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RESUMO

As fissuras orofaciais ndo-sindromicas sao as malformagdes congénitas mais comuns
na regido craniofacial, com uma etiologia multifatorial e complexa. Embora varios
genes e loci genéticos foram descritos como de risco para estas malformacdes
congénitas, a susceptibilidade genética varia entre as populacbes. Isso €
particularmente importante na populagéo brasileira, na qual cada individuo apresenta
niveis variados de ancestralidade, principalmente africana, amerindia e europeia.
Como a associacgao de variantes no gene da proteina morfogenética 6ssea 4 (BMP4)
com as fissuras labiais com ou sem fissura palatina ndo-sindrémica (FLxPNS) parece
variar em relacéo a etnia e os poucos estudos com a populagéo brasileira foram
realizados sem considerar a proporcéo de ancestralidade de cada participante e com
amostras de tamanho relativamente pequeno, o objetivo deste estudo caso-controle
foi avaliar a associacao dos tag-SNPs rs11623717, rs17563, rs2071047 e rs2761887
em BMP4 com a susceptibilidade das FL+PNS na populacdo brasileira, além de
verificar o impacto das interacfes destas variantes com genes envolvidos na via de
sinalizacao celular de BMP4, incluindo FGFR1, GREM1, NOG, VAX1 e o l6cus 4p16.2.
Para isso, 800 pacientes com FLxPNS (232 com fissura labial ndo-sindrémica - FLNS
e 568 com fissura labiopalatina ndo-sindromica - FLPNS) e 881 controles foram
genotipados com ensaios de discriminacdo alélica com sondas florescentes
discriminantes. A ancestralidade de cada amostra foi determinada com um painel
discriminante contendo 40 marcadores de ancestralidade da populacao brasileira. As
interac6es SNP-SNP entre os polimorfismos em BMP4 e nos genes FGFR1, GREM1,
NOG e VAX1 e o lécus 4p16.2 foi realizada por uma andlise de regressao logistica
ajustada para género e ancestralidade gendémica. Considerando a amostra total,
nenhuma associacdo significativa entre os SNPs em BMP4 e o risco de
desenvolvimento de FL+xPNS, FLNS e FLPNS foi identificada. Contudo, quando
apenas 0s pacientes com alta ancestralidade africana foram considerados, uma
associagao significante com o SNP rs2761887 foi observada [(ORhom: 2,16; 95%IC:
1,21-3,85; p=0.01) e (ORrec: 2,05; 95%IC: 1,21-3,47); p=0.0006)]. A analise de
haplétipos, baseado em combinagBes de 2, 3 e 4 SNPs, também nédo revelou
nenhuma associacao significante. Dezesseis interacdes SNP-SNP de risco para as
FL£PNS envolvendo BMP4 e os SNPs em FGFR1, GREM1, NOG e VAX1 e no locus
4p16.2 foram identificadas. Conjuntamente, nossos resultados demonstram um risco
aumentado de FL*PNS em individuos brasileiros com enriqguecimento da
ancestralidade africana na presenca do polimorfismo rs2762887 em BMP4 e revelam
que as interacdes entre BMP4 e FGFR1, GREM1, NOG e VAX1 e o lécus 4p16.2
podem estar relacionadas com a patogénese dessa malformacéo craniofacial comum.

Palavras-chave: Proteina Morfogenética Ossea 4; Fissura labial; Fissura Palatina;

Polimorfismo; Populacéo brasileira.



ABSTRACT

Non-syndromic orofacial clefts are the most common congenital malformations in the
craniofacial region, with a multifactorial and complex etiology. Although several genes
and genetic loci have been described as risk for these congenital malformations, the
genetic susceptibility varies among populations. This is particularly important in the
Brazilian population, in which each individual has varying levels of ancestry, mainly
African, Amerindian and European. As the association of variants in the bone
morphogenetic protein 4 (BMP4) gene with non-syndromic cleft lip with or without cleft
palate (NSCL+P) seems to vary in relation to ethnicity and the few studies performed
in the Brazilian population were carried out without considering the proportion of
ancestry of each participant and with samples of relatively small size, the objective of
this case-control study was to evaluate the association of the tag-SNPs rs11623717,
rs17563, rs2071047 and rs2761887 in BMP4 with the susceptibility of NSCL£P in the
Brazilian population, and to verifying the impact of the interactions of these variants
with genes involved in the BMP4 cell signaling pathway, including FGFR1, GREM1,
NOG, VAX1 and the 4p16.2 locus. For this, 800 patients with NSCL+P (232 with non-
syndromic cleft lip only - NSCLO and 568 with non-syndromic cleft lip and palate -
NSCLP) and 881 controls were genotyped with allelic discrimination assays with
fluorescent discriminant probes. The ancestry of each sample was determined with a
discriminant panel containing 40 markers of ancestrally of the Brazilian population.
SNP-SNP interactions between polymorphisms in BMP4 and in the FGFR1, GREM1,
NOG and VAX1 genes and the 4p16.2 locus were performed by a logistic regression
analysis adjusted for gender and genomic ancestry. In general, no significant
associations between the SNPs in BMP4 and the risk of developing NSCL+P, NSCL
and NSCLP were identified. However, when only patients with high African ancestry
were analyzed, a significant association with the SNP rs2761887 was observed
[(ORnom: 2.16; 95%CI: 1.21-3.85; p=0.01) and (ORrec: 2.05; 95%CI: 1.21-3.47);
p=0.0006)]. Haplotype analyses, based on combinations of 2, 3 and 4 SNPs, also did
not reveal significant associations. Sixteen significant SNP-SNP interactions for
NSCL+P involving BMP4 and the SNPs at FGFR1, GREM1, NOG and VAX1 and at
locus 4p16.2 were identified. Together, our results demonstrate an increased risk of
NSCL+P in Brazilian individuals with enrichment of African ancestry in the presence of
the BMP4 rs2762887 polymorphism and reveal that interactions between BMP4 and
FGFR1, GREM1, NOG and VAX1 and the 4p16.2 locus may be related to the
pathogenesis of this common craniofacial malformation.

Keywords: Bone Morphogenetic Protein 4; Cleft lip; Cleft Palate; Polymorphism;
Brazilian population.
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1 INTRODUCAO

As fissuras orofaciais sdo as malformacdes congénitas mais comuns na regiao
craniofacial, afetando em média 1:1000 recém-nascidos vivos em todo mundo com
incidéncia variavel influenciada por varios aspectos, incluindo etnia, regido geogréfica,
exposi¢des ambientais, diferencas nos programas de atendimento pré-natal e status
socioecondémico (Dixon et al., 2011; Salari, 2021). Individuos de populacfes asiaticas
e nativas americanas sdo mais frequentemente afetados (1:500), seguidos por
europeus (1:1.000), enquanto populacdes de ascendéncia africana tém a menor
incidéncia (1:2.500) (Beaty et al., 2010; Mossey et al., 2009; Salari, 2021). Como a
populacao brasileira € muito miscigenada, sua prevaléncia varia entre 1:.650 a 1:2.700
nascidos vivos de acordo com o estado ou regido estudada, sendo a maior prevaléncia
na regido sul e a menor na regiao nordeste (Martelli et al., 2007; Rodrigues et al.,
2009; Firmino e Sousa, 2017).

A maioria das fissuras orofaciais ocorrem de forma isolada sem a ocorréncia
de outros fendtipos associados, as chamadas fissuras orofaciais nao-sindrémicas
(FONS) (Dixon et al., 2011). Estas representam cerca de 70% de todos os casos de
fissuras de labio com ou sem fissura palatina e 50% dos casos de fissura palatina. De
forma geral, as fissuras orofaciais ocorrem predominantemente devido a ndo ou ma
unido dos processos de desenvolvimento durante o inicio da embriogénese, e 0
mecanismo de pelo qual da-se essa malformacdo ainda ndo esta totalmente
esclarecido, podendo estar ligado a componentes genético, ambientais ou a
interrelacdo entre eles (Mossey et al., 2009; Machado et al., 2016). Existem varios
sistemas de classificacdo das fissuras orofaciais, mas todos tradicionalmente levam
em consideracao a localizacdo anatdbmica e a extensdo do fendtipo. A classificacao
mais popular, que usa o forame incisivo como referéncia, divide as fissuras orofaciais
em 3 principais grupos: fissura labial isolada (FL), fissura labiopalatina (FLP) e fissura
palatina isolada (FP). Devido as semelhancas tanto nas caracteristicas
epidemioldgicas quanto no momento embriolégico, muitos estudos combinam FL e

FLP em um grupo unico, denominado FL+P (Marazita, 2012).
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A etiologia das FONS é de carater multifatorial e complexo, devido ao seu
componente genético relacionada a uma grande variedade de genes candidatos
combinada a fatores de risco ambientais (Dixon et al., 2011). Os fatores ambientais
de risco para o desenvolvimento de FONS sado diversos, dentre eles podemos
destacar a idade avancada de ambos o0s genitores, o tabagismo materno e a
exposicdo a fumaca de cigarro durante a gestagdo (tabagismo passivo), uso materno
de medicamentos, consanguinidade entre os pais e etilismo materno (Lorente et al.,
2000; Kallen, 2003; Honein et al., 2007; Sabbagh et al., 2014). Enquanto que a
suplementacao de acido folico e sulfato ferroso, principalmente durante o periodo pré-
concepcional, estd bem estabelecida como fator ambiental protetivo (Van Beynum et
al., 2010; Zarante et al., 2009).

O fator de risco genético no desenvolvimento das FONS é atribuido a variaveis
em genes candidatos que atuam durante o desenvolvimento craniofacial, porém o
mecanismo exato pelo qual ocorre essa relacdo com o desenvolvimento de FONS
ainda € desconhecido (Hammond e Dixon, 2022). Em relacdo ao estudo do
componente genético no risco de desenvolvimento das FONS, diferentes estratégias
sao utilizadas para melhor avaliagéo de sua participacao, sao elas: estudos de ligacao,
sequenciamento direto do DNA, estudos de associacdo de larga escala gendmica
(GWAS) e, mais recentemente, estudos de sequenciamento direcionado (ClefSeq), e
estudos de interacGes genéticas entre polimorfismos em genes candidatos ao
desenvolvimento de fissuras orofaciais (Leslie, 2022; Chattopadhyay e Lu, 2019).
Dentre as estratégias utilizadas na busca por elucidar a etiologia genética das FONS,
diversos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) localizados em genes candidatos
foram estudados em diferentes populagdes, entre eles, podemos destacar o gene

BMP4 (proteina morfogenética 6ssea 4) (Wang et al., 2021).

O gene BMP4 faz parte da grande familia das BMPs, que sdo moléculas
sinalizadoras pertencentes a superfamilia do fator de crescimento transformante beta
(TGF-B). Diferentes aspectos do desenvolvimento esquelético e cartilaginoso sao
regulados por BMP4 devido a seu papel na inducdo da diferenciacdo de células
mesenquimais em osteoblastos e na maturacdo de condrécitos (Wan e Cao, 2005).
Durante o desenvolvimento craniofacial, a sinalizagdo de BMP4 atua nos processos
de proliferacéo, apoptose e diferenciacéo celular (Parada e Chai, 2012). Além disso,

BMP4 é altamente expresso na regiao do terco médio da face durante a fusao das
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proeminéncias faciais que formam as partes laterais do labio superior e palato
secundério, mediando principalmente os processos de apoptose celular (Gong e Guo,
2003). A formacéo da FL foi um dos principais fenotipos observados em camundongo
knockout para Bmp4 (Liu et al., 2005). O primeiro estudo caso-controle em humanos
associando BMP4 e FONS analisou a atuacédo do SNP rs17563 em criangas chinesas,
as quais apresentaram um risco aumentado para FLPNS na presenca do alelo C (Lin
et al., 2008). De modo geral, a presenca do alelo variante C foi associada com um
risco aumentado em populacdes de diferentes origens, incluindo as da China, Chile,
india e Ird (Savitha et al., 2015; Saket et al., 2016; Blanco et al., 2017; Rafighdoost et
al., 2017; Hao et al., 2018; Wang et al., 2021), porém em estudos com populacdes
brasileiras, o efeito foi protetor (Araujo et al., 2012; Antunes et al., 2013;). Este é um
fato bastante intrigante, mas € importante considerar que os estudos com as
populacdes brasileiras foram realizados com amostras reduzidas e nao consideraram

a ancestralidade gendmica.

Além disso, ao realizar uma revisdo da literatura foi possivel verificar que trés
meta-analises investigaram a associacdo de SNPs em BMP4 e o risco para o
desenvolvimento das FONS. Duas destas meta-analises confirmaram a associacdo
de risco para FL£PNS na populacdo chinesa, enquanto que na populacéo brasileira
foi encontrado um efeito protetor (Hu et al., 2015; Li et al., 2017). Em 2018, nosso
grupo realizou uma revisao sisteméatica e meta-analise para mapear os marcadores
genéticos associados as FONS na populacdo brasileira e, entre 0s varios sinais
positivos, o alelo variante C em rs17563 foi significativamente associado a uma
diminuicdo do risco de FLxPNS, gerando um OR em meta-analise de 0,68 (95% IC:
0,51-0,90, p=0,008) (Machado et al., 2018). Evidéncias da associacdo entre FLxPNS
e 0s genotipos de rs17563 em um modelo homozigoto (CC vs. TT, OR: 0,50, 95% IC:
0,39-0,66, p<0,0001) foram confirmadas. E importante ressaltar que a conclusio
sobre rs17563 desta meta-analise com amostras brasileiras foi baseada em apenas 2
estudos e em uma amostra pequena, e conforme revelado pelos valores de Tau? e I?,
os efeitos foram heterogéneos, merecendo mais estudos para determinar a real
associacdo de variantes em BMP4, incluido o polimorfismo rs17563, com a
suscetibilidade das FL+PNS na populacéo brasileira. Diante do conflito exposto acerca
da presenca de associacdo de polimorfismos em BMP4 e o desenvolvimento de

FONS, o presente estudo caso-controle busca explorar o papel dos tag-SNPs
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rs11623717, rs17563, rs2071047, rs2761887 e rs4898820 em BMP4 no
desenvolvimento de FL+PNS na populacéo brasileira.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Classificacdo das FONS

As FONS podem apresentar variedade de fendtipos entre os pacientes
acometidos, ocorrendo sob formas mais brandas como fissuras submucosas até as
mais severas com maior comprometimento orofacial, e consequentemente maior
impacto na qualidade de vida do paciente (Dixon et al., 2011). De forma a padronizar
o diagndstico das FONS, diversos sistemas de classificagcdo foram desenvolvidos,
sendo o sistema de Spina o mais utilizado (Spina, 1973). Este sistema leva em
consideragao a posi¢cdo anatomica da fissura em relagédo ao forame incisivo, dividido
em quatro grupos: grupo I, fissuras pré-forame incisivo completa ou incompleta (FL);
grupo I, fissuras que transpassam o forame incisivo (FLP); grupo I, fissuras poés-
forame incisivo completa ou incompleta (FP), e grupo IV de fissuras raras que néo
envolvem o forame incisivo. Por convencéo, as FL e as FLP podem ser classificadas
conjuntamente como um unico fenétipo de gravidade variavel, chamado FL£P devido
a caracteristicas epidemioldgicas e embrionarias (Marazita et al., 2012), pois mesmo
que labio e palato primario possuam origem embrionaria distintas do palato
secundario, uma falha na fuséo labial adequada pode indiretamente afetar a fusdo
palatina (Jiang et al., 2006; Mossey et al., 2009). Essa variabilidade na gravidade do
fendtipo pode ser visualizada também na FP, que pode se manifestar de forma mais
grave com fenétipo de FP completa isolada sem fusdo da mucosa palatina ou se
apresentar de forma mais leve com a FP incompleta ou a fusdo adequada da mucosa
palatina, sendo chamada fissura palatina submucosa (FPSM) que na maioria dos
casos é diagnosticada apenas na fase adulta por meio de exames de imagem
solicitados para outras finalidades ou mais comumente devido a presenca de fala
anasalada (McBride et al., 2016).

Devido a seu espectro varidvel, uma classificagdo precisa e padronizada
quanto ao fendtipo da FONS é de extrema importancia principalmente quanto ao
estudo de sua epidemiologia, pois sistemas de classificacdo mais especificos
possibilitam maior subagrupamento de fissuras, e consequentemente facilita a
catalogacdo de causas genéticas e mecanismos ambientais envolvidos no processo
de formacéao especifico de um tipo de FONS (Dixon et al, 2011; Grosen et al., 2010).

Outros sistemas de classificacdo foram desenvolvidos ao longo dos anos na tentativa
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de incluir outras caracteristicas presentes nos fenétipos das FONS que ndo sdo
contempladas no sistema proposto por Spina, que leva em consideracao apenas o
ponto de vista embriolégico (Rodrigues et al.,, 2018). Entretanto, a criacdo de
diferentes sistemas de classificacdo das FONS acarreta na dificuldade por parte do
clinico em realizar uma descricdo adequada do quadro clinico do paciente,
principalmente no que se refere a posi¢cao anatdmica e descrigcdo da extensdo da
fissura, que séo os principais componentes dessa patologia e as maiores limitacdes

da maioria dos sistemas (Houkes et al., 2021).

Na busca por sanar esse problema de classificacéo, Kriens (1989) desenvolveu
o sistema LAHSHAL que utiliza como referéncia a anatomia e a lateralidade da fissura
codificadas com letras e simbolos. Cada letra representa uma estrutura anatdmica: o
labio (L), alvéolo (A) e palatos duro e mole (H), quando essas estruturas séo
completamente afetadas pela fissura uma letra mailscula é assinalada, e quando a
estrutura anatdbmica ndo estda completamente fissurada, uma letra mindscula é
anotada. Ja os simbolos como asterisco (*) e ponto (.) sdo utilizados para contemplar
formas submucosas e lados néo afetados respectivamente, de modo a permitir que a
classificagdo de LAHSHAL descreva e registre todos os tipos de FONS de forma
concisa e simples (Kriens, 1989; McBride et al., 2016). O método de LAHSHAL poderia
ser o sistema de classificacdo mais utilizado no mundo devido a sua flexibilidade em
possibilitar a inclusdo de apresentacfes raras de FONS, e exatiddo da descricdo o
que facilita a andlise estatistica, entretanto, muitos clinicos ainda julgam esse sistema
como pouco reprodutivel e apontam dificuldades para sua utilizacdo como a
necessidade de treinamento prévio devido ao seu grande detalhamento gréafico, pois
0S mesmo estdo habituados a utilizar o sistema de registro CID-10 (Classificacéo
Internacional de Doencas verséao 10). Porém este € um sistema de registro e ndo de

classificacdo, e por isso € mais simplério (Houkes et al., 2021).

O CID-10 é um sistema mundial de registro de patologias, idealizado pela
Organizagdo Mundial da Saude e utilizado em mais de 100 paises (OMS, 2014). O
CID-10 é o atual sistema de registro utilizado no Brasil para descricdo de morbidades
no SUS (DataSUS, 2020). Apesar de bem difundido no Brasil, o CID-10 é um sistema
de codificacdo e nao de classificacéo, pois utiliza um conjunto de codigos que permite
o registro de uma determinada entidade clinica de maneira a facilitar o

armazenamento, classificacéo e analise dessa informacéao (Allori et al., 2016). Apesar
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de permitir o facil armazenamento de uma informacéo clinica, sistemas de codificacdo
apresentam limitagdes no que se refere a precisdo da descricdo das caracteristicas
clinicas analisadas (Aylsworth et al., 2015). Em relacdo ao registro de fissuras
orofaciais, o CID-10 apresenta 16 codigos para descricdo, subdivididos em eixos
(recebe a letra Q seguida do numero que descreve o tipo de fissura) e subeixos
(recebe um numero de 1 a 8 precedido de um ponto ao final do nimero do eixo), sendo
3 eixos: fissuras palatinas isoladas (eixo Q35.0), fissuras labiais isoladas (eixo Q36.0)
e fissuras que envolvem labio e palato (eixo Q.37.0). Para cada eixo, tém-se cinco,
trés e oito subeixos, respectivamente. Nestes subeixos é possivel descrever
caracteristicas associadas a essas fissuras, como a lateralidade, extensao (completa
ou incompleta) e quais estruturas anatdmicas estdo envolvidas, como Uvula, palatos
duro e mole e labio (Taub e Silver, 2016). Os registros clinicos de anomalias
congénitas sdo importantes nos estudos de epidemiologia de uma doenca/alteracéo,
pois fornecem dados de fatores etioldgicos ambientais, prevaléncia e descricdo
especifica da doenca (McBride et al., 2016). Nesse sentido, o registro de nascidos
vivos com a doenca apresenta também dados relevantes para estes estudos, e no
Brasil é realizado pelo Sistema Nacional de Nascidos Vivos (SINASC;
(http://svs.aids.gov.br/dantps/cgiae/sinasc/), uma documentacdo do Ministério da
Saude que fornece informacdes também sobre as mées, pré-natal e parto dos recém-
nascidos (Souza e Roncalli, 2017). Neste registro, também chamado de Declaragéo
de Nascido Vivo (DNV) (http://svs.aids.gov.br/dantps/cgiae/sinasc/), ha um campo de
preenchimento obrigatorio sobre a presenca de malformag¢des congénitas e que
também utiliza o sistema CID-10 para descricdo da anomalia encontrada (Nunes et
al.,, 2010). Apesar da obrigatoriedade de registro de defeitos congénitos ao
nascimento, ainda existem lacunas nas frequéncias obtidas por esses registros versus
dados da literatura sobre a prevaléncia de fissuras orofaciais nas diferentes regides
do territorio brasileiro, devido ao fato de o CID-10 n&o utilizar um sistema abrangente
como o de Spina, por exemplo, ajustado para especificacbes sobre gravidade e
subtipos clinicos de fissuras (Nascimento et al., 2018).

2.2 Morfogénese do labio e palato e a associacdo com FONS
O desenvolvimento embrionario do complexo craniofacial tém inicio ao redor

da 42 semana de vida intrauterina, quando as células da crista neural migram para 0s
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primordios faciais, e somadas as células ectodérmicas e mesodérmicas, dao inicio a
formacao dos arcos branquiais e proeminéncias faciais (Marazita e Mooney 2004;
Compagnucci et al., 2021). Apos esse periodo, as proeminéncias frontonasal, maxilar
e mandibular formam os limites da cavidade oral primitiva. Apés a formacéao do
placoide nasal, a proeminéncia frontonasal é dividida em dois processos nasais
laterais e um processo nasal medial, em seguida 0s processos nasais mediais se
fundem com os processos maxilares e nasais laterais, formando o labio superior
aproximadamente na 62 semana de vida. A ocorréncia de falhas em algum desses
eventos resultard em formacdo das FL. Ao se aproximar da 8% semana de vida
intrauterina, da-se inicio a formacdo do palato secundario a partir dos processos
palatinos que iniciam seu desenvolvimento lateralmente a lingua em formacédo e
imediatamente atrds do palato primario. As cristas palatinas se reorientam acima da
lingua em movimento orientado em sentido anteroposterior, e direcionando-se para a
linha média onde se encontraram e se fundem. Os epitélios da borda medial de cada
apofise palatina aderem e se fundem em sentido anteroposterior formando a fuséo
epitelial da linha média e concomitantemente se fundem ao palato primario. Ao chegar
na 102 semana de gestacdo, o mesénquima aprisionado no palato se diferencia em
0sso e musculo para a formacao de palato duro e mole, respectivamente, cobertas
pela mucosa oral. A partir da unido entre palatos duro e mole ha a formacéo de uma
sequéncia de espessamentos epiteliais no sentido transversal, as chamadas pregas
palatinas, e a primeira prega dessa sequéncia esta localizada exatamente no limite
entre os palatos. Do mesmo modo, a ocorréncia de falha em quaisquer desses
processos dara origem a FP (Jiang et al., 2018; Hammond e Dixon, 2022) (Figura 1).



Figura 1. Desenvolvimento craniofacial humano. (a) e (b) Formacé&o do labio superior
a partir da fusdo dos processos maxilares (pm) e processos nasais medial e laterais
(pnm e pnl, respectivamente). (c) Falhas durante a embriogénese do labio resultam
em FL, em alguns casos bilateral. (d) e (e) Desenvolvimento do palato secundario por
meio da fuséo entre os processos palatinos (pp) na linha média. (f) Falhas durante a
palatogénese resultam em FP com septo nasal (sp) passivel de visualizacao.
Adaptado de Hammond e Dixon, 2021.

Em decorréncia dessa diferenca na origem embrionaria, FL e FP podem ocorrer
de forma conjunta ou isolada, podendo inclusive ndo serem segregadas na mesma
familia (Mossey et al., 2009). Durante esse periodo do desenvolvimento embrionério,
tém-se extrema vulnerabilidade a efeitos genéticos e teratogénicos de origem
ambiental (Seelan et al., 2012), visto que, ao integrar resultados de estudos genéticos
humanos com achados de estudos sobre o processo embrionario em animais, pode-
se entender que todo o processo de desenvolvimento craniofacial € finamente
regulado por genes reguladores por meio de moléculas sinalizadoras, as quais
mediam os processos de interagfes epitélio-mesenquimais, apoptose, proliferagéo
celular e diferenciacdo celular. Diversos genes ja foram caracterizados atuando
nesses processos, tais como as familias de: FGFs (fator de crescimento fibroblastico),
BMPs (proteina morfogenética Ossea), MSX (Msh Homeobox) e Shh (Sonic

hedgehog) (Rahimov et al., 2012; Hammond e Dixon, 2021), entre muitos outros.
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Os eventos de proliferagédo celular sdo regulados por meio de fatores de
crescimento, que sdo proteinas que se ligam a receptores da superficie celular
gerando uma reacdo em cadeia que culmina na ativacao de fatores de transcrigcao.
Por sua vez, estes fatores de transcricao ligam-se as regides reguladoras do DNA,
iniciando os eventos de transcricdo do DNA (Wurdak et al., 2005; Wan e Cao, 2005;
Kouskoura et al., 2011). Defeitos nos fatores de crescimento ou em seus receptores
tem o potencial de causar FONS, esse efeito foi demonstrado por meio de estudos em
modelos animais (Wan e Cao, 2005; Riley et al., 2007). Essa dinamica de sinalizacao
dos fatores de crescimento pode ser visualizada durante a palatogénese, onde a
proteina Shh, expressa no epitélio dos processos palatinos, se ligar a seu receptor
Ptch (patched) no mesénquima subjacente e ativa Smo (smoothened), regulando as
ciclinas D1 e D2 no ciclo celular, possibilitando assim a proliferacdo celular (Rice et
al., 2005; Lan e Jiang, 2009). Também no mesénquima palatino h4 a expresséo de
FGF10 (fator de crescimento fibroblastico 10), que media a proliferacéo epitelial ao se
ligar ao seu receptor FGFR2 (receptor 2 do fator de crescimento fibroblastico). A perda
de funcdo em FGF10 ou FGFR2 acarreta em menor proliferacdo do epitélio e aumento
da apoptose, gerando fissura palatina (Rice et al., 2007; Mossey et al., 2009). Assim
como na palatogénese, a sinalizacdo realizada por Shh também esta presente na
morfogénese do labio, regulando a expressédo de genes da familia FOX (forkhead
box). Em embriées de camundongo com inibicdo da via Shh pela administracdo de
ciclopamina, a regulacao negativa de nove genes FOX, que Sao expressos na regiao
mediana do labio superior, gera a insuficiéncia do processo nasal medial, impedindo
suas fusdes com os processos maxilares, formando FL (Everson et al., 2017).

Dentre os eventos de regulacdo celular que ocorrem durante o
desenvolvimento craniofacial, a regulacdo da apoptose é considerada o mais
importante (Wei et al., 2008). De modo geral, a apoptose consiste num conjunto de
mudancas controladas, canonicas e distinguiveis na estrutura da célula, tais como:
mudang¢a morfoldégica da membrana e citoplasma celular, com arredondamento e
reducdo de volume, respectivamente; condensacado e marginalizacdo da cromatina
(picnose) e posterior fragmentagéo do DNA (cariorrexe); reducdo das organelas, com
fragmentacdo e rearranjo do citoesqueleto celular; este desacoplamento do
citoesqueleto leva a formacéo de irregularidades na membrana plasmatica e eventual

formacdo de fragmentos celulares em corpos apoptoticos; liberacdo de vesiculas
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extracelulares com contedudo derivado das células que sofreram apoptose
(Compagnucci et al., 2021). A apoptose apresenta dois mecanismos a depender da
forma de ativacdo, uma forma intrinseca (ou mitocondrial) e uma forma extrinseca
(mediada por receptores), mas ambas tém como finalidade a ativacdo da cascata de
caspases que iniciardo a clivagem de componentes celulares (Fuchs e Steller, 2011).
Durante o desenvolvimento craniofacial a apoptose esta presente principalmente em
regides de fusdo, e sua via intrinseca especificamente é desencadeada por eventos
locais como a mudanca local no fator de crescimento e estresse no metabolismo

celular (Compagnucci et al., 2021).

Os eventos de migracdo celular ocorrem durante todo o processo de
morfogénese, atuando desde a gastrulacédo até a embriogénese dos érgaos (He et al.,
2014). As células da crista neural, por exemplo, sdo uma populacdo de células
migratorias especificas de vertebrados, originadas na regido dorsal do tubo neural e
gue migram para diversas regides do embrido, incluindo a regido craniofacial em
desenvolvimento onde irdo contribuir na formacao de cartilagem e osso (Minoux e Rijli,
2010). Para que essas células migrem, uma seérie de modificagbes do seu
citoesqueleto sdo necessarias, alterando sua morfologia, causando a perda da fixacao
célula-célula e assim permitindo a migracéo para diferentes tecidos (Strobl-Mazzulla
e Bronner, 2012; Rogers et al., 2013). Defeitos no processo de migracdo celular ja
foram associados ao surgimento de fissuras orofaciais (Nikopensius et al., 2010). O
gene CRISPLD2 (dominio LCCL da proteina secretora rica em cisteina 2), um membro
da superfamilia CAP (proteina regulador do citoesqueleto actina associada a ciclase),
apresenta papel importante durante a migracao celular e seu knockdown em embrides
de peixes-zebra resulta na expressdo anormal de marcadores de células da crista
neural levando a deformidades craniofaciais graves (Minoux e Riji, 2010; Yuan et al.,
2012). Erros na traducao da proteina Crispld2 durante o desenvolvimento craniofacial
também em peixe-zebra levaram a migracdo anormal das células da crista neural,
diminuicdo da proliferacdo celular e aumento da apoptose, gerando a formacéo
anormal da cartilagem da regido orofacial, de modo a confirmar que Crispld2 exerce
papel fundamental na sobrevivéncia e migracdo dessas células durante o
desenvolvimento craniofacial inicial e tardio (Swindell et al., 2015). Em humanos,
diversos estudos confirmaram a associacao de polimorfismos em CRISPLD2 e o risco

de desenvolvimento de FL£PNS (Ge et al., 2018). Na populacéo brasileira, o risco de
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desenvolvimento de FPNS foi associado ao SNP rs4783099 em CRISPLD2 (Messeti
et al., 2016).

2.3 Etiologia das FONS

Os estudos genéticos e epidemioldgicos indicam que a etiologia das FONS
apresenta carater multifatorial e complexo com a contribuicdo de fatores genéticos e
ambientais (Mangold et al., 2011). Desse modo, o fenétipo das FONS resulta de uma
somatoéria entre os padrées genéticos herdados e a exposicao a teratbgenos durante
a formacao fetal e uma melhor compreensédo sobre como esses fatores interagem
resultara em uma possibilidade de prevencéo, tratamento e progndstico (Lebby et al.,
2010; Fell et al., 2021).

2.3.1 Fatores ambientais e suas interacdes com fatores genéticos

Embora existam estudos que demonstrem fatores ambientais isolados como
fatores de risco para as FONS, estima-se que a interacdo gene-ambiente contribua
com 50% a 80% na formacéo das FONS (Marazita e Mooney, 2004). Esta expressiva
influéncia esta relacionada diretamente a extensa lista de agentes teratogénicos que
influenciam o desenvolvimento do labio e palato, embora apenas alguns deles
apresentem evidéncias consistentes, como tabagismo, etilismo, deficiéncias
nutricionais (acido félico e outros suplementos), doencas infectocontagiosas, uso de
medicacdo sem orientacdo médica (principalmente medicacBes antifolato),
exposicoes laborais de risco como exposicdo a radiacdo ionizante, e mais
recentemente os fatores de risco maternos como doengas maternas preexistentes,
entre elas, a diabetes e a obesidade (Rahimov et al., 2012; Candotto et al., 2019; Altoé
et al., 2020).

Considera-se que o tabagismo materno € um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento de FONS, além de ser um dos agentes mais estudados (Dixon
et al., 2011). Véarias meta-analises associaram o uso do cigarro ao desenvolvimento
de fissuras orofaciais, com a primeira delas sendo realizada por Wyszynski et al.
(1997). Este estudo analisou 11 artigos publicados entre os anos de 1966 a 1996, e
considerou que o risco de FL£P na presenca de tabagismo materno é de 11% e o de
FP é de 12%. A meta-analise mais recente sobre a associa¢do do tabagismo no risco
de desenvolvimento de fissuras orofaciais relata que ha uma associacdo moderada,
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porém os estudos analisados apresentam baixa qualidade em suas metodologias (Fell
et al.,, 2021). Em uma populacdo do sudeste brasileiro foi encontrada associacéo de
risco 1,5 vezes maior de maes fumantes gerarem filhos com FLP do que mées néo
fumantes (OR: 1,49; IC 95%: 1,15-1,93; p<0,002) com risco maior quando a crianca
era do sexo masculino (Martelli et al., 2015). Embora o tabagismo seja sempre
associado ao lado materno por grande parte dos estudos, a meta-analise de Oldereid
et al. (2018) encontrou um risco de o tabagismo paterno gerar fissuras orofaciais (OR:
1,5; IC 95%: 1,10-2,4), porém nao é possivel afirmar se esse efeito se da diretamente
sobre o espermatozoide ou por um efeito passivo nos ovacitos ou no feto (tabagismo
passivo). O tabagismo paterno, assim como o materno, jA foi associado ao
desenvolvimento de FONS em populacéo brasileira da regido sudoeste (Neves et al.,
2016). A fumaca do cigarro € composta por mais de 4.000 substancias nocivas
diferentes, entre elas estdo a nicotina, alcatrdo, particulas de carbono e monéxido de
carbono (Rooij et al., 2001). Sabe-se que produtos da fumaca do cigarro podem
causar danos a angiogénese do embrido que associado a vasoconstriccdo induzida
pela nicotina, gera hipdxia dos tecidos em formacado, tendo como uma de suas
consequéncias a nao fusédo dos processos palatinos em modelo animal, acarretando
em fenétipo de FP (Vieira e Dattilo, 2018). Além disso, diversos estudos demonstram
que fatores ambientais podem interagir com fatores genéticos, como a relagdo que
ocorre entre tabagismo materno e polimorfismos genéticos nos genes GSTM1
(glutationa S-transferase mu 1), GSTT1 (glutationa S-transferase theta 1), RAD51
(RAD51 Recombinase), RUNX2 (familia de fatores de transcricdo RUX2), SLC2A9
(familia de transportador de soluto 2) e WDR1 (dominio de repeticdo 1) que geram
risco de desenvolvimento de FL£PNS em varias populagdes mundiais (Lammer et al.,
2005; Machado et al., 2016a; Shi et al., 2007; Cheuvrier et al., 2008; Wu et al., 2014,
Wu T et al., 2012). Apesar de tdo amplamente estudado e saber-se que o tabagismo
afeta o mecanismo de metilacdo do DNA fetal, 0 mecanismo exato pelo qual a o
tabagismo interage com a expressao génica durante a morfogénese do labio e palato
ainda ndo esta claro (Leite et al., 2002; Lebby et al., 2010). E, ainda que existam
muitos trabalhos que avaliam o risco de desenvolvimento de FONS e sua relagdo com
o tabagismo materno, uma meta-analise realizada por Fell et al. (2021) aponta que

grande parte desses estudos apresentam baixa qualidade o que compromete a
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validacdo de seus achados, e isso deve principalmente ao ndo ajuste de variaveis de
risco como a idade dos pais, consumo de &lcool e obesidade.

O fato de varios estudos apoiarem a associacao de risco entre o tabagismo
materno e FONS levanta a hipotese de que haja interacdo entre tabagismo e
polimorfismos genéticos em genes envolvidos no desenvolvimento craniofacial e em
variantes envolvidas em mecanismos de desintoxicacao (Shi et al., 2007; Christensen
et al.,, 2008; Jianyan et al.,, 2010). A meta-analise realizada por Shi et al. (2007)
confirmou que polimorfismos no gene GSTT1 (Glutationa S-transferase Theta 1) na
presenca de tabagismo materno elevam o risco de desenvolvimento de FL+PNS na
populacdo dinamarquesa. O gene RUNX2, expresso em 0ssos faciais e da calota
craniana tanto durante o desenvolvimento embriondario, quanto durante a vida adulta
também apresentou maior risco de desenvolvimento de FL+PNS na presenca de
tabagismo materno (Wu et al., 2012).

O alcool é considerado um dos teratdgenos mais consumidos no mundo, e a
ingestdo deste principalmente nos periodos iniciais da gravidez é o principal fator
causal de diversas alteracbes neonatais (Leite et al., 2002). Contudo, a exposicéo
materna ao alcool tem sido considerada controversa por apresentar evidéncias
inconsistentes, influenciada, entre outros fatores, pela dose e estagio gestacional de
exposicdo (Dixon et al., 2011). A revisdo sistematica e meta-analise mais recente,
realizada por Yin et al. (2019), analisou artigos publicados entre 1950 a 2019 e
registrou uma chance de ocorréncia (odds ratio) de desenvolvimento de FLxPNS e
FPNS por mées que consumiram bebidas alcéolicas durante a gestacao de 1,00 (IC
95% 0,87 a 1,15) e 1,02 (IC 95% 0,92 a 1,14), respectivamente, quando comparado a
maes nao alcoodlatras. Também n&o houve evidéncias de que ha relacéo entre dose-
resposta para o consumo de alcool e o desenvolvimento de FONS, apesar de quatro
dos estudos analisados terem encontrado associagdo de risco significativa para
FL£PNS no grupo de méaes com maior consumo de alcool. Os mesmos achados foram
encontrados por Bell et al. (2014), que ao analisarem 33 estudos (23 caso-controle e
10 estudos de coorte), apesar da grande heterogeneidade no desenho dos estudos,
nao encontraram quaisquer relacdes entre o consumo de alcool por gestantes e o
desenvolvimento das FONS. Krapels et al. (2006) consideraram que a
inconclusividade acerca do etilismo ser um fator de risco para as FONS estéa atrelada

a dificuldade em medir a quantidade, frequéncia e tempo do consumo pelas gestantes,
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além disso, este consumo muitas vezes esta associado a outros agentes
teratogénicos, como cigarro e drogas ilicitas. Em estudo de interacdo gene-ambiente,
Bezerra et al. (2014) encontraram risco de desenvolvimento de FL+PNS para o
polimorfismo no gene MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase) para gestantes que
fizeram ingestédo de bebidas alcéolicas e que nédo fizeram suplementacdo com &cido
félico.

Apesar de alguns medicamentos terem seu potencial teratogénico bem
conhecido, como no caso da talidomida e a classe de anticonvulsivantes, outros
aparentam risco in6cuo, mas podem atuar em diversas fases da morfogénese como
agentes geradores de malformacdes, incluindo os antiobiéticos e anti-inflamatorios
(Abdo e Machado, 2005; Dinis-Oliveira, 2014). Na classe dos anticonvulsivantes, o
acido valproico é o medicamento de maior efeito teratogénico, até 7 vezes maior que
anticonvulsivantes comuns, e com capacidade de gerar FL+P (Tanoshima et al.,
2015). Dentre a lista de medicamentos aparentemente inofensivos pela populacéo
geral, os corticoesterdides estdo entre os mais utilizados no tratamento de mulheres
em idade fértil e seu uso quase dobrou nos ultimos anos (Bjgrn et al., 2015). Em meta-
analise realizada por Wyllie et al. (2000), a utilizacao de prednisona durante o primeiro
trimestre de gravidez gerou um risco 3,4 vezes maior de desenvolvimento de fissuras

orofaciais.

Outras substancias quimicas além de medicamentos produzem risco ao feto
em desenvolvimento. O uso de drogas ilicitas como cocaina e ecstasy foi associada
ao risco de defeitos congénitos, porém os poucos estudos realizados com fissuras
orofaciais foram inconclusivos (Werler et al., 2003). Substancias quimicas de efeito
teratogénico também podem ser encontradas em ambientes de trabalho, seja ele rural
ou urbano, e incluem solventes e metais pesados em areas industriais e agrotoxicos
nas zonas agricolas (Chevrier et al., 2007). Em relacdo aos pesticidas, o risco de
exposicdo laboral materna e paterna sdo semelhantes para o desenvolvimento de
FL+P e FP para inseticida, herbicida e fungicida, com excecdo para a exposicao
paterna baixa para todos os tipos de agrotoxicos a qual ndo foi encontrada
significancia (Suhl et al., 2018). Alguns estudos afirmam que ha maior risco de
malformacBes congénitas como as FONS para gestantes que residem em areas

agricolas e que estdo presentes durante o pico de uso dos pesticidas, porém, é
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importante observar que este tipo de estudo apresenta dificuldade de mensuragéao da
exposicao ao agente (Garcia, 2000; Chevrier et al., 2006; Yang et al., 2014).

Embora pareca ser um desafio devido a dificuldade de mensuracdo nos
estudos de alguns fatores aqui explorados, outros tipos de exposi¢cdes ambientais
devem continuar a ser avaliados acerca de sua contribuicdo no desenvolvimento de
FONS para que futuramente haja melhor entendimento sobre a patogénese das
fissuras orofaciais, possibilitando melhores estratégias preventivas (Dixon et al.,
2011).

2.3.2 Fatores genéticos

O mapeamento e manipulacdo de genes envolvidos na embriogénese
craniofacial normal é atualmente a principal estratégia utilizada para o entendimento
da etiologia genética das FONS, embora esse mecanismo continue ndo bem
esclarecido (Marazita e Mooney, 2004). Além do fato da etiologia das FONS ser de
carater multifatorial com grande contribuicAo da interacdo gene-ambiente, a
dificuldade no entendimento do mecanismo genético também esta relacionada a

caracteristica de padrdo de heranga ndo mendeliana (Vieira, 2008).

O padréo ndo mendeliano pode ser observado principalmente em estudos com
gémeos, em que a taxa de concordancia para monozigéticos é de 40 a 60% e para
dizigéticos é apenas de 3 a 5% (Jugessur et al., 2009). Quando se trata da
hereditariedade das FONS dentro de uma familia, foi demonstrado por Curtis et al.
(1961) que a possibilidade de uma nova crianca ser afetada por FL+PNS é de 4%
quando ja hd um irméo afetado, 9% quando mais de uma crianca apresenta a fissura,
e 17% quando além de uma criancga, 0os pais também tenham a anomalia. Familias
afetadas geralmente segregam apenas um tipo de fissura orofacial, porém,
eventualmente, diferentes tipos de fissuras, como por exemplo as FL+P e FP, podem
ocorrer na mesma familia, de forma a sugerir a hipotese de que haja sobreposicao de

genes causadores dessas fissuras (Leslie e Marazita, 2013).

Grande parte dos estudos que buscam elucidar a etiologia genética das FONS
utiliza como metodologia a andlise de variantes polimérficas em genes e regides de

susceptibilidade as fissuras orofaciais a partir de candidatos que desempenham
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funcbes regulatorias durante o desenvolvimento craniofacial normal (Dixon et al.,
2011; Jiang et al., 2006). Podendo-se destacar aqueles que possuem associagao com
FONS na populacao brasileira os genes CRISPLD2 (Mesetti et al., 20116), GREM1
(Viena et al., 2019), GRHL3 (Marchi et al., 2020), MTHFR (Aquino et al., 2014), TBX1
(Paranaiba et al., 2013) e a regido 8924 (Souza et al., 2016). E 0os genes que nao
apresentaram associagéo com o desenvolvimento de FONS em populagéo brasileira,
incluindo COL2A1, FGFR1, MSX1, TCOF1, TIMP3, TNP1 e WNT3 (Paranaiba et al.,
2010; Paranaiba et al., 2013; Machado et al., 2016c). Entretanto, alguns genes
apresentam resultados conflitantes em relacao a auséncia ou presenca de associacao
com FONS em populacéo brasileira, como no caso de IRF6 e BMP4 (Brito et al, 2012;
Araujo et al., 2012; Antunes et al., 2013; Paranaiba et al., 2013; Borges et al., 2015).

Esse grande nimero de genes associados ou candidatos no desenvolvimento
de FONS estéa diretamente relacionado a alta complexidade e riqueza de eventos que
ocorrem na embriogénese do labio e palato, e consequentemente contribuem na
formacdo de FONS (Jugessur et al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2010). Além disso,
estes genes sao estudados em diferentes populacbes mundiais, com diferencas
étnicas, socioeconémicas e culturais que devem ser consideradas como cofatores nos
estudos de doencas complexas e que devido a isso podem acarretar em diferentes
resultados ao se avaliar a mesma populacédo de um pais (Mossey et al., 2009; Viena
et al., 2018). A ndo validacdo da ancestralidade leva a uma representacao desigual
entre os grupos caso e controle, resultando em associagOes falso-positivas nas

analises estatisticas, principalmente na populacao brasileira (Pereira et al., 2019).

2.4 BMP4

O gene BMP4 esta localizado no cromossomo 14g22-g23 e codifica a proteina
BMP4 que juntamente com a proteina BMP2 sdo os membros mais bem estudados
da familia BMP, pertencente a superfamilia de fatores de crescimento multifuncionais
de TGF-B (fator de crescimento transformador beta) (Nakayama et al., 2000; Chen et
al., 2004). A primeira descri¢cdo das BMPs foi no tecido 6sseo adulto como um potente
indutor de formagédo de cartilagem e 0sso, desde entdo estudos diversos vém
demonstrando que a sinalizagdo das BMPs é ampla, atuando principalmente durante
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o desenvolvimento craniofacial, regulando processos embrionarios fundamentais
como proliferacéo, diferenciacdo, apoptose, migracao e adeséo celular (Chen et al.,
2004). E também no desenvolvimento craniofacial que a via de sinalizacdo das BMPs
desempenha papel de extrema importancia ao coordenar as interacdes epitélio-
mesénquima durante a palatogénese, sendo BMP4 o principal membro da familia
BMP nesse processo, sendo expresso em todo o epitélio do palato e
ectomesénquima, com excecao da regido posterior dos processos palatinos (Parada
e Chai, 2012). Além de atuar na palatogénese, BMP4 é expresso também no terco
médio da face, em regides onde ocorrem a fusdo dos processos faciais durante o
desenvolvimento craniofacial (Parada et al., 2012). Foi demonstrado por meio de
hibridizacao in situ em embrides de camundongo que Bmp4 pode atuar na marcacao
de células para apoptose na regido que posteriormente ira se fundir, e devido a isso,
BMP4 pode ser considerado como essencial na fuséo labial adequada (Gong e Guo,
2003).

Além do desenvolvimento craniofacial, o papel de BMP4 durante o
desenvolvimento embrionario € essencial para a viabilidade do feto. Foi observado
que ao realizar a inativacdo de Bmp4 em camundongos h& pouca ou nenhuma
formacdo do mesoderma, descobrindo assim que BMP4 é essencial para a
diferenciacdo do mesoderma, consequentemente ndo havendo a formacédo de
estruturas derivadas desse folheto e acarretando em morte do embrido ainda durante
a gastrulacéo (Leong e Brickell, 1996). Assim como outros membros da superfamilia
TFG-B, os membros da familia BMP se ligam a um complexo receptor transmembrana
de estrutura tetrdmera composto por dimeros tipos | e tipo Il (BMPR-I e BMPR-II,
respectivamente). BMP4 especificamente se liga ao receptor BMPR-II, apos a ligacao,
o receptor tipo Il transfosforila o receptor tipo | em um sitio intracelular justamembranar
chamado dominio GS, que por sua vez ativa a via Smad (Mothers against
decapentaplegic homolog) composta por um conjunto de proteinas de sinalizagédo
intracelular. Essa via inicia uma reacdo em cadeia de fosforilagcdo de receptores R-
Smad (Smad regulado por receptor) que se ligam a Co-Smad (Smad de parceiro
comum) no meio intracelular, formando um complexo Co-Smad + R-Smad, que
migrard para o nudcleo celular podendo desempenhar papeis regulatérios de
transcricdo ou inibicdo de genes-alvo. Em resposta a ativagéo da via de sinalizacéo

de BMP4, uma série de antagonistas Sdo expressos e atuam tanto no meio
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extracelular quanto no intracelular, tais como Nogging e BAMBI (homologo do inibidor
de membrana ligado & membrana de BMP e activina), podendo estes antagonistas
atuarem se ligando aos receptores extracelulares de BMP4 ou atuar inibindo a
fosforilacdo dos receptores no meio intracelular (Nakayama et al., 1999; Wan e Cao,
2005) (Figura 2). A via Smad é uma via de sinalizacdo de BMP bem caracterizada.
Esta via esta presente de forma independente nos eventos de diferenciacdo de
osteoblastos, porém seu efeito apresenta menor efetividade em relagdo ao induzido

por ligantes ou receptores de BMP (Wan e Cao, 2005).

Receptor |l

F:\
R-SMAD

CO-SMAD {

CO-SMAD

|

Fator de
transcri¢ao

Figura 2. Resumo davia de sinalizacdo de BMP4. Apoés a ligacdo da proteina BMP4
ao seu receptor, o receptor tipo Il (roxo mais claro) fosforila (a fosforilacdo esta
representada pela letra P no circulo amarelo) o receptor tipo | (roxo mais escuro) ao
qual fosforila 0 R-Smad permitindo sua ligacdo com Co-Smad. Unidos, eles se
translocam para o ndcleo e formam o fator de transcricéo (verde) que ativa ou inibe a
expressdo do gene-alvo. Em resposta a sinalizagdo, no meio extracelular, BMP4 é

\
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regulado por proteinas de ligacdo ao receptor de BMPs, como Noggin. Esquema
gerado no Biorender (https://biorender.com/).

2.4.1 BMP4 e o risco de desenvolvimento de FONS

O desenvolvimento craniofacial € um periodo delicado da morfogénese,
marcado por intensos eventos complexos estritamente regulados por genes que
atuam durante os processos de proliferacdo, apoptose, migracéo e transicao epitélio-
mesénquima, eventos esses em que a via de sinalizacdo de BMP4 faz parte (Mossey
et al., 2009; Parada e Chai, 2012). Na embriogénese do labio e palato, por exemplo,
€ necessaria uma rede de sinalizacdo regulada e a perda da funcédo de proteinas
regulatorias de algumas dessas vias, bem como alteracées em receptores, pode gerar
fendtipos deletérios, e mais especificamente em BMP4, acarretar em superexpressao
ou inibicdo (Meng et al., 2009). Alteracbes na regulacdo da via BMP4 ja foram
estudadas em embriées de camundongo com perda de funcdo da proteina Noggin
nas células epiteliais dos processos palatinos, esta € uma proteina chave no bloqueio
de BMP4, o que ocasionou a formacao de FP completa. Essa auséncia do bloqueio
de BMP4 realizado pela proteina Noggin leva a sinalizacdo hiperativa de BMPs,
acarretando em proliferacao celular alterada e morte celular excessiva. Além disso, o0
mesmo estudo demonstrou que a perda da integridade do epitélio devido a funcéo
anormal de BMP4 compromete a fusdo adequada do palato e mandibula, o que,
segundo os autores, pode ter contribuido para a formacédo da FP (He et al., 2010).
Enquanto que o bloqueio condicional do gene Bmp4 em embribes de camundongos
resulta na formacéo de FL bilateral e a delecao de Bmp4 gera o fen6tipo de FL isolada,
e considerando que Bmp4 € um gene expresso nas zonas laterais do labio superior,
possivelmente a sinalizacéo realizada por ele possa atuar regulando a proliferacéo e
fusado celular durante a morfogénese facial (Lu et al., 2000; Gong e Guo 2003; Liu et
al., 2005).

Além dos modelos animais demonstrarem que Bmp4 é um candidato promissor
gue pode estar entre 0s genes ja bem conhecidos na formacdo de FONS, estudos
populacionais de associacdo e meta-analises com BMP4 vém confirmando essa
relagdo também em humanos (Li et al., 2017). Porém, a maioria desses estudos se
concentra no polimorfismo rs17563 e as conclusdes entre eles sédo conflitantes (Hu et

al., 2015; Li et al., 2017; Machado et al., 2018). Na meta-analise realizada por Hu et
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al. (2015) foi confirmado que a mudanca do nucleotideo de T para C no SNP rs17563
aumenta o risco para o desenvolvimento de FL+PNS na populacdo chinesa, porém o
efeito do alelo T foi protetor em uma populacao brasileira. A frequéncia do alelo menor
(MAF) do alelo C em rs17563 foi menor em populacdo asiatica comparada a
populacédo brasileira como descrito na meta-andlise realizada por Li et al. (2017). Além
disso, o agrupamento de dados de populacdes asiaticas, brasileira e caucasianas
demonstram que ndo ha associacao do polimorfismo rs17563 e o0 desenvolvimento de
FLPNS, porém a estratificacdo dessa analise de acordo com a etnia da populacéo
estudada demonstra que o alelo C em rs17563 pode ser um fator de risco para
FL£PNS em populacdes de etnia asiatica e caucasiana, e efeito protetor em populagéo
brasileira de etnia miscigenada com origens genéticas nao validadas (Li et al., 2017).
Entretanto, apesar da associacédo de protecdo de rs17563 em BMP4 ser confirmada
em todas as meta-andlises disponiveis, esse efeito ndo é confiavel, pois como
observado na meta-analise de Machado et al. (2018), esse resultado baseia-se
apenas em dois estudos realizados com populacéo brasileira e os valores de Tau? e

I revelam alta heterogeneidade.

2.5 Interagcbes genéticas na via de sinalizacdo de BMP4 durante o
desenvolvimento craniofacial

Estudos de associacdo genética focados na identificacdo de um marcador
genético em doencas de etiologia multifatorial tém sido a ferramenta mais utilizada,
porém apenas focar em seus efeitos tém apresentado resultados muitas vezes
inconclusivos, tendo como potencial causa o0 mascaramento dos efeitos das
interacbes gene-gene, também chamada epistasia (Chattopadhyay e Lu, 2019). O
termo epistasia refere-se ao efeito resultante da interagdo de um gene com outro gene,
gue pode se dar tanto pela interagao entre genes em um mesmo cromossomo, quanto
por genes em cromossomos diferentes e distantes (Chicco e Faultless, 2012).
Mutacbes podem gerar novas interacdes entre genes ou ainda interromper as
interagcdes existentes, de modo a criar mudancas de conformagao nos receptores, 0
que resulta na sua ligagdo com o ligante, assim como também mudancas na propria
proteina ligante, mudando a funcéo dessa proteina e alterando a via de sinalizacéo
(Miton et al., 2021). A sinalizacéo exercida pelos membros da familia BMP tem papel

central na regulacéo de diversos aspectos do desenvolvimento craniofacial, pois s&o
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potentes fatores de diferenciac@o de osteoblastos, induzem a diferenciacdo de células
mesenquimatosas multipotentes em células de linhagem osteogénica e condrogénica
(Wan e Cao, 2005). Durante o inicio do desenvolvimento craniofacial de embrides de
galinha, as proteinas Bmp4 e Bmp2 controlam o crescimento e padrao facial por meio
de uma cascata de sinalizacéo direcionada a ativagdo do gene MSX1 (Msh Homeobox
1), que é expresso no epitélio, e do gene Shh (Barlow e West, 1997). Enquanto que a
inibicdo BMP4 pela adicdo de proteina Noggin exdégena também nos primordios da
embriogénese facial nesse mesmo modelo animal leva a reducéo da proliferacéo e
crescimento mesenquimal na regido dos processos maxilares, tendo como
consequéncia a nao formacéo dos ossos da maxila e palato primario, com formacgéao
de FLP (Ashique et al., 2002).

A glicoproteina Noggin € um fator pleiotropico expresso pelo gene NOG durante
todos os estagios do desenvolvimento, sendo considerada um bloqueador classico
das BMPs por se ligar aos receptores tipos | e Il de forma concomitante por meio do
seu clipe de 20 aminoacidos (Brunet et al., 1998; Krause, 2011). Noggin desempenha
papel essencial no desenvolvimento do tubo neural ao ser expresso na face dorsal da
placa neural, fazendo a regulacédo dos processos celulares que faréo a elevacéo e
fusdo das pregas neurais, evento esse que precede a migracao das células do tubo
neural para seus destinos finais. Em embrides de camundongo, a inativacado de Nog
leva a ativacdo prematura de Msx1 por Bmp4, causando aumento da apoptose nas
células do dorso do tubo neural (McMahon et al., 1998). A regulacdo negativa que
Noggin exerce sobre as BMPs também é necessaria durante a migracao das células
da crista neural em embrides de galinha, onde o bloqueio é realizado de forma
progressiva, diminuindo seu sinal a medida que as células iniciam sua migragao (Sela-
Donenfeld e Kalcheim, 1999). Durante o desenvolvimento craniofacial, Nog é
expresso em todo o epitélio oral de embrides de camundongo, e seu bloqueio gera
aumento da apoptose por aumento da sinalizagdo de BMPs no epitélio palatino, tendo
como consequéncia o fenotipo de FP completa (Matsui e Klingensmith, 2014). Em
estudo realizado por He et al. (2010), a FP completa também foi observada apos a
mutacdo resultando na perda de funcdo em Noggin no epitélio palatino em
desenvolvimento, o0 que causou aumento da expressao de BMPs, levando a apoptose
excessiva no epitélio do palato, atraso na elevacdo dos processos palatinos e

consequentemente fusdo anormal entre 0os processos palatinos e maxilares. Embora
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Nog esteja associado a formacdo de FP em modelo animal, foi encontrado efeito
protetor de polimorfismos em NOG no desenvolvimento de FL+PNS em populacao do
norte da China (Song et al., 2014).

Outro gene responsavel pela regulacdo negativa de BMPs é GREM1
(Gremlinl), que codifica a proteina Gremlin-1 responsavel pelo antagonismo nos
processos de homeostase, renovacao, reparo e regeneracdo de tecidos 0sseos
(Gooding e Leedham, 2020). A inibicAio de GREM1 em cultura de células tronco
mesenquimais humanas aumenta a viabilidade e a diferenciagdo em células de
linhagem osteogénicas induzida pela expressdo de BMP2, consequentemente
aumentando a osteogénese (Hu et al., 2017). No desenvolvimento do labio e palato
de camundongos, Bmp4 forma uma rede de sinalizacdo dependente de feedbacks
negativos de Pax9 (Paired Box 9) e GREM1 no crescimento dos processos hasais
mediais (Nakatomi et al., 2020). O estudo de caso de Erdogan et al, (2007) revelou
que a delecéo de novo de um trecho de 5,3 Mb na regidao 15q14 em um probando do
sexo feminino causou a formacdo de FP sindrbmica acompanhada de defeitos
coronarios congénitos e retardo mental. Um estudo de GWAS realizado por Al Chawa
et al. (2014) encontrou variantes raras em GREML1 associadas ao desenvolvimento
de FL£PNS, e em estudo com populagdo brasileira, polimorfismos em GREM1
resultaram em susceptibilidade a FLPNS tanto de maneira isolada quanto interagindo
com o polimorfismo rs1880646 em NTN1 (Viena et a., 2018).

No meséngquima palatino em desenvolvimento de camundongos, a expressao
do gene Msx1 é necessaéria para a ativacao do gene Bmp4 também no mesénquima,
formando uma rede de feedback positivo entre estes genes e autofeedback de Bmp4,
gue atua nos eventos de proliferacdo do mesénquima palatino e apoptose no epitélio
subjacente (Nakatomi et al., 2020). Mutacbes no gene MSX1 em humanos estédo
relacionadas com formacdo de FP e/ou agenesia dentéria (Vastardis et al., 1996;
Cobourne, 2007). Em meta-andlise realizada por Tasanarong et al. (2019), oito
polimorfismos de risco para FL+PNS foram encontrados em MSX1, com dois desses
SNPs (rs6446693 e rs1907998) apresentando 1,3 vezes maior susceptibilidade. A
mesma meta-analise também encontrou associacdes protetivas para FL+PNS em
portadores do SNP rs6832405 e rs1042484 em MSX1. Ao realizar uma andlise
estratificada por etnia, a meta-analise de Gu et al. (2018) encontrou efeito protetivo

para o SNP rs12532 em popula¢Bes caucasiana e asiatica, mas sem associagao
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significativa para populacdes sul-americanas. Polimorfismos no gene MSX1 ndo estédo
associados a formacgao de FLxPNS na populacao brasileira (Machado et al., 2016b).
MSX1 esté localizado no cromossomo 4p16 em regido adjacente ao l6cus 4p16.2, que
ja foi associada como fator de protecdo para ocorréncia de FLNS em populacdo
brasileira (Ide et al., 1996; Machado et al., 2022). O I6cus 4p16.2 por estar em regido
proxima a MSX1 pode apresenta efeitos regulatorios sobre a expresséo desse gene
(Howard et al., 1997).

A superfamilia de genes FGF (fator de crescimento fibroblastico) consiste em
22 membros de genes expressos no epitélio e mesénquima oral e que participam de
varios eixos de sinalizacdo reciproca com BMPs durante toda a palatogénese
(McKeehan et al., 2009; Luukko e Kettunen, 2006). A via de sinaliza¢cédo de FGF/FGFR
€ um fator chave no desenvolvimento craniofacial, regulando processos de migracao
e morfogénese por meio da ativacdo de genes alvos especificos (Stanier e Puws,
2012). A delecdo de FGFR1 (receptor do fator de crescimento fibroblastico 1) no
mesénquima do palato de embrides de camundongo diminui a proliferacdo das células
do epitélio subjacente que nao sofreram delecdo FGFR1 com reducao da expressao
de BMPs (Wang et al., 2013). Polimorfismos em FGFR1 ja foram associados a
ocorréncia de FLxPNS em populacbes do nordeste da Europa (estoniana, letd e
lituana), enquanto que SNPs em FGF1 séo fatores de protecdo em populagéo iraniana
(Nikopensius et al., 2011; Rafiqdoost et al., 2014).

2.6 Delineamento experimental

O carater genético atribuido as FONS vem sendo investigado desde os estudos
iniciais realizados por Fogh-Andersen (1942), e desde entéo diferentes técnicas de
mapeamento genético tém sido consideradas no estudo de FONS e vém obtendo
bons resultados: como modelos animais, rearranjos cromossdmicos, estudos de
ligacdo, estudos de associacao baseados em genes candidatos, sequenciamento de
genes candidatos e estudos de GWAS (Raihmov et al., 2012). Dentre as técnicas de
estudos genéticos citados, o estudo de associagdo tém sido um dos mais utilizados,
pois é util na confirmacao da hipotese de que um determinado alelo possa estar
contribuindo na geracédo de um determinado fendtipo ou na manifestacdo de um alelo

existente em lécus préximo ao l6cus causal do fenétipo, quando houver desequilibrio
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de ligacdo (Feitosa e Krieger, 2002). Ou seja, 0 estudo de associacdo fard a
associacdo ou ndo do alelo estudado e o fenétipo da doenca, e € dividido em trés
grandes categorias. (1) O teste de caso-controle utiliza individuos que apresentam o
fendtipo da doenca (casos) e individuos que nao apresentam (controle). Este teste
compara, por meio de pareamento, a frequéncia de alelo ou gendtipo no grupo caso
com a frequéncia no grupo controle. (2) Testes de associacdo em nucleo familiar, que
utiliza individuos que apresentam o fenotipo da doenca e seus parentes, comparando
a frequéncia alélica dos individuos afetados a de seus parentes 0s quais serdo o
controle, geralmente pais ou irmao que nao apresentem o fenétipo. (3) E por ultimo,
o0s testes de associacdo com caracteristicas quantitativas, que faz a correlacao entre
os valores de medidas continuas (como peso e altura) e os genadtipos, podendo este
tipo de teste ser utilizado para estudos caso-controle ou de ndcleo familiar (Martin e
Chung, 2021).

Os estudos de caso-controle costumam ser largamente utilizados por
apresentarem a vantagem de recrutamento de um grande namero de individuos que
apresentam o feno6tipo (grupo caso) e o grupo controle, formado por individuos que
ndo apresentam o fenétipo estudado (Risch, 2000). Entretanto, devido a sua
carateristica retrospectiva, os estudos caso-controle podem ser passiveis de viés,
como o viés de amostragem, pois a populacao utilizada pode ndo ser representativa
da populacao analisada, sendo necessario que o pesquisador esteja ciente dos riscos
e busque formas de minimiza-los (Dupépé e Gordon, 2019). Levando-se em
consideracdo que o viés de amostragem pode ser causado pela miscigenacdo da
populacdo estudada, e visto que a populacao brasileira exibe alto nivel de diversidade
gendmica devido a mistura de 3 principais populacdes ancestrais (Europeia, Africana
e Amerindia), para evitar esse vies, utiliza-se marcadores polimorficos que analisam
a variedade genética da ascendéncia de cada individuo (Letra et al., 2007; Pena et
al., 2009; Aquino et al., 2014). Essa antecipacédo ao viés também deve ser considerada
para o delineamento do estudo de associacdo, pois o efeito do risco da doenca
causado por um polimorfismo pode ser confundido pelo fenbmeno de epistasia

(interacdo gene-gene) em doencgas complexas (Chattopadhyay e Lu, 2019).
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3 PROPOSICAO

Avaliar a influéncia dos tag-SNPs rs11623717, rs17563, rs2071047, rs2761887
e rs4898820 em BMP4 no risco de desenvolvimento das FL+PNS na populacdo
brasileira, além de analisar as interacdes entre os tag-SNPs em BMP4 com genes
FGFR1, GREM1, NOG, VAX1 e o lécus 4p16.2, descritos como participantes na via
de sinalizacdo de BMP4.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo caso-controle esta inserido em um projeto multicéntrico, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual de Campinas e de todos os Comités de Etica dos centros coparticipantes
(Plataforma Brasil, CAAE 08452819.0.0000.5418).

4.2 Pacientes

As amostras de 800 pacientes com FL+PNS (232 de FLNS e 568 de FLPNS) e
881 individuos controle foram utilizadas neste estudo. Os pacientes foram
selecionados de 5 centros de atendimento a pacientes com fissuras orofaciais:
Associacao de Portadores de Fissura Labio-Palatal e o Centro de Atencéo e Pesquisa
em Anomalias Craniofaciais-CEPAC vinculados & Universidade Estadual do Oeste do
Parand (UNIOESTE), Cascavel-PR, o Centro de Reabilitacdo de Anomalias
Craniofaciais, Universidade de Alfenas (UNIFENAS), Alfenas-MG, o Centro de
Atendimento Integral ao Fissurado Labio Palatal, Curitiba-PR, e o Centrinho do
Hospital Santo Antonio das Obras Sociais Irma Dulce, Salvador-BA. Os pacientes
atendidos nestes centros sado examinados por equipes multidisciplinares para
exclusdo dos que apresentam caracteristicas de sindromes. As amostras do grupo
controle foram obtidas das mesmas regifes geogréficas, de individuos saudaveis sem
disturbios fisicos e psiquiatricos, deformidades de nascimento ou histérico familiar de

fissuras orofaciais.

4.3 Amostras de DNA

O DNA foi isolado de células da mucosa oral obtidas por bochecho com uma
solucdo de sacarose a 3% ou por raspagem da mucosa oral com uma espatula em
casos de criancas onde o bochecho ndo pode ser aplicado. O isolamento do DNA foi
processado segundo método de (Aidar e Line 2007), com algumas pequenas
alteracgdes. As células da mucosa oral foram incubadas com 10 pg de proteinase K
em tampéao contendo 10 mM Tris pH 8,0, 0,5% SDS e 5 mM EDTA por 16 h a 55°C.

Ao fim da incubacdo, o DNA foi purificado, removendo-se proteinas e outros
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contaminantes com uma solugéo aquosa contendo 7,5 M de acetato de amoénio e 1
mM de EDTA e centrifugagdo a 14000xg por 10 min. O DNA foi precipitado,

ressuspendido e quantificado por espectrofotometria.

4.4 Selecao dos Tag-SNPs

A regidao gendmica contendo 5 kb upstream e 2 kb downstream de BMP4 foi
rastreada para tag-SNPs (https://snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/snptag.html). A
captura dos tag-SNPs foi realizada com os dados do Projeto 1000 Genomes, seguindo
os critérios de frequéncia do alelo menor >0,1, valor de P em equilibrio Hardy-
Weinberg (HWE) >0,05 e limite de desequilibrio de ligagdo (r?) >0,8. Aplicando este
filtro rigoroso, 5 SNPs foram selecionados. As principais caracteristicas de cada SNP,
incluindo localizagao no gene, identificagédo dos alelos maiores e menores, frequéncia

do alelo menor (MAF) séo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) do gene
BMP4.

SNP Localizagéo Alelo MAF Controle Call rate HWE
rs11623717 chrl4:53947414 AIG 40,1% 98,5% 0,384
rs17563 chr14:53950804 AIG 39,2% 99,2% 0,105
rs2071047 chr14:53951693 G/IA 43,4% 98,5% 0,785
rs2761887 chr14:53958334 C/A 39,6% 99,2% 0,517
rs4898820* chr14:53960339 GIT 23,6% 98,5% 0,004

HWE: sigla para Equilibrio de Hardy-Weinberg do inglés “Hardy-Weinberg Equilibrium”; MAF:
sigla para frequéncia do alelo menor do inglés “Minor allele frequency” (alelos menores estéo
em negrito); Call rate: taxa de chamada.

4.5 Genotipagem e Avaliacdo da ancestralidade gendmica

As reacOes de genotipagem foram realizadas utilizando o sistema de
discriminagdo alélica com sondas fluorescentes (sistema TagMan® da Applied
Biosystems, EUA) no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems, EUA). O

volume total das reacdes foi de 5 pl contendo 2,5 pl de Genotyping Master Mix, 0,12
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Ml de uma mistura de primers e sondas e 2,38 ul de DNA (5 ng). Os parametros de
amplificagéo utilizados foram: 1 ciclo de 10 min a 95°C (desnaturacao inicial) e 40

ciclos de 15 s a 92°C e 1 min a 60°C (estagio de amplificac&o).

Para determinar a ancestralidade gendmica, cada amostra foi genotipada
individualmente com um painel de 40 polimorfismos bialélicos de insercédo-delecao
curta (INDEL) que foram previamente validados como marcadores informativos de
ancestralidade na populacdo brasileira (Bastos-Rodrigues et al., 2011), como
previamente descrito por Messetti et al. (2017). Com o auxilio do software Structure
versao 2.3.4 (Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000) e amostras de populagdes de
origem pré-especificadas (populacdes de referéncia amerindias, europeias e da Africa
Subsaariana da Marshfield Clinic Collection), a estimativa da proporcdo de

ancestralidade de cada amostra foi determinada.

4.6 Analise de interacdo SNP-SNP

Para a andlise de interacdbes SNP-SNP, os polimorfismos previamente
analisados pelo nosso grupo de pesquisa, incluindo rs7078160 no gene VAX1 (ventral
anterior homeobox 1) (Rego Borges et al., 2015), rs227731 no gene NOG (de Aquino
et al. 2014), rs13317 e rs7829058 no gene FGFR1 (Machado et al. 2016; 2022),
rs16969862 e rs16969816 no gene GREM1 (Gremlin-1) (Viena et al. 2019), rs1907989
(dados néo publicados) e rs34246903 no l6cus 4p16.2 (Machado et al. 2022), foram
selecionados por estarem localizados em genes conhecidos por interagirem com
BMP4, como revelado pelo STRING (http:/string-db.org).

4.7 Analise estatistica

A existéncia de HWE nas amostras do grupo controle foi calculada por meio do
teste qui-quadrado. Para verificar a existéncia de diferenca entre 0s grupos para sexo
foi utilizado o teste qui-quadrado e para as proporcdes de ancestralidade, o teste de
Mann-Whitney foi aplicado. A andlise de regressao logistica multipla sob modelos
genéticos aditivos, dominantes e recessivos, atentando-se para ancestralidade
gendmica e sexo como possiveis covariaveis foi efetuada pelo programa Rstudio, com

0 pacote SNPassoc. A analise de haplétipos dos polimorfismos em BMP4 foi realizada
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no software Rstudio, com o pacote Haplo.stats. Para anélise de interacdo génica, foi
utilizado foi utilizado o pacote mbmdr em R, seguido por testes de permutagao
(n=1000 permutacdes) para eliminar interacdes falso-positivas. O poder da amostra
foi calculado usando o programa Quanto, tendo como base os ORs mais
conservadores relatados na literatura para todos os SNPs. A significancia estatistica
apos correcao de Bonferroni para multiplas correcdes foi definida como <0,0125.
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5 RESULTADOS

Neste estudo, todos os polimorfismos respeitaram o HWE, com excecédo de
rs4898820 que foi excluido das demais analises (Tabela 1). O sucesso de
genotipagem (call rate) ficou entre 98,5% e 99,2% (Tabela 1) e as reacdes foram
repetidas em 5% das amostras para cada tag-SNP, com uma taxa de concordancia
de 100%.

A genotipagem dos polimorfismos genéticos em BMP4 foi realizada em 881
individuos controles e 800 pacientes com FL+PNS (232 FLNS e 568 FLPNS) (Tabela
2). O sexo masculino foi significantemente mais comum nos grupos FL+PNS (56,3%)
e FLPNS (57,4%) do que no grupo controle (47,8%). Embora mais frequente no grupo
de FLNS (53,6%), a frequéncia no sexo masculino ndo atingiu um patamar estatistico
guando comparado ao grupo controle. Em termos de proporc¢ao de ancestralidade, os
grupos nao foram substancialmente diferentes, como pode ser visto na tabela 2. A
ancestralidade europeia foi a mais comum, seguida pela ancestralidade africana e

amerindia.

Tabela 2. Distribuicdo por sexo e proporcdes de ancestralidade entre os grupos de

pacientes incluidos no estudo.

Controle FL+PNS FLNS FLPNS
(n=881) (n=800) (n=232) (n=568)

Sexo
Masculino 421 (47,8%) 450 (56,3%)* 124 (53,5%) 326 (57,4%)*
Feminino 460 (52,2%) 350 (43,7%) 108 (46,5%) 242 (42,6%)

Ancestralidade

Europeia 83,4% 82,7% 82,4% 82,7%
Africana 14,8% 15,4% 15,9% 15,3%
Amerindia 1,8% 1,9% 1,7% 2,0%

FL+PNS: Fissura labial com ou sem fissura palatina n&o sindrédmica; FLNS: Fissura labial
nado sindrémica; FLPNS: Fissura de labio e palato ndo sindrémica.

*Estatisticamente diferente do controle no valor de p < 0,0005.
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Para avaliar a associacao dos tag-SNPs com a suscetibilidade as FL+PNS, a
distribuicdo alélica e os modelos genéticos aditivos, dominantes e recessivos foram
utilizados. Nestes modelos, o peso de cada genotipo varia. Por exemplo, no modelo
aditivo este peso é independente (homozigoto do alelo principal, heterozigoto e
homozigoto do alelo menor), enquanto que no modelo dominante, o efeito dos
homozigotos do alelo principal é comparado com o efeito de combinacdo de
heterozigotos e homozigotos do alelo menor e no modelo recessivo, o efeito de
combinacgéo dos homozigotos do alelo principal e dos heterozigotos € comparado com
0os homozigotos do alelo menor. Em todas estas analises, ndo houve associacdes
estatisticamente significantes entre os SNPs e o risco para FL£PNS ou isoladamente
para FLNS e FLPNS (Tabelas 3, 4 e 5).
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Tabela 3. Associacdo dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de labio com ou sem fissura palatina néo-
sindrébmica (FL£PNS). Os valores de p foram ajustados para covariaveis por analise de regressao logistica.

Controle (%) FL*PNS (%) ORuaeo (95% IC)  ORpet (95% IC) ORHom (95% IC)  ORpom (95% IC)  ORRgec (95% IC)
Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p
rs11623717 (AA/AG/GG) 36,6/46,6/16,8 39,1/44,5/16,4 0,96 (0,85-1,09) 0,88 (0,71-1,09) 0,90 (0,68-1,20) 0,89 (0,73-1,08) 0,97 (0,74-1,26)

0,58 0,25 0,67 0,24 0,80

rs17563 (AA/AG/GG) 38,2/45,1/16,7 38,0/43,1/18,9 1,03 (0,90-1,17) 0,95 (0,77-1,18) 1,15 (0,87-1,52) 1,00 (0,82-1,23) 1,18 (0,91-1,52)

0,67 0,64 0,31 0,96 0,20

rs2071047 (GG/GA/AA)  31,7/49,6/18,6 35,9/44,7/19,4 0,96 (0,85-1,09) 0,78 (0,63-0,97) 0,91 (0,69-1,20) 0,82 (0,66-1,00) 1,05 (0,82-1,34)

0,53 0,02 0,56 0,05 0,71

rs2761887 (CC/ICA/AA)  36,9/46,8/16,3 35,7/44,7/19,6 1,05 (0,93-1,19) 1,00 (0,81-1,24) 1,24 (0,94-1,65) 1,07 (0,87-1,30) 1,24 (0,97-1,60)

0,46 0,97 0,14 0,53 0,09

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORwnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORgrec: Odds Ratio recessivo;
IC: intervalo de confianca.
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Tabela 4. Associacao dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de 1&4bio ndo-sindromica (FLNS). Os valores de p
foram ajustados para covariaveis por analise de regressao logistica.

Controle (%)

FLNS (%)  ORuaeo (95% IC)

Valor de p

ORet (95% IC)

Valor de p

ORHom (95% IC) ORDom (95% IC)

Valor de p

Valor de p

ORRec (95% IC)

Valor de p

rs11623717 (AA/AG/GG)

rs17563 (AA/AG/GG)

rs2071047 (GG/GA/AA)

rs2761887 (CC/CA/AA)

36,6/46,6/16,8

38,2/45,1/16,7

31,7/49,6/18,6

36,9/46,8/16,3

40,5/45,3/14,2 0,91 (0,75-1,11)

0,38

33,9/47,9/18,2 1,07 (0,89-1,29)

0,48

35,5/48,7/15,8 0,92 (0,76-1,18)

0,41

36,8/44,2/19,0 1,04 (0,86-1,25)

0,70

0,89 (0,65-1,22)

0,47

1,20 (0,87-1,66)

0,25

0,88 (0,63-1,22)

0,43

0,96 (0,70-1,33)

0,86

0,77 (0,49-1,21)

0,37

1,21 (0,79-1,86)

0,37

0,76 (0,49-1,19)

0,24

1,19 (0,79-1,81)

0,40

0,86 (0,64-1,16)

0,31

1,21 (0,89-1,64)

0,22

0,85 (0,62-1,15)

0,29

1,02 (0,76-1,38)

0,88

0,82 (0,54-1,25)

0,34

1,09 (0,74-1,60)

0,65

0,82 (0,55-1,23)

0,33

1,22 (0,84-1,77)

0,30

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORgrec: Odds Ratio recessivo;

IC: intervalo de confianca.
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Tabela 5. Associagdo dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de labio e palato ndo-sindrémica (FLPNS). Os
valores de p foram ajustados para covariaveis por analise de regressao logistica.

Controle (%)

FLPNS (%)

O Ralelo (95% IC)

Valor de p

ORHe[ (95% IC) ORHom (95% IC) ORDom (95% IC)

Valor de p Valor de p

Valor de p

ORRec (95% IC)

Valor de p

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,6/46,6/16,8

rs17563 (AA/AG/GG)

38,2/45,1/16,7

rs2071047 (GGIGA/AA)

31,7/49,6/18,6

rs2761887 (CC/CA/AA)  36,9/46,8/16,3

38,3/44,2/17,5

39,8/41,0/19,3

36,0/43,0/21,0

35,2/44,9/19,9

0,98 (0,85-1,13)

0,84

1,01 (0,87-1,16)

0,89

0,98 (0,85-1,12)

0,74

1,07 (0,93-1,23)

0,36

0,89 (0,70-1,12) 0,97 (0,71-1,32)
0,34 0,98
0,87 (0,68-1,10) 1,13 (0,83-1,53)

0,22 0,43
0,74 (0,58-0,95) 0,97 (0,72-1,31)
0,02 0,92
1,02 (0,81-1,30) 1,26 (0,93-1,72)

0,84 0,13

0,91 (0,73-1,13)

0,39

0,94 (0,75-1,16)

0,55

0,81 (0,64-1,01)

0,63

1,09 (0,87-1,36)

0,46

1,03 (0,78-1,38)

0,82

1,22 (0,92-1,61)

0,17

1,15 (0,88-1,51)

0,29

1,25 (0,95-1,64)

0,12

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORgrec: Odds Ratio recessivo;

IC: intervalo de confianca.
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Para explorar os resultados de acordo com a ancestralidade, a amostra foi
dividida com base na porcentagem de ancestralidade europeia e africana. Para o
enriguecimento com ancestralidade africana, individuos foram agrupados tomando
como referéncia 20% (>20%, representando o0 grupo com enriquecimento, e <20%),
sendo que 20% € a meédia de ancestralidade africana encontrada na populacéo
brasileira (Pena et al., 2011). Enquanto nenhuma associac¢ao significante para a
amostra enriquecida com ancestralidade europeia foi identificada (Tabela 6),
associacdes significantes com o polimorfismo rs2761887 foi identificado na amostra
com enriquecimento africano. A frequéncia do gendtipo AA foi significativamente maior
no grupo FLEPNS em comparacdo ao grupo controle (21,9% e 18,2%,
respectivamente), gerando um ORnom de 2,16 (IC 95%: 1,21-3,85, p=0,01) (Tabela 6).
Utilizando o modelo genético recessivo (CC+CA vs. AA), a chance de ocorréncia de
FL£PNS foi de 2,05 (IC 95%: 1,21-3,47, p=0,006) (Tabela 7). A analise estratificada
por FLNS e FLPNS dos grupos com enriquecimento europeu ou com enriguecimento
africano, ndo apresentou resultados significativos (Tabelas 8, 9, 10 e 11), talvez
devido a reducdo no poder da amostra. Exemplo disso sdo os valores de p para os
modelos recessivo e heterozigoto na amostra com alta ancestralidade africana que
guando separado os tipos de fissura, observamos uma tendéncia a significancia
nestes dois modelos para a FLPNS.

As analises da associacdo de haplétipos com susceptibilidade para FL+PNS
foram realizadas com a combinacéo de 2, 3 e 4 SNPs em BMP4, porém nao foram

encontradas associacfes estatisticamente significantes (Tabela 12).
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Tabela 6. Associacao dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de labio com ou sem fissura palatina ndo-sindrémica
(FL£PNS) com baixa ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariaveis por analise de regressao logistica.

Controle (%) FL£PNS (%) ORaeio (95% IC) ORpet (95% IC) ORtom (95% IC) ORpom (95% IC)  ORRec (95% IC)

Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,9/42,9/20,2 35,9/47,1/17,0 0,97 (0,82-1,14) 1,11 (0,84-1,46) 0,86 (0,60-1,22) 1,03 (0,79-1,33) 0,81 (0,59-1,12)

0,74 0,46 0,40 0,83 0,19

rs17563 (AA/AG/GG)  38,9/44,1/17,0 37,1/43,5/19,4 1,05 (0,89-1,24) 1,02 (0,78-1,35) 1,18 (0,83-1,68) 1.07 (0,83-1,38) 1,16 (0,84-1,61)

0,52 0,86 0,31 0,62 0,36

rs2071047 (GG/GA/AA)  31,9/47,6/20,5 33,2/45,3/21,5 0,99 (0,85-1,17) 0,89 (0,67-1,19) 1,01 (0,71-1,43) 0,93 (0,71-1,21) 1,08 (0,79-1,46)

0,98 0,98 0,98 0,56 0,63

rs2761887 (CC/ICA/AA)  36,2/45,6/18,2 36,3/47,5/16,2 0,97 (0,82-1,14) 1,04 (0,79-1,37) 0,87 (0,60-1,25) 0,99 (0,77-1,29) 0,85 (0,61-1,18)

0,75 0,42 0,42 0,95 0,33

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORwnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORRgec: Odds Ratio
recessivo; IC: intervalo de confiancga.
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Tabela 7. Associacao dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de labio com ou sem fissura palatina ndo-sindrémica
(FL£PNS) com alta ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariaveis por andlise de regressao logistica.

Controle (%)

FLPNS (%) ORaeo (95% IC) ORmer (95% IC) ORuom (95% IC) ORpom (95% IC)

Valor de p Valor de p Valor de p

Valor de p

ORRec (95% IC)

Valor de p

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,9/42,9/20,2

rs17563 (AA/AG/GG)

38,9/44,1/17,0

rs2071047 (GG/GA/AA)

31,9/47,6/20,5

rs2761887 (CC/CA/IAA) 36,2/45,6/18,2

40,8/45,6/13,7 1,01 (0,78-1,31) 0,80 (0,53-1,20) 1,34 (0,70-2,57)

0,92 0,21 0,33

42,5/43,0/14,5 0,89 (0,69-1,16) 0,78 (0,51-1,18) 0,79 (0,44-1,40)
0,41 0,22 0,71

36,2/47,3/16,5 0,97 (0,75-1,24) 0,76 (0,50-1,16) 0,99 (0,55-1,78)
0,80 0,12 0,93

33,0/45,1/21,9 1,21 (0,94-1,56) 1,10 (0,72-1,67) 2,16 (1,21-3,85)
0,13

0,55 0,01

0,88 (0,60-1,30)

0,52

0,78 (0,53-1,15)

0,21

0,81 (0,54-1,21)

0,30

1,30 (0,88-1,94)

0,19

1,52 (0,83-2,79)

0,17

0,90 (0,53-1,54)

0,71

1,17 (0,69-1,98)

0,56

2,05 (1,21-3,47)

0,006

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORgrec: Odds Ratio recessivo;

IC: intervalo de confianca.

Em negrito valores de p significantes apos ajuste com corregdo de Bonferroni para multiplos testes (p<0,0125).
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Tabela 8. Associacao dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de labio com ou sem fissura palatina ndo-sindrémica
(FLNS) com baixa ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariaveis por analise de regressao logistica.

Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,2/44,5/19,3 39,6/47,9/12,5 0,87 (0,69-1,04) 1,00 (0,69-1,44) 0,61 (0,35-1,04) 0,88 (0,62-1,25) 0,61 (0,37-1,01)

0,26 0,13 0,30 0,48 0,04

rs17563 (AA/AG/GG)  38,9/44,3/16,8 30,9/47,9/21,2 1,15, (093-1,43) 1,35 (0,92-1,98) 1,51 (0,93-2,45) 1.39 (0,97-2,00) 1,27 (0,83-1,95)

0,19 0,17 1,04 0,06 0,27

rs2071047 (GG/GA/AA)  31,7/48,2/20,1 34,7/49,7/15,6 0,91 (0,73-1,14) 0,95 (0,65-1,39) 0,72 (0,43-1,20) 0,88 (0,61-1,26) 0,74 (0,47-1,17)

0,43 0,40 0,08 0,48 0,19

rs2761887 (CC/CA/AA)  36,3/46,1/17,6 38,2/43,5/18,3 0,98 (0,78-1,23) 0,91 (0,63-1,33) 0,99 (0,61-1,61) 0,94 (0,66-1,33) 1,04 (0,67-1,61)

0,88 0,88 0,61 0,70 0,86

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORwnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORRgec: Odds Ratio
recessivo; IC: intervalo de confianga.
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Tabela 9. Associacao dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de labio com ou sem fissura palatina ndo-sindrémica
(FLNS) com alta ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariaveis por analise de regresséao logistica.

Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p

rs11623717 (AAJAG/GG) 36,9/42,9/20,2 35,9/47,1/17,0 1,04 (0,70-1,54) 0,60 (0,32-1,14) 1,74 (0,73-4,14) 0,77 (0,43-1,38) 2,26 (1,00-5,09)

0,82 0,04 0,72 0,38 0,05

rs17563 (AA/AG/GG)  38,9/44,1/17,0 37,1/43,5/19,4 0,84 (0,57-1,25) 0,90 (0,49-1,64) 0,60 (0,22-1,63) 0,83 (0,47-1,49) 0,64 (0,25-1,64)

0,40 0,58 0,08 0,53 0,33

rs2071047 (GG/GA/AA)  31,9/47,6/20,5 33,2/45,3/21,5 0,95 (0,65-1,38) 0,67 (0,36-1,27) 0,94 (0,40-2,22) 0,73 (0,49-1,33) 1,18 (0,54 -2,59)

0,79 0,44 0,40 0,30 0,67

rs2761887 (CC/ICA/AA)  36,2/45,6/18,2 36,3/47,5/16,2 1,20 (0,83-1,74) 1,15 (0,60-2,19) 2,02 (0,88-4,64) 1,33 (0,73-2,44) 1,87 (0,89-3,93)

0,31 0,24 0,76 0,34 0,10

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORwnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORRgec: Odds Ratio
recessivo; IC: intervalo de confiancga.
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Tabela 10. Associacgao dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de labio com ou sem fissura palatina ndo-sindrémica
(FLPNS) com baixa ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariaveis por analise de regressao logistica.

Controle (%)  FLPNS (%) ORueio (95% IC) ORpet (95% IC) ORiom (95% IC) ORpom (95% IC)  ORRec (95% IC)

Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,9/42,9/20,2 35,9/47,1/17,0 0,98 (0,83-1,15) 0,90 (0,68-1,19) 0,95 (0,67-1,35) 0,91 (0,71-1,18) 1,01 (0,74-1,38)

0,83 0,75 0,13 0,49 0,95

rs17563 (AA/AG/GG)  38,9/44,1/17,0 37,1/43,5/19,4 1,04 (0,88-1,22) 0,92 (0,70-1,21) 1,20 (0,84-1,20) 1,00 (0,77-1,29) 1,25 (0,91-1,72)

0,62 0,32 0,73 0,97 0,16

rs2071047 (GG/GA/AA)  31,9/47,6/20,5 33,2/45,3/21,5 0,97 (0,83-1,14) 0,73 (0,55-0,97) 0,96 (0,68-1,35) 0,80 (0,61-1,04) 1,15 (0,85-1,55)

0,78 0,06 0,70 0,09 0,36

rs2761887 (CC/ICA/AA)  36,2/45,6/18,2 36,3/47,5/16,2 1,02 (0,87-1,20) 0,99 (0,75-1,31) 1,08 (0,76-1,54) 1,02 (0,78-1,31) 1,08 (0,79-1,49)

0,79 0,88 0,15 0,90 0,61

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORwnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORRgec: Odds Ratio
recessivo; IC: intervalo de confiancga.
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Tabela 11. Associacgdo dos polimorfismos de nucleotideo Unico em pacientes com fissura de labio com ou sem fissura palatina nao-sindrémica
(FLPNS) com alta ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariaveis por analise de regressao logistica.

Controle (%)  FLPNS (%) ORueio (95% IC) ORpet (95% IC) ORiom (95% IC) ORpom (95% IC)  ORRec (95% IC)

Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,9/42,9/20,2 35,9/47,1/17,0 1,00 (0,75-1,33) 0,82 (0,52-1,29) 1,07 (0,51-2,26) 0,86 (0,55-1,33) 1,20 (0,60-2,42)

0,99 0,60 0,51 0,49 0,60

rs17563 (AA/AG/GG)  38,9/44,1/17,0 37,1/43,5/19,4 0,92 (0,68-1,22) 0,74 (0,46-1,18) 1,06 (0,56-2,01) 0,81 (0,52-1,25) 1,25 (0,69-2,26)

0,56 0,33 0,52 0,33 0,45

rs2071047 (GG/GA/AA)  31,9/47,6/20,5 33,2/45,3/21,5 0,97 (0,74-1,28) 0,72 (0,45-1,16) 0,95 (0,49-1,84) 0,77 (0,49-1,21) 1,17 (0,65-2,11)

0,86 0,34 0,91 0,25 0,61

rs2761887 (CC/ICA/AA)  36,2/45,6/18,2 36,3/47,5/16,2 1,21 (0,92-1,59) 1,15 (0,71-1,86) 2,22 (1,17-4,21) 1,36 (0,87-2,14) 2,05 (1,15-3,64)

0,16 0,04 0,19 0,17 0,01

ORuaelo: Odds Ratio alelo; ORuer: Odds Ratio heterozigoto; ORwnom: Odds Ratio homozigoto; ORpom: Odds Ratio dominante; ORRgec: Odds Ratio
recessivo; IC: intervalo de confiancga.
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Tabela 12. Andlises de haplétipos dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) no

gene BMP4 no estudo caso-controle de FLxPNS.

a) Dois SNPs
SNPs Haplotipo Controle FL£PNS OR (95% IC) Valor de p
rs11623717 e A-G 36,6% 37,6% - -
rs17563
G-A 37,5% 35,9% 0,93 (0,80-1,09) 0,36
A-A 23,2% 23,6% 0,99 (0,83-1,18) 0,83
G-G 2,7% 2,9% 1,06 (0,67-1,67) 0,74
rs11623717 e A-G 53,7% 54,0% - -
rs2071047
G-A 37,1% 34,4% 0,96 (0,79-1,06) 0,13
A-A 6,2% 7,5% 1,17 (0,89-1,53) 0,20
G-G 2,8% 3,9% 1,30 (0,90-1,89) 0,14
rs11623717 e A-C 34,7% 36,4% - -
rs2761887
G-A 35,0% 33,5% 0,90 (0,77-1,06) 0,34
A-A 25,3% 24,5% 0,91 (0,76-1,10) 0,60
G-C 4,9% 5,2% 0,98 (0,68-1,40) 0,75
rs17563 e A-A 42,7% 39,9% - -
rs2071047
G-G 38,5% 38,6% 1,06 (0,91-1,23) 0,88
A-G 17,9% 19,6% 1,14 (0,95-1,37) 0,34
G-A 0,6% 1,9% 2,4 (1,21-4,79) 0,13
rs17563 e A-A 45,3% 43,3% - -
rs2761887
G-C 24,4% 25,6% 1,09 (0,93-1,29) 0,37
A-C 15,3% 16,3% 1,10 (0,89-1,36) 0,46
G-A 15,0% 14,8% 1,03 (0,82-1,28) 0,82
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rs2071047 e A-A 37,8% 36,3% - -
rs2761887
G-C 34,0% 36,6% 1,11 (0,95-1,29) 0,14
G-A 22.5% 21,6% 1,00 (0,82-1,21) 0,58
A-C 5,6% 5,4% 1,01 (0,71-1,44) 0,97

a) b) Trés SNPs

SNPs Haplotipo Controle FLPNS OR (95% IC) p
rs11623717, rs17563 e A-G-G 36,5% 36,3% - -
rs2071047
G-A-A 36,6% 33,7% 0,93 (0,97-1,09) 0,10
A-A-G 17,2% 17,7% 1,03 (0,85-1,24) 0,72
A-A-A 6,0% 6,3% 1,03 (0,77-1,39) 0.72
G-G-G 2,0% 2,3% 1,03 (0,61-1,73) 0,55
G-A-G 0,8% 1,8% 1,81 (0,92-3,57) 0,06
rs11623717, rs17563 e G-A-A 33,5% 31,9% - -
rs2761887
A-G-C 23,5% 24, 7% 1,10 (0,91-1,32) 0,38
A-G-A 13,2% 12,9% 1,02 (0,80-1,29) 0,77
A-A-A 11,9% 11,5% 1,01 (0,79-1,29) 0,67
A-A-C 11,3% 12,1% 1,12 (0,88-1,42) 0,48
G-A-C 3,8% 3,9% 1,07 (0,69-1,66) 0,82
G-G-A 1,5% 1,7% 1,13 (0,60-2,14) 0,85
G-G-C 1,1% 1,1% 1,11 (0,53-2,34) 0,79
rs11623717, rs2071047 A-G-C 32,8% 34,9% - -
e rs2761887
G-A-A 33,4% 30,9% 0,87 (0,74-1,03) 0,13
A-G-A 21,0% 19,0% 0,]85 (0,69-1,04) 0,20

A-A-A 4,2% 5,5% 1,12 (0,85-1,68) 0,17
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G-AC 3.6% 35%  091(057-143) 0,92

A-A-C 2,0% 2,0% 0,92 (0,53-1,61) 0,78

G-G-A 1,6% 2,4% 1,38 (0,80-2,38) 0,16

G-G-C 1,20 16%  1,09(0,61-1,97) 0,41

rs17563, rs2071047 e A-A-A 37,3% 35,3% - -

52761887 G-G-C 24,2% 24.9% 1,08 (0,90-1,29) 0,54

G-G-A 14,4% 13,6% 0,97 (0,77-1,22) 0,52

A-G-C 9,8% 11,6% 1,20 (0,95-1,53) 0,17

A-G-A 8,0% 7,9% 1,02 (0,77-1,35) 0,89

A-A-C 5,3% 4,5% 0,88 (0,60-1,30) 0,45

c) Quatro SNPs
Haplétipo* Controle FLPNS OR (95%1C)  valor de p
G-A-A-A 33,1% 30,6% - -

A-G-G-C 23,3% 24,0% 1,10 (0,92-1,33) 0,59
A-G-G-A 13,2% 12,3% 0,98 (0,77-1,25) 0,40
A-A-G-C 9,5% 10,8% 1,21 (0,94-1,55) 0,28
A-A-G-A 7,7% 6,8% 0,95 (0,70-1,28) 0,46
A-A-A-A 4,2% 4.8% 1,25 (0,87-1,79) 048
G-A-A-C 3,5% 3.2% 0,95 (0,59-1,53) 0,65
A-A-A-C 1,9% 1,4% 0,82 (0,43-1,56) 0,56
G-G-G-A 1,1% 1,4% 1,22 (0,58-2,55) 0,45

*Sequéncia: rs11633717, rs17563, rs2071047 e rs2761887.
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Em seguida, nds realizamos a analise pareada da interagdo SNP-SNP entre os
SNPs em BMP4 com SNPs nos genes FGFR1, GREM1, NOG, VAX1 e no lécus
4p16.2, utilizando dados de trabalhos anteriormente publicados por nosso grupo de
pesquisa (do Rego Borges et al., 2015; Aquino et al., 2014; Machado et al., 2016;
Machado et al., 2022; Viena et al., 2019; Machado et al., 2022a; Machado et al.,
2022b). Estas andlises revelaram 13 pares de SNPs em interacdo de significAncia
com BMP4 apo6s correcao do valor de p por teste de permutacéo (Tabela 13). Nossos
resultados encontraram interacfes altamente significativas entre 3 polimorfismos de
BMP4 com VAX1 ap0Os correcdo: rs11623717-rs7078160 (p<0,001), rs2071047-
rs7078160 (p<0,001), rs2761887-rs7078160 (p<0,001) (Tabela 13). Além disso, as
interacdes que ocorreram entre os polimorfismos em VAX1 e em BMP4 foram as que
apresentaram o maior numero de gendétipos de risco envolvidos (NH? variando entre
4 a 5). Também foram vistas interacfes significantes entre rs11623717 (BMP4) e
rs227731 (NOG) (p=0,006) e entre rs2761887 (BMP4) e rs13317 (FGFR1) (p=0,004)
(Tabela 13) e as interagdes envolvendo rs11623717 (BMP4) e rs7829058 (FGFR1)
(p=0,033) e rs17563 (BMP4) e rs3741442 (12913.13) (p=0,046) foram detectados com
valores de p limitrofes (Tabela 13). As interacdes que ocorreram entre 0S
polimorfismos rs16969816 (GREM1), rs1907989 (4p16.2), rs7829058 (FGFR1) e
rs11623717 em BMP4 foram apenas entre gendtipos de risco, porém apenas a
interacdo entre rs7829058 (FGFR1) e 11623717 (BMP4) conseguiu se manter

significativa apds a corre¢ao por permutacao.
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Tabela 13. Intera¢des entre polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) preditivos de risco para fissura labial com ou sem fissura
palatina ndo sindromica (FLxPNS), com base no modelo de reducao da dimensionalidade multifatorial.

SNP1 SNP2 NH2 betaH® NL°® betal® Valor de P®  Valor de P Permutado’
rs11623717 (BMP4) rs7078160 (VAX1) 4 1.0379 3 -1.0703 5,78e-12 < 0.001
rs17563 (BMP4) rs7078160 (VAX1) 4 1.1734 2 -0.8632 3,51le-11 < 0.001
rs2071047 (BMP4)  rs7078160 (VAX1) 5 1.0380 2 -0.9120 8,29e-11 <0.001
rs2761887 (BMP4) rs7078160 (VAX1) 4 1.0078 2 -0.8797 2,99e-10 < 0.001
rs11623717 (BMP4) rs227731 (NOG) 2 0.5105 2 -0.8003 3,19e-04 0.006
rs2761887 (BMP4) rs13317 (FGFR1) 2 0.3653 2 -0.4633 4,13e-04 0.004
rs2071047 (BMP4) rs16969862 (GREM1) 2 0.3579 2 -0.2251 5,78e-04 0.011
rs2071047 (BMP4) rs227731 (NOG) 2 0.5350 2 -0.7447 6,17e-04 0.014
rs2071047 (BMP4) rs1907989 (4p16.2) 2 0.5713 1 -0.2096 1,42e-03 0.028
rs17563 (BMP4) rs227731 1(NOG) 1 07464 1 -0.8022 1,69e-03 0.037
rs2761887 (BMP4)  rs34246903 (4p16.2) 1 03664 2 -0.3929 1,94e-03 0.029
rs2071047 (BMP4)  rs13317 (FGFR1) 2 03118 2 -0.4146 2,04e-03 0.038
rs11623717 (BMP4) rs16969816 (GREM1) 1 0.3695 0 NA 2,62e-03 >0.05
rs11623717 (BMP4) rs1907989 (4pl6.2) 2 0.5451 0 NA 2,75e-03 >0.05
rs11623717 (BMP4)  rs7829058 (FGFR1) 1 0439% O NA > 0.05 0.033

aNUmero de gendtipos significativos de alto risco na interagdo, PCoeficiente de regressdo em duas etapas para exposicdo de alto
risco, °“NUmero de gendtipos significativos de baixo risco na interacdo, “Coeficiente de regressdo em duas etapas para exposicao
de baixo risco, ¢Valor de P para o modelo de interacdo ajustado para covariaveis, Valor de P permutado para o modelo de
interacdo. Em negrito valores de p significantes apoés teste de 1000 permutacdes (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A miscigenacdo de uma populacdo pode gerar influéncia sobre os diferentes
aspectos que envolvem o estudo das FONS, sendo de extrema importancia considerar
dados de miscigenacao no delineamento dos estudos. Dentre esses aspectos estd a
variacdo da taxa de prevaléncia dos diferentes fenétipos de fissuras que pode variar
na populacdo ao comparar um grupo imigrante versus a etnia local do pais, pois 0
grupo imigrante apresenta taxas de FONS semelhantes as de etnias de seus paises
de origem (Mossey et al., 2009). Outra influéncia guiada pela miscigenacéo esta na
associagao de risco no desenvolvimento de FONS, pois diferentes genes podem
apresentar alelos com associacao protetiva ou de risco de acordo com a ascendéncia
étnica da populacao avaliada (Viena et al., 2018). Essa variabilidade de associacdo
genética de risco de acordo com ascendéncia étnica também ocorre no gene BMP4,
pois ao considerar o OR na populacdo geral para o SNP rs17563 ndo se obtém
associacao significativa de risco no desenvolvimento de FLPNS, porém quando a
analise é estratificada por etnia, evidencia-se que rs17563 apresenta associacdo de
risco aumentado para FLPNS em populacdo chinesa e brasileira (Bahrami et al.,
2020). Porém vale ressaltar que a populacdo brasileira avaliada ndo teve sua
miscigenacdo considerada. Diferentes resultados apés estratificacdo de populacdes
por etnia jA ocorreram em outros genes, como no polimorfismo rs12532 em MSX1,
que em analise geral de populacdes de diferentes etnias apresenta associacao a
FPNS, porém em andlise estratificada de acordo com a etnia da populacao avaliada
o mesmo SNP é fator de protecdo para FPNS em populacbes com ascendéncia
asidtica e caucasiana, e ndo houve associacado com formagédo de FONS em populagéo
miscigenada da américa latina (Gu et al., 2018). No presente estudo, 0os polimorfismos
rs11623717, rs17563, rs2071047 e rs2761887 nao apresentaram associacdes
relevantes com grupos FLtPNS, FLNS e FLPNS em andlise sem divisdo por
ascendéncia étnica, mas levando-se em conta como fator de confusdo dados de
miscigenacdo do grupo. Porém, apos divisdo por ascendéncia, 0 grupo com maior
ancestralidade africana revelou relacdo de risco de rs2761887 para o
desenvolvimento de FL+PNS, com poder estatistico de 99,4%.

Como exposto, a multipla etnia de uma populacdo exerce influéncia direta na

associacao de risco de um gene candidato a ocorréncia de FONS em uma populacao,
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esta relacdo também pode ser vista na divergéncia na frequéncia alélica entre as
populacdes mundiais estudadas (Machado et al., 2019). Entretanto, apesar do
polimorfismo rs2761887 em BMP4 apresentar associacdo de risco para o
desenvolvimento de FONS em populacdo brasileira com maior ancestralidade
africana, a frequéncia alélica de acordo com a etnia para este SNP é de 0,54 e de
0,56 para populacOes africanas e europeias, respectivamente, segundo dados do
projeto 1000 genomes (https://www.genome.gov/27528684/1000-genomes-project),
nao apresentando grande divergéncia entre estas etnias. E em nosso estudo a
frequéncia alélica encontrada foi de 0,39 para o alelo A do polimorfismo rs2761887
em BMP4. A variacdo da frequéncia alélica entre populacdes é visualizada no SNP
rs17563, um dos mais estudados no gene, e também 0 que mais apresenta
heterogeneidade nas frequéncias alélicas (Machado et al., 2018). A frequéncia global
média do alelo G do polimorfismo rs17563 em BMP4 ¢é 0,39 (Hu et al., 2015), para
etnia africana a frequéncia alélica € 0,18 e para etnia europeia € 0,45 (1000 Genomes
Project). No presente estudo, a frequéncia alélica encontrada para este polimorfismo
foi 0,39, estando proxima da frequéncia de 0,38 encontrada por Araujo et al. (2012)

também na populacéo brasileira para o polimorfismo rs17563 em BMPA4.

Apesar de as analises de polimorfismos de modo individual resultarem em
descobertas significativas, a analise de hapl6tipos torna-se uma alternativa adicional
interessante e poderosa para 0 mapeamento de genes de susceptibilidade ao
desencadeamento de desordens, por proporcionar dados sobre desequilibrio de
ligacdo dos SNPs alvos e fornecer um painel mais proximo da realidade sobre o
padrao de heranca do respectivo gene (Liu et al., 2008). No estudo realizado por Ren
et al. (2011) houve associacdo de haplétipos no gene BMP4 com o risco de
desenvolvimento e aumento da gravidade da ossificacdo do ligamento longitudinal
posterior (OPLL) em populagédo chinesa, e os autores consideram que o haplétipo
TGGGCTT formado pelos SNPs em BMP4 estd associado a superexpressao do
MRNA de BMP4 ou da proteina BMP4 na matriz extracelular das células do ligamento
longitudinal posterior em pacientes com OPLL. A analise de haplotipos do presente
estudo ndo obteve associagdo de significAncia entre haplotipos de BMP4 e a

ocorréncia de FL+PNS.

A andlise da interacdo gene-gene pode trazer informacdes preditivas

importantes sobre a formacdo de doencgas multifatoriais altamente complexas como
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as FONS (Wang et al, 2020), pois o efeito produzido por SNPs de maneira isolada nos
fendtipos de doencas complexas pode ser mascarado por resultados de alteracdes
epigenéticas resultantes da dinamica das interacdes entre genes, somada a influéncia
de fatores de confusdo ndo genéticos, como os fatores ambientais (Liu, et al. 2016).
Nossos resultados apontam fortes interagdes entre os SNPs rs11623713, rs2071047
e rs2761887 em BMP4 e 0 rs7078160 localizado no gene VAX1. O gene VAX1 codifica
um regulador transcricional, que exerce funcbes essenciais para o desenvolvimento
craniofacial humano, tendo ja sido associado ao desenvolvimento das FL+PNS (Chai
et al., 2021). Em células cultivadas derivadas da vesicula 6ptica de camundongos
silenciados para o gene Shh, observou-se uma regulacdo negativa de BMP4 sobre
VAX1. SHH é um gene que atua de forma antagbnica a BMP4 durante o
desenvolvimento (Zhao et al.,, 2010). Assim como rs2761887 em BMP4, o
polimorfismo rs7078160 de VAX1 também foi associado a formacdo de FLPNS em
populacao brasileira com enriquecimento da ancestralidade africana (do Rego Borges
et al., 2015).

Outra interacdo SNP-SNP positiva foi com rs227731 em NOG. O gene NOG é
conhecido como antagonista especifico da via de BMP4, por sintetizar a proteina
Noggin que se liga ao receptor celular das BMPs, impedindo a ligagdo de BMP4
(Krause et al., 2011). He et al. (2010) investigaram o papel da sinalizacdo de Noggin
e BMP na palatogénese em camundongos com silenciamento para NOG, seus
resultados demonstraram que a inativacdo de Noggin leva a formacgéao de FP, pois a
inibicdo da via das BMPs realizada por Noggin é indispensavel para manutencao da
integridade do epitélio palatino durante o desenvolvimento normal do palato. Olivares-
Navarrete et al. (2014), ao avaliar o silenciamento de NOG em cultura de células
MG63 semelhantes a osteoblastos humanos, relataram o forte aumento dos niveis de
BMP2 e BMP4 e assim, maior diferenciacdo de osteoblastos e maior génese de
osteoclastos. O SNP rs227731 esta localizado em regido intergénica do cromossomo
17922, podendo estar em desequilibrio de ligagdo com outros polimorfismos ou ter
efeitos regulatérios em genes adjacentes (Aquino et al., 2014). Em estudo anterior,
esse mesmo polimorfismo foi relatado como fator de risco para FLPNS em uma
populacao brasileira com enriqguecimento da ancestralidade europeia (Aquino et al.,
2014).
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Os polimorfismos rs2761887 e rs2071047 em BMP4 apresentaram interacdes
significantes com rs13317 e rs7829058 do gene FGFRL1. A via de sinalizacdo de FGFs
faz parte das multiplas vias sinalizadoras na palatogénese e uma sinalizacéo
inadequada nessa via pode contribuir com até 5% dos casos de FONS (Riley et al.,
2007). Durante a diferenciagédo osteogénica, as expressdes de FGF1 e 2 reduzem
acentuadamente os genes marcadores precoces de comprometimento osteogénico,
como BMP4, agindo de formas antagdnicas BMP4 (Simann et al., 2017). Durante a
palatogénese de camundongos com delecdo de Fgfrl em células da crista neural,
observou-se o retardo da proliferacéo celular do mesénquima e epitélio, impedindo o
desenvolvimento dos processos nasais e mediais e a elevacdo das cristas palatinas
de forma a ndo completar a fusdo do palato (Wang et al. 2013). O SNP rs13317 de
FGFRL1 foi associado a protecao em reparo 6sseo sem intercorréncias em populacéo
brasileira, enquanto que haplétipos contendo rs17563 estdo ligados a falhas de
reparacdo 6ssea adequada por interferir na homeostase 6ssea (Guimardes et al.,
2013). Além disso, a interacdo gene-gene entre haplétipos de rs2761884 em BMP4 e
rs4631909 em FGF3 foi associada a protecdo de ocorréncia de peri-implantite em
populacéo brasileira (Coelho et al., 2016). Resultados prévios revelaram que rs13317
em FGFR1 reduz o risco de FL+PNS na populacéo brasileira (Machado et al., 2022),
porém nenhuma associacao foi encontrada para rs7829058 na mesma populacao
(Machado et al., 2016).

O SNP rs16969862 em GREM1 interagiu significativamente com rs2071047 em
BMP4. Apesar de GREM1 n&o demonstrar efeitos craniofaciais durante a
embriogénese em estudos funcionais com camundongos deficientes para Greml, este
gene é relatado como antagonista classico de BMPs (Ludwig et al., 2016). GREM1
pode apresentar diferentes niveis de afinidade de ligacdo com BMPs em células do
epitélio renal, por exemplo, havendo uma preferéncia de GREM1 por BMP2 e BMP4
sobre as outras BMPs. Porém, vale ressaltar que esse efeito foi visualizado apenas in
vitro (Church et al.,, 2015). Em estudo anterior na populacédo brasileira, o SNP
rs16969862 em GREML foi associado com um risco reduzido para o desenvolvimento
de FL+PNS (Viena et al., 2018).

Os SNPs rs1907989 e rs34246903 na regido cromossomica 4pl6.2
demonstraram associacdes significativas com rs2071047 e rs1761887 em BMP4,

respectivamente. O l6cus 4p16.2 é uma regido intergénica, contendo os genes EVC e
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EVC2, que ja foram associados a sindromes que atingem o complexo craniofacial em
humanos (Qian et al., 2022), e a variante rs34246903 de 4p16.2 ja foi associada a um
menor risco de desenvolvimento de FLNS na populacao brasileira (Machado et al.,
2022). Interacdes funcionais entre EVC e EVC2 com BMP4 ainda nao foram descritas
na literatura, entretanto, 4pl6.2 estd localizado proximo ao gene MSX1 (Msh
Homeobox1), e ja foi relatado que delecdes de até 12 kb sobrepuseram o gene MSX1
em humanos (Silva et al., 2018). MSX1 € um gene frequentemente estudado por sua
importancia no desenvolvimento de fissuras orofaciais, e ja foi demonstrado que
MSX1 ativa a expressédo de BMP4 no mesénquima durante a morfogénese dental em
camundongos (Jia et al., 2013). MutacGes de perda de fungcdo em MSX1 em humanos
levam a agenesia dentaria de molares e segundos pré-molares (Vastardis et al.,
1996). Curiosamente, nosso estudo encontrou interacao significativa entre 4p16.2 e
BMP4, mas o mesmo ndao foi valido para a interacdo entre rs62636562 em MSX1 e
BMP4 (dado ndo mostrado). Machado et al (2022) ndo descartam a possibilidade do
polimorfismo rs34246903 de 4pl16.2 estar em desequilibrio de ligacdo com outros
polimorfismos, segregando conjuntamente com uma variante causal ainda
desconhecida para fissuras orofaciais ou apresentar efeitos regulatorios em genes
préximos, como MSX1. Sdo necessarios mais esforcos para investigar esta interacao
entre os SNPs nos l6cus 4p16.2 com os tag-SNPs em BMP4 para esclarecer os

mecanismos pelos quais ela esta relacionada com o desenvolvimento de FONS.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo apontam para um risco aumentado de FL+PNS em
individuos brasileiros com ancestralidade africana na presenca do polimorfismo
rs2761887 em BMP4. Além disso, as analises de interacdes revelaram varios
resultados significativos, sugerindo que BMP4 pode, individualmente ou interagindo
com FGFR1, GREM1, NOG, VAX1 e o locus 4pl6.2 contribuir para o risco das

FL£PNS na populacao brasileira.
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Pesquisador: Ricardo Della Coletta

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 4
CAAE: 08452819.0.0000.5418
Instituigao Proponente: Faculdade de Odontologia de Piracicaba - Unicamp

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.678.207

Apresentagao do Projeto:

O parecer inicial é elaborado com base na transcrigdo editada do conteudo do registro do protocolo na
Plataforma Brasil e dos arquivos anexados a Plataforma Brasil. Os pareceres de retorno, emendas e
notificacdes sdo elaborados a partir dos dados e arquivos da ultima versao apresentada.

Trata-se de SOLICITACAO DE EMENDA (E1) ao protocolo originalmente aprovado em 29/04/2019 para
modificagdo de inclusdo de novo centro copartipante e inclusdo de novos pesquisadores. O parecer foi
ajustado de acordo com a documentagdo apresentada. A descrigcdo detalhada do parecer esta ao final do
parecer.

A EQUIPE DE PESQUISA citada na capa do projeto de pesquisa inclui, em ordem alfabética, exceto
pesquisador responsavel, RICARDO DELLA COLETTA (Cirurgido Dentista, Docente Titular do
Departamento de Diagnéstico Oral da FOP-UNICAMP, Pesquisador responsavel), ANA LUCIA CARRINHO
AYROZA RANGEL (Cirurgia Dentista, Docente da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE), COSME ALVES DELMIRO (Graduando no curso de Odontologia das Faculdades
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Cathedral de Ensino Superior, FACES, Técnico em Saude Bucal no Hospital da Crianga Santo Anténio, Boa
Vista — RR), DANIEL CARVALHO (Cirurgido Dentista, Coordenador do Servigo de Cirurgia e Traumatologia
Bucomaxilofacial do Hospital da Crianga Santo Anténio, Boa Vista - RR), DENNIS DINELLY DE SOUZA
(Cirurgido Dentista, Cirurgido Bucomaxilofacial no Hospital da Crianga Santo Antdnio, Boa Vista - RR),
HELLEN CAROLLINY DE SOUZA NICOLAU (Graduanda no curso de Odontologia da FOP-UNICAMP,
incluida em E1), HERCILIOMARTELLI-JUNIOR (Cirurgido Dentista, Docente Titular do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude da Universidade Estadual de Montes Claros — UNIMONTES), LILIANNY QUERINO
ROCHA DE OLIVEIRA (Cirurgia Dentista, Mestranda no PPG em Biologia Bucodental da FOP-UNICAMP,
incluida em E1), LUCIMARA TEIXEIRA DAS NEVES (Cirurgia Dentista, Docente da Faculdade de
Odontologia de Bauru - FOB-USP), LUIZ EVARISTO RICCI VOLPATO (Cirurgido Dentista, Docente da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Cuiab3, incluido em E1), MARILIA OLIVEIRA COELHO
DUTRA LEAL (Cirurgia Dentista, Cirurgia Bucomaxilofacial no Hospital da Crianga Santo Anténio, Boa Vista
- RR), RAFAELA SCARIOT (Cirurgid Dentista, Docente da Universidade Positivo - UP), RENATO ASSIS
MACHADO (Cirurgiao Dentista, Pesquisador de Pés-Doutorado no Departamento de Diagnéstico Oral da
FOP-UNICAMP), SERGIO TAKASHI KUSSABA (Cirurgido Dentista, Cirurgido Bucomaxilofacial no Hospital
da Crianga Santo Anténio, Boa Vista - RR) e SILVIA REGINA DE ALMEIDA REIS (Cirurgid Dentista,
Docente da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica)o que é confirmado na declaragao dos
pesquisadores e na PB.

DELINEAMENTO DA PESQUISA: Trata-se de estudo clinico-laboratorial, observacional transversal, que
envolvera cerca de 3.720 individuos, de oito centros/referéncia de atencédo a pacientes com fissuras orais,
sendo os participantes divididos nos grupos Fissura Labio Palatina Ndo-Sindromica, Fissura Labial N&o-
Sindrémical, Fissura Palatina Ndo-Sindrémica e Controle, todos submetidos a coleta de saliva para
isolamento do material genético e aplicagdo do questionario. O objetivo geral do presente projeto é
identificar e caracterizar variantes genéticas raras e polimérficas que possam contribuir para o risco das
FONS na populagéo brasileira, permitindo que tais conhecimentos possam ser aplicados para a prevengéo e
aconselhamento genético (fundamentados em testes genéticos) e possam no futuro ser uteis em
intervencdes terapéuticas preventivas. Para alcancgar este objetivo, nés compilamos os seguintes objetivos
especificos (subprojetos): (i) identificar e selecionar variantes raras e polimérficas [variantes comuns,
frequéncia do alelo menor (MAF) >0,1] por meio de sequenciamento do exoma de pools (pool-seq
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Assentimento / 4TA_Centro_Pro_Sorriso.pdf 14:25:42 | Coletta Aceito
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_Centro_Pro_Sorriso.pdf 22/02/2019 |Ricardo Della Coletta| Aceito
Assentimento / 14:25:32
Justificativa de
Auséncia
Outros 61Anexo_Term_Colab_Coparticipante_ | 22/02/2019 |Ricardo Della Coletta| Aceito
HRAC .pdf 14:25:03

Declaragéo de 54AltInfra_ProSorriso.pdf 22/02/2019 |Ricardo Della Coletta| Aceito
Instituicéo e 14:21:39

|Infraestrutura
Declaragéo de 54AltIinfra_Apofilab.pdf 22/02/2019 |Ricardo Della Coletta| Aceito
Instituicéo e 14:21:22

|Infraestrutura
Declaragéo de 54Altinfra_ CEAPAC.pdf 22/02/2019 |Ricardo Della Coletta| Aceito
Instituicao e 14:21:07
Infraestrutura
Declaragdo de 54AltInfra_Irma_Dulce.pdf 22/02/2019 |Ricardo Della Coletta| Aceito
Instituicao e 14:20:49
Infraestrutura
Declaracéo de 54Altinfra_CAIF .pdf 22/02/2019 |Ricardo Della Coletta| Aceito
Instituicao e 14:20:34
Infraestrutura
Declaracéo de 54Altinfra_ HRAC.pdf 22/02/2019 |Ricardo Della Coletta| Aceito
Instituicéo e 14:20:19
Infraestrutura

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

PIRACICABA, 28 de Abril de 2021

Assinado por:
jacks jorge junior

(Coordenador(a))
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Anexo 2 — Relatoério de verificacéo de originalidade e prevencao de plagio
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