the 

individual ancestry proportions. The rs1801133 polimorphism was genotyped in 197 trios with 

NSCL/P, 318 isolated samples of NSCL/P and 598 healthy controls using the TaqMan 5′-

exonuclease allelic discrimination assay. Genomic ancestry was characterized by a set of 40 

biallelic short insertion/deletion markers. TDT revealed a strong association of rs1801133 

polymorphism with case-parent trios of NSCL/P (p=0.002) and non-syndromic cleft lip and 

palate (NSCLP, p=0.001), but not with non-syndromic cleft lip (NSCL). Analyses of parent-of-

origin effects demonstrated modest excess transmission of the risk allele from mothers of 

NSCLP (OR: 1.47, 95% CI: 1.10-2.14, p=0.04). The structured case-control analysis supported 

these findings, revealing that the risk T allele was significantly more frequent in NSCL/P group 

(OR: 1.37, 95% CI: 1.12-1.69, p=0.002) and NSCLP (OR: 1.41, 95% CI: 1.12-1.79, p=0.01) than 

the control group. Our findings provide evidence for the involvement of rs1801133 in the 

development of NSCL/P in the Brazilian population, and reinforce the importance of genetic 

screening in populations at risk in order to optimize the implementation of preventive strategies. 

 

Key words: nonsyndromic cleft lip palate, MTHFR polymorphism, Case-Control Studies, 

transmission disequilibrium test. 
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1. INTRODUÇÃO 

A face é o portal da comunicação verbal para os humanos, sendo a principal 

via de expressão de sentimentos e emoções, além disso, por intermédio da face 

realizamos processos fisiológicos básicos e vitais como a respiração e a alimentação 

(RICE et al., 2005). De acordo com essas premissas, as fissuras orais (FO) 

representam um relevante problema de saúde pública, que além do comprometimento 

estético, causam estigmas psicossociais no indivíduo afetado e em sua família (BERK; 

MARAZITA, 2002). 

O tratamento dos fissurados requer cuidados médicos extensivos. O adequado 

acompanhamento é realizado por uma equipe multidisciplinar. Nos Estados Unidos o 

os custos estimados para o tratamento de um paciente gira em torno de $200,000 

(duzentos mil dólares) (WEHBY; CASSELL, 2010; LESLIE; MARAZITA, 2013). 

O comprometimento psicológico do indivíduo e de sua família, além do impacto 

econômico gerado para a sociedade, enfatizam a importância do conhecimento da 

etiologia das fissuras para implementação de políticas públicas eficazes para o 

tratamento individualizado e aconselhamento genético visando minimizar os risco e as 

recorrências (MARAZITA; MOONEY, 2004; LESLIE; MARAZITA, 2013). 

 

 

1.1. Fissura Labial com ou sem Fissura Labiopalatina  

As fissuras labiopalatinas, também conhecidas como lábio leporino ou goela de 

lobo, estão entre as anomalias da face mais comuns (BARONEZA et al., 2005)  Esses 

defeitos podem variar desde um pequeno entalhe na borda da mucosa labial até a 

uma abertura completa bilateral do lábio à úvula (Figura 1) (VAUGHAN; McKAY, 

1977). As características de abertura do lábio e/ou palato resultam do 

desenvolvimento embrionário anormal do lábio, do palato ou de ambos (MURRAY, 

2002). 

 

Figura 1 Exemplos de fissuras não sindrômicas. A) Fissura labial bilateral, 
Fissura labiopalatina direita, C) Fissura palatina. Imagens cortesia do 
FaceBase (www.facebase.org). Fonte: Marazita, 2013. 

A C

  A 

B

  A 

http://www.facebase.org/
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Anatomicamente, as FO incluem três fenótipos, fissura labial (FL) que acomete 

o lábio, a fissura labiopalatina (FLP) que acomete o lábio e o palato e fissura palatina 

(FP) que ocorre apenas no palato, podendo comprometer em diferentes graus a região 

afetada (Figura 2). Em muitos casos as FL e as FLP são tratadas como sendo a 

mesma doença, sendo classificadas em um grupo chamado fissura labial com ou sem 

o envolvimento do palato (FL/P) (FOGH‐ANDERSEN, 1942; FRASER, 1955). Porém, 

dados epidemiológicos (GROSEN et al., 2010) e embriológicos (LOFFREDO et al., 

1994)  sugerem que as FL e FLP tem origem etiológica distintas, fato já estabelecido 

para as FP (MURRAY, 2002; JUGESSUR; MURRAY, 2005).  

 

 
Figura 2 Desenho esquemático da parte superior interna da boca, 
regiões afetadas pelas fissuras orais mais comuns. Fonte: de Silva 
Filho; Freitas; Okada, 2000 (adaptado). 

 

 

1.2. Desenvolvimento do Lábio Superior e do Palato Primário 

Os primórdios da face surgem no início da 4ª semana de gestação, em torno 

da boca primitiva (estomodeo) sob a forma de 5 saliências (Figura 3a), uma saliência 

frontonasal, que origina a testa, o nariz e a parte medial da maxila e do lábio superior, 

um par de saliências maxilares, que originam as regiões superiores da bochecha e as 

partes laterais da maxila e do lábio superior, e um par de saliências mandibulares, que 

dão origem à mandíbula, ao lábio inferior e às regiões inferiores da bochecha 

(MOOREE; PERSAUD, 2008; RICE, 2005). As saliências são derivadas do primeiro 

par de arcos faríngeos (COHEN 2002; SPERBER, 2002) e originam-se pela 

proliferação de células da crista neural que migram das pregas neurais da região do 

mesencéfalo inferior e do rombencéfalo superior (MOOREE; PERSAUD, 2008). 
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Ao final da quarta semana há formação dos primórdios do nariz, os placóides 

nasais, que se elevam no formato de ferraduras originando as saliências nasais 

mediais e laterais (Figura 3b), as quais entre a 7ª e a 10ª semana migram 

medialmente em direção uma à outra para fundirem-se e posteriormente, com as 

saliências maxilares (Figura 3c) (DIEWERT; SHIOTA, 1990; CARSTENS, 2002). Após 

fusão, as saliências nasais mediais e as saliências maxilares, formam o segmento 

intermaxilar da maxila que origina o filtro do lábio superior, a parte pré-maxilar da 

maxila e a gengiva associada, e o palato primário (MOORE; PERSAUD, 2008). 

Por volta da 8º semana de desenvolvimento o nariz é formado pela fusão das 

proeminências nasais médias. Caso o filtro nasal não seja preenchido por tecido 

conjuntivo adicional, a fusão neste ponto pode falhar conforme o crescimento e 

desenvolvimento da região. Essa falha pode ocorrer uni ou bilateralmente resultando, 

na fissura de lábio (BRAND; ISSELHARD, 2003). 

 

 

1.3. Desenvolvimento do Palato 

A palatogênese começa no início da sexta semana (Figura 3d) do 

desenvolvimento embrionário e ocorre em duas etapas, primeiro há formação do 

palato primário e posteriormente desenvolve-se o palato secundário. A fusão das 

saliências nasais mediais com as saliências maxilares, forma o palato primário, que 

representa uma pequena parte do palato duro no adulto (Figura 2). O palato 

secundário que é composto pelo palato duro juntamente com palato mole, se forma à 

partir de duas projeções internas das saliências maxilares – os processos palatinos 

laterais (Figura 3e) (MOORE; PERSAUD, 2008; COHEN 2002; FARLIE; KILPATRICK, 

2009). 

Inicialmente, os processos palatinos se projetam ínfero-medialmente de cada 

lado da língua. Com o desenvolvimento da maxila, a língua torna-se 

proporcionalmente menor e desloca-se para uma posição inferior. Durante a sétima e 

oitava semana, os processos palatinos laterais se alongam e ascendem para uma 

posição horizontal superior à da língua. Gradativamente, os processos se aproximam 

e fundem-se no plano mediano. Eles também se fundem ao septo nasal e à parte 

posterior do palato primário (Figura 3f) (MOORE; PERSAUD, 2008, COHEN, 2002; 

JUGESSUR; FARLIE KILPATRICK, 2009). 

A fissura palatina ocorre devido à falta de fusão das massas mesenquimais dos 

processos palatinos, ainda não há um consenso sobre o fatore que resultam nessa 

falta de fusão, estudos sugerem diversos fatores possam influenciar tais como: a falta 

de degeneração do epitélio que reveste as lâminas palatinas e do septo nasal, agindo 
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como uma barreira à fusão destes; a formação de cistos pelos resíduos epiteliais 

degenerados na linha de fusão impedindo as conexões mesodérmicas; tamanhos 

diferentes dos processos palatinos, fazendo com que elas não se alcancem e a 

presença de obstáculo mecânico causado pela língua, se ela não migrar e/ou oferecer 

resistência excessiva ao movimento horizontal dos processos palatinos (ABDO; 

MACHADO, 2005; MOORE; PERSAUD, 2008). 

 

 
Figura 3 Diagrama esquemático do desenvolvimeto do lábio e do palato em humanos. a) 
desenvolvimento da proeminência frontonasal, processos maxilares e mandibulares em torno 
da boca primitive na quarta semana de desenvolvimento; b) quinta semana, formação da 
fosseta nasal e dos processos nasais laterais e medial; c) o processo nasal medial funde-se 
com os processos maxilares para formar o lábio superior e o palato primário ao fim da sexta 
semana. Os processos nasais laterais vão formar a asa do nariz, assim coimo os processos 
mandibulares se fundem para formar a mandíbula. d) durante a sexta semana  o palato 
secundário se desenvolve como protuberâncias dos processos maxilares, que crescem 
verticalmente para baixo ao lado da língua. e) Subsequentemente as prateleiras palatinas se 
elevam horizontalmente acima da língua, entram em contato e se fundem. f) a união das 
prateleiras palatinas divide as cavidades nasal e oral. Fonte: Adaptado de Dixon et al. (2011). 

 

Provavelmente as fissuras labiais levam ao não fechamento do palato, uma vez 

que o lábio se forma antes do palato e, a presença da fissura labial pode modificar a 

posição da língua impedindo a fusão entre as estruturas do palato. Esse fenômeno 

pode justificar o fato de que as FLP ocorrem duas vezes mais do que as FL (JENSEN 
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et al., 1988), e cerca de 60% dos indivíduos com fissura no lábio também apresentam 

fissura no palato (PROFFIT, 2011).  

O desenvolvimento intrauterino compreende diversas etapas como a 

diferenciação, crescimento, adesão, sinalização celular e apoptose. Qualquer fator que 

altere o funcionamento dos genes que modulam esses mecanismos pode influenciar 

no surgimento de defeitos do nascimento como as fissuras orais (PRESCOTT et al., 

2001). 

 

 

1.4. Classificação das fissuras orais 

Vários sistemas de classificação de fissuras orais já foram propostos, mas 

ainda não foi estabelecido um padrão de utilização universal. Um dos primeiros 

sistemas de classificação foi sugerido por Fogh-Andersen em 1942, que apresentou 

uma classificação com fundamentação embriológica e genética, na qual as fendas 

foram divididas em três grupos: fissura labial simples ou dupla, fissura labial e palatina 

e fissuras palatinas. Outros padrões foram propostos com abordagens diferentes 

enfatizando aspectos embriológicos (KRIENS, 1990; KERNAHAN, 1990) e 

morfológicos (TOLAROVÁ; CERVEKA, 1998).  

Uma classificação usada nos centros de atendimento de fissurados, incluindo o 

setor de fissurados do Hospital Universitário Lauro Wanderley da Universidade Federal 

da Paraíba HULW/UFPB, no qual as amostras da Paraíba foram coletas, é a proposta 

por Spina, em 1972 e modificada por Silva-Filho (1992), que elaborou uma 

classificação tendo como referencial o forame incisivo, uma estrutura anatômica que 

marca a separação do palato primário e do secundário (Figura 4). Esta classificação 

organizou os tipos de fissuras em quatro grupos: Fissuras Pré-forame incisivo, sendo 

do tipo unilateral (direita ou esquerda, completa ou incompleta), bilateral (completa ou 

incompleta) e mediano (completa ou incompleta); Fissuras Transforame incisivo, 

sendo do tipo unilateral (direita ou esquerda) e bilateral e Fissuras Pós-forame 

(Figuras 4 e 5). 

Todas as fissuras que não se enquadram nos grupos anteriores como a 

oblíqua, transversa, nasoocular, além das fissuras do lábio inferior, da mandíbula, do 

nariz e as microformas ou formas frustradas de fissuras palatinas, como a úvula bífida 

e fenda palatal submucosa, formam o grupo de fissuras raras da face. A fissura 

submucosa caracteriza-se pela falta de união dos músculos do palato mole sem a falta 

de continuidade da camada mucosa (SPINA et al., 1972; SILVA-FILHO, 1992). 
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Figura 4 Desenho esquemático da parte superior interna da boca. Linhas em azul representam 
as regiões do lábio e/ou palato que podem ser afetadas pelas fissuras. Fonte: Adaptado de 
Silva Filho; Freitas; Okada, 2000. 

 

 
Figura 5 Esquema da classificação de Spina (1972), que tem com 
referência o forame incisivo. Fonte: Adaptado de Silva Filho, 
Freitas e Okada (2000) 
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Figura 6 Classificação das fissuras labiais/labiopalatinas segundo Spina et al (1972) 

 

Quando as FO vem acompanhadas de outras anormalidades físicas e/ou do 

desenvolvimento, dizemos que são fissuras sindrômicas. Há pelo menos 275 

síndromes nas quais as fissuras fazem parte da principal sintomatologia 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). Essas síndromes podem ser causadas por 

mutações em um único lócus gênico, anormalidades cromossômicas ou agentes 

teratogênicos. Entre essas anomalias podemos citar as síndromes de Apert, Crouzon, 

DiGeorge, Treacher Collins, Van der Woude e sequência de Pierre Robin. Apesar 

desse grande número de síndromes associadas às fissuras, 70% das FL/P e 50% das 

FP são não-sindrômicas (JUGESSUR et al., 2009). No presente trabalho foram objeto 

de estudo as FL/P, FL e FLP não sindrômicas, tendo sido excluídas, as fissuras 

sindrômicas e as FP. 

 

 

1.5. Epidemiologia 

A incidência FL/P é estimada em 1 para 700 nascimentos variando de acordo 

com a origem étnica (ancestralidade), sexo e tipo de fissura (CHRISTENSEN, 2002), a 

influência da condição socioeconômica ainda não é conclusiva (CARMICHAEL et al., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM
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2003; CLARK et al., 2003; YANG et al., 2003). A maior prevalência das FL/P é 

encontrada na população asiática, cuja estimativa é de 1/500, na população europeia 

a prevalência é de 1/1000 e a menor prevalência ocorre na população africana cerca 

de 1/2500 nascidos vivos (DIXON et al., 2011). 

A população caucasiana é a mais estudada, a prevalência das FL/P nesse 

grupo gira em torno de 1/1000 (VANDERAS, 1987; MOSSEY; LITTLE, 2002; 

GUNDLACH; MAUS, 2006; MOSSEY et al., 2009). Um estudo de base hospitalar 

realizado no estado de Minas Gerais entre os anos de 2000 e 2005 com 126 pacientes 

pediátricos observou que os caucasianos eram predominantes entre os fissurados 

com 85,72%, contra 14,28% de não caucasianos, sendo a maioria formada pelo sexo 

masculino 56,35% (MARTINELLI-JUNIOR, et al., 2007). 

Dados de registro epidemiológico voluntário de base hospitalar e gestão não 

governamental apontam que a prevalência de fissuras orofaciais no Brasil varia de 

1,2/1000 a 3/1000 nascimentos, dependendo da região geográfica e do tipo de fenda 

considerada (RIBEIRO-RODA; GIL DA SILVA LOPES, 2008). Estudo posterior que 

utilizou dados do Sistema de Informação Hospitalar do Sistema Único de Saúde (SIH-

SUS), do Sistema de Informações sobre Nascidos Vivos (SINASC) e do Atlas do 

Desenvolvimento Humano no Brasil, utilizando o coeficiente de correlação de Pearson, 

encontrou uma prevalência de 0,36/1000 nascidos vivos (BASTOS-RODRIGUES et 

al., 2009). Estudo epidemiológico realizado na cidade de Bauru mostrou registro de 

incidência de FL/P de 1/650 nascidos vivos (SILVA FILHO; FREITAS 2007). 

As diferenças encontradas entre os estudos epidemiológicos brasileiros pode 

ter relação com as regiões geográficas abordadas, e com a influência dos fatores 

ambientais como o uso de vitaminas, condição nutricional materna, acesso à cuidados 

médicos, tabagismo, etilismo e exposição à outros fatores de risco (LESLIE; 

MARAZITA, 2013), como também a metodologia utilizada para realização de cada 

estudo. 

 

 

1.6. Fatores de risco para FL/P 

As FL/P apresentam etiologia complexa, que envolve fatores genéticos e 

ambientais, caracterizando um padrão de herança multifatorial. Este padrão dificulta a 

compreensão de todas as causas envolvidas, como também a contribuição de cada 

uma delas. Para o entendimento das fissuras é necessário identificar genes, explorar 

interações gene-ambiente e estudar a embriologia humana e seus distúrbios 

(NUSSBAUM et al., 2001; MOORE; PERSAUD, 2008; NEVILLE et al., 2004; MOSSEY 

et al., 2009; DIXON et al., 2011). 
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1.6.1. Idade materna 

A idade materna tem sido apontada como uma variável que influencia na 

ocorrência de FL/P, porém a idade de risco ainda é controversa, há relatos de maior 

suscetibilidade entre mães com idade superior a 35 anos (DAÍ et al., 2010), entre 25-

29 anos (FORRESTER; MERZ, 2004), ou mesmo em mães com idade abaixo de 20 

anos (DEROO et al., 2003). Outros estudos apontam ainda para o aumento de chance 

de prole com fendas orofaciais, particularmente FP em mães com idade superior a 40 

anos (SHAW et al., 1991; VALLINO-NAPOLI et al., 2006). 

1.6.2. Álcool 

A ingestão de álcool durante o período gestacional tem sido associado ao 

aumento de risco para ocorrência de FL/P. Esta associação parece estar relacionada 

ao tipo de bebida, dose e frequência, como também a presença da variante genética 

álcool desidrogenase do gene ADH1C (JUGESSUR et al., 2009b) que quando 

associada ao consumo de álcool materno pode aumentar o risco de gerar uma criança 

com FO, pois diminui a capacidade de metabolização dessa substancia, tanto na mãe 

quanto no feto (BOYLES et al., 2010) . 

Uma associação dose-dependente foi evidenciada em alguns estudos 

(ROMITTI et al., 2007; DeROO et al., 2008, GREWAL et al., 2008), porém há relatos 

em que a relação não foi constatada ou foi inconsistente (MAIER et al., 2001, 

MURRAY, 2002; MEYER et al., 2003, ROMITTI et al., 2007). A utilização de doses 

maiores em menor frequência parece ser mais prejudicial ao desenvolvimento fetal do 

que maior número de exposições com dosagem menor. Isso provavelmente é devido 

aos picos de concentrações ao qual os tecidos em desenvolvimento são expostos 

(GLADSTONE et al., 1996; MAIER; WEST, 2001). 

 

1.6.3. Tabaco 

Alguns trabalhos não relatam correlação entre o tabagismo gestacional e o 

aumento do risco do feto desenvolver FO (EVANS et al.,1979; LIEFF et al., 1999; 

ROMITTI et al., 2007). Porém outros estudos sugerem risco não só para gestante que 

é fumante ativa (KELSEY et al., 1978; KHOURY et al., 1989, CHUNG et al., 2000), 

mas também para as que são fumantes passivas (LI et al., 2010). 

Uma metanálise realizada com trabalhos publicados de 1966 a 1996 encontrou 

associação entre o tabagismo materno durante o primeiro trimestre gestacional e o 

aumento do risco de gerar uma criança com FL/P ou FP (WYSZYNSKI et al., 1997). 

Esse resultado corroborou com uma outra metanálise mais abrangente com 173mil 

casos e 11.7 milhões de controles, realizada com estudos publicados de 1959 a 2010, 
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a qual encontrou associação entre o tabagismo materno e diversos defeitos do 

nascimento, entre eles as fissuras orais (HACKSHAW; RODECK; BONIFACE, 2011).  

 

1.6.4. Medicamentos 

Drogas anticonvulsivantes como diazepam, fenitoína e fenobarbital (DRAVET 

et al., 1992; ABRISHAMCHIAN et al., 1994; SHAW et al., 1995), medicamentos 

antagonistas de ácido fólico (HERNANDEZ-DIAZ et al., 2000), antibióticos, anti-

inflamatórios (MURRAY, 2002) e corticosteroides, se utilizadas durante a gestação 

podem aumentam o risco para desenvolvimento de FO no feto (PARK-WYLLIE et al., 

2000). 

 

1.6.5. Aspectos nutricionais 

Os aspectos nutricionais das gestantes também apresentam importante papel 

no adequado desenvolvimento embrionário. Sugere-se que a baixa ingestão de 

vitaminas do complexo B, além de exposição excessiva ou deficiente de vitamina A, 

esteja relacionada com o aumento do risco para FO (MUNGER, 2002; JUGESSUR; 

MURRAY, 2005).  

 

1.6.6. Outros Fatores 

A prevalência das FO também pode ser influenciada pelo baixo nível 

socioeconômico, etnia e origem geográfica (SCHUTTE; MURRAY, 1999; MITCHELL et 

al., 2002; SLAYTON et al., 2003; COBOURNE, 2004; MARTELLI-JUNIOR et al., 

2007). 

 

 

1.7. Ácido Fólico 

 

1.7.1. Aspectos funcionais 

Folato é um termo genérico utilizado para designar uma família de compostos 

quimicamente semelhantes. Os folatos são um grupo de compostos heterocíclicos 

baseados no esqueleto do ácido pteróico conjugado com um ou mais resíduos de 

ácido L-glutâmico (Figura 1). Ácido fólico, pteroilmonoglutamato (PteGlu) ou ácido 

pteroilmonoglutâmico é a estrutura química básica do análogo sintético e estável de 

um grupo de vitaminas essenciais que desempenham papel de coenzimas 

transportadoras de um radical de um carbono nas vias metabólicas de biossíntese de 

metionina, purina, pirimidina e metabolismo de um carbono (ROSENBLATT; FENTON, 

1995; LUCOCK, 2000). O folato é uma vitamina B hidrossolúvel encontrada 
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naturalmente em muitos alimentos, incluindo fígado, feijão e vegetais frescos de folhas 

verde-escuras, especialmente brócolis, espinafre e aspargo, batata, cereais, frutas 

cítricas e carne bovina magra. O ácido fólico é comercialmente utilizado em 

suplementos e alimentos enriquecidos e é totalmente oxidado no organismo a uma 

forma sintética do folato (MAHAN et al., 2012). 

Experimentos realizados em ratos constataram que a deficiência de folato 

durante a gestação pode causar FO (ASLING et al., 1960). Em humanos, o exato 

papel do folato ingerido na dieta e como suplemento ainda é incerto (MOSSEY et al., 

2009; WEHBY; MURRAY, 2010).  

Desde 1964, a deficiência de  ácido fólico vem sendo correlacionado com 

problemas gestacionais e, nessa época foi observado que alterações nos níveis de 

folato estavam relacionadas com o descolamento prematuro da placenta, aborto 

espontâneo, prematuridade, defeitos congênitos e mortalidade neonatal (HIBBARD, 

1964). Também foi observado que mulheres que deram a luz à crianças com defeitos 

do tubo neural (DTN) apresentavam baixos níveis séricos de folato (SMITHELLS et al., 

1976).  

Com base nesses dados sobre ácido fólico, foi realizado um estudo que 

consistiu em oferecer um polivitamínico contendo 360 μg de ácido fólico para mulheres 

que planejavam engravidar, mas que já haviam gerado uma criança com DTN. As 

mulheres suplementadas apresentaram risco 86% menor de gerar uma criança com 

DTN, comparando com as mulheres que já haviam gerado criança com DTN, mas que 

não fizeram uso do polivitamínico (SMITHELLS et al., 1983). Resultados semelhantes 

foram encontrados posteriormente em diversos trabalhos (MRC, 1991; BLOM, 2009; 

2011; JACOBS et al., 2012). 

O Medical Research Concil (MRC, 1991) realizou um amplo estudo duplo cego 

randomizado conduzido, o qual demonstrou que a administração diária de ácido fólico 

no período pré-concepcional e no primeiro trimestre de gestação reduziu em 72% a 

recorrência de DTN em relação ao grupo controle que não foi suplementado. Em 

população húngara, a administração de um complexo vitamínico contendo 0,8 mg (800 

μg) de ácido fólico, iniciada no período pré-concepcional e se estendendo até pelo 

menos dois meses de gestação,  reduziu a ocorrência de DTN mas não de FO, 

embora tenha ocorrido redução das anormalidades congênitas de uma maneira geral 

(CZEIZEL; DUDAS, 1992). Porém os efeitos do aumento da ingestão de folato pela 

fortificação ou pelo uso de suplementos vitamínicos ainda precisam ser avaliados 

(SMITH et al., 2008). 

O efeito protetor do ácido fólico foi observado em diversos defeitos do 

nascimento, incluindo as FO (CANFIELD et al., 2005; BADOVINAC et al., 2007; 
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YAZDY et al., 2007; ESTANDIA-ORTEGA et al., 2014), porém em outros trabalhos 

não encontraram este efeito (HAYES et al., 1996; RAY et al., 2003; SIMMONS et al., 

2004). 

O mecanismo através do qual o ácido fólico previne os DTN ainda não foi 

elucidado (WEHBY; MURRAY, 2010). Há uma proposição que indica que a presença 

de anticorpos anti-receptor de ácido fólico gerariam uma necessidade superior de 

folato, a qual seria suprida pela suplementação ou fortificação das farinhas nas 

pessoas suscetíveis (ROTHENBERG et al., 2004; CABRERA et al., 2008). 

Provavelmente por esse motivo, a fortificação de farinhas com ácido fólico apresentou 

resultados significativos em diversas populações, no que diz respeito à prevenção de 

DTN (LOPEZ-CAMELO et al., 2005; CANFIELD et al., 2005; WILLIAMS et al., 2005; 

De WALS et al., 2008). 

Embora os DTN e as FL/P não configurem o mesmo tipo de alteração 

estrutural, há similaridades entre ambos como a proximidade do tempo de ocorrência 

na embriogênese (PARANAÍBA et al., 2011) e ambos são defeitos relacionados à linha 

média do embrião. Também podemos citar características em comum no que diz 

respeito à genética de populações (risco de recorrência, prevalência), e influência 

multifatorial (WEHBY; MURRAY, 2010). Por essas semelhanças o que já está 

estabelecido nos DTN vem sendo testado para as FO. 

Evidências de que o uso de ácido fólico é capaz de prevenir DTN (LOPEZ-

CAMELO et al., 2005; CANFIELD et al., 2005; WILLIAMS et al., 2005; De WALS et al., 

2008), levou a Organização Mundial de Saúde (OMS) e a Organização Panamericana 

da Saúde (OPAS) a recomendar a fortificação de produtos alimentícios com ferro e 

ácido fólico. Seguindo essa recomendação a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

– ANVISA aprovou em 2002 o Regulamento Técnico para a Fortificação das Farinhas 

de Trigo e das Farinhas de Milho com Ferro e Ácido Fólico, e a partir de junho de 2004 

a fortificação passou a ser compulsória no Brasil (ANVISA, 2002). 

Diferente do que acontece com os DTN, onde o efeito protetor da 

suplementação com ácido fólico é conclusivo, a relação entre suplementação de 

gestantes com ácido fólico e prevenção de FL/P é controversa.  Em estudo realizado 

na Hungria foi observado que o ácido fólico reduziu o risco para desenvolvimento de 

FL (50%), mas não para FL/P (CZEIZEL, 2004). Na Califórnia e Países Baixos, houve 

redução no risco de FL/P (50%), porém pouco efeito com relação a FP (SHAW et al., 

1995; VAN ROOIJ et al., 2004). Na Noruega houve redução no risco de FL/P (39%) e 

nenhum efeito sobre FP (WILCOX et al., 2007). Na América do Norte e no Chile onde 

a fortificação das farinhas é obrigatória desde o final de 1990, alguns trabalhos 

encontraram diminuição da prevalência de FL/P (CANFIELD et al., 2005; LÓPEZ-
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CAMELO et al., 2005; YAZDY et al., 2007), embora outros trabalhos não tenham 

encontrado diferenças estisticamente significativas (SIMMONS et al., 2004). Citar 

estudo brasileiro Raskin provavelmente 2010 (Paraná). 

 

1.7.2. Bioquímica do folato 

O folato é ingerido na forma de poliglutamato, que é hidrolisado para as formas 

de monoglutamato como o 5-metiltetrahidrofolato e o 5-formiltetrahidrofolato, para ser 

absorvido por transporte ativo no jejuno (QIU et al., 2006). A forma presente na 

circulação é o 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF) e pode ser metabolizado de três 

maneiras: 1. Redução do anel de pterina nos rins e no fígado; 2. Reação de cadeia 

lateral para adição do aminoácido glutamato; 3. Adição de grupos de carbono em 

determinadas posições do anel de pterina. 

 

 
Figura 7 Estrutura do Ácido Fólico. Fonte: MARTÍNEZ et al., 2005 

 

Para ativação do folato é necessário adição de uma unidade de carbono no 

anel de pterina na posição N-5, N-10 ou em ambas. A principal fonte de unidades de 

carbono para adição no anel de pterina é a via serina hidroximetiltransferase que doa 

carbonos para produção de 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-metilenoTHF). As 

formas ativas do folato participam de três tipos de vias metabólicas: a transmetilação, 

a transulfuração e remetilação. Na transmetilação, a metionina é sequencialmente 

convertida em homocisteína, na transulfuração ocorre o catabolismo da homocisteína, 
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na qual a homocisteína é hidrolisada a cisteína e alfa-cetobutirato. a metionina é 

regenerada a partir da Hcy, utilizando grupamentos metil fornecidos pelo N-metiltetra-

hidrofolato (Metil-THF), na presença essencial de metilcobalamina, derivada da 

cianocobalamina (vitamina B12). Para isso, é necessário que o Metil-THF seja 

sintetizado no organismo, etapa bioquímica fundamental sob controle da enzima 

N5,10-metileno-tetrahidrofolato redutase (MTHFR), que tem sua ação controlada por 

feed-back negativo pela S-Adenosil-Metionina (AdoMet), enzima da etapa de 

transmetilação (STIPANUK, 2006; SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2005; BERG; 

TYMOCZKO; STRYER, 2004). 

A enzima 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) converte o 5,10-

metileno-THF em 5-metil-THF responsável por fornecer grupos metil, que são 

adicionados à homocisteína para sua conversão em metionina na via de remetilação 

(Figura 7) (GOYETTE et al 1994; ROSENBLATT, 1995; VAN DER PUT et al., 1995; 

WONG et al., 1999). A enzima metionina-adenosil-transferase converte metionina e 

ATP em AdoMet que possui um íon sulfônico desestabilizado, sendo um potente 

agente alquilante. Embora o tetrahidrofolato possa carregar um grupo metil no seu N5, 

o mesmo grupo presente na AdoMet é cerca de 1000 vezes mais reativo (NELSON; 

COX et al., 2011).  

Ao doar o grupo metil a AdoMet se converte em S-adenosil-homocisteína 

(SAH) que é hidrolisada originando adenosina e homocisteína (COOPER, 1983; 

SELHUB, 1999; BOTTIGLIERI, 2005). Assim a AdoMet modula por feedback negativo 

a enzima 5,10-metileno-tetrahidrofolato-redutase (MTHFR). Dessa forma, altos níveis 

séricos de metionina e, consequentemente, de  AdoMet, inibem a formação de Metil-

THF reduzindo a conversão da homocisteína em metionina (JAKUBOWSKY, 2000; 

BEAUDIN; STOVER, 2007). 

 

 

1.8. Influência genética nas Fissuras Labiais com ou sem Fissura Palatina 

A presença de história familiar de fissurados implica em risco para as FL/P não-

sindrômicas, embora um padrão clássico de herança mendeliana não seja comumente 

presente (NATSUME et al., 2000; PRESCOTT et al., 2002; LEITE; KOIFMAN, 2009). 

O risco para parentes de primeiro grau de portadores de FL é 32 vezes maior quando 

comparado com indivíduos que não apresentam histórico familiar (SIVERTSEN et al., 

2000). A consanguinidade também configura como possível fator de risco (JAMILIAN 

et al., 2007; KANAAN et al., 2008; SHAWKY et al., 2013).  
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Figura 8 Metabolismo do ácido fólico simplificado. Em azul a enzima MTHFR que 
realiza a conversão do 5,10 metilenoTHF em 5-metilTHF que doa um grupo metil para 
conversão da homocisteína em metionina e posteriormente em SAM, que ao doar um 
grupamento de carbono para metilação do DNA se converte em SAH e depois em 
homocisteína recomeçando o ciclo. O 5,10-metilenoTHF tanto pode entrar na via de 
remetilação da homocisteína quanto na via de síntese de DNA. Fonte: SKIBOLA C.F. et 
al. (1999) (adaptado) 

 

Análises de segregação (MARAZITA et al., 1984) e estudos com gêmeos 

(MITCHELL, 2002), encontraram associação entre o polimorfismos do gene MTHFR e 

o risco para FL/P. A taxa de concordância para presença de FO entre gêmeos 

monozigóticos (40–60%) foi maior do que a encontrada entre gêmeos dizigóticos (3-

5%), sugerindo forte influência genética (LITTLE; BRYAN, 1986). 

 

1.8.1. Gene Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR) 

Um gene candidato como fator de risco para fissuras é o MTHFR, que está 

localizado no cromossomo 1 região 1p36.3, sendo constituído por 11 éxons. Seu 

produto protéico, a enzima MTHFR tem papel fundamental no metabolismo do folato, 

participando da via metabólica do ácido fólico, catalisando a redução de 5,10-

Metilenotetraidrofolato (5,10-metilenoTHF) para 5-Metiltetraidrofolato (5-metilTHF) 

(GOYETTE et al., 1994; FROSST et al., 1995) (Figura 7).  
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1.8.2. Polimorfismos no gene MTHFR 

Cerca de 99,5% do DNA entre os seres humanos é idêntico (GOLDSTEIN; 

CAVALLERI, 2005). A forma mais abundante de variação do DNA é o polimorfismo. 

Um polimorfismo de base única, SNP (SNP- Single Nucleotide Polymorphism) é a 

variação na sequência de DNA que ocorre quando um único nucleotídeo em uma 

determinada sequência difere entre indivíduos da mesma espécie ou entre os 

cromossomos homólogos de um mesmo indivíduo, com frequência do menor alelo 

(MAF) entre 1- 5% em toda população humana (SCHAFER; HAWKINS, 1998; 

KRUGLYAK; NICKERSON, 2001). Os polimorfismos podem ser utilizados para 

analisar marcadores para mapeamento, clonagem e identificação de genes 

causadores de doenças (THE HAPMAP CONSORTIUM, 2007). 

Entre os polimorfismos mais estudados do gene MTHFR estão o 1781G>A 

(rs2274976) no exon 11, o qual ocasiona a substituição de uma adenina por uma 

guanina no nucleotídeo 1781, resultando na substituição de uma arginina por uma 

glutamina na posição 594 do produto protéico (Arg594Glt) (RADY et al., 2002; 

BUFALINO, et al., 2010). O 1298A>C (rs1801131) outro SNP estudado como fator de 

risco para FO, consiste na transição de uma adenina para uma citosina no nucleotídeo 

1298, resultando na alteração de códon de glutamato para alanina na posição 429 

(Glu429Ala) (VAN DER PUT et al., 1998; WEISBERG et al., 1998).  

O polimorfismo mais estudado no gene MTHFR é o 667C>T (rs1801133), 

apresenta uma timina no lugar de uma citosina no nucleotídeo 667 ocasionando a 

substituição de uma alanina por uma valina na posição 222 do produto gênico 

(Ala222Val). Essa substituição tem como resultado uma enzima termolábil (FROSST 

et al.,1995) com redução de 30 a 70% de sua atividade catalítica (KANG et al., 1991) 

devido à perda do domínio catalítico dependente de FAD que é responsável pela 

conversão irreversível do metileno tetraidrofolato em metiltetrahidrofolato (KUTZBACH; 

STOKSTAD, 1971; FROSST, 1995; YAMADA et al., 2001; PEJCHAL et al., 2006). 

Esta é a variante mais amplamente associada como fator de risco genético para 

diversas patologias como doenças vasculares (KLUIJTMANS et al., 1996; FRIEDMAN 

et al., 1999), migrânea (SCHER et al., 2013), DTN (YAN et al., 2012), Síndrome de 

Down (RAI et al., 2006), câncer coloretal (ZHAO et al., 2013), câncer de mama 

(MARTIN et al., 2006) e FO  (PAN et al., 2012). 

 

1.8.3. Polimorfismo rs1801133 (677C>T) e as fissuras orais 

Ainda não há um consenso entre os resultados obtidos nos estudos que 

correlacionam as FO com o polimorfismo 677C>T. 
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Trabalho realizados em trios da Noruega e Irlanda não observaram 

transmissão preferencial da variante alélica 677T. Contudo as crianças cujas mães 

apresentaram a variante (alelo T) tiveram menor risco para FL/P (JUGESSUR et al., 

2003; MILLS et al., 2008). 

Em estudo caso-controle realizado na Irlanda e na Índia, o rs1801133 não foi 

associado às fissuras orais (MILLS et al., 2008; MURTHY et al., 2014). 

Semelhantemente no Brasil, estudo caso-controle com 77 fissurados caucasianos e 59 

mães brancas de fissurados não encontrou diferença entre o grupo caso e o grupo 

controle com relação à influência do alelo T, porém nesse trabalho o grupo controle foi 

constituído de mães saudáveis de crianças com desordem neuromuscular (GASPAR 

et al., 1999). Análise realizada na Irlanda não encontrou correlação entre o alelo T e o 

risco par fissuras (MILLS et al., 2008), como também não houve diferença na 

frequência do genótipo variante nas mães, nos pais e nos indivíduos afetados em 

população caucasiana (BLANTON et al., 2000; 2002). 

O alelo T tanto em homozigose quanto em heterozigose aumentou o risco para 

FL/P na população Indiana, na Tuquia e no Sul da China (ALI, 2009; HAN et al., 2011; 

ASLAR et al., 2013). Na Argentina, foi observado que o alelo T em homozigose se 

mostrou três vezes mais frequente no grupo caso do que no grupo controle 

(TOLAROVA et al., 1998). 

Um estudo brasileiro observou que para que ocorra risco para fissuras é 

necessária interação gene-gene, sendo a variante do gene MTHFR representaria fator 

de risco teratogênico dependendo do genótipo BCL3 do feto (GASPAR et al., 2004). 

De forma semelhante, indivíduos portadores de ambos os polimorfismos, 677C>T e 

1298A>C tem mais chances de desenvolver DTN que aqueles que apresentam um 

deles ou nenhum (RELTON et al., 2004). 

Ao analisar trios do Norte e do Sul da China, observou-se uma moderada 

associação entre o polimorfismo 677C>T e ocorrência de fendas labiais e/ou palatinas 

em famílias do norte da China, mas o mesmo não foi observado em famílias do sul. Os 

autores sugeriram que a ancestralidade diversa entre as duas populações justificaria 

estes resultados (ZHU et al., 2006). 

Também foi observado que as mães dos fissurados apresentavam maior 

prevalência do genótipo CT (p = 0,02) ou TT e (p = 0,01) quando comparadas com as 

mães do grupo controle em dois trabalhos realizados na Itália, (MARTINELLI et al., 

2001; PEZZETTI et al., 2004). Em mães brancas de afetados do Reino Unido também 

houve maior prevalência do genótipo TT (31%), quando comparado com a frequência 

desse genótipo em mães do grupo controle (12%) (PRESCOTT et al., 2002). Na 
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Turquia mães com genótipo TT apresentavam risco aumentado para gerar crianças 

com FL/P (SEMIÇ-JUSUFAGIÇ et al., 2012; ASLAR et al., 2013)  

Entre os afetados da Irlanda a frequência da variante homozigota TT 

apresentou maior frequência do que no grupo controle (p = 0,02) (MILLS et al., 1999), 

porém não foi encontrada associação entre o rs1801133 e FLP em análise caso-

controle (OR 1.08; CI: 0.78–1.50), e o alelo T não foi preferencialmente transmitido (p 

> 0,05). A falta de consenso entre os estudos pode ser devida a diferenças genéticas, 

fatores nutricionais ou tamanho da amostra (MILLS et al., 2008).  

Dois estudos realizados na mesma época avaliaram a incidência do 

polimorfismo 677C>T em homozigose em diferentes grupos étnicos no Brasil, sendo 

que em um dos estudos foi observado 9,8% entre brancos, 20% entre asiáticos, 7,8% 

entre indígenas e 2% entre negros (FRANCO et al., 1998). Outro estudo obteve 

resultado similar, evidenciando a frequência de 10,3% em brancos, 1,45% em negros 

e 1,2% em indígenas, porém não incluiu os asiáticos (ARRUDA et al., 1998). 

Em outros trabalhos, o risco para FL/FLP associado ao polimorfismo pode estar 

relacionado com a baixa ingesta de acido fólico (VAN ROOIJ et al., 2002). No México 

um estudo caso-controle realizado com 132 pacientes com FL/P e 370 controles, 

indicou que a ingesta de folato materna e o genótipo TT da criança reduz o risco 

indicando um efeito protetor para FL/P, um independentemente do outro (ESTANDIA-

ORTEGA et al., 2014). 

A presença do alelo 677T está relacionada à redução da capacidade catalítica 

da enzima MTHFR o que pode comprometer processos dependentes do metabolismo 

de um carbono como a síntese de DNA e de aminoácidos, metabolismo da 

homocisteína e metilação do DNA (JAMES, 1999; BAILEY, 2000; ZEISEL, 2009; 

LOPREATO et al., 2008; PICKELL et al., 2009). A interferência nesses mecanismos 

relacionados ao metabolismo do ácido fólico pode influenciar o desenvolvimento fetal 

(PICKELL et al., 2009). Estas informações sugerem que alterações na enzima 

MTHFR, interferem de alguma maneira no desenvolvimento de fissuras (SHAW et al., 

1998; GASPAR et al., 1999; MILLS et al., 1999; MARTINELLI et al., 2001; BLANTON 

et al., 2002; PRESCOTT et al., 2002; JUGESSUR et al., 2003; VAN ROOIJ et al., 

2003). 

Acredita-se que um mesmo polimorfismo genético pode conferir proteção ou 

risco para o desenvolvimento das FL/P em populações de diferentes ancestralidades. 

É importante destacar que vários dos polimorfismos relacionados à pacientes com 

FL/P em populações homogêneas como as europeias, asiáticas e africanas não se 

confirmaram na população brasileira, em decorrência, provavelmente, da 
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miscigenação de nossa população, composta por uma mistura de europeus, africanos 

e índios nativos (ALVES-SILVA et al., 2000; VIEIRA et al., 2002).  

O presente trabalho foi baseado nas seguintes premissas: a) na literatura há 

resultados controversos sobre o papel do polimorfismo 677C>T no gene MTHFR com 

o risco de desenvolvimento de FL/P na população mundial; b) ausência de estudos 

Brasileiros estatisticamente robustos sobre a correlação entre o alelo polimórfico 

677C<T no gene MTHFR e o risco de desenvolvimento de fissuras orais. 
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2. OBJETIVOS 

1.1. Objetivo geral 

Analisar a relação do polimorfismo rs1801133 (677C>T) no gene MTHFR e o risco 

de fissuras labiais e labiopalatinas na população brasileira. 

  

1.2. Objetivos específicos 

 Estimar a ancestralidade dos indivíduos incluídos no estudo 

 Comparar a frequência alélica e genotípica do polimorfismo 677C>T do 

gene MTHFR em pacientes fissurados e controles através de estudo de 

caso controle 

 Analisar o perfil de transmissão do alelo MTHFR 677T dos pais 

heterozigotos para filhos afetados em estudo TDT 

 Averiguar a ocorrência de origem parental preferencial do alelo T 

transmitido dos pais heterozigotos para os filhos fissurados. 
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CAPÍTULO I: ARTIGO CIENTÍFICO submetido à revista: Journal of Medical 

Genetics 
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Abstract  

Background The MTHFR 677C>T variant (rs1801133) has been analysed as a 

putative genetic risk factor for oral clefts within various populations worldwide. To test 

the role of the MTHFR 677C>T variant in nonsyndromic cleft lip with or without cleft 

palate (NSCL/P) predisposition in the Brazilian population, we conducted a study 

combining a family-based association test (transmission disequilibrium test-TDT) and a 

structured association analysis (case-control study) based on the individual ancestry 

proportions. 

Methods The rs1801133 polimorphism was genotyped in 197 trios with NSCL/P, 318 

isolated samples of NSCL/P and 598 healthy controls using the TaqMan 5′-

exonuclease allelic discrimination assay. Genomic ancestry was characterized by a set 

of 40 biallelic short insertion/deletion markers. 

Results TDT revealed a strong association of rs1801133 polymorphism with case-

parent trios of NSCL/P (p=0.002) and non-syndromic cleft lip and palate (NSCLP, 

p=0.001), but not with non-syndromic cleft lip (NSCL). Analyses of parent-of-origin 

effects demonstrated modest excess transmission of the risk allele from mothers of 

NSCLP (OR: 1.47, 95% CI: 1.10-2.14, p=0.04). The structured case-control analysis 

supported these findings, revealing that the risk T allele was significantly more frequent 

in NSCL/P group (OR: 1.37, 95% CI: 1.12-1.69, p=0.002) and NSCLP (OR: 1.41, 95% 

CI: 1.12-1.79, p=0.01) than the control group. 
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Conclusions Our findings provide evidence for the involvement of rs1801133 in the 

development of NSCL/P in the Brazilian population, and reinforce the importance of 

genetic screening in populations at risk in order to optimize the implementation of 

preventive strategies. 

 
Key words: nonsyndromic cleft lip palate, MTHFR polymorphism, Case-Control 
Studies, transmission disequilibrium test. 

  

http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2014/MB_cgi?term=Case-Control%20Studies
http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2014/MB_cgi?term=Case-Control%20Studies
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INTRODUCTION 

Non-syndromic oral clefts are a common facial congenital defect with 

distressing consequences.[1,2] Anatomically, non-syndromic oral clefts include three 

phenotypes: cleft lip only (NSCL), cleft lip and palate (NSCLP) and cleft palate only 

(NSCP). NSCL and NSCLP are typically grouped together in the non-syndromic cleft lip 

with or without cleft palate (NSCL/P) group due to the similarities in both epidemiologic 

characteristics and embryologic timing.[3] The etiology is not completely understood, 

but the influence of environmental and genetic factors is clear.[2-5] 

Folic acid deficiency has been considered an orofacial clefts risk.[6] Folate acts 

as donor and acceptor carbon units in processes such as remethylation of 

homocysteine to methionine [7-9] nucleic acids and amino acids synthesis, and DNA 

methylation.[10,11] MTHFR is a key enzyme in folate metabolism [12] that catalyzes 

the reduction of 5,10-methylenetetrahydrofolate (5,10-CH2-THF) to 5-

methyltetrahydrofolate (5-CH3THF) [7,13] A putative genetic risk factor for oral clefts is 

the MTHFR 677C>T variant (rs1801133) that entails a change in a valine instead of an 

alanine in the protein product and increases the dissociation of FAD cofactor due to the 

loss of the quaternary structure of the enzyme.[13-16] The resulting thermolabile 

protein presents a reduction of 30% to 70% of the catalytic activity,[13, 17] impairing 

one-carbon metabolism-dependent processes such as decompensation of nucleotides, 

abnormal methylation and hyperhomocysteinemia.[18] By using a transmission 

disequilibrium test (TDT) and case control-analysis structured by the genetic ancestry 

variation, this is the first Brazilian study  showing an association of rs1801133 T allele 

and NSCL/P risk. 
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METHODS 

Sample 

Patients with clefts as well as healthy controls are from four Brazilian states: 

Bahia and Paraíba, Northeast Region, Paraná, South Region and Minas Gerais 

Southeast Region. The NSCL/P group and the trios (probands and their parents) were 

from the Hospital Universitário Lauro Wanderley (HULW) in Paraíba, the Associação 

de Portadores de Fissura Lábio Palatal de Cascavel – (APOFILAB) in Paraná, the 

Centrinho do Hospital Santo Antônio das Obras Assistenciais Irmã Dulce in Bahia, and 

from the Centro de Reabilitação de Anomalias Craniofaciais da Universidade de 

Alfenas (Centro Pró-Sorriso – Centrinho) in Minas Gerais estate. This study included 

318 in the NCL/P group (101 NSCL and 217 NSCLP) and the control group included 

598 unrelated healthy individuals without family history of congenital malformations or 

oral clefts. The TDT analysis included 197 informative trios (58 NSCL and 139 

NSCLP). Syndromic clefts and CPO were excluded. All volunteers included in this 

research signed an informed consent. In the state of Paraíba, the project was approved 

by the Ethics Committee in Research of the University Hospital Lauro Wanderley  (CEP 

/ HULW). In the other states the research was approved by the FOP-UNICAMP 

Research Ethics Committee. 

 

Polymorphism genotyping and estimation of the genomic ancestry 

Genomic DNA was isolated from the buccal mucosa cells, obtained by mouthwash with 

a solution of 3% sucrose using a salting-out protocol which was performed according to 

the method previously described in AIDAR; LINE.[19] Genotyping of rs1801133 in 

MTHFR was carried out in the StepOnePlus Real-Time PCR platform (Applied Biosys 

tems) using the TaqMan 5’-exonuclease allelic discrimination assays obtained from 

Applied Biosystems through their assay-on-demand service. Genotyping analyses 

were randomly repeated in 10% of the samples for the polymorphisms. To determine 

the genomic ancestry of each individual, samples were genotyped for a set of 40 

biallelic short insertion/deletion polymorphisms previously validated as ancestry 

informative markers. [20] 

 

Statistical analysis  

 The transmission disequilibrium test (TDT) was performed with the aid of the 

software FBAT (Family Based Association Test). This test aims to verify genotype-

phenotype association from the differential transmission of alleles using normal 

heterozygous parents and at least one affected child. Parent-of-origin effects were 
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examined as described by.[21] To determine the genomic ancestry of each individual, 

Structure software was used [22] in a model assuming K53 parental populations based 

on the tri-hybrid origin of the Brazilian population. Samples with prespecified population 

of origin (European, Sub-Saharan African, and Amerindian reference populations from 

Marshfield Clinic Collection) were also incorporated to assist the software in the 

ancestry estimation. Following ancestry assessment, STRAT was used to test the 

association, conditioning on the individual ancestry proportions.[23] For the case–

control analysis, deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was assessed through chi-

square test. The frequency distribution of alleles and genotypes under unrestricted, 

dominant and recessive genetic models was compared using cross-tabulation and 

Fisher exact test. The odds ratio associated with 95% confidence interval was also 

calculated. The p value of 0.05 was considered statistically significant. 

 

RESULTS 

We verified the association between rs1801133 and the risk of NSCL/P and 

NSCLP. TDT analysis showed a significant overtransmission of the rs1801133 T allele 

in NSCL/P (p=0.57) and NSCLP (p=0.001), but not in NSCL (p=0.057) (Table 1). The 

transmission of the T allele from the mother occurred more frequently than from the 

father in NSCLP. No transmission preference was observed in NSCL/P (Table 2). 

The case-control analysis structured by genomic ancestry is presented in table 3. 

The ancestry distribution of the control group was estimated in 87.9% of European, 

10.3% of African and 1.8% of Amerindian. In the NSCL/P group this was estimated in 

85.7% of European, 12.7% of African and 1.6% of Amerindian. In the NSCLP group it 

was estimated in 86.8% of European, 11.7% of African and 1.5% of Amerindian. In the 

NSCL/P group was estimated at 85.7% of European, 12.7% of African and 1.6% of 

Amerindian. In the NSCL group it was estimated in 86.3% of European, 12.1% of 

African and 1.6% of Amerindian. 

The genotype distribution of the rs1801133 polimorphism did not deviate from 

expectation based on the Hardy-Weinberg equilibrium in both control (p=0.49) and 

NSCL/P (p=0.79) groups. The frequency of the rs1801133 T allele was significantly 

more frequent in the NSCL/P (p=0.002) and NSCLP (p=0.01) groups than controls, 

yielding odds ratios of 1.3 (95% CI, 1.12–1.69) in NSCL/P and 1.41 (95% CI, 1.12–

1.79) in NSCLP. 

The CT genotype was found in 38.7% of the control group, 45.6% in the NSCL/P 

group (p=0.01) 45.6% in the NSCL (p=0.13) and 45.6% in the NSCLP (p=0.02) 

samples. The TT genotype appeared in 8% of the control group, 11.3% in NSCL/P 

(p=0.02), 9.9% in NSCL (p=0.31) and 12% in the NSCLP (p=0.2) samples. 
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The odds ratio for carriers of the T allele compared with those with CC genotype 

(dominant model) was 1.51 (CI, 1.14–1.98; p=0.004) in NSCL/P, 1.41(CI, 0.93–2.17; 

p=0.53) in NSCL and 1.54 (CI, 1.13–2.12; p=0.006) in NSCLP. No difference was 

identified in CT or TT genotype frequencies in the NSCLP and control groups. The T 

allele frequency resulted in an odds ratio of 1.28 (CI, 0.94–1.77; p= 0.05), indicating a 

borderline significance. 

 

DISCUSSION 

In the present study, rs1801133 T allele is present in higher frequency in NSCL/P, 

NSCLP, but not significantly in NSCL. Studies of meta-analysis demonstrated 

rs1801133 T allele as being associated with an increased risk of NSCL/P in the Asian 

population,[24] and maternal rs1801133 TT genotype being associated with NSCL/P 

offspring.[25] Studies conducted in California, the Netherlands, France and Norway 

found no association between maternal and offspring rs1801133 genotype, the intake 

of folic acid and the risk of clefts.[26-29] In the Brazilian population, the role of MTHFR 

rs1801133 in NSCL/P was previously analyzed in proband and mother case-control 

design;[31,32] mother samples only;[33] and proband case-control/TDT,[34] but no 

evidence of association was found. The sample size, low geographic coverage and the 

lack of an approach that reduces the effects of population stratification may have 

influenced the results of these studies.  

In the TDT approach, the rs1801133 T allele was preferentially transmitted from 

heterozygous parents to the proband carrier NSCL/P (p=0.02) and the T allele was 

preferentially originated from mothers (p=0.04). Thus, the doubly unfavorable 

environment due to the presence of the T allele in both the mother and child may 

present a risk of NSCL. Studies conducted in China also found that the T allele was 

preferentially transmitted in the northern region, but not in the southern.[35,36]  TDT 

analyses conducted in Brazil and Italy have found no preferential transmission of the T 

allele, even though studies with negative results claim that this allele is present mostly 

in mothers of probands compared with controls, suggesting that the T allele interferes 

with folic acid metabolism and hence the predisposition to NSCL/P.[34, 37]  
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Table 1. Transmission disequilibrium test (TDT) of rs1801133 in MTHFR in parent trios of this study. 

 NSCL/P NSCL NSCLP 

MAF (T allele) 0.279 0.285 0.275 

Genotype (CC/CT/TT)    

Proband (%) 57.6/35.7/6.7 50.9/43.8/5.3 60.9/31.9/7.2 

Father (%) 50.5/42.3/7.2 49.1/45.6/5.3 52.2/39.7/8.1 

Mother (%) 49.4/41.8/8.8 50.9/42.1/7.0 48.2/42.4/9.4 

T/NT 77/51 24/16 53/35 

p value 0.002 0.57 0.001 

MAF: minor allele frequency, T/NT: transmission/non-transmission counts, NSCL/P: non-syndromic cleft lip with or without cleft palate, NSCL: 

non-syndromic cleft lip, NSCLP: non-syndromic cleft lip and cleft palate. 
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Table 2. Parent-of-origin transmission of the T risk allele of MTHFRrs1801133 polymorphism in the trios of this study. 

 Maternal Allele 

OR (95% CI)/p value 

Paternal Allele 

OR (95% CI)/p value 

NSCL/P 1.29 (0.94-1.77)/0.12 0.82 (0.68-1.67)/0.25 

NSCL 1.14 (0.58-1.87)/0.89 0.95 (0.42-1.68)/0.93 

NSCLP 1.47 (1.10-2.14)/0.04 0.69 (0.48-1.89)/0.20 

NSCL/P: non-syndromic cleft lip with or without cleft palate, NSCL: non-syndromic cleft lip, NSCLP: non-syndromic cleft lip and cleft palate. 
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Table 3. Distribution of the alleles and genotypes of rs1801133 in MTHFR in the case and control groups. Values of p were based on structured 

association. 

 Ancestry (%) 

Eur/Afr/Am 

MAF Genotype (%) 

CC/CT/TT 

ORallele (95% CI) 

p value 

ORHet (95% 

CI) 

p value 

ORHom (95% CI) 

p value 

ORDom (95% CI) 

p value 

ORRec (95% 

CI) 

p value 

Control 87.9/10.3/1.8 0.273 53.3/38.7/8.0 Reference Reference Reference Reference Reference 

NSCL/P 85.7/12.7/1.6 0.341 43.1/45.6/11.3 1.37 (1.12-1.69) 

0.002 

1.46 (1.10-

1.94) 

0.01 

1.74 (1.08-

2.80) 

0.02 

1.51 (1.14-1.98) 

0.004 

1.46 (0.92-

2.30) 

0.10 

NSCL 86.8/11.7/1.5 0.327 44.6/45.5/9.9 1.28 (0.94-1.77) 

0.05 

1.40 (0.90-

2.20) 

0.13 

1.47 (0.69-

3.11) 

0.31 

1.41 (0.93-2.17) 

0.10 

1.26 (0.61-

2.57) 

0.53 

NSCLP 86.3/12.1/1.6 0.348 42.4/45.6/12.0 1.41 (1.12-1.79) 

0.01 

1.48 (1.06-

2.06) 

0.02 

1.87 (1.10-

3.18) 

0.02 

1.54 (1.13-2.12) 

0.006 

1.56 (0.94-

2.58) 

0.08 

Eur: European, Afr: African, Am: Amerindian, MAF: minor allele frequency, NSCL/P: non-syndromic cleft lip with or without cleft palate, NSCL: 

non-syndromic cleft lip, NSCLP: non-syndromic cleft lip and cleft palate.  
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The negative result in NSCL samples could be a sample size artifact.[38] In a 

case-control design study conducted in Ireland, rs1801133 TT genotype was 

associated with NSCP and NSCL offspring in non-Hispanic white women.[30]  

European, African and Amerindian are the ethnic bases of the Brazilian 

population, which after 500 years of miscegenation between European colonizers, 

African slaves and autochthonous Indians, resulted in the heterogeneity of the current 

population.[39] In this study a higher prevalence of descendants of Europeans (86.3%), 

followed by African (12.7%) and Amerindians (1.6%) was observed, both in the test 

group and in the control group. This proportion is consistent with that reported in the 

literature.[5, 40-42] 

Studies involving Asian ancestry supported the fact that NSCL/P more 

commonly affects descendants of Asian or Amerindian origin (1/500 live births), those 

of European ancestry have intermediate prevalence (1/1000) and African descendants  

are less commonly affected (1/2, 500).[12, 43-46] The heterogeneity of the occurrence 

of oral clefts among the populations studied may indicate that genetic susceptibility can 

vary according to the population studied.[47] Taken together, Brazilian miscegenation 

and the heterogeneity of NSCL/P occurrence, justify the ancestry analysis of ethnically 

mixed populations approach to avoid interpretation bias.[48, 49]  

This is the first study that correlates MTHFR rs1801133 T allele and NSCL/P in 

the Brazilian population. This is the second MTHFR locus identified; rs2274976, a 

variant allele, which impairs enzymatic activity, [50] is also an important risk factor for 

the pathogenesis of NSCL/P in Brazil, yielding a 3.91 odds ratio in a dominant 

model.[33, 49] 

This study presents a robust experimental design; two approaches have been 

used, which provides a more reliable result, reducing possible biases resulting from 

population stratification. The weaknesses of the study were the lack of data on the 

status of plasma folate. 
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3. CONCLUSÃO 

O alelo T foi preferencialmente transmitido no grupo FL/FLP e FLP, mas não 

pra FL isolada. 

 

No grupo FLP o alelo T transmitido apresentou origem preferencial materna, 

porém nenhum outro grupo apresentou preferencia de origem parental materna 

ou paterna. 

 

Tanto no grupo teste quanto no grupo controle, houve maior prevalência da 

ancestralidade Europeia. 

 

A frequência do menor alelo, frequência do alelo T, foi maior no grupo dos 

fissurados, tanto em heterozigose como em homozigose, quando comparado 

ao grupo controle. 

 

Os resultados obtidos pelo TDT foram confirmado pelo estudo caso-controle , 

nos quais o polimorfismo 677C>T no gene MTHFR configura risco para fissuras 

orais na população Brasileira. 
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4. RELEVÂNCIA DO TRABALHO 

• Primeiro estudo brasileiro que encontra significancia estatistica entre o 

polimorfismo 677C>T no gene MTHFR com o risco de FL/P 

• Diferenciais 

– Relevante poder estatístico 

– Abordagem familiar x Abordagem populacional 

– A pesquisa abrange ampla área geográfica 
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ANEXO A – Certidão Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Lauro 
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