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INTRODUÇÃO:

As fissuras labiais com ou sem fissuras palatinas não-sindrômicas (FL±PNS) estão associadas

a uma maior prevalência de agenesias dentárias. Há evidências de que existem genes e vias de

sinalização celular comuns ao desenvolvimento dentário e à FL±PNS e que variantes genéticas nestes

genes podem regular a ocorrência destas alterações congênitas (Paranaíba et al., 2013; Phan et al.,

2016; Sá et al., 2016a,b; das Neves et al., 2022; da Cas et al., 2020). Dentre os genes associados a

essas duas condições está o AXIN2 (Letra et al., 2012; Yu et al., 2019). Assim, o objetivo do presente

estudo foi determinar associações entre os marcadores polimórficos rs7591, rs7210356, rs4791171,

rs11079571, rs3923087 e rs2240308 em AXIN2 e o risco de FL±PNS e agenesia dentária na

população brasileira.

METODOLOGIA:

Este estudo está inserido em um projeto multicêntrico e conta com aprovação do Comitê de

Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual de Campinas e de todos os

Comitês de Ética dos centros coparticipantes (Plataforma Brasil, CAAE 08452819.0.0000.5418).

O estudo analisou 312 amostras, divididas em 4 grupos: 97 pertencentes ao grupo de pacientes

com FL±PNS e agenesia dentária fora da área da fissura (Grupo 1), 119 pertencentes ao grupo de

pacientes com FL±PNS sem agenesia dentária (Grupo 2), 84 amostras controles sem fissura orofacial

e agenesia dentária (Grupo 3) e 12 amostras de pacientes com agenesia dentária apenas (Grupo 4).

As amostras de DNA foram isoladas de células bucais coletadas por meio de um bochecho

com uma solução de 3% sacarose, com um protocolo previamente descrito (Machado et al., 2022). A

ancestralidade genômica de cada indivíduo foi determinada pela genotipagem de um conjunto de 40

polimorfismos de inserção/deleção bialélicos (indels) previamente validados como marcadores

informativos para ancestralidade brasileira (Bastos-Rodrigues et al., 2006).
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As reações de genotipagem das variantes em AXIN2 foram realizadas utilizando o sistema de

discriminação alélica com sondas fluorescentes. Os polimorfismos apresentam primers e sondas como

ensaio por demanda (sistema TaqMan® da Applied Biosystems, USA). As reações foram realizadas no

equipamento Step One Plus (Applied Biosystems, USA) em uma reação de 5 μl contendo 2,50 μl de 2x

Genotyping Master Mix, 0,12 μl da mistura de primers e sondas e 2,38 ng DNA, os quais foram diluídos

em 2,26 μl de água livre de DNase e RNase. Os parâmetros de amplificação foram: 1 ciclo de 10 min a

95°C (desnaturação inicial) e 40 ciclos de 15 s a 92°C e 1 min a 60°C (estágio de amplificação), os

quais foram seguidos por 1 ciclo de 30 s a 60°C.

O teste do qui-quadrado foi empregado para avaliar as diferenças na distribuição por sexo entre

os grupos, enquanto que o teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as proporções de

ancestralidade genômica entre os grupos. A existência de equilíbrio de Hardy-Weinberg foi avaliada no

grupo controle. Os modelos de regressão logística múltipla sob modelos genéticos aditivos,

dominantes e recessivos, considerando o sexo e a ancestralidade genômica como potenciais

covariáveis, foram realizados com os pacotes SNPassoc e Haplo.stats no software RStudio. O valor de

p<0,05 foi adotado como indicativo de diferença estatisticamente significante.

RESULTADOS E DISCUSSÃO:

A Tabela 1 apresenta as características dos grupos analisados. Houve um predomínio do sexo

feminino entre os indivíduos dos grupos controle (sem fissura orofacial e sem agenesia dentária) e

agenesia dentária isolada, atingindo valores estatisticamente significantes. Em termos de proporções

de ancestralidade, os grupos foram similares, com a ascendência europeia sendo a mais comum,

seguida pela ascendência africana e ameríndia. Infelizmente, a ancestralidade dos pacientes com

agenesia dentária isolada não foi concluída.

Tabela 1. Distribuição dos pacientes dos diferentes grupos incluídos neste estudo em relação ao sexo e a

ancestralidade genômica.

FL±PNS com
agenesia dentária

(n=97)

FL±PNS sem
agenesia dentária

(n=119)

Controle sem
agenesia dentária

(n=84)

Pacientes com
agenesia

dentária apenas
(n=12)

Sexo

Masculino 52 (53,6%) 64 (53,8%) 31 (36,9%) 2 (16,7%)

Feminino 45 (46,4%) 55 (46,2%) 53 (63,1%)* 10 (83,3%)*

Ancestralidade

Europeia 83,60% 87,60% 81,20% -

Africana 11,60% 6,50% 14,80% -

Ameríndia 4,80% 5,90% 4,00% -

*p<0,05
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A taxa de sucesso da genotipagem (call rate) foi no mínimo de 99,3%. Todas as frequências

genotípicas dos SNPS no grupo controle estavam de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg,

indicando não haver desvios significativos da distribuição genética esperada. Apenas dois SNPs

(rs11079571 e rs4791171) apresentaram resultados significativos, que estão resumidos na Tabela 2.

Em rs11079571, o genótipo GA foi associado a um risco aumentado de FL±PNS com agenesia

dentária e FL±PNS sem agenesia dentária. Assim, é provável que esse SNP tenha influência somente

no risco de FL±PNS, não impactando na formação dentária. Na população brasileira, esse SNP já foi

associado com um maior risco ao desenvolvimento de FL±PNS (Machado et al., 2017). Porém, não há

estudos que o analisou simultaneamente as fissuras orofaciais e as agenesias dentárias.

A presença do alelo G em rs4791171 foi associada como um fator de proteção ao

desenvolvimento de FL±PNS e agenesia dentária, isoladamente, e quando presentes no mesmo

paciente. Contudo, diferenças genotípicas foram encontradas apenas nos grupos de FL±PNS com

agenesia dentária e FL±PNS sem agenesia dentária. No estudo de Machado et al. (2017), esse

mesmo SNP foi associado à ocorrência de FL±PNS, resultados que contrastam com os nossos. Na

literatura, não há outros estudos que avaliem a relação desse SNP com FL±PNS e/ou agenesia

dentária.

Tabela 2. Associações de SNPs em AXIN2 com risco de fissura labial com ou sem fissura palatina

não-sindrômica (FL±PNS) sem e com agenesia dentária fora da área de fissura e pacientes sem FL±PNS com e

sem agenesia dentária. Os valores de P foram ajustados para covariáveis por regressão logística.

Controle sem
agenesia (%)

FL±PNS
com

agenesia (%)
OR (95% IC)/valor

de p
FL±PNS sem
agenesia (%)

OR (95% IC)/valor
de p

Pacientes
com agenesia
apenas (%)

OR (95% IC)/valor
de p

rs4791171

Alelo

A 31,1 62,1 Referência 67 Referência 72,7 Referência

G 68,9 37,9
0,27

(0,17-0,42)/0,0001 33
0,22

(0,14-0,34)/0,0001 27,3
0,16

(0,06-0,45)/0,0001

Genótipo

AA 11 44,2 Referência 46,6 Referência 9,1 Referência

AG 40,2 35,8
0,22

(0,07-0,66)/0,004 40,7
0,21

(0,07-0,63)/0,0003 36,4
0,52

(0,13-2,12)/0,94

GG 48,8 20
0,10

(0,03-0,38)/0,0002 12,7

0,12
(0,04-0,39)/0,0000

000002 54,5
1,35

(0,14-12,64)/0,78

Dominante
(AA/AG+GG) 11,0/89,0 44,2/55,8

0,15
(0,06-0,34)/0,0004 46,6/53,4

0,17
(0,06-0,49)/0,0001 9,1/90,9

0,78
(0,08-7,45)/0,82

Recessivo
(AA+AG/GG) 51,2/48,8 80,0/20,0

0,26
(0,13-0,51)/0,02 87,3/12,7

0,34
(0,15-0,78)/0,01 45,5/54,5

0,52
(0,14-1,99)/0,34

rs11079571

Alelo

G 62,1 52,4 Referência 53,2 Referência 63,6 Referência
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A 37,9 47,6
1,48

(0,96-2,29)/0,07 46,8
1,44

(0,95-2,17)/0,08 36,4
0,93

(0,37-2,35)/0,88

Genótipo

GG 27,7 6 Referência 6,3 Referência 27,3 Referência

GA 68,7 92,9
7,31

(1,53-34,90)/0,003 93,7
4,41

(1,61-12,08)/0,002 72,7
1,08

(0,25-4,74)/0,91

AA 3,6 1,2
0,32

(0,03-3.15)/0,20 0 - 0 -

Dominante
(GG/GA+AA) 27,7/72,3 6,0/94,0

6,06
(2,18-16,86)/0.000

9 6,3/93,7
4,41

(1,61-12,08)/0,002 27,3/72,7
1,08

(0,25-4,74)/0,91

Recessivo
(GG+GA/AA) 96,4/3,6 98,8/1,2

0,32
(0,03-3.15)/0,20 100,0/0,0 - 100,0/0,0 -

CONCLUSÕES:

Nossos resultados apontam que não há participação dos SNPs rs7591, rs7210356, rs4791171,

rs11079571, rs3923087 e rs2240308 no desenvolvimento simultâneo de FL±PNS e agenesia dentária

na população brasileira. Todavia, estudos com uma população maior, principalmente de pacientes com

agenesia dentária apenas, bem como a análise de interação genética com outros marcadores na

mesma via de sinalização, são necessários para que a relação entre essas condições seja melhor

compreendida.
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