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RESUMO 

AVALIAÇÃO DE POLIMORFISMOS DE GENES METABOLIZADORES DE 
XENOBIÓTICOS EM PACIENTES COM FISSURA LABIOPALATINA 

ATENDIDOS NO ESTADO DO PARÁ 

 
Fissura lábio palatina ou orofaciais é um dos mais frequentes defeitos congênitos 

existentes e vários estudos relacionam essa malformação a causas multifatoriais. Entre as 

diversas causas ambientais estão os hábitos etílicos e tabagistas maternos, assim como o 

uso de agrotóxico. A resposta do embrião humano a agentes teratogênicos é bem 

conhecida. Porém, sabe-se que organismos diferentes metabolizam de maneira distinta um 

mesmo componente químico, isto se deve a características genéticas intrínsecas 

relacionadas a diferentes funcionamentos enzimáticos. Tais diferenças podem ser 

investigadas a partir da análise de polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo 

destes xenobióticos, que podem assim estar relacionados à etiogênese de fissuras lábio 

palatinas. O Objetivo do nosso estudo  foi analisar polimorfismos em sete genes, PON1 

(rs662), PON1 (rs854560), MTHFD1, CYP2E1, EPHX1, ABCB1, AHR, onde uma análise correlativa 

com fatores ambientais, como exposição a agrotóxicos foi realizada, a fim de avaliar se 

existe ou não influência das diferentes variantes polimórficas e tais interações ambientais 

na etiogênese das fissuras lábio palatinas. 

O número total de amostras analisadas foi de 166 indivíduos, sendo 83 pacientes 

acometidos por fissura, com idade média de 7 anos (DP 5 anos) e 83 mães dos mesmos. 

Em nossas amostras, o gênero masculino foi 64% do total de acometidos.; uma ficha para a 

coleta de dados epidemiológicos foi desenvolvida para o estudo; o material biológico 

coletado para análise foi sangue. A análise estatística foi realizada com os softwares bioEstat 

5.3, SPSS 12.0 e PLINK 1.07. Nosso resultado consiste de quatro análises diferentes, para 

cada polimorfismo. Inicialmente, observamos as diferenças entre as frequências 

genotípicas encontradas nos acometidos e nas mães destes e aquelas das populações de 

indivíduos hígidos. Isto visando encontrar diferenças entre estes genótipos que possam 

justificar a gênese das FLP, frente à exposição das mães, e intrauterinamente, dos filhos ao 

agrotóxico. 

Num segundo momento, verificamos se houveram diferenças entre os genótipos 

maternos e dos acometidos, que pudessem representar diferenças significativas entre estes 

dois grupos de indivíduos (pois as mães, independentemente da exposição ao agrotóxico, 



 

 

 

poderiam ter FLP, caso o genótipo fosse de elevada importância) e que possam ter relação 

com a FLP. 

 Em uma terceira análise, observamos se os genótipos encontrados nos indivíduos 

que apresentam FLP, estão relacionados à exposição relatada aos agrotóxicos, como fator 

etiológico destas más formações. 

 Em ultima análise, visamos, por análise de regressão, verificar se a característica 

genotípica desses alvos de estudo, possa ter influenciado no fenótipo do tipo de fissura, 

seja somente labial, seja palatal ou labiopalatal. 

A distribuição dos tipos de fissuras entre os acometidos foi de 12% para fissuras 

somente labiais, 19% para fissuras somente palatais e 69% das fissuras em nosso grupo 

amostral atingiam o lábio e o palato. 

  

Palavras Chaves: Fissuras Orofaciais, Genética, Polimorfismo, Agrotóxico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

XENOBIOTIC METABOLISING GENE  POLYMORPHISMS  EVALUATION IN 

ORAL CLEFT PATIENTS TREATED IN PARÁ STATE. 

Orofacial cleft palate or lip is one of the most common birth defects and several 

existing studies that relate to multifactorial causes malformation. Among the various 

environmental causes are the ethyl and maternal smoking habits , as well as the use of 

pesticides. The response of human embryo teratogenic agents is well known. However , it 

is known that different organisms metabolize differently the same chemical component , 

this is due to intrinsic genetic characteristics related to different enzymatic runs . Such 

differences can be investigated from the analysis of polymorphisms in genes related to 

metabolism of these xenobiotics , which may well be related to etiogênese palatine cleft lip 

. The objective of our study was to analyze polymorphisms in seven genes , PON1 ( rs662) 

, PON1 ( rs854560 ) , MTHFD1 , CYP2E1 , EPHX1 , ABCB1 , AHR , where a correlative 

analysis with environmental factors such as exposure to pesticides was performed in order 

to assess whether there is influence of different polymorphic variants and environmental 

interactions in such etiogênese of cleft Lip and Palate . 

The total number of samples analyzed were 166 subjects, 83 patients affected by 

cleft , with an average age of 7 years (SD 5 years) and 83 mothers of the same . In our 

samples , the males was 64 % of the total affected. A plug for the collection of 

epidemiological data was developed for the study , the biological material collected for 

analysis was blood. Statistical analysis was performed using the BioStat 5.3, SPSS 12.0 

software and plink 1:07 . Our result is four different analyzes for each polymorphism. 

Initially, we observed differences between genotypic frequencies found in affected and 

mothers of these populations and those of healthy individuals . This aimed to find 

differences among genotypes that may justify the genesis of FLP , after exposure of 

mothers and intrauterinamente of the children to pesticides . 

Secondly, we looked at whether there were differences between the affected and maternal 

genotypes , which could represent significant differences between these two groups of 

individuals ( as the mothers , regardless of exposure to pesticides could have FLP if the 

genotype was of high importance ) and which may be related to the FLP . 

In a third analysis, we observed that the genotypes found in individuals with FLP , are 

related to the reported pesticide exposure as an etiological factor of these malformations . 



 

 

 

Ultimately, we aim , through regression analysis to determine whether the genotypic 

characteristics of these targets of study , may have influenced the phenotype of the type of 

cleft , lip only be either palate or cleft lip . 

The distribution of types of cracks between affected was 12% only for chapped lips, 

only 19% to 69% palate and the cracks in our sample group reached the lip and palate. 

 

 

 

Keys words: Orofacial clefts, Genetic Polymorphism, Pesticides:  
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FLP- Fissura Labiopalatina 

HOL- Hospital Ophir Loyola 

LLA- Leucêmia Linfoblástica Aguda 
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SINDAG- Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para a Defesa Agrícola 
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SNP- Polimorfismo de Nucleotídeo Único 

TCDD- 2,3,7,8-tóxico persistente tetracholordibenzo-p-dioxina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

SUMÁRIO Página 

  

1 INTRODUÇÃO 16 

2 REVISÃO DE LITERATURA 16 

2.1 Fissura Labiopalatina 19 

2.1.1 Embriologia 19 

2.1.2 Classificação das Fissuras Labiopalatinas 20 

2.1.3 Epidemiologia das Fissuras 21 

2.1.4 Etiologia das Fissuras 23 

2.2 Agrotóxico e a Saúde Humana 24 

2.3 Fatores Genéticos e Metabolismo dos Genes Candidatos 28 

2.4 Genes Envolvidos no Metabolismo de Agrotóxico 29 

2.4.1 CYP2E1 29 

2.4.2 Gene ABCB1  30 

2.4.3 Gene AHR 31 

2.4.4 Gene EPHX1 33 

2.4.5 Gene PON1 34 

2.4.6 Gene MTHFD1 35 

3 JUSTIFICATIVA     35 

4  OBJETIVOS 36 

4.1 Objetivo Geral 36 

4.2  Objetivos Específicos 36 

5 MATERIAIS E MÉTODOS 36 

5.1 Amostra 36 

5.2 Extração de DNA 37 

5.3 Seleção de Ensaios 38 

5.4 Reação em Cadeia da Polimerase 38 

5.5 SnaPshot 39 

5.6 Aspectos Éticos 40 

6 ANÁLISE DOS DADOS 40 

7 RESULTADOS 40 

8 DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 43 



 

 

 

  

9 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 50 

ANEXOS 64 

ANEXO 1: Documentação de Aprovação do Comitê De Ética Em Pesquisa 65 

ANEXO 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 66 

ANEXO 3: Ficha de Coleta de Dados de Pacientes com Fl/P Atendidos No 

Hospital Ophir Loyola, Belém/Pará 67 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



16 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

O crescimento da população humana e de suas atividades associadas à agricultura, comércio, 

industrialização contribuem para a depredação da biodiversidade e variabilidade genética. Na 

década de 40 se descobriu que certos contaminantes ambientais eram responsáveis pela redução da 

fertilidade na vida selvagem, e que o fim de muitas populações naturais era explicado pela 

exposição à xenobióticos. As respostas à xenobióticos incluem efeitos farmacológicos, 

toxicológicos, imunológicos, carcinogênicos e teratogênicos (Pessoa et al., 2003)  

Entre estes efeitos, temos o defeito congênito, que é qualquer anomalia anatômica, 

metabólica ou funcional,  herdada por um mecanismo de transmissão mendeliana, ou causada por 

uma mutação gênica nova, por uma alteração cromossômica ou por uma agressão física, química ou 

infecciosa sobre o feto ou embrião em desenvolvimento. Suas causas podem ser genéticas ou 

ambientais, sendo, na maioria das vezes, de origem multifatorial, onde fatores de predisposição 

genética interagem com fatores ambientais desencadeadores. (Castilla et al.,1996).   

A utilização de agrotóxicos representa risco ambiental de grande magnitude e com elevado 

custo econômico. Além de contaminar o ar, o solo, as águas superficiais e subterrâneas, causam 

graves danos à saúde, tanto dos trabalhadores que manipulam os produtos químicos como dos 

consumidores de alimentos contaminados com resíduos de substâncias tóxicas (Poltroniéri, 1997).  

A contaminação das águas superficiais e subterrâneas em áreas com aplicação de 

agrotóxicos ocorre principalmente através dos processos de escoamento e lixiviação, afetados pela 

sorção, processo que vem recebendo muita atenção de pesquisadores nas últimas décadas. A sorção 

é influenciada pelas propriedades do agrotóxico e do solo (Silva, 1994; Singh, 2002), destacando-se 

a mineralogia e os teores de argila e de matéria orgânica (Vieira et al., 1999; Lopes et al., 2002; 

Spark & Swift, 2002).  

 O Brasil é um dos países líderes no uso de agrotóxicos, assim como no número de 

trabalhadores expostos a estes pesticidas que incluem uma numerosa e diversificada gama de 

produtos com diferentes composições. Os agrotóxicos estão entre os mais importantes fatores de 

risco para a saúde dos trabalhadores e para o meio ambiente. Utilizados em grande escala por vários 
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setores produtivos e mais intensamente pelo setor agropecuário, são ainda utilizados na construção 

e manutenção de estradas, tratamentos de madeiras para construção, indústria moveleira, 

armazenamento de grãos e sementes, produção de flores, combate às endemias e epidemias, como 

domissanitários etc. Enfim, os usos desses produtos excedem em muito aquilo que comumente se 

reconhece. (Faria et al., 2007) 

Segundo Meirelles (2005), a avaliação e análise das condições de exposição aos produtos 

químicos em geral, e aos agrotóxicos em particular, representam um grande desafio aos estudiosos 

da relação saúde/trabalho/exposição a substâncias químicas. Um dos principais aspectos 

dificultadores da avaliação da exposição e dos efeitos sobre a saúde humana causados pelos 

produtos em questão, diz respeito ao número de substâncias e produtos que estão agrupados sob o 

termo agrotóxico. Ou seja, quando se discute os efeitos à saúde humana causados pelos agrotóxicos, 

não está se referindo a uma única substância, mas a milhares delas. 

A utilização destes agrotóxicos, sem os cuidados básicos para a proteção dos trabalhadores, 

leva a uma série de efeitos adversos a saúde humana, que incluem doenças degenerativas e câncer 

(Purdue et al., 2007), assim como efeitos nocivos sobre os sistemas imune, hematológico, nervoso, 

endócrino e reprodutivo (Mourad, 2005). Tais compostos são também associados a alterações no 

material genético, que se expressam basicamente como alterações cromossômicas numéricas e 

estruturais (Zeljezic e Garaj – Vrbovac, 2001)  

Desde a década de 40 o uso de herbicidas, inseticidas e fungicidas vem aumentando 

dramaticamente na agricultura. Estas substâncias são sabidamente produzidas para serem tóxicas 

para determinados organismos, mas em contrapartida são suspeitas de serem teratogênicas, 

mutagênicas e carcinogênicas em animais, porém, pouca atenção é dispensada às suas inúmeras 

formulações e seus efeitos sobre a saúde da população. Diante deste fato Gordon & Sky (1981) 

levantaram a hipótese de que a exposição intrauterina a estes agentes em áreas de plantio e em 

períodos de pico em sua utilização, principalmente no primeiro trimestre, poderia estar associada a 

um aumento no risco de defeitos congênitos. Considerou-se como exposição o trabalho materno na 

agricultura, a residência em áreas de plantio e a atividade com jardinagem por parte da mãe. Como 

em todo estudo ecológico, não é possível generalizar os dados, mas os efeitos desta exposição na 

ocorrência das fissuras são demonstráveis. 
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Vários estudos mostram que o polimorfismo genético de enzimas que metabolizam 

xenobióticos são um importante fator de suscetibilidade individual para câncer e outras doenças, 

inclusive más formações congênitas (Rossit et al., 1999).  

Vale ressaltar que, boa parte da população do norte do Brasil é rural e sua principal atividade 

de trabalho envolve a utilização de agrotóxicos, isto nos faz perceber a importância de investigar 

características genéticas que possam influenciar no biometabolismo destes compostos e assim, 

procurar elucidar que variantes polimórficas possam estar envolvidas em mecanismos de 

teratogênese, mais especificamente na gênese de fissuras labiopalatais. (Faria et al., 2007)  

Com os recentes avanços da biologia molecular, novos métodos vêm sendo incorporados ao 

estudo da etiologia de diferentes patologias, possibilitando inclusive, sua inclusão na prática clinica 

para testes de diagnósticos. Neste aspecto, a disponibilidade de empresas de biotecnologia capazes 

de oferecer insumos e equipamentos aumentou consideravelmente, facilitando a atuação dos 

cientistas e barateando os diferentes métodos, tornando-os mais acessíveis. Essa situação se aplica 

ao estudo dos polimorfismos de genes que, ainda a um custo relativamente alto, permite investigar 

se pequenas mutações locais de um determinado gene estão associados ou não a uma patologia. 

Os polimorfismos dos genes são formas variantes da seqüência de DNA, que podem estar 

presentes nos indivíduos de uma mesma população dentro de um espectro biologicamente normal 

(Kornman et al., 2007). Referem-se à existência de dois ou mais alelos em um dado lócus, com uma 

frequência alélica maior do que 1% na população.  

Estas variações são responsáveis pela diversidade humana e podem atuar como marcadores 

genéticos, na investigação e diagnósticos de patologias. (Parliarment & Murray, 2010). 

Frente a estas informações, decidimos avaliar a hipótese de que polimorfismos nos genes, 

PON1RS662, PON1RS854560, CYP2E1, AHR, MTHFD1, EPHX1, ABCB1, possam estar 

associados ao biometabolismo de xenobióticos e de fatores relacionados a fissuras labiopalatinas.  

 Mas qual seria a função destes genes nesse processo? Primeiramente, todo gene é capaz de 

codificar um transcrito (mRNA) capaz de, nos ribossomos, ser traduzido em uma proteína 
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específica. Uma proteína “simplesmente” traduzida não garante sua função no metabolismo celular, 

necessitando de modificações pós-traducionais, as quais, na maioria dos casos, são decisivas para a 

perfeita atividade destas proteínas e sua contextualização na célula (Carinci et al., 2007, Kohli & 

Kohli .2012) 

 De um modo geral, pequenas variações estruturais afetam sua configuração tridimensional, 

podendo levar à inativação da proteína ou a uma diminuição drástica em sua atividade. Assim, 

Polimorfismos genéticos poderão afetar, de forma direta, a atividade destas proteínas codificadas 

(Cobourne et al., 2004). 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 FISSURAS LABIOPALATINAS 

2.1.1 EMBRIOLOGIA 

 A classificação das fissuras é baseada no desenvolvimento embriológico e é definida por sua 

causa e denvolvimento físico. A categoria de causas inclui: fissuras labiais e/ou palatinas 

sindrômicas e não-sindrômicas, onde as não-sindrômicas são caracterizadas pela ausência de 

qualquer anomalia física ou de desenvolvimento, exceto a presença de fissura (Schutte & Murray, 

1999). Os casos sindrômicos podem estar associados a síndromes cromossômicas, desordens 

Mendelianas, teratógenos e outras síndromes não categorizadas (Murray, 2002). 

Em relação aos desenvolvimentos labiais, alveolares e palatais, todos tem seu fechamento 

entre a 4ª e 10ª semana de gestação (Murray. 2002). O lábio começa seu desenvolvimento no início 

da quarta semana, sendo formada pela a fusão dos processos faciais que servem como limites 

externos para c fechamento da cavidade oral. Os lábios são resultados de uma estrutura em mosaico 

formada pelos processos frontonasal, maxilar esquerdo e direito e mandibular esquerdo e direito 

(Lettieri, 1983). O desenvolvimento do palato começa durante a quinta semana de gestação, depois 

da fusão do lábio superior e se completa no final da décima segunda semana. A formação do palato 

segue o desenvolvimento inicial da região oral, sendo dividido em duas regiões — o palato primário 

e o palato secundário (Gorlin et al.,2001). No início da sexta semana, o palato primário começa a 

desenvolver-se formando a parte pré-maxilar da maxila. Ele representa apenas uma pequena parte 

do palato duro adulto. O palato secundário também começa a se desenvolver no inicio da sexta 
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semana, dando forma ao primórdio das partes duras e moles do palato. O palato secundário se funde 

com o septo nasal e a parte posterior do palato primário. Gradativamente, desenvolve-se osso no 

palato primário, formando a parte pré-maxilar da maxila que alojará os dentes incisivos. 

 Concomitante, o osso avança do palato para os processos palatinos laterais para formar o 

palato duro. As partes posteriores destes processos não são ossificadas e formarão o palato mole e a 

úvula (Moore & Persaud, 2000). 

 A base embriológica da fissura palatina é a falta do encontro e a fusão das massas 

mesênquimais dos processos palatinos laterais entre si, com o septo nasal e/ou com a margem 

posterior do processo palatino mediano. (Gorlin et al.,2001) 

2.1.2 CLASSIFICAÇÃO DAS FISSURAS LABIOPALATINAS. 

 A natureza das fissuras labiopalatinas decorre da falta de coalescência dos processos 

maxilares, mandibulares e frontonasal no período embrionário ou no início do período fetal, 

considerando-se que a palatogênese começa no final da quinta semana e se completa somente na 12ª 

semana do desenvolvimento fetal, sendo o período mais crítico para a ocorrência de malformações 

de palato o que vai da sexta até o início da nona semana (Moore e Persaud, 2000).    

Muitas foram as tentativas de classificação de fissuras ao longo dos anos, atualmente, a mais 

utilizada no Brasil é a formulada por Spina et al.(1972) que propuseram uma classificação em 

quatro categorias, tomando como ponto de reparo o forame incisivo, limite entre o palato primário e 

o secundário. Assim, as fissuras são classificadas em: fissura pré-forame incisivo, que são 

exclusivamente labiais, sendo originárias embriologicamente do palato primário; fissura pós-forame 

incisivo, que são fendas palatinas, em geral medianas, que podem situar-se apenas na úvula, palato 

primário ou envolver o palato secundário; fissura transforame incisivo, de maior gravidade, 

envolvendo estruturas anatômicas oriundas dos palatos primário e secundário e fissuras raras da 

face, que são as fissuras oblíquas do lábio, nariz, ou mesmo de toda a face. (Tabela 1) e (Figura 1). 
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Tabela 1 - Classificação dos tipos de fissura labiopalatina. 
 

Spina et al. 
(1979) 

Fissuras 
pré-forame 
Incisivo 
 
Fissuras 
transforame 
incisivo 
 
Fissuras 
pós-forame 
incisivo 

 São as fissuras labiais unilateral, bilateral e 
mediana 
 
 
São as de maior gravidade, unilaterais ou 
bilaterais, atingindo lábio, arcada alveolar e 
todo palato 
 
São fissuras palatinas, em geral medianas, 
que podem situar-se apenas na úvula, ou 
nas demais partes do palato duro e mole 

 

 

Figura 1 – As malformações labiopalatinas estão representadas da esquerda para direita e de cima para baixo nesta 

ordem: fissura pré-forame unilateral incompleta, fissura pré-forame bilateral incompleta, fissura pré-forame unilateral 

completa, fissura pré-forame completa bilateral, fissura transforame unilateral, fissura transforame bilateral, fissura pós-

forame completa e fissura pós-forame incompleta. 

2.1.3 EPIDEMIOLOGIA DAS FISSURAS 

Os primeiros relatos de casos de fissura labial remontam ao século I da Era Cristã. Ao longo 

dos tempos, houve várias tentativas de descrever a etiologia deste tipo de má-formação, embora o 

real progresso do conhecimento das lesões, dos distúrbios e dos procedimentos terapêuticos 

somente aconteceu nos últimos 50 anos (Lofiego, 1992). Hoje, sabe-se que entre as anomalias 
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congênitas da face, as fissuras labiopalatinas, também conhecidas como lábio leporino ou goela de 

lobo, são as mais comuns, cuja incidência pode variar entre 1: 300 a 1: 2500 nascidos vivos 

(Wyszynski et al., 1996). A incidência varia de acordo com a localização geográfica, etnia e 

condições socioeconômicas da população estudada (Murray, 2002; Skare et al., 2012). 

A incidência de Fissuras Labiopalatinas encontra-se elevada em parte da América Latina e 

Ásia (China, Japão) e baixa em Israel, África do Sul e Sul da Europa, enquanto que a incidência de 

fissura palatina é elevada no Canadá e em partes do norte da Europa e baixas em partes da América 

Latina e África do Sul (Cooper et al., 2000; Nagase et al., 2010) 

De acordo com a literatura internacional, a incidência em índios americanos e de 3,6: 1000, 

em japoneses é de 2, 1:1000, em chineses 1,4: 1000 em caucasianos 0,7-1,3: 1000 e entre negros é 

de 0,3: 1000 nascidos vivos (Natsume, 1987; Wyszynski et al., 1996; Cooper et al., 2000) 

 No Brasil, estima-se que a cada 700 recém-nascidos um seja portador de fissura (Menegotto 

e Salzano, 1991). 

As fissuras labiopalatinas são uma das mais freqüentes anomalias congênitas orofaciais. 

Essas malformações acometem o terço médio da face, sendo ocasionadas pela não fusão dos ossos 

maxilares, durante a sexta e a décima semana de vida intra-uterina.(Carreirão, et al. 1996) 

Podem ser um achado isolado ou ocorrer em associação com outros distúrbios, como um 

componente de uma síndrome (Gorlin et al, 2001) 

Estudos epidemiológicos têm sido realizados em todo o mundo, e têm mostrado que a 

prevalência de fissuras labiopalatinas varia muito em relação aos países, sendo de apenas 1,07%, no 

Japão, e de 4,3%, em Taiwan.  

No Brasil segundo (Souza et al, 1987), a prevalência varia de 0,47 e 1,54 a cada 1.000 

nascidos vivos. 

No Pará, segundo HOL, 2009, a distribuição de casos registrados encontra-se distribuídos 

nas seguintes regiões: 20% dos casos na Região Metropolitana, 15% Alto Marajó, 6% Barcarena, 

5% Cametá e 54% Outras regiões. 
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2.1.4. ETIOLOGIA DAS FISSURAS 

 A etiologia da fissuras lábio palatinas é multifatorial, envolvendo fatores genéticos e 

ambientais (Murray, 1995; Vieira 2003). Estudos relacionados a exposições ambientais são 

importantes à medida que sugerem que interrupções em determinadas vias metabólicas podem 

desempenhar um papel no desenvolvimento das fissuras labiopalatinas (Murray, 2002; Boyles et 

al., 2006; Erickson, 2010; Skare et al., 2012). 

   A etiologia das más-formações faciais ainda é desconhecida, no entanto, de acordo com 

Nussbaum (2001) e Moore e Persaud (2004) existem evidências que fatores genéticos e ambientais 

atuam em associação na origem das fendas labiopalatinas. Agentes teratogênicos podem aumentar o 

risco de uma mãe conceber um filho com fissura labiopalatina quando exposta nos primeiros meses 

de gravidez. Fendas labiais e/ou palatinas podem ser causadas pela ingestão materna de drogas 

anticonvulsivantes durante a gestação (Hanson, 1980), bem como devido à prática de tabagismo 

(Saxen e Lathe, 1974).    

 Dentre os fatores ambientais que parecem estar envolvidos com fissuras lábio palatinas, 

destacam-se: uso de medicamentos (Bliek et al., 2009: Zarante et al., 2009), exposição aos 

agrotóxicos (Garcia et al., 1999), exposição ocupacional (Lorente et al., 2000: Desrosiers et al., 

2012: Lin et al., 2012), altitude (Castilla et al., 1999: Poletta et al., 2007), consumo de álcool 

(Baker et al., 1998: Lorente et al., 2000: Sokol et al., 2003; Leite & Koifman, 2009), o tabagismo 

(Chung et al.,2000; Little et al., 2004; Vardavas et al.. 2008; Leite & Koifman. 2009), a presença 

do diabetes mellitus (Beard. 1982: Spilson et al., 2001) e a deficiência nutricional de ácido fólico 

(Shaw et al, 1995; Czeizel et al., 1999; ltikala et al,. 2001: Boyles et al., 2006: Bliek et al., 2012; 

Houston. 2012: Kelly et al.,2012; Li et al., 2012) durante o período gestacional. 

 Em função do contato direto com agrotóxicos, Garcia et al.,(1999) reportaram que as mães 

que estavam envolvidas em atividades agrícolas entre o primeiro trimestre da gravidez e o mês 

anterior a concepção, tiveram um forte aumento no risco de terem bebês portadores de defeitos do 

sistema nervoso, fissuras labiopalatinas e anomalias múltiplas.  
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2.2  AGROTÓXICO E A SAÚDE HUMANA 

Desde os mais primórdios tempos existe consciência humana sobre as condições ambientais e 

sua relação com a saúde. As relações entre os movimentos da natureza (Clima, Fases da Lua, 

Chuvas, Ventos) e as enfermidades, sempre estiveram presentes nas cosmologias primitivas e são 

relatadas desde a Antiguidade por filósofos e sábios orientais e ocidentais. Essa preocupação se 

acentuou na modernidade, particularmente nos séculos XVIII e XVI, quando se intensificou no 

ocidente o processo de industrialização e de urbanização e os problemas ambientais, visivelmente 

começaram a ser associados à saúde, às condições de vida e de trabalho. 

Os agrotóxicos estão entre os mais importantes fatores de risco para a saúde dos 

trabalhadores e para o meio ambiente. Utilizados em grande escala por vários setores produtivos e 

mais intensamente pelo setor agropecuário, são ainda utilizados na construção e manutenção de 

estradas, tratamentos de madeiras para construção, indústria moveleira, armazenamento de grãos e 

sementes, produção de flores, combate às endemias e epidemias, como domissanitários etc. Enfim, 

os usos desses produtos excedem em muito aquilo que comumente se reconhece (Silva et al, 2005). 

Dentre os trabalhadores expostos destacam-se, além dos trabalhadores rurais, os da saúde 

pública, de empresas desinsetizadoras, de transporte, comércio e indústria de síntese. Ressalte-se 

ainda, que a população em geral também está exposta, seja através de resíduos em alimentos, de 

contaminação ambiental ou acidental. Os gastos mundiais com agrotóxicos crescem continuamente, 

passaram de US$ 20 bilhões em 1983 para US$ 34,1 bilhões ao longo dos anos 90. A América 

latina é a região onde mais cresceram as vendas. No Brasil, foi observado importante aumento de 

vendas nos anos 90 passando de 1,0 bilhão de dólares em 1990, para 2,18 bilhões de dólares em 

1997(Brasil, 1999)  

Segundo o Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para a Defesa Agrícola (SINDAG), 

em 2001, o Brasil foi o oitavo país consumidor destes produtos, com 3,2 kg/ha de agrotóxicos. À 

sua frente estavam Holanda, Bélgica, Itália, Grécia, Alemanha, França e Reino Unido.  

 A avaliação e análise das condições de exposição aos produtos químicos em geral, e aos 

agrotóxicos em particular, representam um grande desafio aos estudiosos da relação 

saúde/trabalho/exposição a substâncias químicas. Um dos principais aspectos dificultadores da 

avaliação da exposição e dos efeitos sobre a saúde humana causados pelos produtos em questão, diz 
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respeito ao número de substâncias e produtos que estão agrupados sob o termo agrotóxico. Ou seja, 

quando se discute os efeitos à saúde humana causados pelos agrotóxicos, não se está se referindo a 

uma única substância, mas a milhares delas. 

 Só no Brasil, segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), estão 

disponibilizadas pouco mais de 500 monografias de ingredientes ativos de agrotóxicos, 

domissanitários, produtos não agrícolas e preservante de madeira cujo uso encontra-se autorizado 

no Brasil. No mesmo endereço eletrônico encontra-se ainda, a relação dos ingredientes ativos que, 

atualmente, não possuem autorização de uso no Brasil. Porém, não pode ser esquecido que em 

algum momento estas substâncias foram registradas no órgão competente e tiveram seu uso 

aprovado. Portanto, populações estiveram expostas. É importante registrar que o contrabando 

possibilita a entrada de produtos já proibidos ou mesmo nunca aprovados no Brasil, aumentando 

assim, os riscos das populações expostas (Brasil, 2004). 

De acordo com o SINDAG, em 2003, existiam no Brasil 648 produtos em linha de 

comercialização, sendo os principais comercializados: inseticidas, herbicidas, fungicidas,  

acaricidas e demais  grupos químicos (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Principais Agrotóxicos de Importância em Saúde Pública 
  
Inseticidas: Organofosforados, Organoclorados, Piretróides 
 
 Fungicidas: Ditiocarbamatos 
 
 Herbicidas: Fenoxiacéticos, Dipiridílicos 
 
 Fumigantes: Brometo de Metila e Fosfeto de Alumínio 
Fonte: Sindag, 2003 

Segundo Meirelles (2005), atualmente existem no Brasil, 470 ingredientes ativos de 

agrotóxicos, 572 produtos técnicos e 1.079 produtos formulados no mercado nacional, sendo 45% 

de herbicidas, 27% de inseticidas e 28% de fungicidas. 

 Todo o debate sobre saúde e ambiente, parte de dois pressupostos básicos: o primeiro é a 

essencialidade da relação entre os seres humanos e a natureza. O segundo, derivado dessa relação, é 

de que o conceito de ambiente, tal como o entendemos é construído pela ação humana. Dessa forma 

ele é histórico e pode ser pensado, repensado, criado e recriado tendo em vista nossa 
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responsabilidade presente e futura com a existência, as condições e a qualidade da vida dos 

indivíduos e em sociedade e de toda a bioesfera (Solomon, 2000). 

 Os agrotóxicos são agentes químicos que determinam uma série de efeitos nocivos à saúde 

humana. De acordo com a classe química a que esses produtos pertencem e o tipo de exposição, 

podem causar desde dermatites até alguns tipos de cânceres. De acordo com o Sistema Nacional de 

Informações Tóxico-farmacológicas (SINITOX), dentre os 530 óbitos registrados pelos Centros de 

Controle de Intoxicações em 2003, os principais agentes tóxicos envolvidos foram os agrotóxicos 

de uso agrícola, correspondendo a mais de 30% das causas do total de óbitos. Para o sexo 

masculino, esses agentes químicos representaram aproximadamente 40% do total de óbitos 

registrados. 

Os inseticidas da classe dos organofosforados, bem como os carbamatos, atuam no 

organismo humano inibindo uma enzima denominada acetilcolinesterase. Essa enzima atua na 

degradação da acetilcolina, um neurotransmissor responsável pela transmissão dos impulsos no 

sistema nervoso (central e periférico). Uma vez inibida, essa enzima não consegue degradar a 

acetilcolina, ocasionando um distúrbio chamado de “crise colinérgica”, principal responsável pelos 

sintomas observados nos eventos de intoxicação aguda por esses produtos.Vários distúrbios do 

sistema nervoso foram associados à exposição aos agrotóxicos organofosforados, principalmente 

aqueles ligados à neurotoxicidade destes produtos, observados através de efeitos neurológicos 

retardados. (Silva et al, 2005) 

 Em um estudo realizado em uma comunidade agrícola do Município de Nova Friburgo, foi 

observado que 30% dos trabalhadores desta comunidade apresentavam um quadro de 

polineuropatia periférica e alterações comportamentais que remetem a distúrbios do sistema 

nervoso central. A análise estatística demonstrou que a média de atividade de acetilcolinesterase do 

grupo que apresentava fasciculação foi significativamente inferior (decorrente de sua inibição) em 

relação ao grupo que não apresentava este sinal, demonstrando a relação direta entre a exposição a 

este grupo de agentes agrotóxicos e o desenvolvimento de doenças do sistema nervoso central. Esse 

mesmo estudo mostrou que 20%das crianças da localidade apresentavam atividade colinesterásica 

diminuída, indicando sua exposição a agrotóxicos. Muitas dessas crianças diziam não trabalhar 

diretamente na lavoura, se referindo apenas a uma “ajuda” aos pais e, nesta condição, muitas vezes, 
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estavam mais expostas por se protegerem inadequadamente, já que na sua percepção não iriam 

sofrer uma exposição direta (Silva et al, 2005). 

Os inseticidas da classe dos organoclorados são agentes químicos que têm a capacidade de 

se acumular nas células gordurosas do organismo humano e de outros animais, o que pode vir a 

determinar uma série de efeitos indesejados à saúde. Além disso, os organoclorados são muito 

estáveis e podem persistir nos organismos e no ambiente por mais de trinta anos. Apesar de 

proibidos há mais de vinte anos, alguns agentes organoclorados, como o DDT, ainda são utilizados 

na agricultura, inclusive na região serrana do Estado do Rio de Janeiro, frutos de contrabando e 

comércio ilegal. Desde a década de 90,  estudos vêm apontando a possível relação entre a exposição 

ambiental e ocupacional a agrotóxicos organoclorados e o desenvolvimento de alguns tipos de 

câncer, como os cânceres de mama, pulmão, estômago, pâncreas e próstata (Baris, et al, 2000).  

Um estudo realizado por (Meyer et al, 2003) com dados de mortalidade por câncer na região 

serrana do Rio de Janeiro, mostrou uma elevada incidência de mortes por cânceres de estômago, 

esôfago e laringe entre homens agricultores no período de 1979 a 1998, comparado a outras 

populações masculinas da mesma faixa etária . Esses autores discutem a relação entre a exposição 

ocupacional a organoclorados, entre outras classes de agrotóxicos, com a incidência de casos tão 

significativa. 

Os agrotóxicos podem causar diversos efeitos sobre a saúde humana sendo muitas vezes 

fatais. Estes podem se manifestar de varias formas, tais como: problemas ligados à fertilidade, 

indução de defeitos teratogênicos e genéticos, câncer. Também são relatados efeitos deletérios 

sobre os sistemas nervoso, respiratório, cardiovascular, genito-urinário, gastro-intestinal, pele, 

olhos, além de alterações hematológicas e reações alérgicas a estas substâncias (McCauley, et al.; 

2001). 

  É importante registrar que os dados oficiais brasileiros sobre intoxicações por agrotóxicos 

não retratam a realidade do país. São insuficientes, parciais, fragmentados, desarticulados e 

dispersos em várias fontes de dados - p.ex: Comunicação de Acidente do Trabalho (CAT); Sistema 

Nacional de Informação Tóxico-Farmacológica (SINITOX); Sistema de Mortalidade (SIM); 

Sistema de Internação Hospitalar (SIH); Sistema Nacional de Informação de Agravos Notificáveis 

(SINAN).  



28 

 

A Portaria N º 777, do Ministério da Saúde, publicada em 28 de abril de 2004, entre outros 

pontos, define as intoxicações exógenas, entre elas, aquelas causadas por agrotóxicos, como de 

notificação compulsória. Define ainda, que o instrumento de Notificação Compulsória é a Ficha de 

Investigação, padronizada pelo Ministério da Saúde, segundo o fluxo do Sistema de Informação de 

Agravos de Notificação (SINAN).  

 

2.3 FATORES GENÉTICOS E METABOLISMO DOS GENES CANDIDATOS. 

 A maioria das anomalias craniofaciais não possuem características monogênicas, 

normalmente apresentam penetrância incompleta, isto é, ausência de expressão fenotípica em uma 

porcentagem de indivíduos que apresentam um dado genótipo (Peterson-Falzone, 2011). A variação 

na penetrância pode ser ocasionada por vários motivos, em especial pela interação do gene em 

questão com outros genes e pela influência ambiental (Reiter et al., 2012). Com o intuito de se 

conhecer um pouco mais estes aspectos genéticos envolvidos na etiologia da fissura lábio palatina, 

vários estudos têm focado na investigação de genes polimórficos em grupos de pacientes 

acometidos com fissuras lábio palatinas e grupo de pacientes sem fissura lábio palatina (grupo 

controle). Porém, para seleção do gene candidato à fissura lábio palatina deve-se levar em 

consideração não apenas o grupo de genes envolvidos no desenvolvimento das estruturas da cabeça 

e da face como também aqueles que são influenciados por perturbações ambientais durante o 

desenvolvimento embrionário (Prescott et al., 2001).  

A seleção dos polimorfismos potencialmente candidatos é também realizada baseando-se 

em suas propriedades funcionais no local (quando o polimorfismo afeta a região promotora do 

gene, estes influenciam potencialmente a expressão gênica) e momento de expressão, na localização 

cromossômica (região codificadora, pois estes podem alterar a seqüência de aminoácidos da 

proteína final), na homologia com modelos animais (Prescott et al., 2001) ou previamente 

associados com patologias e alterações do desenvolvimento (Antunes et al.,2012).  

Os SNPs (single nucleotide polymorphisms) são formas variantes da sequência de DNA que 

podem estar presentes nos indivíduos de uma mesma população dentro de um espectro 

biologicamente normal (Kornman et al., 1997).  Genes que potencialmente representam um papel 
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na etiologia de uma determinada alteração de desenvolvimento, alteração no quadro fisiológico ou 

patológico são determinados como potenciais candidatos a esta alteração (Erickson, 2010).  

A hipótese de que a forma variante possa estar associada à função alterada de um gene e 

possa estar envolvida com a ocorrência da fissura lábio palatina pode ser analisada através das 

freqüências desses polimorfismos em indivíduos portadores de fissura lábio palatina (Prescott et al., 

2000).  

2.4 GENES ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DE AGROTÓXICOS 

2.4.1 CYP2E1 Indel  

O gene citocromo P450 2E1 (CYP2E1), Fig( 2) está localizado no cromossomo 10 (região 

10q24). Ele codifica uma proteína de aproximadamente 57 KDa, é formado por nove éxons e oito 

íntrons (Wang et al., 2009). Este gene é um membro da superfamília P450 e está envolvido na 

oxidação metabólica de compostos com baixo peso molecular, como as N-nitrosaminas e benzenos, 

em processos de fase 1 (Gianfagna et al., 2008). 

Um polimorfismo do tipo INDEL,Fig(3) que são variações dos tipos inserção e deleção de 

pequenos fragmentos de DNA (Santos et al., 2010), de 96 pares de bases, presente na região 

promotora do CYP2E1, está relacionado à inativação da função enzimática (Das Roy et al., 2008). 

Estudos recentes associam a presença da inserção de 96 pb do gene CYP2E1 com o aumento do 

risco para desenvolvimento de algumas formas de câncer, como o câncer colorretal e o câncer de 

esôfago (Morita et al., 2008). 

O trabalho de Chevrier (2007), visando verificar associação de xenobioticos com FLP, 

observou associação entre o uso de álcool por mulheres grávidas e o polimorfismo no gene CYP2E1 

com aumento do risco da fissura lábio palatina e outros defeitos congênitos. 
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Figura 2: Gene citocromo P450 2E1 (CYP2E1)  
 

                                       

Figura 3 : INDEL  Marcadores genéticos que apresentam variações dos tipos inserção e 
deleção de pequenos fragmentos de DNA, sendo, portanto, considerados como 
polimorfismos  bialélicos. 
 

 
 
2.4.2 Gene ABCB1 rs1128503 

 O gene ABCB1 está localizado no cromossomo 7 na região 7q21.12 (Callen, et al. 1987)(Fig 

4), ele possui 29 éxons, e pertence a família de transportadores ABC (ATP-ligante cassete) que 

contribui para o mecanismo de resistência a multidrogas (MDR) (Rubiś et al.2012).  

Os transportadores ABC desempenham um papel predominante no controle da passagem de 

xenobióticos e toxinas para o cérebro (Pardridge, 2010), mas os seus mecanismos de regulação 

ainda não são completamente compreendidos. (Lemmen et al. 2013)  

O gene ABCB1 codifica a proteína transmembranar de grandes dimensões P-Glicoproteína 

que é parte integrante da barreira sangue-cérebro e funciona como uma bomba de transporte de 



31 

 

drogas para transporte de uma variedade de drogas a partir do cérebro de volta para a corrente 

sanguínea (NCBI, 2013). 

O aumento da expressão e amplificação das sequências de ABCB1 geralmente são 

encontradas em um subtipo de multidroga resistente da leucemia humana e células de carcinoma 

ovariano. A superexpressão do P-glicoproteína-1 parece uma característica consistente das células 

de mamíferos mostrando uma resistência para drogas multiplas anticancer e tem sido postulado para 

mediar a resistência a drogas (Riordan et al., 1985). 

Singh, et al. 2012, sugeriram que a dose de antidepressivo necessária para os pacientes pode 

ser prevista pelo SNP rs1128503 assim, têm-se uma evidência de que este polimorfismo pode 

influenciar significativamente na atividade desta proteína. 

No estudo de Omoumi et al.(2013), o alelo T no rs1128503 foi associado com maior risco 

de fissura lábio palatina não sindrômica, com  isso fornece evidências de que polimorfismos 

potencialmente funcionais em ABCB1 fetais modulam o risco de FLP não sindrômica. 

 

Figura 4: Cromossomo 7 na região 7q21.12 

2.4.3 Gene AHRrs 2066853 

O receptor de hidrocarboneto aromático (AHR) é um membro da família de fatores de 

transcrição Per/Arnt/Sim (PAS). O gene AHR é um mediador conhecido da resposta tóxica para o 

potente herbicida 2,3,7,8-tóxico persistente tetracholordibenzo-p-dioxina (TCDD),  bem como 

regular a expressão de vários genes, tais como o CYP1A1, envolvidos no metabolismo de 

http://omim.org/entry/171050#reference32
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substâncias tóxicas, além de modular a proliferação celular (Puga et al., 2000; Santini et al., 2001; 

Huang e Elferink, 2005; Mitchell et al., 2006). 

O gene AHR está localizado no cromossomo 7, na região 7p21.1 Fig. (5) e possui 11 éxons e 

10 íntons, ele regula enzimas metabolizadoras de xenobióticos e codifica a ligação-ativação do fator 

de transcrição envolvido na regulação das respostas biológicas aos hidrocarbonetos aromáticos 

planares. (NCBI, 2013) 

Ohtake et al. 2003, sugere que AHR/ARNT formam um complexo básico helix-loop-helix 

que medeia a maioria dos efeitos tóxicos da dioxina e ele demonstrou que a ativação agonista do 

heterodimero AHR/ARNT está diretamente associado com os receptores de estrógeno ER-alpha e 

ER-beta.  

Como o gene AHR é conhecido como mediador de respostas tóxicas, ele foi utilizado no 

trabalho de Rocas (2011), onde foi relatado que as mutações no domínio de transativação de AHR 

estão ligados a sensibilidade para a letalidade aguda da TCDD. 

O SNP rs2066853, também foi associado com a excreção urinária de 1-OHP (1-

hidroxipireno) que é um biomarcador de exposição a hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPAs) e foi estudado em trabalhadores de coqueria de duas fábricas de briquetes no sul da China 

(Chen, 2007). 

Kayano et al. 2004, não obteveram resultado significativo para os genes AHR e CYP1A1, 

porém seus resultados sugeriram que o ARNT está envolvido no desenvolvimento de fissuras orais 

não sindrômica na população japonesa em mães que obtiveram contato com o TCDD.  

Os resultados de Jang et al. 2007, sugerem que os antagonistas de AHR, tais como alfa-

naftoflavona podem ser candidatos promissores para a redução da incidência e gravidade de 

malformações fetais causadas por exposição em útero de TCDD.  

http://omim.org/geneMap/7/64?start=-3&limit=10&highlight=64
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   Figura 5: cromossomo 7, na região 7p21.1 

2.4.4 Gene EPHX1 rs 1051740 

O gene Epoxide Hydrolase está localizado na posição 1q42.12,Fig.(6) e contém  9 éxons 

separados por 8 íntrons. Os íntrons possuem de 335 a 6696 pares de bases e possuem muitos DNA 

repetitivos, incluindo 18 sequencias de Alu (cada uma com mais de 100 nucleotídeos de 

comprimento) no interior de 4 íntrons (Hassett et al., 1994). 

Epóxido hidrolases desempenham um papel importante tanto na ativação e desintoxicação 

de substâncias químicas exógenas, tais como os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos.  

Strickler et al.,1985, levantaram a hipótese de uma forma mutante da epóxido hidrolase 

microssomal como a base molecular para reações anormais a fenitoína e algumas outras drogas.  

A Fenitoína (difenilhidantoína, dilantina) é metabolizada pelo citocromo P-450 

monooxigenases para vários produtos oxidados, incluindo metabolitos hidroxilados e diidrodiol. 

Óxidos de areno, que são compostos reativos eletrofílicos, são intermediários nestas reações 

oxidativas. Se não desintoxicado, metabólitos do óxido areno podem ligar covalentemente as 

macromoléculas celulares, resultando na morte da célula, a mutações, tumores, malformações 

congênitas, e, atuando como haptenos, pode conduzir a fenômenos secundários imunológicos. Nos 

animais, os efeitos tóxicos da fenitoína, incluem hiperplasia gengival e teratogenicidade, e esses 

efeitos têm sido atribuídos aos metabólitos de óxido de areno (NCBI, 2013). 

Para Singh et al. (2009), os GSTs, NATs, NQOs e EPHXs são essenciais para o 

metabolismo de xenobióticos e potenciais pró-cancerígenos que podem estar envolvidas no início 
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do câncer. Como sugerido por Nousome (2013), onde um haplotipo no gene EPHX1 está 

relacionado ao aumento do risco de Leucêmia Linfoblástica Aguda (LLA). 

 

Figura 6: Cromossomo 1 na região 1q42.12 

2.4.5 Gene PON1 rs662  rs 854560 

A família de genes de paraoxonase (PON) inclui três genes, PON1, PON2, e PON3, 

alinhados um ao lado do outro no cromossomo 7. PON1 humana é sintetizada no fígado e secretada 

para o sangue, onde ela é associada exclusivamente com a lipoproteína de alta densidade (HDL) e 

pode proteger contra o desenvolvimento de aterosclerose (Draganov et al., 2005). 

PON1 possui 9 éxons e hidrolisa os metabólitos tóxicos de vários inseticidas 

organofosforados, incluindo paratião, diazinon, clorpirifos, e bem como agentes nervosos, tais 

como o sarin e soman (Clendenning et al.1996).  

Além disso, Singh et al. (2011) obtiveram resultados que indicam que o polimorfismo no 

gene PON1 pode modular danos ao DNA induzidos por alguns pesticidas, possivelmente por meio 

de interações gene-ambiente. 

Humbert et al.(1993) fizeram estudos com animais e demonstraram que PON injetado por 

via intravenosa proporciona proteção contra a toxicidade do organofosforado paraoxon, reforçando 

a ação deste gene sobre os pesticidas. 
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2.4.6 Gene MTHFD1 rs2236225 

O Gene MTHFD1 está localizado no cromossomo 14, na região 14q24Fig(7), possui 28 

éxons e codifica uma proteína MTHFD1 trifuncional compreendendo 5,10-metileno-desidrogenase, 

5,10-methenyltetrahydrofolate cicloidrolase, e 10-formiltetraidrofolato sintetase (OMIM 2013).  

Estas três reações sequenciais são envolvidas na interconversão de derivados de 1-carbono 

de tetrahidrofolato (THF), que são substratos para a metionina, a timidilato, e de novo a síntese da 

purina. Nos eucariotos, as três atividades enzimáticas são propriedades de uma única proteína, um 

homodímero de polipéptidos de 100 kD (Hum et al., 1988). 

 Bufalino et al. (2010), fizeram um estudo em uma população brasileira e sugeriram que a 

variante genética rs2236225 do gene MTHFD1 que  metaboliza o ácido fólico,  pode modular a 

suscetibilida materna de ter um filho com Fissura Lábio/Palatina. 

Mills et al. (2008), estudaram uma população irlandesa e encontraram associações  tanto 

para fissuras palatinas quanto para fissuras labiopalatinas com o polimorfismo1958 G -> A no gene 

MTHFD1 em pacientes e suas respectivas mães. 

 

Figura 7: Cromossomo 14, na região 14q24 

3  JUSTIFICATIVA  

Em nossa região, um grande número de indivíduos acometidos por fissuras labiopalatinas 

são oriundo de zonas rurais, onde sabidamente se faz uso indiscriminado de agrotóxicos nocivos a 

saúde humana, muitos dos quais tem alto potencial teratogênico (Loffredo, et al 1994).  
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Assim, este projeto investigou se existe a correlação entre genes de metabolismo com a 

exposição a agrotóxicos na etiogênese de fissuras labiopalatinas.  

 
4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL: Investigar a correlação entre variantes polimórficas dos genes 

PON1(rs662), PON1(rs854560), ABCB1, AHR, EPHX1, MTHFD, CYP2E1 (INDEL) e a exposição 

á agrotóxico na etiogenêse das fissuras labiopalatinas. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

• Verificar a incidência de fissuras labiais, palatinas ou labiopalatinas em indivíduos com 

parentais expostos e não expostos a agrotóxicos; 

• Avaliar as frequências das diferentes variantes polimórficas dos genes PON1RS662, 

PON1RS854560, ABCB1, AHR, EPHX1, MTHFD1, CYP2E1  em indivíduos portadores de 

fissuras labiopalatinas. 

• Correlacionar as diferentes variantes alélicas e genotípicas dos respectivos genes, de origem 

materna e/ou do probando, com a gênese e com os aspectos clínicos das Fissuras Labiopalatinas. 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS.  

5.1 AMOSTRA 
 

Este estudo foi composto por uma amostra total de 83 indivíduos afetados por Fissuras 

Labio Palatinas/ Palatinas e ou Labiais (exclusivamente nascidos no Estado Pará) e 83 mães dos 

pacientes acometidos. 

Todos os participantes foram recrutados entre dezembro de 2010 e dezembro de 2012 no 

setor de Fissuras orais do Hospital Ophir Loyola (HOL). 

O critério de exclusão utilizado na pesquisa foi à presença de outras síndromes associadas às 

Fissuras Labio Palatinas. 
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Durante o estudo, foi realizado um contato prévio com cada paciente, onde foram fornecidas 

informações acerca do objetivo da pesquisa, além de um formulário para assinatura do 

consentimento pós-informado para posterior coleta do material. 

Um questionário (Anexo I) foi aplicado visando observar várias características sócio-

ambientais onde as genitoras dos pacientes serão arguidas sobre hábitos tabagistas e etilistas, além 

da exposição a agrotóxicos ou outros compostos que tenham potencial teratogênico. 

Em relação aos aspectos clínicos, foram observados os tipos de fissuras, se labial, palatina 

ou lábio-palatina. Reincidência familiar também será considerada em nossas análises. As amostras 

de material biológico foram coletadas na forma de sangue.  

As amostras de sangue (5 a 8 mL) foram obtidas por punção venosa e colhidas em tubos de 

ensaio de vidro com capacidade para 10 mL, contendo 54 uL EDTA. Logo após as coletas, as 

amostras foram adequadamente identificadas com o nome, número do paciente, dia da coleta. As 

amostras de sangue foram armazenadas a - 20°C até o momento da extração do DNA.  

 

5.2  EXTRAÇÃO DE DNA  

A extração de DNA, a partir das amostras de sangue periférico, foram realizadas conforme o 

protocolo estabelecido pelo Invirsob spin blood mini kit) a seguir: 

1. Transferir 200μl de sangue para um tubo de reação de 1.5 ml.  

2. Adicionar 200 μl de Lysis Buffer HL, misturar pipetando para cima e para baixo 5 vezes e 

incubar por 3 minutos à 56°C com movimento contínuo. Adicionar 20 μl de proteinase K elevar ao 

vórtex (1 segundo).  

3. Incubar a reação por 5 minutos à 56° C com movimento contínuo em banho Maria.  

4. Adicionar 200 μl de Binding Buffer HL e misturar com a amostra usando o vórtex ou pipetando 

para cima e para baixo por 5 vezes. Transferir a mistura para um tubo RTA Spin Filter e incubar 

por 1 minuto.  

5. Centrifugar por 2 minutos a 12.000 rpm, descartar o filtrado e levar o RTA spin filter para um 

novo tubo RTA receiver tube.  

6. Adicionar 500 μl de pré Wash Buffer ao RTA spin filter e centrifugar por 1 minuto à 12.000 rpm. 

Descartar o filtrado e passar o filtro para um novo tubo.  
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7. Adicionar 700 μl de Wash Buffer ao RTA spin filter e centrifugar por 1 minuto a 12.000 rpm. 

Descartar o filtrado e passar o filtro para um novo tubo.  

8. Adicionar 700 μl de Wash Buffer ao RTA spin filter e centrifugar por 1 minuto a 12.000 rpm. 

Descartar o filtrado e passar o filtro para um novo tubo.  

9. Transferir o filtro para um tubo RTA receiver de 2 ml e centrifugar por 4 min à velocidade 

máxima (14.000) rpm para eliminar completamente o etanol.  

10. Transferir o filtro para um novo tubo de 1,5 ml receiver tube. Adicionar Elution Buffer D pré 

aquecido a 56° C. incubar a temperatura ambiente por 1 min.  

11. Centrifugar a 9.500 rpm por 1 min, Descartar o RTA filter. O DNA estará no tubo.  

Posteriormente, o DNA extraído foi armazenado em freezer -20°C. 

 

5.3  SELEÇÃO DE ENSAIOS 

 Os marcadores foram previamente selecionados a partir da análise de resultados de 

trabalhos publicados na literatura e pelo site National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

2013), os quais foram analisados observando a importância dos genes na fissura lábiopalatina, a 

importância clínica e a frequência populacional. 

5.4  REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

Para análise do INDEL do gene CYP2E1 foi empregada técnica da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR). Onde serão utilizadas as seguintes sequências de primers: Foward (5’ TGT CCC 

AAT ACA GTC ACC TCT TT 3’) e Reverse (5’ GGC TTT TAT TTG TTT TGC ATC TG 3’).  

 Todo o protocolo utilizado para a amplificação do DNA alvo (volume da reação, 

concentração de DNA em ng, concentração de magnésio, concentração da enzima, concentração de 

primer em picomoles, aditivos da PCR, temperatura de extensão e anelamento), são homozigotas 

QQ para o polimorfismo MTHFD1. Anteriormente a técnica de Snapshot, será necessário para 

realizar a amplificação das amostras através da técnica de Reação de Cadeia da Polimerase (PCR). 

Será utilizado o kit Qiagen Multiplex PCR, seguindo instruções do fabricante. O termociclador 

utilizado para a reação de amplificação será o VeritiTM 96 Well Thermal Cycler  (Applied 

Biosystems,Foster City, CA). 
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5.5 SNAPSHOT 

A técnica de SNaPshot Multiplex System é um método baseado em extensão de primer 

desenvolvido para análises de polimorfismos de base única (SNPs) (Figura 9). Por causa da sua 

capacidade de ser realizada em multiplex, podem ser analizados 10 SNPs em uma única reação, 

independentemente das suas posições no cromossomo ou a distância de separação entre SNPs de 

loci vizinhos. 

 

Figura 9: A leitura da técnica de SnaPshot a partir da eletroforese capilar, em um sequenciador 

automático, de um polimorfismo de base única de uma sequencia de DNA (Fonte: invitrogen 2013). 

A técnica de SnaPshot Multiplex foi realizada através do SNaPshot® Kit Single-Base 

Extension Labeling Chemistry seguindo as instruções do fabricante. Os polimorfismos de base 

única (SNPs) que foram análisados são: ABCB1 (rs1128503), AHR (rs2066853) e EPHX1 

(rs1051740). Esses SNPs após terem seus primers amplificados por PCR foram marcados com 

sondas fluorescentes e foram tratados pela Shrimp alkaline phosfatase (SAP). Para poder gerar os 

dados por uma eletroforese capilar em sequenciador automático (ABI 3130 Genetic Analyzer, 

Applied Biosystems). A leitura foi feita através dos picos gerados pela diferença de tamanho dos 

fragmentos e pela fluorescência gerada para cada variante polimórfica. 
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5.6 ASPECTOS ÉTICOS  
 

Esta pesquisa está de acordo com os princípios éticos básicos das diretrizes e normas que 

regulamentam a pesquisa em seres humanos: autonomia, beneficência, não maleficência e justiça.  

O projeto foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa envolvendo seres humanos do 

Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Pará (anexo II).  

Considerando o caráter analítico do estudo, os pacientes e familiares não foram expostos a 

nenhum risco maior. O material biológico colhido (sangue periférico ou saliva) foi obtido por 

procedimentos pouco invasivos (punção venosa periférica). 

A estratégia utilizada para o recrutamento dos participantes foi informar aos pacientes em 

consultas de rotina no ambulatório do Hospital Ophir Loyola (HOL) sobre a pesquisa e 

ocasionalmente a realização do convite a participar da mesma. 

Os objetivos da pesquisa, os riscos e os benefícios ao paciente, familiares e população 

afetada pela doença em questão, foram explicados às famílias, e as dúvidas levantadas foram 

esclarecidas. As famílias que concordaram em participar assinaram um termo de consentimento 

livre esclarecido (anexo III). 

 

6  ANÁLISE DOS DADOS.  

A análise estatística foi realizada através dos programas SPSS v. 12.0 (SPSS, Chicago, IL. 

EUA) e Bioestat 5.3.  

Os testes realizados foram, o teste de Regressão Logística Multipla, Qui-quadrado e Teste Exato 

de Fisher.  Com nível de significância a ser considerado será p ≤ 0,05. 

7 RESULTADOS 

  O número total de amostras analisadas foi de 166 indivíduos, sendo 83 pacientes 

acometidos por fissura, com idade média de 7 anos (DP 5 anos) e 83 mães dos mesmos. Em nossas 

amostras, o gênero masculino foi 64% do total de acometidos.  

Nosso resultado consiste de quatro análises diferentes, para cada polimorfismo. 

Inicialmente, observamos as diferenças entre as frequências genotípicas encontradas nos 

acometidos e nas mães destes e aquelas das populações de indivíduos hígidos. Isto visando 
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encontrar diferenças entre estes genótipos que possam justificar a gênese das FLP, frente à 

exposição das mães, e intrauterinamente, dos filhos ao agrotóxico. 

Em um segundo momento, verificamos se houveram diferenças entre os genótipos maternos 

e dos acometidos, que pudessem representar diferenças significativas entre estes dois grupos de 

indivíduos (pois as mães, independentemente da exposição ao agrotóxico, poderiam ter FLP, caso o 

genótipo fosse de elevada importância) e que possam ter relação com a FLP. 

Em uma terceira análise, observamos se os genótipos encontrados nos indivíduos que 

apresentam FLP, estão relacionados à exposição relatada aos agrotóxicos, como fator etiológico 

destas más formações. 

 Em última verificação, visamos, por análise de regressão logística simples, verificar se a 

característica genotípica desses alvos de estudo, possa ter influenciado no fenótipo do tipo de 

fissura, seja somente labial, seja palatal ou labiopalatal. 

 A distribuição dos tipos de fissuras entre os acometidos foi de 12% para fissuras somente 

labiais, 19% para fissuras somente palatais e 69% das fissuras em nosso grupo amostral atingiam o 

lábio e o palato.  

Entres as mães envolvidas no estudo, 25% declarou ter contato cotidianamente com 

agrotóxicos, incluindo-se o período de gravidez e parto dos indivíduos com FLP. 

A distribuição encontradas em nossas amostras, de frequências genotípicas referentes aos 

polimorfismos das enzimas envolvidas, entre outras coisas, no metabolismo dos agrotóxicos, assim 

como as frequências populacionais provindas de bancos de dados - HapMap e SNP500Cancer - 

sobre as variações humanas (NCBI, 2013) estão dispostos nas tabelas 3 a 9. 

Cabe ressaltar que, de acordo com Santos et al. (2010) a população miscigenada do Estado 

do Pará, nossa origem amostral, possui em sua constituição genética 60% de contribuição europeia, 

28% de contribuição de ameríndios e 12% de contribuição africana. Assim, observando as 

frequências alélicas a nível mundial, obtidas da fonte de dados National Center for Biotechnology 

Information (NCBI, 2013), e considerando as frequências de populações asiáticas como as de 

indígenas (pois estes possuem como ancestrais populações asiáticas), realizamos uma estimativa 

das frequências populacionais de nossa região, de acordo com a ancestralidade descrita acima. 

Logo, as frequências genotípicas esperadas para a nossa população seriam conforme descritas nas 

colunas intituladas como “Estimada”. 
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Em relação aos dois polimorfismos da enzima pon1 

 Tabela 3 - Distribuição genotípica do polimorfismo do PON1 (rs662). 
Genótipos Acometido Mãe Global Caucasiana Africana Asiática Estimada 

  N (%) N (%)      

A/A 19(23,9) 6(7,2) 23(27,7) 36(43,4) 4(4,8) 7(8,4) 24(29) 

A/G 64(77,1) 76(91,6) 38(45,8) 39(47,0) 27(32,5) 35(42,2) 36(43,9) 

G/G 0(0) 1(1,2) 22(26,5) 8(9,6) 52(62,7) 41(49,4) 23(27,1) 

 

Comparando-se as frequências de nossos achados com a da população global, evidenciamos 

que o polimorfismo do PON1 (rs854560) apresentou menor frequência de homozigotos (ambos) em 

nossa população, quando comparados a população global. 

 

Tabela 4 - Distribuição genotípica do polimorfismo do PON1 (rs854560). 
Genótipos Acometido Mãe Global Caucasiana* Africana* Asiática* Estimada 

  N (%) N (%)      

A/A 5(6,0) 5(6,0) 43(51,8) 40(48,2) 45(54,2) 72(86,8) 50(59,7) 

A/T 77(92,8) 78(94,0) 32(38,6) 22(26,5) 38(55,8) 11(13,3) 21(25,1) 

T/T 1(1,2) 0(0) 8(9,6) 21(25,3) 0(0) 0(0) 13(15,2) 
 
*Obtido de SNP500Cancer, por não disponibilização de fonte HapMap. 

 

O polimorfismo do EPHX1 

Tabela 5 - Distribuição genotípica do polimorfismo do EPHX1 (rs1051740). 
Genótipos Acometido Mãe Global Caucasiana Africana Asiática Estimada 

  N (%) N (%)      

C/C 22(26,5) 1(1,2) 15(18,1) 10(12,1) 1(1,2) 22(26,5) 12(14,8) 

C/T 35(42,2) 68(81,9) 30(36,2) 34(41,0) 17(20,5) 35(42,2) 32(38,8) 

T/T 26(31,3) 14(16,9) 38(45,8) 39(47,0) 65(78,3) 26(31,3) 38(46,4) 

 

O SNP de MTHFD1 

Tabela 6 - Distribuição genotípica do polimorfismo do MTHFD1 (rs2236225). 
Genótipos Acometido Mãe Global* Caucasiana Africana Asiática Estimada 

  N (%) N (%)      

C/C 11(13,3) 1(1,2) - 28(33,7) 54(65,1) 43(51,8) 35(42,6) 

C/T 68(81,9) 70(84,4) - 40(48,2) 27(32,5) 35(42,2) 37(44,6) 

T/T 4(4,8) 12(14,5) - 15(18,1) 2(2,4) 5(6,0) 11(12,8) 
*Não disponibilizado 
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A distribuição de frequências de ABCB1 
Tabela 7 - Distribuição genotípica do polimorfismo do ABCB1 (rs1128503). 

Genótipos Acometido Mãe Global Caucasiana Africana Asiática Estimada 

  N (%) N (%)      

C/C 2(2,4) 1(1,2) 28(33,7) 22(26,5) 62(74,7) 11(13,3) 24(28,6) 

C/T 72(86,8) 71(85,6) 37(44,6) 47(56,6) 21(25,3) 36(43,3) 41(49,2) 

T/T 9(13,3) 11(13,3) 18(21,7) 14(16,9) 0(0) 36(43,3) 18(22,3) 
 

 

No polimorfismo de AHR 

Tabela 8 - Distribuição genotípica do polimorfismo do AHR (rs2066853). 
Genótipos Acometido Mãe Global Caucasiana Africana Asiática Estimada 

  N (%) N (%)      

A/A 2(2,4) 0(0) 5(6,0) 1(1,2) 18(21,7) 17(20,5) 8(9,1) 

A/G 33(39,8) 30(36,2) 28(33,7) 15(18,1) 39(47,0) 39(47,) 25(29,6) 

G/G 48(57,8) 53(63,9) 50(60,3) 67(80,7) 26(31,3) 27(32,5) 51(61,3) 

 

A alteração do tipo INDEL de CYP2E1 

Tabela 9 - Distribuição genotípica do polimorfismo do CYP2E1 (indel). 
Genótipos Acometido Mãe Global Caucasiana Africana Asiática Estimada* 

  N (%) N (%)      

ins/ins 1(1,3) 0(0) - - - - 1(1,3) 

ins/del 18(22,8) 20(25,3) - - - - 9(11,4) 

del/del 60(75,9) 59(74,6) - - - - 69(87,3) 
*Frequência baseada em 110 indivíduos da mesma área geográfica em trabalho realizado pelo mesmo grupo de 

pesquisa (Pinto et al., 2012). 

 

8 DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

CYP2E1 

 Através da técnica de Reação de Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada a análise do 

polimorfismo INDEL do gene CYP2E1 nas 82 amostras. Foram visualizadas 47 homozigotas 

(57%) para deleção (DEL/DEL) e 30heterozigotas (37%) (DEL/INS), não houve resultados em 5 

amostras (6%), além disso não foram observadas amostras homozigotas para inserção. 
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Na análise da frequência alélica, a maioria das amostras estudadas possuía o alelo deleção 

(76%), enquanto que o alelo inserção foi encontrado em 18% das amostras e em 6% não obtivemos 

resultados. 

No questionário respondido pelos pacientes e pais algumas informações puderam ser obtidas 

como o tipo de fissura e a relação com agrotóxicos. A partir dessas informações foi constatado que 

59% dos pais não tinham contato com agrotóxicos, 22% tinham contato direto e 19% não souberam 

informar  

Nas análises estatísticas para as comparações entre os tipos de fissura restrita ao lábio com os 

outros tipos estudados, e no segundo caso, restrita a fissura lábiopalatina comparada aos outros 

tipos de fissuras, sendo todos esses em relação ao uso de agrotóxicos não tiveram valores 

significativos para p≤0,05. 

Para as análises dos genótipos dos pacientes e dos genótipos de suas respectivas mães em 

relação ao uso de agrotóxicos não obtivemos resultados significativos para p≤0,05.  

Porém, um estudo caso-controle francês envolvendo 175 famílias, investigando metabolismo de 

xenobióticos (mais especificamente o tabaco) na gênese de fissuras orais não-sindrômicas, verificou 

associação estatística entre diferentes variantes polimórficas e o risco para o aparecimento de 

fissuras em crianças, tanto em relação a variante CYP1A1*2C nos fissurados e mães, quanto na 

variante alélica CYP2E1*5 dos acometidos pela má-formação (Chevrier et al., 2008). 

Chevrier et al 2008 em seus estudos, achou dados de crianças que possuiam a variante 

CYP2E1*5 e que suas mães tiveram exposição ao tabaco durante a gravidez, tiveram uma 

diminuição estatisticamente significante do risco para a fissura, se comparado com o genótipo 

homozigoto selvagem para este gene. 

Chevrier et al, 2007 ainda relata em outro estudo que precisa realizar mais estudos dos 

polimorfismos do gene CYP2E1, pois  acreditam que estes polimorfismos são fortes candidatos para 

o aumento do risco de formação de fissuras orais durante o desenvolvimento embrionário. 

Johnsrud  et al, 2003, mostrou que indivíduos com 90 dias de idade pós-natal que possuiam 

os alelos CYP2E1*1D produziam menos proteína CYP2E1 se comparados a indivíduos da mesma 

idade e com os alelos homozigotos para CYP2E1*1C. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Johnsrud%20EK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14500779
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Sharma et al, 2013 encontrou uma maior expressão da proteína CYP2E1 no sangue de 

agricultores do norte da Índia que eram expostos constantemente à agrotóxicos. 

Ahmad et al, 2010, fizeram testes aplicando os pesticidas maneb e/ou paraquat de forma 

intraperitoneal em ratos, e viram que a expressão e a atividade catalítica do CYP2E1 no fígado de 

rato aumentou significativamente.  

A partir do nosso número amostral considerando a análise do polimorfismo INDEL do gene 

CYP2E1 não obtivemos valores estatísticos significativos que pudessem provar a influência do uso 

de agrotóxicos na etiologia da fissura lábiopalatina, intermediada pela ação enzimática do produto 

deste gene. Por isso, sugerimos que um novo estudo seja realizado com um maior número amostral. 

MTHFD1 

Segundo Aquino, et al. 2013, o polimorfismo no gene MTHFD1 (rs 2236225) foi 

previamente associado à susceptibilidade materna de ter um filho com fissura lábio palatina não 

sindrômica nas população brasileiras .Eles não encontraram associação deste polimorfismo com a 

fissura lábio palatina.  

Bufalino et a.,2010, em seus estudos diz que  mães homozigotas para o genótipo AA  do 

polimorfismo rs2236225 do gene MTHFD1, possuíam 2 vezes mais risco de ter crianças com 

fissura lábio palatina do que mães com genótipo GG ou GA. 

Mostowska et al, 2010 em seus estudos encontrou uma associação entre o polimorfismo 

(1958 G-->A) no gene MTHFD1 e a fissura labial e palatina. O autor acredita que precisa fazer 

mais estudos sobre o assunto. 

Ja nos experimentos de Palmieri et al,2008 não houve associação significativa entre os 

polimorfismos (A1958G e G401A) no gene MTHFD1 e o risco de formação de fissura. 

PON1 

Segundo Belin et. al.(2012), o polimorfismo Leu54Met (rs854560) em PON1 está associado 

significativamente (p=0,007) ao risco de desenvolver Doença de Parkinson, a partir da exposição a 

pesticidas. Corroborando a isto, a investigação, realizada por Andersen et. al., indica uma interação 
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gene-ambiente entre a exposição pré-natal a pesticidas e a heterogeneidade do gene PON1 que afeta 

indicadores de risco cardiovascular.  

Em contrapartida, Gonçalves et. al.(2012), afirmou que em seus achados, não houve 

associação entre os polimorfismos rs662 e rs854560 do gene PON1 com o risco aumentado de 

desenvolver leucemia infantil. 

Segundo Ayotte et. al.(2012),  em seus experimentos as concentrações de mercúrio no 

sangue foram inversamente associados com atividades do polimorfismo do gene PON1, inclusive 

rs662 e rs854560, enquanto que as concentrações de selênio no sangue foram associadas 

positivamente com polimorfismos do gene PON1.  

Cole et. al. (2012), através de resultados de um exame neurocomportamental realizado em 

ratos PON1 - / - (nocaute) expostos a clorpirifos-Oxon (CPO) diariamente nos dias pós-natal 

(PNDs) 4 a 21, constataram que não houve efeitos significativos de exposição neonatal à CPO sobre 

o desenvolvimento de reflexo, da coordenação motora, comportamento em campo aberto, dentre 

outros. No entanto, houve efeito significativo da exposição repetida diariamente à CPO na agitação, 

no peso corporal, entre outros. 

ABCB1 

 Fetos são constantemente expostos à xenobióticos e outros teratógenos no início do 

desenvolvimento, uma vez que são expostos às substâncias presentes no sangue materno. Desta 

forma, os fetos devem se proteger destes elementos no intuito de prevenir defeitos no 

desenvolvimento, incluindo a formação de fenda orofacial (Pacifici et al., 1986).  

Estudos têm demonstrado que enzimas responsáveis pelo metabolismo de xenobióticos 

aparecem bem cedo no desenvolvimento, configurando um mecanismo de proteção para os fetos. 

Outro possível mecanismo de proteção está relacionado com a função de transportadores de 

membrana, especificamente P-glicoproteínas, que são capazes de proteger algumas células de 

xenobióticos, através do rápido bombeamento do composto para fora da célula. Tem sido observado 

que estas proteínas atuam prevenindo a captação de certos teratógenos pelo cérebro, fluido 

cerebroespinal, testículos e tecidos fetais (Pacifici et al., 1986; Borst and Elferink, 2002).  
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Em humanos, as P-glicoproteínas são codificadas pelos genes MDR1 (ABCB1) e MDR2, 

enquanto que em roedores existem três genes correlatos, denominados de mdr1a, mdr1b e mdr2 

(Croop et al., 1989; Hsu et al., 1989; Borst and Schinkel, 1996). As proteínas codificadas por estes 

genes contêm porções hidrofílicas que permitem sua inserção na membrana celular. Além disso, 

possuem especificidade a diversos substratos que as permite bombear para fora das células vários 

tipos de xenobióticos (Borst and Elferink, 2002). 

Em um estudo desenvolvido por Rawless et al. (2007) em camundongos, foi observado que 

a presença da proteína mdr1a no feto claramente reduziu a toxicidade à dilantina, um composto 

teratogênico. A ausência completa de fetos afetados com o genótipo mdr1a+/+ fortalece essa 

afirmação. Além disso, foi observado um aumento da fenda esporádica nos fetos com genótipo 

mdr1a-/-. Isso sugere que a P-glicoproteína mdr1a é capaz de remover os teratógenos do tecido fetal 

e, portanto, sua presença em tecidos fetais reduz o risco de desenvolvimento de fenda palatina.   

De acordo com Lankas et al. (1998), a exposição ao teratógeno L-652,280 de fetos de 

camundongos CF-1 mutantes exerce efeitos significantes no seu desenvolvimento, uma vez que 

seus experimentos demonstraram que apenas os fetos com expressão reduzida ou sem expressão da 

proteína mdr1a apresentaram sensibilidade à indução da fenda palatina pelo composto.  

Bliek et al. (2009) investigaram a associação entre a presença do polimorfismo 3435C>T na 

mãe e na criança, o uso de medicação durante a gravidez e o risco de desenvolvimento de fendas 

labiopalatinas. Os resultados demonstraram que o genótipo 3435TT resulta em um aumento de seis 

vezes no risco de gerar uma criança com fenda labiopalatina em mães que utilizaram medicação 

durante a gravidez. Segundo os autores, a embriogênese pode ter sido afetada pelo fato de que o 

genótipo 3435TT codifica uma P-glicoproteína com atividade reduzida e, portanto, aumenta a 

exposição das células fetais aos xenobióticos.   

Omoumi et al. (2013) observaram que o alelo T do polimorfismo no gene MDR1 

(rs1128503) estava associado com um risco maior ao desenvolvimento de fendas orais não-

sindrômicas. Vale ressaltar que não foi encontrada associação estatística entre o genótipo 

polimórfico da mãe (mãe versus controle) e a presença de fendas orais, sugerindo que o risco para o 

desenvolvimento de fendas orais não-sindrômicas é determinado pelo genótipo fetal do gene MDR1 

e não pelo genótipo materno.  
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De modo contrário, Martinelli et al. (2011) não observaram associação positiva entre 

polimorfismos no gene MDR1 e o desenvolvimento de fendas labiopalatinas. 

Tem sido reportado que alguns pesticidas interagem com a proteína MDR1, agindo como 

substratos ou como inibidores. De acordo com Shabbir et al. (2005), a incubação de células HepG2 

de hepatoma com o pesticida DDT resultou na retenção do substrato da proteína MDR1, rodamina 

123, no interior da célula, sugerindo que o DDT inibe a atividade da proteína. 

Similarmente, Bircsak et al. (2013) examinaram o efeito de duas classes de inseticidas 

(organoclorina e piretroide) na atividade da proteína MDR1 e relataram que o pesticida DDT, bem 

como seu metabólito, inibe a atividade desta proteína, revelando um potencial papel dos pesticidas 

no acúmulo de outros xenobióticos na célula, aumentando a toxicidade.   

EPHX1 

Segundo Koutros et. al. (2011), SNPs do gene EPHX1 foram significativamente associados 

com o câncer de próstata, devido há uma evidência sugestiva de maior risco (OR maior que 1,0) 

com o aumento do número de dias de uso de óleo de petróleo / petróleo destilado utilizado como 

herbicida. De acordo com Zamora et al. (2013), nas mulheres de seu estudo, diferentes exposições à 

solventes foram medidos, e foi encontrada uma associação entre EPHX1 e LDGCB com um padrão 

de interação com a exposição ao benzeno. 

Hassett et al. (1994) descreveram que a substituição de His113 para a forma de ocorrência 

mais comum Tyr113 no exón 3 diminuiu a atividade de EPHX1 em aproximadamente 40%. De 

acordo com Tumer et al. (2012) e Silveira et al. (2010), este SNP, rs1051740, pode desencadear 

uma susceptibilidade genética para a leucemia infantil e, segundo Sarmanova et al. (2001), linfoma 

em homens, enquanto que em outros estudos não encontraram uma associação com a 

susceptibilidade (Chauhan., 2012) e os resultados (da Silva Silveira et al., 2009) em leucemia. 

AHR 

Yamada et al,2013,analisaram tecidos muscular, ósseo e epitelial de camundongos RCI 

(Região de controle de Imprinting) expostos ao TCDD, e viram que o TCDD pode suprimir com a 

baixa espressão de AhR a osteogênese palatal e a miogênese e causar fissura palatina  através da 

falha de um mecanismo de divisão pós-fusional. 
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Jang et al, em seus estudos, sugeriram que os antagonistas AhR tais como alfa-naftoflavona 

poderiam ser candidatos promissores para a redução da incidência e severidade de malformações 

fetais causados pela exposição TCDD no útero. 

Jacobs  et al, 2011, utilizou doses orais de 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) em 

camundongos prenhas e encontrou que a alteração induzida por esta dioxina durante o 

desenvolvimento palatal no camundongo, pareceu depender da baixa sinalização de atRA, que 

controla a expressão de AHR, desta forma, observaram que este gene está relacionado ao 

metabolismo desta toxina. Esse mecanismo é conservado ao longo da evolução dos vertebrados, e 

portanto, pode ser relevante nos seres humanos. 

Bunger et al, 2008 Fizeram experiências in vitro com pesticidas e o receptor AHR, e 

sugeriram que os pesticidas poderiam ativar as vias que afetam o equilíbrio hormonal, mesmo 

dentro dos limites permitidos, portanto, potencialmente atuando como desreguladores endócrinos. 

A distribuição dos gêneros e tipos de fissura foi semelhante aos dados já relatados em 

estudos prévios em indivíduos com FO de diversas populações.  

Entre as mães que participaram do estudo houve relatos de exposição a pelo menos um os 

fatores ambientais relacionados ao aumento do risco fissuras orais.  

Entre as mães entrevistadas neste estudo houve relatos de ingestão de ácido fólico e outras 

vitaminas durante a gestação como forma de prevenção. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Eu, _____________________manifesto meu consentimento com envolvimento do meu 
filho/filha no projeto de pesquisa intitulado: AVALIAÇÃO DE POLIMORFISMOS DE 
GENES METABOLIZADORES DE XENOBIÓTICOS EM PACIENTES COM 
FISSURA LABIOPALATINA ATENDIDOS NO ESTADO DO PARÁ. 

1. A natureza e objetivo do projeto de pesquisa, descritos na folha de informação em anexo, 
foram explicadas a mim. Eu compreendo e concordo em participar.  

 
2. Eu compreendo que meu filho poderá não ter benefício direto por participar do estudo.  

 
3. Eu entendo que os possíveis riscos e/ou efeitos adversos, desconforto e inconveniências, 
foram explicadas a mim.  

 
4. Eu compreendo que, apesar das informações obtidas no estudo poderem ser publicadas, elas 
serão confidenciais e meu filho não será identificado a partir delas.  

 
 

5. Eu compreendo que posso retirar meu filho do estudo em qualquer etapa e que isto não irá 
afetar os cuidados médicos ou quaisquer outros aspectos da relação recebidos ao meu filho.  

 
 

6. Eu compreendo que não haverá pagamento para meu filho por participar deste estudo.  
 
 

7. Eu tive a oportunidade de discutir a participação de meu filho neste projeto de pesquisa com 
um membro da família ou amigo e/ou tive a oportunidade de ter um membro da família ou 
amigo presente enquanto o projeto de pesquisa estava sendo explicado pelo pesquisador.  

 
 

8. Eu estou ciente de que devo guardar uma cópia do Termo de Consentimento, quando 
completo, e da folha de Informações.  

 
 

9. Eu concordo que o material (sangue) coletado seja utilizado no projeto acima.  
 
Assinatura do Responsável: ______  
Relação de parentesco com o paciente: ______  
Nome completo do paciente:  
Pesquisador Responsável:  
Data: __ / __ / __ 
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FICHA DE COLETA DE DADOS DE PACIENTES COM FL/P ATENDIDOS NO 
HOSPITAL OPHIR LOYOLA, BELÉM/PARÁ 

Dados Gerais 

Nome: 

Masculino (  )  Feminino(  ) 

Data de nascimento: 

Tipo de fissura: 

Nome da mãe: 

Nome do pai: 

Consanguinidade dos pais Sim (  )  Não (  ) Não sabe informar ( ) 

Localidade onde o paciente nasceu: 

Fatores Ambientais Relacionados: 

Exposição a agrotóxicos Sim (  )  Não (  ) Não sabe informar ( ) 

Exposição à radiação Sim (  )  Não (  ) Não sabe informar ( ) 

Suplementação alimentar Sim (  )  Não (  ) Não sabe informar ( ) 

Tabagismo Sim (  )  Não (  ) Não sabe informar ( ) 

Álcool Sim (  )  Não (  ) Não sabe informar ( ) 

Medicamentos Sim (  )  Não (  ) Não sabe informar ( ) 

Outros casos na família Sim (  )  Não (  ) Não sabe informar ( ) 

Informações adicionais: 

Telefone para contato: 

Obs: Especificar o grau de consanguinidade dos pais (caso houver), ou no caso de outro afetado na família especificar o 

grau de parentesco com o paciente. 
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