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RESUMO 

A Fissura oral (FO) é uma malformação craniofacial comum na espécie 

humana. Tem uma prevalência mundial de 1 a cada 600 nascidos vivos, sendo que 

esses dados variam segundo a região geográfica. Ocorrem devido à formação 

incompleta do lábio e/ou palato no processo da embriogênese facial. Crianças 

afetadas precisam de cuidados multidisciplinares. Clinicamente, os pacientes têm 

dificuldades na alimentação, fala, audição, deglutição, respiração e problemas 

odontológicos, além de sequelas sociais e psicológicas durante a vida adulta. A 

etiologia dessa malformação facial não está ainda totalmente esclarecida, em parte 

pela complexidade e diversidade dos mecanismos moleculares envolvidos durante o 

processo de embriogênese, além da influência dos fatores ambientais.  

Desde a década de 80 estudos moleculares têm sido realizados para testar o 

envolvimento de genes no crescimento dos processos faciais. Acredita-se que há 

interação, pelo menos parcial, dos seguintes genes: TGFA, TGFB 2 e 3 MSX1 e 2, 

BCL3, RARA, MTHFR,  IFR6, BARX1, DLX  SHH e TP63. 

TGFA foi um dos primeiros genes estudados, sendo que os resultados 

demonstraram associação entre dois RFLP do gene TGFA (alelo C2 no sítio de 

restrição da Taq I e o alelo A2 no sítio da BamHI). Sua relevância biológica como 

candidato para FO é amparada por seu padrão de expressão em tecidos palatinos, 

especialmente na junção mediana e mesênquima subjacente palatino, 

principalmente no momento da fusão dos tecidos, pois promove a síntese de matriz 

extracelular e migração de células mesenquimais. O gene TGFA parece ter um 

papel importante em alguns grupos, principalmente quando associado a fatores 

ambientais, principalmente uso de álcool e fumo durante idade gestacional. 
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Este estudo teve como objetivo avaliar o papel do polimorfismo TGFA/ Taq I e 

fatores ambientais em fissuras orais não sindrômicas. Foram incluídos neste estudo 

175 núcleos familiares sendo que 96 trios completos. Dos propósitos 52% eram 

homens. As Fissuras de lábio e/ou palato (FL/P) foram mais frequentes em homens 

(56,5%) enquanto que fissura de palato isolado (FPI) foi mais frequente em 

mulheres. Conforme dados observados na literatura. Foi também observada maior 

proporção de FL/P (147 casos) comparado com FPI (28 casos). Neste estudo nós 

não encontramos associação do polimorfismo TGFA/TaqI com fissuras orais, pois o 

TDT não foi estatisticamente significativo (p=0,335). Quando comparado os fatores 

ambientais (exposição ao álcool e ao fumo durante o período gestacional) com o 

genótipo e o fenótipo do propósito, nós também não encontramos diferença 

significativa entre os grupos de propósitos expostos e não expostos.  

A identificação de outros fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento 

craniofacial poderá ajudar a entender os fatores genéticos envolvidos em fissuras 

orais. Nós também não encontramos evidência da exposição ao álcool e ao fumo em 

fissuras, entretanto a baixa prevalência desses fatores na nossa população poderia 

ter contribuído para este achado. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Fissura oral (FO) é uma malformação craniofacial comum na espécie 

humana. Tem uma prevalência mundial de 1 a cada 600 nascidos vivos, sendo que 

esses dados variam segundo a região geográfica (Jugessur et al., 2009). Em geral, é 

uma malformação isolada, isto é, não sindrômica e incluem fissura labial (FL), fissura 

palatina (FP) ou fissura labial associada ou não a fissura palatina (FL/P) (Mossey et 

al., 2009). 

Ocorrem devido à formação incompleta do lábio e/ou palato no processo da 

embriogênese facial. Compreendem uma variedade de desordens que afetam os 

lábios, as cavidades orais e nasais. Clinicamente, os pacientes têm dificuldades na 

alimentação, fala, audição, deglutição, respiração e problemas odontológicos, além 

de sequelas sociais e psicológicas durante a vida adulta (Jugessur el al., 2009; 

Mossey et al.,2009). 

Essa malformação representa um problema de saúde pública de médio e 

longo prazo (Jugessur et al., 2009). São anomalias que causam transtornos 

psicológicos e funcionais importantes aos seus portadores. Observações clínicas e 

resultados de pesquisas sugerem que crianças afetadas e seus familiares 

experimentam estresse crônico de ordem física, emocional e social (Sandrini et al., 

2005), além de chamar a atenção para o ônus econômico que essa malformação 

acarreta, já que demanda tratamento cirúrgico reconstrutivo e corretivo, 

odontológico, fonoaudiológico, médico e psicológico (Murray et al.,2002; Bertoja et 

al., 2008; Lie et al, 2008). 

Crianças afetadas precisam de cuidados multidisciplinares do nascimento até 

a vida adulta, além de ter maior taxa de morbidade e mortalidade comparada com 
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indivíduos não afetados (Mossey et al., 2009), sendo que existem relatos que as 

fissuras orais podem estar relacionadas com aumento no risco de câncer (Zhu et al., 

2002). 

A etiologia dessa malformação facial não está ainda totalmente esclarecida, 

principalmente as de origem não sindrômicas, em parte pela complexidade e 

diversidade dos mecanismos moleculares envolvidos durante o processo de 

embriogênese, além da influência dos fatores ambientais. Os fatores genéticos são 

considerados de grande importância, devido ao risco de recorrência destas 

malformações em descendentes dos afetados (Sandrini et al., 2005; Martelli-junior et 

al., 2006), 

As Fissuras orais, também, estão relacionadas aos fatores ambientais, origem 

geográfica e estatus socioeconômicos. Entre os fatores ambientais, o uso do cigarro 

durante a gestação é o mais estudado,  seguido pelo uso do álcool (Shi et al., 2007). 

O conhecimento de fatores genéticos e ambientais pode contribuir para o 

entendimento desta malformação assim como ajudar no aconselhamento genético 

destas famílias. A necessidade de várias intervenções na área da saúde associadas 

à alta prevalência justifica a importância do estudo das causas das fendas orofaciais. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Embriologia  

Alterações no processo do desenvolvimento normal da face podem levar a 

malformações da face, acarretando profundas consequências tanto clínicas (sobre a 

fisionomia, respiração, sucção, deglutição, mastigação e fala) quanto sociais 

(Wyszynski, 2002). Para melhor entendimento da gênese destas malformações é 

importante lembrar do padrão normal de desenvolvimento da face na espécie 

humana. 

2.1.1.Desenvolvimento do palato primário 

A formação do palato primário determina o desenvolvimento do lábio superior 

e a porção anterior do palato. O desenvolvimento facial normal é, inicialmente, 

demarcado pelo aparecimento da placa précordal na extremidade cefálica do disco 

embrionário formando o estomodeo em torno do 14º dia pós-concepção. A face 

primordial é formada a partir da migração das células ectodérmicas da crista neural 

combinadas com as células mesodérmicas (Wyszynski,2002). 

Em torno do 28º dia pós-concepção formam-se espessamentos na eminência 

frontal decorrente da migração e da proliferação mitótica do ectomesênquima. Os 

primeiros espessamentos são os placódios olfatórios que migram anteriormente 

delimitando o orifício nasal estabelecendo os processos nasal lateral e nasal medial 

bilateralmente. Entre os dois processos nasais mediais encontra-se uma depressão 

denominada processo frontonasal. Os processos nasais mediais e frontonasais 

esquerdo e direito juntamente com os processos maxilares formarão a porção média 
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do nariz, do lábio superior, porção anterior do maxilar e o palato primário. O lábio 

inferior é formado pelos dois processos mandibulares (figura 1) (Ten Cate, 2001; 

Katchurian, 2004). 

 
Figura 1. Desenvolvimento do lábio, demonstrando que o lábio é composto pelos 
processos frontonasal (1), maxilar esquerdo (2), mandibular esquerdo (3), 
mandibular direito (4) e maxilar direito (5) (adaptado de Lettieri, 1993) 

2.1.2. Desenvolvimento do Palato Secundário 

O palato secundário desenvolve-se após a formação do palato primário. As 

cavidades oral e nasal são separadas até a 12ª semana gestacional. É um 

componente essencial para a respiração, mastigação, deglutição e fala. O palato 

secundário é composto pelo palato duro (porção anterior) e palato mole (porção 

posterior) (Wyszynski,2002). 

A formação do palato secundário, no inicio da sexta semana de gestação, 

decorre da fusão medial das cristas palatinas, formadas a partir dos processos 

maxilares (Wyszynski,2002).  As cristas palatinas ou processos palatinos 

inicialmente estão direcionadas para baixo, a cada lado da língua. A porção anterior 

do palato duro forma-se como uma extensão da pré-maxila (processo palatino 

medial). Com o contínuo crescimento, ocorre um rebaixamento aparente da língua, 
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permitindo que os processos palatinos laterais avancem em direção à linha média 

formando a parte posterior do palato duro e o palato mole, fundindo-se entre si e 

com o palato primário constituindo o palato secundário (figura 2) (Ten Cate, 2001; 

Katchurian, 2004). 

A movimentação e o fechamento dos processos palatinos envolvem uma 

força intrínseca cuja natureza não foi claramente determinada. Sugere-se que há 

relação com a grande quantidade de proteoglicanos e de fibroblastos contráteis da 

região. Outro fator envolvido com o fechamento do palato secundário é o 

deslocamento da língua do espaço entre as cristas palatinas devido ao padrão de 

crescimento da cabeça (Ten Cate, 2001; Katchurian, 2004). 

Figura 2. Fechamento esquemático do palato secundário (adaptado de Lettieri, 

1993). 

2.2. Epidemiologia 

As Fissuras Orais (FO) ocorrem devido à formação incompleta do lábio e/ou 

palato no processo da embriogênese facial. A FO compreende, em geral, uma 

malformação isolada, isto é, não sindrômica, porém pode estar associada a outras 

malformações, constituindo FO sindrômicas. Em estudo realizado no Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre 77,3% dos casos analisados eram de FO não sindrômicas e 

22,7% dos casos apresentavam outras anomalias associadas (Félix et al., 2002). 
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 Compreende uma das anomalias congênitas mais frequentes na espécie 

humana. A prevalência mundial é de 1 a cada 600 nascidos vivos (Mossey et al, 

2002). A variabilidade étnica demonstra associação com a prevalência de fissuras 

orais (Vieira et al., 2006). A incidência em descendentes de europeus é de 

aproximadamente 1 em cada 1000 recém-nascidos. Em asiáticos é em torno de 2 

em cada 1000 recém-nascidos, sendo a menor incidência em afrodescendentes: 

0,41 por 1000 recém-nascidos (Gorlin et al, 2001; Mossey, 2002). 

Devido às estruturas embriológicas distintas na gênese do lábio e palato, em 

geral as fissuras orais não sindrômicas são divididas em dois grupos: fissura labial 

associada ou não a fissura de palato (FL/P) e fissura de palato isolado (FPI) (figura 

3) (Vieira, 2006; Mossey, 2009). 

 A prevalência da FL/P, em geral, é de 1 em cada 1000 recém- nascidos. Na 

América Latina a incidência é de 1,11 em cada 1000 recém-nascidos e no Hospital 

de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) é de 1,2 em cada 1000 nascimentos (ECLAMC, 

2001). 

  A FPI é menos frequente que FL/P, tendo uma prevalência global de 0,65 

por 1000 nascimentos. A incidência de palato fendido na América Latina é 0,36 por 

1000 recém-nascidos e no Hospital de Clínicas de Porto Alegre de 0,38 por 1000 

recém-nascidos (ECLAMC, 2001). 

A fissura labial é mais frequente no sexo masculino que no feminino, numa 

razão de 2 para 1. É mais comum no lado esquerdo que no lado direito da face, 

sendo a razão de fissura labial unilateral esquerda, unilateral direita e bilateral de 

6:3:1. Vinte e um por cento dos casos envolve fissura labial isolada, 46% fissura 

labial associada à fissura palatina e 33% fissura palatina isolada (Gorlin,2001). 
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Figura 3. Fissuras orais não sindrômicas: (A) Fissura de Lábio, (B) Fissura de 
Palato, (C) Fissura de Lábio e Palato unilateral incompleta, (D) Fissura de Lábio e 
Palato unilateral completa e (E) Fissura de Lábio e Palato Bilateral completa. 
(adaptado de Mossey et al., 2009) 

 

2.3. Etiologia 

As FO apresentam etiologia multifatorial associando fatores genéticos e 

ambientais.  

A hipótese genética para as fissuras orais tem se modificado ao longo do 

tempo.  Inicialmente FPI era considerada de herança autossômica dominante com 

penetrância reduzida enquanto FL/P era possivelmente transmitida por um gene de 

penetrância variável de maneira dominante ou recessiva. Posteriormente, um 

modelo de variabilidade contínua foi sugerido, em um mecanismo poligênico ou de 

lócus único (Wyszynski , 1996). 

Comparado com outras anomalias congênitas, as FO tem uma alta taxa de 

recorrência familiar (Jugessur et al., 2009). Mitchell e Risch (1992) reanalizaram 

padrões de recorrência de vários estudos familiares para verificar o potencial de 

envolvimento de um gene maior na etiologia desta malformação. Os autores 

observaram um declínio no risco de parentes em segundo e terceiro grau e diferença 

entre gêmeos monozigóticos e dizigóticos, consistente com um  modelo de múltiplos 

loci.  
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Um em cada 5 casos de FO em diferentes populações tem história familiar 

positiva sugerindo um componente genético (Gorlin, 2001; Carini et al., 2007).  A 

hipótese é que a ocorrência de FO seja atribuída à herança multifatorial com efeito 

limiar (número mínimo de genes necessários para a manifestação da doença), ou 

seja a malformação é condicionada por vários genes com efeito fenótípico variável 

bem como fatores ambientais diversos (Sandrini et al.,2005; Bertoja et al.,2008). 

Estudos com gêmeos são informativos quando se trata de herança 

multifatorial. A concordância na expressão fenotípica entre gêmeos monozigóticos 

varia de 40% a 60%, sendo que entre os dizigóticos, essa concordância é em torno 

de 4,2% para FL/P. Estudos com FPI demonstraram que a diferença entre os grupos 

é menor (35% para gêmeos monozigótiocs e 7,8% para dizigóticos), sugerindo uma 

base genética maior para FL/P que FPI (Gorlin, 2001; Murray et al., 2002; Jugessur 

et al, 2009). 

Outros estudos reafirmaram o modelo oligogênico e sugerem que pelo menos 

3 a 4 genes poderiam ser responsáveis pela FL/P, através de componente 

multifatorial e/ou um gene maior (Farral e Holder, 1992).  

2.4. Genes Candidatos para fissura de lábio e ou palato 

Desde a década de 80 estudos moleculares têm sido realizados para testar o 

envolvimento de genes no crescimento dos processos faciais. Acredita-se que há 

interação, pelo menos parcial, dos seguintes genes: TGFA, TGFB2 e 3 MSX1, 

BCL3, RARA, MTHFR, IFR6, BARX1, DLX e SHH.  O controle molecular dos 

eventos de fusão que contribuem para a formação do palato primário e lábio parece 

implicar uma combinação de apoptose e transformação do epitélio mesenquimal, 

tem sido menos estudado. No entanto, acredita-se que estejam inclusos nesse 
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processo: os genes SHH, MSX1 e MSX2; as proteínas morfogenéticas ósseas e os 

fatores de crescimento de fibroblasto controlados, em parte, pelo gene TP63 

(Mossey et al., 2009). 

Vieira et al (2005) sugerem que mutações pontuais em FOXE1, GLI2, JAG2, 

LHX8, MSX1, MSX2, SATB2, SKI, SPRY2 e TBX10 podem ser causas raras de 

fissura labial com ou sem fenda palatina. Mutações pontuais em FOXE1, GLI2, 

MSX1, SATB2 e SPRY2 podem contribuir em 6% para o desenvolvimento das 

fissuras isoladas, particularmente aqueles com fenótipos mais graves (fissura 

bilateral de lábio com palato), e o teste de desequilíbrio de transmissão não 

demonstrou associação com as variantes próximas ou nos genes MSX2, JAG2 e 

SKI.  

Zucchero et al. (2004) realizou um estudo em FO com o gene IRF6, 

responsável pela síndrome de Van der Woude, uma patologia autossômica 

dominante caracterizada por fissura lábio palatina associada a fístulas no lábio 

inferior. Neste estudo, variantes polimórficas no gene IRF6 incluindo o polimorfismo 

V274I foram estudas em 10 populações com ascendência na Ásia, Europa e 

América do sul. Foi encontrada forte evidência de transmissão do alelo da valina (V) 

em todas as populações (P <109). Variações em IRF6 foram responsáveis por 12 % 

da contribuição genética para FLP e triplicou o risco de recorrência em famílias que 

já tiveram uma criança afetada. 

Rahimov et al. (2008) encontraram associação de uma variante na região 

promotora do gene IRF6  cujo alelo de risco rompe  o sítio de ligação do fator de 

transcrição AP-2� em fissura de lábio, principalmente em famílias européias. 

Em estudo feito por Marazita et al. (2009) encontraram associação de SNPs 

nos genes  IRF6 (1q32) e  FOXE1 (9q21), além disso os resultados foram mais 
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significativos quando a região do gene IRF6 foi associada a indivíduos com fissura 

palatina isolada, enquanto que a região no gene FOXE1 foi mais signifivativa com 

fissura de lábio e palato. 

Recentemente, uma triagem genômica confirmou a associação da região do 

gene IRF6 e também de regiões próximas aos genes MAFB, ABCA4 (regiões sem 

prévio relato) e ao cromossomo 8q24. Este estudo demonstrou que as famílias com 

ascendência européia apresentavam maior evidência nos marcadores em 8q24, 

enquanto que em famílias asiáticas apresentaram fortes evidências de associação 

com os marcadores para MAFB e ABCA4 (Beaty et al, 2010). 

2.5. Fatores ambientais 

Na embriogênese, antes da conclusão do palato primário, o processo nasal 

lateral tem um pico de divisão celular, dessa forma torna-se suscetível à ação dos 

teratógenos (Mossey et al., 2009). Estudos revisados por Murray (2002) demonstram 

que vários fatores ambientais estão envolvidos na FO. Entre eles estão a deficiência 

nutricional, exposição a fenitoína, ácido valpróico, talidomida, o uso do álcool, do 

cigarro bem como o uso de pesticidas e herbicidas como a dioxina. 

O cigarro contém um grande número de toxinas químicas. O seu uso durante 

a gestação é um fator de risco para FO. Little (2004) em uma meta análise, sobre a 

associação do efeito do tabaco materno nas fissuras orais, utilizando dados de 24 

estudos de caso controle encontrou um risco relativo de 1,34 (95% IC: 1,25 – 1,34) 

entre o fumo durante a gestação e FL/P e risco relativo de 1,22 (95% IC: 1,10-1,35) 

entre o tabagismo materno e FPI. 

Outros estudos realizados sobre o efeito do tabagismo e o risco de fissuras 

orais com os genes relacionados à desintoxicação dos componentes do cigarro 
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como: N-acetil transferase (NAT1 e NAT2), Citocromo P450 (CYP1A1) e S-

transferase (GST)- demonstraram um efeito de dose resposta no uso de tabaco no 

primeiro trimentre da gestação (Lie et al., 2008). Em seu estudo, Lie et al. (2008) 

verificou que o risco variou de 1,6 vezes para fumantes passivas para cerca de 2 

vezes quando a mãe utilizava mais de 10 cigarros ao dia. Entre os casos de FL não 

sindrômica essa evidência não foi significativa, entretanto, quanto à análise das 

variantes dos genes, neste estudo, não houve associação com FL/P, muito menos a 

interação com o fumo gestacional foi confirmada. Entretanto, Shi et al.(2007), 

observaram efeito do fumo nas variantes dos genes NAT2 e CYP1A1  (p=0.00003) e 

GSTT1 (p<0,001).  

A relação entre o uso de tabaco e o álcool durante o primeiro trimestre de 

gestação foi demonstrada em vários estudos. Lorente et al (2000), demonstraram 

um aumento do risco de FL/P com o uso de tabaco materno e o aumento do risco de 

FPI associado ao álcool, sendo que, o aumento no risco é proporcional à quantidade 

consumida dessas substancias. Outros  estudos de caso-controle não confirmaram 

associação significativa entre o consumo de álcool e o número mínimo de cigarros 

durante o primeiro trimestre de gestação  e FLP (Leite et al., 2009; Chevrier et al., 

2008). 

Altos níveis de álcool consumidos durante a gestação podem comprometer o 

desenvolvimento fetal. Estudo recente, utilizando modelo animal, evidenciou que a 

exposição ao álcool em idade gestacional pode afetar a expressão gênica via 

modificações epigenéticas (metilação do DNA) principalmente na síndrome de álcool 

fetal (Kaminen-Ahola et al., 2010). 
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2.6. TGFA  

O gene TGFA (Transforming growth factor alpha) é um fator de crescimento 

característico dos mamiferos. Ele está localizado no braço curto do cromossomo 2  

na região 2p13. Compreende 80 kilobases de DNA genômico e possui seis exons 

(Vieira et al.,2006).  

Durante o desenvolvimento craniofacial o TGFA é um potente mitógeno 

epitelial. Sua relevância biológica como candidato para FO é amparada por seu 

padrão de expressão em tecidos palatinos, especialmente na junção mediana e 

mesênquima subjacente palatino, principalmente no momento da fusão dos tecidos, 

pois promove a síntese de matriz extracelular e migração de células 

mesenquimais.(Vieira et al, 2006; Feng et al., 2009; Mossey et al., 2009). Em testes 

realizados in vitro, o gene TGFA promoveu síntese de matriz extracelular e migração 

de células mesenquimais garantindo, assim, a força do palato fusionado (Vieira et 

al., 2006). 

Em 1989, Ardinger et al., publicaram o primeiro estudo de associação de 

genes candidatos e FL/P. Os autores comparam em um grupo de 80 indivíduos com 

FL/P e 120 controles, a frequência de 12 fragmentos polimórficos de restrição 

(RFLP) de 5 diferentes loci: fator de crescimento transformador alfa (TGFA), fator de 

crescimento epidermal, receptor do fator de crescimento epidermal, receptor de 

glicocorticóide e receptor de estrogênio. Os resultados demonstraram uma 

associação entre dois RFLP do gene TGFA (alelo C2 no sítio de restrição da Taq I e 

o alelo A2 no sítio da BamHI). Desde então, vários trabalhos foram publicados 

demonstrando uma associação entre TGFA e FL/P (Chevenix-Trench et al., 1992; 

Holder et al., 1992; Hwang et al., 1995; Sassani et al., 1993), enquanto outros não 

confirmaram esta associação (Stoll et al., 1992; Jara et al., 1995, Shaw et al., 1996; 
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Bertoja et al.,2008). O alelo C2 no sítio de restrição da Taq I, corresponde a deleção 

de quatro pares de bases (TAAT). Aparentemente, tal polimorfismo do TGFA, não 

necessariamente indica presença de FL/P ou FPI, porém auxilia na caracterização 

do fenótipo, como em casos de fissuras incompletas ou completas e até mesmo na 

uni ou bilateralidade (Bertoja et al., 2008). 

Em estudos relacionados na população brasileira, Passos-Bueno et al. (2004) 

não encontraram associação entre a deleção do alelo C2  e FL/P ou FPI em estudo 

comparando três centros: São Paulo, Bauru e Ceará. O mesmo resultado foi obtido 

por Bertoja et al. (2008), numa análise de FL/P ou FPI na população do Rio Grande 

do Sul.  

Apesar dos resultados conflitantes, o gene TGFA parece ter um papel 

importante em alguns grupos, principalmente quando associado a fatores 

ambientais.  Hawng et al. (1995) estudaram o efeito do uso de tabaco materno ao 

alelo C2 do gene TGFA, observando uma razão de chance significativa em FPI para 

usuárias leves de tabaco, isto é, menos de 10 cigarros por dia (RC: 6,16; 95% IC 

1,09-34,7) e também para usuárias moderadas a pesadas de tabaco (RC: 8,69; 95% 

IC 1,57-47,8). Shaw et al. (1996) confirmaram estes dados para FL/P (RC: 6,5; 95% 

IC: 1,3-35,2) e FPI (RC: 9,2; 95% IC: 1,6-59,1) quando as mães usaram mais de 18 

cigarros ao dia. Romitti et al. (1999) não confirmaram a associação entre o alelo C2 

e uso de tabaco materno em FL/P, assim como Zeiger et al. (2005) que confirmaram 

apenas para FPI (tabela 1). 
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Tabela 1: Resultados de estudos relacionando o polimorfismo TGFA/ TaqI com o 
uso do tabaco durante a gestação 
 

Autores 
(Local do estudo) 

Fenótipo / 
genótipo da 

criança 

Quantidade 
de cigarros 

por dia 

 
Associação com fumo 

 
Menos de 10 

Sim 
(OR: 6,16; 95% IC 1,09-34,7) 

 

 
 

Hawng et al. 
(Maryland / EUA) 

 
 

FPI /C2C2 
 

Mais de 10 
Sim 

(OR: 8,69; 95% IC:1,57-47,8) 
  

 
FLP /com 

pelo menos 
um alelo C2 

 

 
 

Menos de 18 

 
Sim 

(OR: 6,5; 95% IC: 1,3-35,2) 

 
 
 

Shaw et al 
(Califórnia/EUA) 

  
FPI /com pelo 

menos um 
alelo C2 

 

 
 

Mais de 18 

 
Sim 

(OR: 9,2; 95% IC: 1,6-59,1) 

 
Romitti et al. 
(Iowa/EUA) 

 

 
FLP /com 

pelo menos 
um alelo C2 

 
- 

 
Não 

 
Zeiger et al 

(Meta analise) 
 

 
FPI /com pelo 

menos um 
alelo C2 

 
- 

 
Sim  

(OR:1,95; 95% IC:1,22-3,10) 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Geral 

Avaliar o papel do polimorfismo TGFA/ Taq I e fatores ambientais em fissuras 

orais não sindrômicas. 

3.2. Específicos 

3.2.1. Avaliar a associação do polimorfismo TaqI do gene TGFA em Fissuras orais 

não sindrômicas. 

 

3.2.2. Analisar os fatores ambientais como uso de álcool e tabaco durante a 

gestação em Fissuras Orais não sindrômicas. 

 

3.2.3. Avaliar a interação do polimorfismo TGFA/ TAq I e dos fatores ambientais 

maternos em pacientes com fissura orais não sindrômicas. 
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Association of TGFA/TaqI polymorphism and environmental factors in non-

syndromic oral clefts in Southern Brazil 

 

Abstract: 

Objective: to evaluate the association of TGFA/TaqI polymorphism and 

environmental factors in non-syndromic oral clefts 

Design and Setting: case-control study 

Participants: Data was collected from 175 non syndromic clefts case-parent triads 

recruited at the Cranio facial unit at Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA).  

Interventions: DNA was extracted from peripheral blood. TGFA/Taq I polymorphism 

was analyzed by PCR/RFLP with Taq I restriction enzyme. A questionnaire was used 

for gathering data on environmental factors. 

Results: We did not find evidence of association between the TGFA/TaqI 

polymorphism and clefting. We also did not find association with TGFA/TaqI 

polymorphism and environmental factors (alcohol and/or tobacco) in non-syndromic 

oral cleft. 

Conclusion: There is no evidence that TGFA/TaqI polymorphism play a role in 

clefting in our population. We also did not find evidence of tobacco and alcohol 

exposure in clefting, however the low prevalence of those environmental factors in 

our population could contribute to these findings. 

 

Key words: Oral clefts, Environmental factors, TGFA/TaqI polymorphism 
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Introduction 

Orofacial clefts are the most common craniofacial birth defects in humans, with an 

average worldwide prevalence at birth of 1 ⁄ 600 (Mossey and Little, 2002).  

They represent a significant public health problem both in terms of the immediate and 

long-term medical and economic burdens as well as the social impact on patients 

and their families (Berk and Marazita, 2002). Affected children need multidisciplinary 

care from birth until adulthood and have higher morbidity and mortality throughout life 

(Mossey et al., 2009). 

Non-syndromic orofacial clefts, which include cleft lip (CL), cleft lip and palate (CLP), 

and cleft palate only (CP), comprise a range of disorders affecting the lips and oral 

cavity, resulting in disorders of speech, hearing, appearance, and cognition. 

Development of the lip and palate entails a complex series of events that require 

close coordination of programmers for cell migration, growth, differentiation, and 

apoptosis. Oral clefts result from a failure of these normal developmental processes 

(Mossey et al., 2009) 

Oral Cleft development mechanism shows that the cleft lip differs from the formation 

of cleft palate (Vieira, 2006). 

Cleft lip is most frequent in males, and cleft palate in females. The prevalence of 

clefting varies according to the presence of additional malformations, number of 

affected siblings in a family and ethnic origin. (Mossey et al., 2009). 

Non-syndromic oral cleft seems to present a more complex etiology than that of Oral 

Cleft associated with a given syndrome. It is caused by a multifactorial inheritance 

including both genetic and environmental factors (Sull et al., 2009). Epidemiological 

and experimental data suggest that environmental risk factors might be important in 

cleft lip and palate.  Among these environmental factors are poor nutrition, exposure 
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to medicinal drugs such as phenytoin, thalidomide and maternal exposure to tobacco 

smoke and alcohol (Mossey et al., 2009; Shi et al. 2008). The association between 

maternal tobacco smoking and oral cleft risk has been widely investigated. Despite 

some disparities, studies report moderate but statistically significant associations, 

especially for cleft lip with/without cleft palate (Wyszynski et al., 1997; Little et al., 

2004). 

Transforming growth factor alpha (TGFA) gene is a well-studied candidate gene for 

oral cleft. Ardinger et al. (1989) provided the first evidence for association between 

specific TGFA alleles and non-syndromic cleft lip and/or palate (CL/P) in a Caucasian 

population in the state of Iowa. 

TGFA is known to be expressed during craniofacial development (Chevrier et al, 

2008). This protein can act as a normal embryonary version of the EGF-related 

growth factor and is considered to be a powerful epithelial mitogen. The TGFA gene 

acts synergistically with TGFB protein promoting in vitro cell proliferation (Vieira and 

Orioli, 2001).  

It has been mapped to chromosome 2p13, comprises 80 kilobases of genomic DNA, 

and consists of six exons (Vieira, 2006) coding for a polypeptide formed by 50 amino 

acids (Vieira and Orioli, 2001).  

The TFGA gene shows a restriction fragment length polymorphism when treated with 

Taq I restriction enzyme. The mutant allele shows a four-base (TAAT) deletion 

leading a 178-base pair (bp) C1 allele to a 174-bp C2 allele (Tanabe et al., 2000). 

TGFA/Taq I polymorphism is located on intron 5 and has 602 bp in the 5’ direction of 

the acceptor site of exon 6 (Vieira, 2006).  

Despite conflicting results, the TGFA gene seems to have an important role in 

clefting, especially when associated with environmental factors. Some studies have 
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tested the TGFA gene for potential gene–environmental association (Vieira, 2006; 

Sull et al., 2009). The aim of this study was to evaluate the association of TGFA / 

TaqI polymorphism in non-syndromic oral clefts. We also analyzed the interaction of 

this polymorphism with environmental factors such as alcohol and tobacco during 

pregnancy. 

Subjects and methods 

The research was approved by The Ethics Committee of Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre.   

Case-parents triads were recruited from the Craniofacial Unit at Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre (HCPA). They were included in this study when presenting non-

syndromic cleft lip, cleft lip and palate or cleft palate only, not associated with any 

other birth defect or syndrome. 

Data was collected from 175 case-parent triads (96 complete case-triad: proband, 

father and mother and 79 incomplete case-parents: proband, father or mother). 

Informed consent was obtained from each subject. All probands were examined 

clinically in detail to discard any type of associated malformation and were classified 

as having non-syndromic oral cleft. A questionnaire was used for gathering data on 

environmental factors (first-trimester maternal use of alcohol and tobacco) as well as 

consanguinity, family history of malformation and mother’s medical history.  

Blood sample was taken via venipuncture from the subjects and collected in EDTA 

tubes. DNA was extracted from the blood sample using extraction kit according to 

manufacturer instructions (Gentra Puregene Kit®). 

TGFA/Taq I polymorphism was determined by polymerase chain reaction (PCR) 

followed by restriction-enzyme digestion. The primers used were 5`-

TCACTTCCCCTTTTTCATCTG–3` (forward primer) and 5`-
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CGAGGAGGCTCCTGAGGTG-3`(reverse primer). The PCR was carried out in a 

total volume of 25 µL containing 10 µM of each primer, 10 µM of desoxinucleotide 

triphosphate, 50 µM of MgCl2, 1.5 units of Taq polymerase, and 20 ng/uL of genomic 

DNA. The PCR conditions consisted of an initial denaturation step at 94oC for 5 

minutes, followed by 36 cycles of denaturation at 94oC for 30 seconds, annealing at 

56oC for 30 seconds and extension at 72oC for 10 seconds, and a final extension 

cycle at 72oC for 5 minutes.  The amplified DNA fragments were digested with 10 

units of Taq I restriction enzyme and buffer (InvitrogenTM), at 65oC for 3 hours.  The 

fragments were visualized by 2% agarose-gel electrophoresis. The TGFA/Taq I 

polymorphism creates a restriction site due to a TAAT deletion. The C1 allele has 

one fragment of 178 bp and the C2 allele has two fragments of 122 and 52 bp. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis were performed with the transmission disequilibrium test (TDT) 

using FBAT software (Family Based Association Test) (Rabinowitz and Laird, 2000) 

to evaluate the association of oral cleft with TGFA/TaqI polymorphism. Fisher exact 

test was used to evaluate all sets of comparisons. P values lower than 0.05 were 

considered significant. 

 

Results: 

Of 175 probands, 91 (52%) were males and 84 (48%) were females. Cleft Lip with or 

without Palate was more frequent in males (56.5%), however in CP was more 

frequent in female (71.4%). The highest proportion of the cases were CL/P (147 

cases) followed by CP (28 cases) (Table 1). 
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Table 2 shows the distribution of the genotype frequency of TGFA/TAqI 

polymorphism in the probands, mothers and fathers. The allele frequencies of the C1 

and C2 alleles were 0.935 and 0.064 respectively. The transmission disequilibrium 

test (TDT) for TGFA/TaqI polymorphism, were not statistically significant for oral 

clefting (MAF(C2)= 0.064 p= 0.335).  

Regarding the environmental factors, we observed 17 cases of maternal 

consumption of tobacco and 8 cases of alcohol during pregnancy (Table 3). When 

compared environmental factors in exposed and non exposed children with 

proband´s genotypes we did not find significant difference between these groups for 

both alcohol (p=0,588) and tobacco (p=0,606) (Table 3). 

Comparison of proband´s phenotype and environmental factors did not show 

significant difference between CLP and CPO groups according to alcohol (p=0,625) 

and tobacco used during pregnancy (p=0,466)(Table 3). 

 

Discussion: 

This study evaluated the association between TGFA/TaqI polymorphism and two 

common environmental exposures (maternal cigarette smoke and alcohol 

consumption during pregnancy) and both CL/P and CP.  

Our study data showed that CL is more frequent in males and the CP is more 

frequent in females. We also observed a higher prevalence of cases of CL/P than 

CP. These data is in accordance with the literature (Gorlin, 2001).  

The TGFA C2 allele frequency varies among different populations, apparently with 

the highest values in Danish, Japanese, and African-American population, even 

though the data on this last group was based on a small sample size (Mitchell, 1996; 

Christensen et al., 1999). Several studies in European populations have shown an 
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association between the TGFA/Taq I polymorphism and CLP. (Arginder et al, 1989; 

Hwang et al., 1995;Shaw et al, 1998;Tanabe et al,2000;Jugessur et al., 2003). In our 

study we did not find any evidence of association between the TGFA/TaqI 

polymorphism and oral cleft. Other studies performed in the Brazilian population also 

did not find association between the rare TGFA C2 allele and CL/P (Passos-Bueno et 

al., 2004; Bertoja et al.2008). 

TGFA/TaqI polymorphism is predominantly found in European populations. The 

Brazilian population represents an ethnic admixture of three different populations: 

Europeans, Africans, and Amerindians, making it very difficult to correlate the 

ethnicity of cases and controls in our population.   However the TDT approach used 

in this study tends to avoid population stratification. 

Advances in molecular and cellular biology have opened multiple avenues for 

exploring tobacco’s and alcohol’s action mechanisms on prenatal development. 

Tobacco smoke contains a large number of toxic chemicals. Maternal smoking is an 

established risk factor for oral clefts. High levels of alcohol consumption during 

pregnancy can compromise fetal development. A meta-analysis of 24 studies 

estimated that mothers who smoked during pregnancy had a 1.3-fold increased risk 

of having a baby with cleft lip with or without cleft palate, and a 1.2-fold risk of cleft 

palate alone (Little et al, 2004). In other study, Lorente et al. (2000) showed an 

increased risk of cleft lip with or without cleft palate associated with smoking and an 

increased risk of cleft palate associated with alcohol consumption. However, we did 

not find significant association between environmental factors (alcohol and/or 

tobacco) and clefting in our population. These results could be due to a small sample 

size, specially the low number of children exposed to environmental factors in our 

population.  
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When compared environmental factors with proband´s genotypes we did not find 

significant association between these groups. We also did not have any case of 

C2C2 genotype in children exposed to alcohol or tobacco during pregnancy. Several 

studies also did not confirm the association between the C2 allele and maternal 

tobacco use in CLP or CP (Romitti et al. 1999.; Zeiger et al. 2005). Hawng et al. 

(1995) studied the effect  of maternal tobacco use and allele C2 of the TGFA gene, 

observing an odds ratio significantly in CP for low users of tobacco (less than 10 

cigarettes per day) (RC: 6,16; 95% IC 1,09-34,7) and also to moderate to heavy 

users of tobacco (RC: 8,69; 95% IC 1,57-47,8). Shaw et al. (1996) confirmed these 

data for CLP (RC: 6,5; 95% IC: 1,3-35,2) and CP (RC: 9,2; 95% IC: 1,6-59,1) when 

mothers used more than 18 cigarettes a day. 

In summary, there was no evidence that TGFA/TaqI polymorphism play a role in 

clefting in our population. Identification of other genes factors involved in the 

development of the human craniofacial region will help to better understand the 

genetic factor involved in clefting. We also did not find evidence of tobacco and 

alcohol exposure in clefting, however the low prevalence of those environmental 

factors in our population could contribute to these findings. 
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Table 1: Frequency of cases according to type of clefting and gender 

Gender 
CL/P 
n(%) 

CP 
n(%) 

Total 
n(%) 

Male 83 (56,5) 8 (28,6) 91 (52) 

Female 64 (43,5) 20 (71,4) 84 (48) 

Total 147 (100) 28 (100)  

 
 
 
 
 
Table 2: Genotype frequency of proband, father and mother 

Genotype 
Proband 

n(%) 

Father 

n(%) 

Mother 

n(%) 

C1C1 157 (89.6) 81 (82.6) 153 (88.5) 

C1C2 16 (9.2) 15 (15.3) 18 (10.4) 

C2C2 2 (1.2) 2 (2.01) 2 (1.1) 

Total 175 (100) 98 (100) 173 (100) 

 
 
 
 
Table 3: Environmental factors and proband´s genotypes and  phenotype 

  Alcohol  Tobacco  

  No Yes total p No Yes total P 

C1C1 150 
(95.5%) 

7 
(4,5%) 157 141 

(89.8%) 
16 

(4.5%) 157 

C1C2 15 
(93.8%) 

1 
(6.3%) 16 15 

(93.8%) 
1 

(6.3%) 16 

C2C2 2 
(100%) zero 2 

0.588 

2 
(100%) zero 2 

0.606 
Genotype 

Total 167 8 175  158 17 175  

CL/P 140 
(95.2%) 

7 
(4.8%) 147 132 

(89.8) 
15 

(10.2%) 147 

CP 27 
(96.4%) 

1    
(3.6) 28 

0.625 
26 

(92.9%) 
2 

(7.1%) 28 

0.466 
Phenotype 

Total 167 8 175  158 17 175  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS: 

A etiologia das fissuras orais é complexa, com a contribuição de componentes 

genéticos e ambientais variando de acordo com a região geográfica e o nível sócio 

econômico. Diversos genes candidatos para FO foram sugeridos nos últimos anos.  

Os genes candidatos a Fissuras orais tem sido sugeridos através de 

resultados de estudos biológicos em modelos animais, de estudos de ligação e de 

desequilíbrio de transmissão demonstram a sua importância durante o 

desenvolvimento embrionário (Murray, 2002). 

 O gene TGFA foi associado a FO em vários estudos, sendo que o 

polimorfismo TGFA/TAqI parece ter um papel importante em algumas populações, 

principalmente quando associado a fatores ambientais (Arginder et al, 1989; Hwang 

et al., 1995; Shaw et al, 1998; Tanabe et al, 2000;Jugessur et al., 2003). Este estudo 

avaliou a associação entre o polimorfismo TGFA/TaqI e FO e a exposição a fatores 

ambientais como uso de  álcool e fumo durante idade fetal . 

A frequência alélica de C2 no gene TGFA varia entre diferentes populações 

sendo que estudos em europeus mostraram associação com o polimorfismo 

TGFA/TaqI e FO. No nosso estudo, nós não encontramos associação entre o 

polimorfismo e Fissuras Orais. Outros estudos em populações brasileiras também 

não encontraram associação entre o alelo raro e FO (Passos-bueno et al.,2004; 

Bertoja et al.2008). A população brasileira pode ser considerada uma das mais 

heterogêneas do mundo, devido à ocorrência do cruzamento étnico entre pessoas 

de diferentes origens, tas como colonizadores europeus, escravos africanos e índios 

americanos, levando a baixa freqüência deste alelo, dificultando a associação do 

alelo C2 com FO. 
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Avanços na biologia molecular e celular tem explorado o mecanismo de ação 

do álcool e do fumo no desenvolvimento pré-natal. Sabe-se que o cigarro contem 

uma grande quantidade de substancias tóxicas e o álcool pode comprometer o 

desenvolvimento fetal. Vários estudos comprovam a associação destes fatores com 

as fissuras orais (Little et al, 2004; Lorente et al., 2000). No nosso estudo não foi 

encontrada evidência que a exposição ao álcool e ao fumo estivesse relacionada 

com FO, entretanto a baixa prevalência desses fatores na nossa população poderia 

ter contribuído para este achado. Quanto a análise da relação entre os fatores 

ambientais e o genótipo do propósito os resultados de estudos semelhantes também 

são contraditórios. Hawng et al. (1995) e Shaw et al. (1996) encontraram associação 

entre o alelo raro C2 e FO enquanto que Romitti et al. (1999) e Zeiger et al. (2005) 

não encontraram esta relação, assim como no nosso estudo. Além disso, nenhum 

dos nossos propósitos com genótipo C2C2 foi exposto aos dos fatores ambientais 

analisados neste estudo.  

A identificação de outros fatores envolvidos no desenvolvimento craniofacial 

poderá ajudar a entender melhor os fatores genéticos envolvidos em fissuras orais.  
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7. ANEXOS 

7.1. Método para identificação do Polimorfismo TGFA/ Taq I 

O polimorfismo Polimorfismo TGFA/ Taq I foi identificado através da técnica 

PCR/RFLP 

PCR (polymerase chain reaction): 

5`-TCACTTCCCCTTTTTCATCTG–3`(forward primer) 

5`-CGAGGAGGCTCCTGAGGTG-3`(reverse primer) 

A PCR foi realizada em um volume total de 20 µL contendo 1.2 µL de dNTP (2mM), 

1.2 µL de cada primer (20pmol/ µL), 0,2 µL de TaqPolimerase, 1 µL de DNA (20 ng/ 

µL) e 12 µL de água bidestilada e deionizada. As condições de amplificação foram 

desnaturação inicial de 94oC por 5 minutos, seguida de 36 ciclos de desnaturação 

94oC por 30 segundos, anelamento de 56,5 oC por 30 segundos e extensão de 72 oC 

por 30 segundos. E extensão final de 72 oC por 10 minutos. 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms): 

Os fragmentos de DNA foram submetidos a clivagem com a enzima de restrição 

TaqI (InvitrogenTM), essa enzima cliva entre aa bases CG. 

Foram utilizados 5,5 µL de água bidestilada e deionizada, 1,5 µL de tampão, 0,5 µL 

de enzima e 7,5µL do produto de PCR . As condições de clivagem foram 3 horas a 

65 oC. 

Os fragmentos foram visualizados após eletroforese a 95 volt durante 60 minutos em 

gel de agarose 2%.O polimorfismo TGFA/ TaqI cria uma região de restrição devido a 

deleção de TAAT. O alelo C1 tem um fragmento de 178 pb e o alelo C2 formam dois 

fragmentos um de 122pb e 52 pb 
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7.2. Termo de consentimento livre e esclarecido 
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7.3. Registro de Anomalias Craniofaciais 

 
IDENTIFICAÇÃO 
Nome ________________________________________________________________ 
 
Residência______________________________nº       apto Bairro    
 
Cidade _______________UF:______CEP____________Fone_____________________ 
 
 Sexo:  (1)M  (2) F        Id 1a______a ____m           Idade:___________DN___/___/__ 
 
Nome pai: _____________________________________________ DN __/ __ / ___ 
 
Nome mãe: _____________________________________________DN __ / __ / __  
 

 
REG:____________ 
 
HCPA:___________ 
 
FC:______________ 
 
 
 
IDADE:_________ 
 
IDADE:_________ 

 

antecedentes   gineco-obstétricos  
 
Pré-natal (1)S  (2)N  (3)Não sabe     Uso medicação (1)S  (2)N (3) Não sabe _________________________ 

ALCOOL:  

Bebeu álcool durante os três meses imediatamente antes de engravidar: (1)N  (2)S   (3)Não sabe 

Durante que meses antes de engravidar bebeu álcool:  (1)  (2)  (3) 

Bebeu álcool durante a gestação: (1)N  (2)S   (3)Não sabe 

Durante que meses bebeu álcool durante a gestação: (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) meses de gestação 

Qual álcool:_______________________________                                  Quantidade: ___________ 

CIGARRO 
Fumou cigarro durante os três meses antes de ficar grávida: (1)N  (2)S   (3)Não sabe 

Durante que meses antes da gravidez fumou: (1)  (2)  (3) meses antes de engravidar 

Fumou durante a gestação:  (1)N  (2)S   (3)Não sabe 

Durante que meses da gestação fumou: (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) meses de gestação 

Média de cigarros por dia:  _______  

Gestação (1)<37sem  (2)37-41 sem  (3)>41 sem   (4) Não sabe              Parto (1)Normal (2) Cesaria      

 PN: ����g     C: ��,� �cm      PC ��,�cm            Apgar  5’�� 

Intercorrências peri-natais: (1) S  (2) N (3)Não sabe 

_________________________________________________________________________________________ 
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HISTÓRIA FAMILIAR 
 
Consangüinidade (1)S  (2) N (3) Não sabe    
  
Outros  casos na família (1)S  (2) N   (3) Não sabe     
           
Parente afetado (1) 1o grau: gêmeo MZ, DZ, irmão, pai, mãe 
                          (2) 2o  grau: tios e tias 
                          (3) 3o grau: primos 
                          (4) Outro  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  
EXAME CLÍNICO: 
 

Classificação de Kriens 
L A H S H A L 
l a h s h a L 
* * * * * * * 
- - - - - - - 

 

Anomalias associadas: 

(1) Crânio:_________________________________________________________________________ 

(2) Face:___________________________________________________________________________ 

(3) Olhos:__________________________________________________________________________ 

(4) Orelha:__________________________________________________________________________ 

(5) Tórax:___________________________________________________________________________ 

(6) Abdômen:________________________________________________________________________ 

(7) Membros:________________________________________________________________________ 

(8)  Neurológico:_____________________________________________________________________ 

(9) Pele:____________________________________________________________________________ 
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EXAMES COMPLEMENTARES 
 

1) Cariótipo:___________________________________________________________________ 
 

2) DNA criança: ________________________________________________________________ 
 

3) DNA mãe:___________________________________________________________________ 
 

4) DNA pai:____________________________________________________________________ 
 

5) Outros:_____________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________________________ 

 
 
     

 
 
DIAGNÓSTICO FLP 
 

(1) Não sindrômico 
 
 
(2) Sindrômico: ________________________________________________________________ 

 
ETIOLOGIA 
 

(1) Cromossômica 

(2) Gênica 

(3) Teratogênese 

(4) Multifatorial 

(5) Desconhecido 

 
 

ACONSELHAMENTO GENÉTICO 
 
Risco de recorrência: ________________________ Data: ______________________________ 
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7.4. Normas da Revista: The Cleft Palate-Craniofacial Journal 
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