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RESUMO 

As fissuras orofaciais não-sindrômicas são as malformações congênitas mais comuns 
na região craniofacial, com uma etiologia multifatorial e complexa. Embora vários 
genes e loci genéticos foram descritos como de risco para estas malformações 
congênitas, a susceptibilidade genética varia entre as populações. Isso é 
particularmente importante na população brasileira, na qual cada indivíduo apresenta 
níveis variados de ancestralidade, principalmente africana, ameríndia e europeia. 
Como a associação de variantes no gene da proteína morfogenética óssea 4 (BMP4) 
com as fissuras labiais com ou sem fissura palatina não-sindrômica (FL±PNS) parece 
variar em relação a etnia e os poucos estudos com a população brasileira foram 
realizados sem considerar a proporção de ancestralidade de cada participante e com 
amostras de tamanho relativamente pequeno, o objetivo deste estudo caso-controle 
foi avaliar a associação dos tag-SNPs rs11623717, rs17563, rs2071047 e rs2761887 
em BMP4 com a susceptibilidade das FL±PNS na população brasileira, além de 
verificar o impacto das interações destas variantes com genes envolvidos na via de 
sinalização celular de BMP4, incluindo FGFR1, GREM1, NOG, VAX1 e o lócus 4p16.2. 
Para isso, 800 pacientes com FL±PNS (232 com fissura labial não-sindrômica - FLNS 
e 568 com fissura lábiopalatina não-sindrômica - FLPNS) e 881 controles foram 
genotipados com ensaios de discriminação alélica com sondas florescentes 
discriminantes. A ancestralidade de cada amostra foi determinada com um painel 
discriminante contendo 40 marcadores de ancestralidade da população brasileira. As 
interações SNP-SNP entre os polimorfismos em BMP4 e nos genes FGFR1, GREM1, 
NOG e VAX1 e o lócus 4p16.2 foi realizada por uma análise de regressão logística 
ajustada para gênero e ancestralidade genômica. Considerando a amostra total, 
nenhuma associação significativa entre os SNPs em BMP4 e o risco de 
desenvolvimento de FL±PNS, FLNS e FLPNS foi identificada. Contudo, quando 
apenas os pacientes com alta ancestralidade africana foram considerados, uma 
associação 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 análise de 
haplótipos, baseado em combinações de 2, 3 e 4 SNPs, também não revelou 
nenhuma associação significante. Dezesseis interações SNP-SNP de risco para as 
FL±PNS envolvendo BMP4 e os SNPs em FGFR1, GREM1, NOG e VAX1 e no lócus 
4p16.2 foram identificadas. Conjuntamente, nossos resultados demonstram um risco 
aumentado de FL±PNS em indivíduos brasileiros com enriquecimento da 
ancestralidade africana na presença do polimorfismo rs2762887 em BMP4 e revelam 
que as interações entre BMP4 e FGFR1, GREM1, NOG e VAX1 e o lócus 4p16.2 
podem estar relacionadas com a patogênese dessa malformação craniofacial comum. 

Palavras-chave: Proteína Morfogenética Óssea 4; Fissura labial; Fissura Palatina; 

Polimorfismo; População 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 
[(ORhom: 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 INTRODUÇÃO 

As fissuras orofaciais são as malformações congênitas mais comuns na região 

craniofacial, afetando em média 1:1000 recém-nascidos vivos em todo mundo com 

incidência variável influenciada por vários aspectos, incluindo etnia, região geográfica, 

exposições ambientais, diferenças nos programas de atendimento pré-natal e status 

socioeconômico (Dixon et al., 2011; Salari, 2021). Indivíduos de populações asiáticas 

e nativas americanas são mais frequentemente afetados (1:500), seguidos por 

europeus (1:1.000), enquanto populações de ascendência africana têm a menor 

incidência (1:2.500) (Beaty et al., 2010; Mossey et al., 2009; Salari, 2021). Como a 

população brasileira é muito miscigenada, sua prevalência varia entre 1:650 a 1:2.700 

nascidos vivos de acordo com o estado ou região estudada, sendo a maior prevalência 

na região sul e a menor na região nordeste (Martelli et al., 2007; Rodrigues et al., 

2009; Firmino e Sousa, 2017).  

A maioria das fissuras orofaciais ocorrem de forma isolada sem a ocorrência 

de outros fenótipos associados, as chamadas fissuras orofaciais não-sindrômicas 

(FONS) (Dixon et al., 2011). Estas representam cerca de 70% de todos os casos de 

fissuras de lábio com ou sem fissura palatina e 50% dos casos de fissura palatina. De 

forma geral, as fissuras orofaciais ocorrem predominantemente devido à não ou má 

união dos processos de desenvolvimento durante o início da embriogênese, e o 

mecanismo de pelo qual dá-se essa malformação ainda não está totalmente 

esclarecido, podendo estar ligado a componentes genético, ambientais ou a 

interrelação entre eles (Mossey et al., 2009; Machado et al., 2016). Existem vários 

sistemas de classificação das fissuras orofaciais, mas todos tradicionalmente levam 

em consideração a localização anatômica e a extensão do fenótipo. A classificação 

mais popular, que usa o forame incisivo como referência, divide as fissuras orofaciais 

em 3 principais grupos: fissura labial isolada (FL), fissura labiopalatina (FLP) e fissura 

palatina isolada (FP). Devido às semelhanças tanto nas características 

epidemiológicas quanto no momento embriológico, muitos estudos combinam FL e 

FLP em um grupo único, denominado FL±P (Marazita, 2012). 
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A etiologia das FONS é de caráter 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 são diversos, dentre eles podemos 

destacar a idade avançada de ambos os genitores, o tabagismo materno e à 

exposição à fumaça de cigarro durante a gestação (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 

suplementação de ácido fólico e sulfato ferroso, principalmente durante o período pré-

concepcional, está 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 atribuído a variáveis 

em genes candidatos que atuam durante o desenvolvimento craniofacial, porém o 

mecanismo exato pelo qual ocorre essa relação com o desenvolvimento de FONS 

ainda é desconhecido (Hammond e Dixon, 2022). Em relação ao estudo do 

componente genético no risco de desenvolvimento das FONS, diferentes estratégias 

são utilizadas para melhor avaliação de sua participação, são elas: estudos de ligação, 

sequenciamento direto do DNA, estudos de associação de larga escala genômica 

(GWAS) e, mais recentemente, estudos de sequenciamento direcionado (ClefSeq), e 

estudos de interações 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 nucleotídeo único (SNP) localizados em genes candidatos 

foram estudados em diferentes populações, entre eles, podemos destacar o gene 

BMP4 (proteína morfogenética óssea 4) (Wang et al., 2021).  

O gene BMP4 faz parte da grande família das BMPs, que são moléculas 

sinalizadoras pertencentes à superfamília do fator de crescimento transformante beta 

(TGF-β). Diferentes aspectos do desenvolvimento esquelético e cartilaginoso são 

regulados por BMP4 devido a seu papel na indução da diferenciação de células 

mesenquimais em osteoblastos e na maturação de condrócitos (Wan e Cao, 2005). 

Durante o desenvolvimento craniofacial, a sinalização de BMP4 atua nos processos 

de proliferação, apoptose e diferenciação celular (Parada e Chai, 2012). Além disso, 

BMP4 é altamente expresso na região do terço médio da face durante a fusão das 
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proeminências faciais que formam as partes laterais do lábio superior e palato 

secundário, mediando principalmente os processos de apoptose celular (Gong e Guo, 

2003). A formação da FL foi um dos principais fenótipos observados em camundongo 

knockout para Bmp4 (Liu et al., 2005). O primeiro estudo caso-controle em humanos 

associando BMP4 e FONS analisou a atuação do SNP rs17563 em crianças chinesas, 

as quais apresentaram um risco aumentado para FLPNS na presença do alelo C (Lin 

et al., 2008). De modo geral, a presença do alelo variante C foi associada com um 

risco aumentado em populações de diferentes origens, incluindo as da China, Chile, 

Índia e Irã (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 populações 

brasileiras, o efeito foi protetor (Araújo et al., 2012; Antunes et al., 2013;). Este é um 

fato bastante intrigante, mas é importante considerar que os estudos com as 

populações brasileiras foram realizados com amostras reduzidas e não consideraram 

a ancestralidade genômica. 

Além disso, ao realizar uma revisão da literatura foi possível verificar que três 

meta-análises investigaram a associação de SNPs em BMP4 e o risco para o 

desenvolvimento das FONS. Duas destas meta-análises confirmaram a associação 

de risco para FL±PNS na população chinesa, enquanto que na população brasileira 

foi encontrado um efeito protetor (Hu et al., 2015; Li et al., 2017). Em 2018, nosso 

grupo realizou uma revisão sistemática e meta-análise para mapear os marcadores 

genéticos associados as FONS na população brasileira e, entre os vários sinais 

positivos, o alelo variante C em rs17563 foi significativamente associado a uma 

diminuição do risco de FL±PNS, gerando um OR em meta-análise de 0,68 (95% IC: 

0,51-0,90, p=0,008) (Machado et al., 2018). Evidências da associação entre FL±PNS 

e os genótipos de rs17563 em um modelo homozigoto (CC vs. TT, OR: 0,50, 95% IC: 

0,39-0,66, p<0,0001) foram confirmadas. É importante ressaltar que a conclusão 

sobre rs17563 desta meta-análise com amostras brasileiras foi baseada em apenas 2 

estudos e em uma amostra pequena, e conforme revelado pelos valores de Tau2 e I2, 

os efeitos foram heterogêneos, merecendo mais estudos para determinar a real 

associação de variantes em BMP4, incluído o polimorfismo rs17563, com a 

suscetibilidade das FL±PNS na população brasileira. Diante do conflito exposto acerca 

da presença de associação 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 população brasileira. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Classificação das FONS 

 As FONS podem apresentar variedade de fenótipos 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 diagnóstico das FONS, diversos sistemas de classificação foram desenvolvidos, 

sendo o sistema de Spina o mais utilizado (Spina, 1973). Este sistema leva em 

consideração a posição anatômica da fissura em relação ao forame incisivo, dividido 

em quatro grupos: grupo I, fissuras pré-forame incisivo completa ou incompleta (FL); 

grupo II, fissuras que transpassam o forame incisivo (FLP); grupo III, fissuras pós-

forame incisivo completa ou incompleta (FP), e grupo IV de fissuras raras que não 

envolvem o forame incisivo. Por convenção, as FL e as FLP podem ser classificadas 

conjuntamente como um único fenótipo de gravidade variável, chamado FL±P devido 

a características epidemiológicas e embrionárias (Marazita et al., 2012), pois mesmo 

que lábio e palato primário possuam origem embrionária distintas do palato 

secundário, uma falha na fusão labial adequada pode indiretamente afetar a fusão 

palatina (Jiang et al., 2006; Mossey et al., 2009). Essa variabilidade na gravidade do 

fenótipo pode ser visualizada também na FP, que pode se manifestar de forma mais 

grave com fenótipo de FP completa isolada sem fusão da mucosa palatina ou se 

apresentar de forma mais leve com a FP incompleta ou a fusão 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 presença de fala 

anasalada (McBride et al., 2016).  

 Devido a seu espectro variável, uma classificação precisa e padronizada 

quanto ao fenótipo da FONS é de extrema importância principalmente quanto ao 

estudo de sua epidemiologia, pois sistemas de classificação mais específicos 

possibilitam maior subagrupamento de fissuras, e consequentemente facilita a 

catalogação de causas genéticas e mecanismos ambientais envolvidos no processo 

de formação específico de um tipo de FONS (Dixon et al, 2011; Grosen et al., 2010). 

Outros sistemas de classificação foram desenvolvidos ao longo dos anos na tentativa 
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de incluir outras características presentes nos fenótipos das FONS que não são 

contempladas no sistema proposto por Spina, que leva em consideração apenas o 

ponto de vista embriológico (Rodrigues et al., 2018). Entretanto, a criação de 

diferentes sistemas de classificação das FONS acarreta na dificuldade por parte do 

clínico em realizar uma descrição adequada do quadro clínico do paciente, 

principalmente no que se refere a posição anatômica e descrição da extensão da 

fissura, que são os principais componentes dessa patologia e as maiores limitações 

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

Na busca por sanar esse problema de classificação, Kriens (1989) desenvolveu 

o sistema LAHSHAL que utiliza como referência a anatomia e a lateralidade da fissura 

codificadas com letras e símbolos. Cada letra representa uma estrutura anatômica: o 

lábio (L), alvéolo (A) e palatos duro e mole (H), quando essas estruturas são 

completamente afetadas pela fissura uma letra maiúscula é assinalada, e quando a 

estrutura anatômica não está completamente fissurada, uma letra minúscula é 

anotada. Já os símbolos como asterisco (*) e ponto (.) são utilizados para contemplar 

formas submucosas e lados não afetados respectivamente, de modo a permitir que a 

classificação 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 classificação mais utilizado no mundo devido à sua flexibilidade em 

possibilitar a inclusão de apresentações raras de FONS, e exatidão da descrição o 

que facilita a análise estatística, entretanto, muitos clínicos ainda julgam esse sistema 

como pouco reprodutível e apontam dificuldades para sua utilização como a 

necessidade de treinamento prévio devido ao seu grande detalhamento gráfico, pois 

os mesmo estão habituados a utilizar o sistema de registro CID-10 (Classificação 

Internacional de Doenças versão 10). Porém este é um sistema de registro e não de 

classificação, e por isso é mais simplório (Houkes et al., 2021).  

 O CID-10 é um sistema mundial de registro de patologias, idealizado pela 

Organização Mundial da Saúde e utilizado em mais de 100 países (OMS, 2014). O 

CID-10 é o atual sistema de registro utilizado no Brasil para descrição de morbidades 

no SUS (DataSUS, 2020). Apesar de bem difundido no Brasil, o CID-10 é um sistema 

de codificação e não de classificação, pois utiliza um conjunto de códigos que permite 

o registro de uma determinada entidade clínica de maneira a facilitar o 

armazenamento, classificação e análise dessa informação (Allori et al., 2016). Apesar 
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de permitir o fácil armazenamento de uma informação clínica, sistemas de codificação 

apresentam limitações no que se refere a precisão da descrição das características 

clínicas analisadas (Aylsworth et al., 2015). Em relação ao registro de fissuras 

orofaciais, o CID-10 apresenta 16 códigos para descrição, subdivididos em eixos 

(recebe a letra Q seguida do número que descreve o tipo de fissura) e subeixos 

(recebe um número de 1 a 8 precedido de um ponto ao final do número do eixo), sendo 

3 eixos: fissuras palatinas isoladas (eixo Q35.0), fissuras labiais isoladas (eixo Q36.0) 

e fissuras que envolvem lábio e palato (eixo Q.37.0). Para cada eixo, têm-se cinco, 

três e oito subeixos, respectivamente. Nestes subeixos é possível descrever 

características associadas a essas fissuras, como a lateralidade, extensão (completa 

ou incompleta) e quais estruturas anatômicas estão envolvidas, como úvula, palatos 

duro e mole e lábio (Taub e Silver, 2016). Os registros clínicos de anomalias 

congênitas são importantes nos estudos de epidemiologia de uma doença/alteração, 

pois fornecem dados de fatores etiológicos ambientais, prevalência e descrição 

específica da doença (McBride et al., 2016). Nesse sentido, o registro de nascidos 

vivos com a doença 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 documentação do Ministério da 

Saúde que fornece informações também sobre as mães, pré-natal e parto dos recém-

nascidos (Souza e Roncalli, 2017). Neste registro, também chamado de Declaração 

de Nascido Vivo (DNV) (http://svs.aids.gov.br/dantps/cgiae/sinasc/), há um campo de 

preenchimento obrigatório sobre a presença de malformações congênitas e que 

também utiliza o sistema CID-10 para descrição da anomalia encontrada (Nunes et 

al., 2010). Apesar da obrigatoriedade de registro de defeitos congênitos ao 

nascimento, ainda existem lacunas nas frequências obtidas por esses registros versus 

dados da literatura sobre a prevalência de fissuras orofaciais nas diferentes regiões 

do território brasileiro, devido ao fato de o CID-10 não utilizar um sistema abrangente 

como o de Spina, por exemplo, ajustado para especificações sobre gravidade e 

subtipos clínicos de fissuras (Nascimento et al., 2018). 

  

2.2 Morfogênese do lábio e palato e a associação com FONS 

 O desenvolvimento embrionário do complexo craniofacial têm início ao redor 

da 4ª semana de vida intrauterina, quando as células da crista neural migram para os 

http://svs.aids.gov.br/dantps/cgiae/sinasc/
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primórdios faciais, e somadas às células ectodérmicas e mesodérmicas, dão início a 

formação dos arcos branquiais e proeminências faciais (Marazita e Mooney 2004; 

Compagnucci et al., 2021). Após esse período, as proeminências frontonasal, maxilar 

e mandibular formam os limites da cavidade oral primitiva. Após a formação do 

placóide nasal, a proeminência frontonasal é dividida em dois processos nasais 

laterais e um processo nasal medial, em seguida os processos nasais mediais se 

fundem com os processos maxilares e nasais laterais, formando o lábio superior 

aproximadamente na 6ª semana de vida. A ocorrência de falhas em algum desses 

eventos resultará em formação das FL. Ao se aproximar da 8a semana de vida 

intrauterina, dá-se início a formação do palato secundário a partir dos processos 

palatinos que iniciam seu desenvolvimento lateralmente a língua em formação e 

imediatamente atrás do palato primário. As cristas palatinas se reorientam acima da 

língua 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 

apófise palatina aderem e se fundem em sentido anteroposterior formando a fusão 

epitelial da linha média e concomitantemente se fundem ao palato primário. Ao chegar 

na 10a semana de gestação, o mesênquima aprisionado no palato se diferencia em 

osso e músculo para a formação de palato duro e mole, respectivamente, cobertas 

pela mucosa oral. A partir da união entre palatos duro e mole há a formação de uma 

sequência de espessamentos epiteliais no sentido transversal, as chamadas pregas 

palatinas, e a primeira prega dessa sequência está localizada exatamente no limite 

entre os palatos. Do mesmo modo, a ocorrência de falha em quaisquer desses 

processos dará origem a FP (Jiang et al., 2018; Hammond e Dixon, 2022) (Figura 1). 
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Figura 1. Desenvolvimento craniofacial humano. (a) e (b) Formação do lábio superior 
a partir da fusão dos processos maxilares (pm) e processos nasais medial e laterais 
(pnm e pnl, respectivamente). (c) Falhas durante a embriogênese do lábio resultam 
em FL, em alguns casos bilateral. (d) e (e) Desenvolvimento do palato secundário por 
meio da fusão entre os processos palatinos (pp) na linha média. (f) Falhas durante a 
palatogênese resultam em FP com septo nasal (sp) passível de visualização. 
Adaptado de Hammond e Dixon, 2021. 

 

Em decorrência dessa diferença na origem embrionária, FL e FP podem ocorrer 

de forma conjunta ou isolada, podendo inclusive não serem segregadas na mesma 

família (Mossey et al., 2009). Durante esse período do desenvolvimento embrionário, 

têm-se extrema vulnerabilidade a efeitos genéticos e teratogênicos de origem 

ambiental (Seelan et al., 2012), visto que, ao integrar resultados de estudos genéticos 

humanos com achados de estudos sobre o processo embrionário em animais, pôde-

se entender que todo o processo de desenvolvimento craniofacial é finamente 

regulado por genes reguladores por meio de moléculas sinalizadoras, as quais 

mediam os processos de interações epitélio-mesenquimais, apoptose, proliferação 

celular e diferenciação celular. Diversos genes já foram caracterizados atuando 

nesses processos, tais como as famílias de: FGFs (fator de crescimento fibroblástico), 

BMPs (proteína morfogenética óssea), 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 proliferação celular são regulados por meio de fatores de 

crescimento, que são proteínas que se ligam a receptores da superfície celular 

gerando uma reação em cadeia que culmina na ativação de fatores de transcrição. 

Por sua vez, estes fatores de transcrição ligam-se às regiões reguladoras do DNA, 

iniciando os eventos de transcrição 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 dinâmica de sinalização 

dos fatores de crescimento pode ser visualizada durante a palatogênese, onde a 

proteína Shh, expressa no epitélio dos processos palatinos, se ligar a seu receptor 

Ptch (patched) no mesênquima subjacente e ativa Smo (smoothened), regulando as 

ciclinas D1 e D2 no ciclo celular, possibilitando assim a proliferação celular (Rice et 

al., 2005; Lan e Jiang, 2009). Também no mesênquima palatino há a expressão de 

FGF10 (fator de crescimento fibroblástico 10), que media a proliferação epitelial ao se 

ligar ao seu receptor FGFR2 (receptor 2 do fator de crescimento fibroblástico). A perda 

de função em FGF10 ou FGFR2 acarreta em menor proliferação do epitélio e aumento 

da apoptose, gerando fissura palatina (Rice et al., 2007; Mossey et al., 2009). Assim 

como na palatogênese, a sinalização realizada por Shh também está presente na 

morfogênese do lábio, regulando a expressão de genes da família FOX (forkhead 

box). Em embriões de camundongo com inibição da via Shh pela administração de 

ciclopamina, a regulação negativa de nove genes FOX, que são expressos na região 

mediana do lábio superior, gera a insuficiência do processo nasal medial, impedindo 

suas fusões com os processos maxilares, formando FL (Everson et al., 2017). 

Dentre os eventos de regulação celular que ocorrem durante o 

desenvolvimento craniofacial, a regulação da apoptose é considerada o mais 

importante (Wei et al., 2008). De modo geral, a apoptose consiste num conjunto de 

mudanças controladas, canônicas e distinguíveis na estrutura da célula, tais como: 

mudança morfológica da membrana e citoplasma celular, com arredondamento e 

redução de volume, respectivamente; condensação e marginalização da cromatina 

(picnose) e posterior fragmentação do DNA (cariorrexe); redução das organelas, com 

fragmentação e rearranjo do citoesqueleto celular; este desacoplamento do 

citoesqueleto leva a formação de irregularidades na membrana plasmática e eventual 

formação de fragmentos celulares em corpos apoptóticos; liberação de vesículas 
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extracelulares com conteúdo derivado das células que sofreram apoptose 

(Compagnucci et al., 2021). A apoptose apresenta dois mecanismos a depender da 

forma de ativação, uma forma intrínseca (ou mitocondrial) e uma forma extrínseca 

(mediada por receptores), mas ambas têm como finalidade a ativação da cascata de 

caspases que iniciarão a clivagem de componentes celulares (Fuchs e Steller, 2011). 

Durante o desenvolvimento craniofacial a apoptose está presente principalmente em 

regiões de fusão, e sua via intrínseca especificamente é desencadeada por eventos 

locais como a mudança local no fator de crescimento e estresse no metabolismo 

celular (Compagnucci et al., 2021). 

Os eventos de migração celular ocorrem durante todo o processo de 

morfogênese, atuando desde a gastrulação até a embriogênese dos órgãos (He et al., 

2014). As células da crista neural, por exemplo, são uma população de células 

migratórias específicas de vertebrados, originadas na região dorsal do tubo neural e 

que migram para diversas regiões do embrião, incluindo a região craniofacial em 

desenvolvimento onde irão contribuir na formação de cartilagem e osso (Minoux e Rijli, 

2010). Para que essas células migrem, uma série de modificações do seu 

citoesqueleto são necessárias, alterando sua morfologia, causando a perda da fixação 

célula-célula e assim permitindo a migração para diferentes tecidos (Strobl-Mazzulla 

e Bronner, 2012; Rogers et al., 2013). Defeitos no processo de migração celular já 

foram associados ao surgimento de fissuras orofaciais (Nikopensius et al., 2010). O 

gene CRISPLD2 (domínio LCCL da proteína secretora rica em cisteína 2), um membro 

da superfamília CAP (proteína regulador do citoesqueleto actina associada à ciclase), 

apresenta papel importante durante a migração celular e seu knockdown em embriões 

de peixes-zebra resulta na expressão anormal de marcadores de células da crista 

neural levando a deformidades craniofaciais graves (Minoux e Riji, 2010; Yuan et al., 

2012). Erros na tradução da proteína Crispld2 durante o desenvolvimento craniofacial 

também em peixe-zebra levaram a migração anormal das células da crista neural, 

diminuição da proliferação celular e aumento da apoptose, gerando a formação 

anormal da cartilagem da região orofacial, de modo a confirmar que Crispld2 exerce 

papel fundamental na sobrevivência e migração dessas células durante o 

desenvolvimento craniofacial inicial e tardio (Swindell et al., 2015). Em humanos, 

diversos estudos confirmaram a associação de polimorfismos em CRISPLD2 e o risco 

de desenvolvimento de FL±PNS (Ge et al., 2018). Na população 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 epidemiológicos indicam que a etiologia das FONS 

apresenta caráter multifatorial e complexo com a contribuição de fatores genéticos e 

ambientais (Mangold et al., 2011). Desse modo, o fenótipo das FONS resulta de uma 

somatória entre os padrões genéticos herdados e a exposição à teratógenos durante 

a formação fetal e uma melhor compreensão sobre como esses fatores interagem 

resultará em uma possibilidade de prevenção, tratamento e prognóstico (Lebby et al., 

2010; Fell et al., 2021). 

2.3.1 Fatores ambientais e suas interações com fatores genéticos 

 Embora existam estudos que demonstrem fatores ambientais isolados como 

fatores de risco para as FONS, estima-se que a interação gene-ambiente contribua 

com 50% a 80% na formação das FONS (Marazita e Mooney, 2004). Esta expressiva 

influência está relacionada diretamente a extensa lista de agentes teratogênicos que 

influenciam o desenvolvimento do lábio e palato, embora apenas alguns deles 

apresentem evidências consistentes, como tabagismo, etilismo, deficiências 

nutricionais (ácido fólico e outros suplementos), doenças infectocontagiosas, uso de 

medicação sem orientação médica (principalmente medicações antifolato), 

exposições laborais de risco como exposição à radiação ionizante, e mais 

recentemente os fatores de risco maternos como doenças 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 é um dos principais fatores de risco 

para o desenvolvimento de FONS, além de ser um dos agentes mais estudados (Dixon 

et al., 2011). Várias 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 presença de tabagismo materno é de 11% e o de 

FP é de 12%. A meta-análise mais recente sobre a associação do tabagismo no risco 

de desenvolvimento de fissuras orofaciais relata que há uma associação moderada, 
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porém os estudos analisados apresentam baixa qualidade em suas metodologias (Fell 

et al., 2021). Em uma população do sudeste brasileiro foi encontrada associação de 

risco 1,5 vezes maior de mães fumantes gerarem filhos com FLP do que mães não 

fumantes (OR: 1,49; IC 95%: 1,15-1,93; p<0,002) com risco maior quando a criança 

era do sexo masculino (Martelli et al., 2015). Embora o tabagismo seja sempre 

associado ao lado materno por grande parte dos estudos, a meta-análise 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 não é possível afirmar se esse efeito se dá diretamente 

sobre o espermatozoide ou por um efeito passivo nos ovócitos ou no feto (tabagismo 

passivo). O tabagismo paterno, assim como o materno, já foi associado ao 

desenvolvimento de FONS em população brasileira da região sudoeste (Neves et al., 

2016). A fumaça do cigarro é composta por mais de 4.000 substâncias nocivas 

diferentes, entre elas estão a nicotina, alcatrão, partículas de carbono e monóxido de 

carbono (Rooij et al., 2001). Sabe-se que produtos da fumaça do cigarro podem 

causar danos a angiogênese do embrião que associado a vasoconstricção induzida 

pela nicotina, gera hipóxia dos tecidos em formação, tendo como uma de suas 

consequências a não fusão dos processos palatinos em modelo animal, acarretando 

em fenótipo de FP (Vieira e Dattilo, 2018). Além disso, diversos estudos demonstram 

que fatores ambientais podem interagir com fatores genéticos, como a relação 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 (família de fatores de transcrição RUX2), SLC2A9 

(família de transportador de soluto 2) e WDR1 (domínio de repetição 1) que geram 

risco de desenvolvimento de FL±PNS em várias populações mundiais (Lammer et al., 

2005; Machado et al., 2016a; Shi et al., 2007; Chevrier et al., 2008; Wu et al., 2014; 

Wu T et al., 2012). Apesar de tão amplamente estudado e saber-se que o tabagismo 

afeta o mecanismo de metilação do DNA fetal, o mecanismo exato pelo qual a o 

tabagismo interage com a expressão gênica durante a morfogênese do lábio e palato 

ainda não está 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 relação com 

o tabagismo materno, uma meta-análise realizada por Fell et al. (2021) aponta que 

grande parte desses estudos apresentam baixa qualidade o que compromete a 
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validação de seus achados, e isso deve principalmente ao não ajuste de variáveis de 

risco como a idade dos pais, consumo de álcool e obesidade.  

O fato de vários estudos apoiarem a associação de risco entre o tabagismo 

materno e FONS levanta a hipótese de que haja interação entre tabagismo e 

polimorfismos genéticos em genes envolvidos no desenvolvimento craniofacial e em 

variantes envolvidas em mecanismos de desintoxicação (Shi et al., 2007; Christensen 

et al., 2008; Jianyan et al., 2010). A meta-análise realizada por Shi et al. (2007) 

confirmou que polimorfismos no gene GSTT1 (Glutationa S-transferase Theta 1) na 

presença de tabagismo materno elevam o risco de desenvolvimento de FL±PNS na 

população dinamarquesa. O gene RUNX2, expresso em ossos faciais e da calota 

craniana tanto durante o desenvolvimento embrionário, quanto durante a vida adulta 

também apresentou maior risco de desenvolvimento de FL±PNS na presença de 

tabagismo materno (Wu et al., 2012). 

 O álcool é considerado um dos teratógenos mais consumidos no mundo, e a 

ingestão deste principalmente nos períodos iniciais da gravidez é o principal fator 

causal de diversas alterações neonatais (Leite et al., 2002). Contudo, a exposição 

materna ao álcool tem sido considerada controversa por apresentar evidências 

inconsistentes, influenciada, entre outros fatores, pela dose e estágio gestacional de 

exposição (Dixon et al., 2011). A revisão sistemática e meta-análise mais recente, 

realizada por Yin et al. (2019), analisou artigos publicados entre 1950 a 2019 e 

registrou uma chance de ocorrência (odds ratio) de desenvolvimento de FL±PNS e 

FPNS por mães que consumiram bebidas alcóolicas durante a gestação de 1,00 (IC 

95% 0,87 a 1,15) e 1,02 (IC 95% 0,92 a 1,14), respectivamente, quando comparado a 

mães não alcoólatras. Também não houve evidências de que há relação entre dose-

resposta para o consumo de álcool e o desenvolvimento de FONS, apesar de quatro 

dos estudos analisados terem encontrado associação de risco significativa para 

FL±PNS no grupo de mães com maior consumo de álcool. 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, 

não encontraram quaisquer relações entre o consumo de álcool 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 está atrelada 

a dificuldade em medir a quantidade, frequência e tempo do consumo pelas gestantes, 
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além disso, este consumo muitas vezes está associado a outros agentes 

teratogênicos, como cigarro e drogas ilícitas. Em estudo de interação 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 ingestão de bebidas alcóolicas e que não fizeram suplementação com ácido 

fólico. 

 Apesar de alguns medicamentos terem seu potencial teratogênico bem 

conhecido, como no caso da talidomida e a classe de anticonvulsivantes, outros 

aparentam risco inócuo, mas podem atuar em diversas fases da morfogênese como 

agentes geradores de malformações, incluindo os antiobióticos e anti-inflamatórios 

(Abdo e Machado, 2005; Dinis-Oliveira, 2014). Na classe dos anticonvulsivantes, o 

ácido valpróico é o medicamento de maior efeito teratogênico, 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 população 

geral, os corticoesteróides estão entre os mais utilizados no tratamento de mulheres 

em idade fértil e seu uso quase dobrou nos últimos anos (Bjørn et al., 2015). Em meta-

análise realizada por Wyllie et al. (2000), a utilização de prednisona durante o primeiro 

trimestre de gravidez gerou um risco 3,4 vezes maior de desenvolvimento de fissuras 

orofaciais.  

 Outras substâncias químicas além de medicamentos produzem risco ao feto 

em desenvolvimento. O uso de drogas ilícitas como cocaína e ecstasy foi associada 

ao risco de defeitos congênitos, porém os poucos estudos realizados com fissuras 

orofaciais foram inconclusivos (Werler et al., 2003). Substâncias químicas de efeito 

teratogênico também podem ser encontradas em ambientes de trabalho, seja ele rural 

ou urbano, e incluem solventes e metais pesados em áreas industriais e agrotóxicos 

nas zonas agrícolas (Chevrier et al., 2007). Em relação aos pesticidas, o risco de 

exposição laboral materna e paterna são semelhantes para o desenvolvimento de 

FL±P e FP para inseticida, herbicida e fungicida, com exceção para a exposição 

paterna baixa para todos os tipos de agrotóxicos a qual não foi encontrada 

significância (Suhl et al., 2018). Alguns estudos afirmam que há maior risco de 

malformações congênitas como as FONS para gestantes que residem em áreas 

agrícolas e que estão presentes durante o pico de uso dos pesticidas, porém, é 
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importante observar que este tipo de estudo apresenta dificuldade de mensuração da 

exposição ao agente (Garcia, 2000; Chevrier et al., 2006; Yang et al., 2014). 

 Embora pareça ser um desafio devido à dificuldade de mensuração nos 

estudos de alguns fatores aqui explorados, outros tipos de exposições ambientais 

devem continuar a ser avaliados acerca de sua contribuição no desenvolvimento de 

FONS para que futuramente haja melhor entendimento sobre a patogênese das 

fissuras orofaciais, possibilitando melhores estratégias preventivas (Dixon et al., 

2011). 

 

2.3.2 Fatores genéticos 

 O mapeamento e manipulação de genes envolvidos na embriogênese 

craniofacial normal é atualmente a principal estratégia utilizada para o entendimento 

da etiologia genética das FONS, embora esse mecanismo continue não bem 

esclarecido (Marazita e Mooney, 2004). Além do fato da etiologia das FONS ser de 

caráter multifatorial com grande contribuição da interação gene-ambiente, a 

dificuldade no entendimento do mecanismo genético também está relacionada a 

característica de padrão de herança não mendeliana (Vieira, 2008).  

 O padrão não mendeliano pode ser observado principalmente em estudos com 

gêmeos, em que a taxa de concordância para monozigóticos é de 40 a 60% e para 

dizigóticos é apenas de 3 a 5% (Jugessur et al., 2009). Quando se trata da 

hereditariedade das FONS dentro de uma família, foi demonstrado por Curtis et al. 

(1961) que a possibilidade de uma nova criança ser afetada por FL±PNS é de 4% 

quando já há um irmão afetado, 9% quando mais de uma criança apresenta a fissura, 

e 17% quando além de uma criança, os pais também tenham a anomalia. Famílias 

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 família, de forma a sugerir a hipótese de que haja sobreposição 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 análise de variantes polimórficas em genes e regiões de 

susceptibilidade às fissuras orofaciais a partir de candidatos que desempenham 
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funções regulatórias durante o desenvolvimento craniofacial normal (Dixon et al., 

2011; Jiang et al., 2006). Podendo-se destacar aqueles que possuem associação com 

FONS na população brasileira os genes CRISPLD2 (Mesetti et al., 20116), GREM1 

(Viena et al., 2019), GRHL3 (Marchi et al., 2020), MTHFR (Aquino et al., 2014), TBX1 

(Paranaíba et al., 2013) e a região 8q24 (Souza et al., 2016). E os genes que não 

apresentaram associação com o desenvolvimento de FONS em população brasileira, 

incluindo COL2A1, FGFR1, MSX1, TCOF1, TIMP3, TNP1 e WNT3 (Paranaíba et al., 

2010; Paranaíba et al., 2013; Machado et al., 2016c). Entretanto, alguns genes 

apresentam resultados conflitantes em relação à ausência ou presença de associação 

com FONS em população brasileira, como no caso de IRF6 e BMP4 (Brito et al, 2012; 

Araújo et al., 2012; Antunes et al., 2013; Paranaíba et al., 2013; Borges et al., 2015). 

 Esse grande número de genes associados ou candidatos no desenvolvimento 

de FONS está diretamente relacionado a alta complexidade e riqueza de eventos que 

ocorrem na embriogênese do lábio e palato, e consequentemente contribuem na 

formação de FONS (Jugessur et al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2010). Além disso, 

estes genes são estudados em diferentes populações mundiais, com diferenças 

étnicas, socioeconômicas e culturais que devem ser consideradas como cofatores nos 

estudos de doenças complexas e que devido a isso podem acarretar em diferentes 

resultados ao se avaliar a mesma população de um país (Mossey et al., 2009; Viena 

et al., 2018). A não validação da ancestralidade leva a uma representação desigual 

entre os grupos caso e controle, resultando em associações falso-positivas nas 

análises estatísticas, principalmente na população brasileira (Pereira et al., 2019). 

 

2.4 BMP4 
 

 O gene BMP4 está localizado no cromossomo 14q22-q23 e codifica a proteína 

BMP4 que juntamente com a proteína BMP2 são os membros mais bem estudados 

da família BMP, pertencente a superfamília de fatores de crescimento multifuncionais 

de TGF-β (fator de crescimento transformador beta) (Nakayama et al., 2000; Chen et 

al., 2004). A primeira descrição das BMPs foi no tecido ósseo adulto como um potente 

indutor de formação de cartilagem e osso, desde então estudos diversos vêm 

demonstrando que a sinalização das BMPs é ampla, atuando principalmente durante 
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o desenvolvimento craniofacial, regulando processos embrionários fundamentais 

como proliferação, diferenciação, apoptose, migração e adesão celular (Chen et al., 

2004). É também no desenvolvimento craniofacial que a via de sinalização das BMPs 

desempenha papel de extrema importância ao coordenar as interações epitélio-

mesênquima durante a palatogênese, sendo BMP4 o principal membro da família 

BMP nesse processo, sendo expresso em todo o epitélio do palato e 

ectomesênquima, com exceção da região posterior dos processos palatinos (Parada 

e Chai, 2012). Além de atuar na palatogênese, BMP4 é expresso também no terço 

médio da face, em regiões onde ocorrem a fusão dos processos faciais durante o 

desenvolvimento craniofacial (Parada et al., 2012). Foi demonstrado por meio de 

hibridização in situ em embriões de camundongo que Bmp4 pode atuar na marcação 

de células para apoptose na região que posteriormente irá se fundir, e devido a isso, 

BMP4 pode ser considerado como essencial na fusão labial adequada (Gong e Guo, 

2003). 

Além do desenvolvimento craniofacial, o papel de BMP4 durante o 

desenvolvimento embrionário é essencial para a viabilidade do feto. Foi observado 

que ao realizar a inativação de Bmp4 em camundongos há pouca ou nenhuma 

formação do mesoderma, descobrindo assim que BMP4 é essencial para a 

diferenciação do mesoderma, consequentemente não havendo a formação de 

estruturas derivadas desse folheto e acarretando em morte do embrião ainda durante 

a gastrulação (Leong e Brickell, 1996). Assim como outros membros da superfamília 

TFG-β, os membros da família BMP se ligam a um complexo receptor transmembrana 

de estrutura tetrâmera composto por dímeros tipos I e tipo II (BMPR-I e BMPR-II, 

respectivamente). BMP4 especificamente se liga ao receptor BMPR-II, após a ligação, 

o receptor tipo II transfosforila o receptor tipo I em um sítio intracelular justamembranar 

chamado domínio GS, que por sua vez ativa a via Smad (Mothers against 

decapentaplegic homolog) composta por um conjunto de proteínas de sinalização 

intracelular. Essa via inicia uma reação em cadeia de fosforilação 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 

migrará para o núcleo celular podendo desempenhar papeis regulatórios de 

transcrição ou inibição de genes-alvo. Em resposta a ativação da via de sinalização 

de BMP4, uma série de antagonistas são expressos e atuam tanto no meio 
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extracelular quanto no intracelular, tais como Nogging e BAMBI (homólogo do inibidor 

de membrana ligado à membrana de BMP e activina), podendo estes antagonistas 

atuarem se ligando aos receptores extracelulares de BMP4 ou atuar inibindo a 

fosforilação dos receptores no meio intracelular (Nakayama et al., 1999; Wan e Cao, 

2005) (Figura 2). A via Smad é uma via de sinalização de BMP bem caracterizada. 

Esta via está presente de forma independente nos eventos de diferenciação de 

osteoblastos, porém seu efeito apresenta menor efetividade em relação ao induzido 

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

  

Figura 2. Resumo da via de sinalização de BMP4. Após a ligação da proteína BMP4 
ao seu receptor, o receptor tipo II (roxo mais claro) fosforila (a fosforilação está 
representada pela letra P no círculo amarelo) o receptor tipo I (roxo mais escuro) ao 
qual fosforila o R-Smad permitindo sua ligação com Co-Smad. Unidos, eles se 
translocam para o núcleo e formam o fator de transcrição (verde) que ativa ou inibe a 
expressão do gene-alvo. Em resposta a sinalização, no meio extracelular, BMP4 é 
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regulado por proteínas de ligação 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 é um período delicado da morfogênese, 

marcado por intensos eventos complexos estritamente regulados por genes que 

atuam durante os processos de proliferação, apoptose, migração e transição epitélio-

mesênquima, eventos esses em que a via de sinalização de BMP4 faz parte (Mossey 

et al., 2009; Parada e Chai, 2012). Na embriogênese do lábio e palato, por exemplo, 

é necessária uma rede de sinalização regulada e a perda da função de proteínas 

regulatórias de algumas dessas vias, bem como alterações em receptores, pode gerar 

fenótipos deletérios, e mais especificamente em BMP4, acarretar em superexpressão 

ou inibição (Meng et al., 2009). Alterações na regulação da via BMP4 já foram 

estudadas em embriões de camundongo com perda de função da proteína Noggin 

nas células epiteliais dos processos palatinos, esta é uma proteína chave no bloqueio 

de BMP4, o que ocasionou a formação de FP completa. Essa ausência do bloqueio 

de BMP4 realizado pela proteína Noggin leva a sinalização hiperativa de BMPs, 

acarretando em proliferação celular alterada e morte celular excessiva. Além disso, o 

mesmo estudo demonstrou que a perda da integridade do epitélio devido a função 

anormal de BMP4 compromete a fusão adequada do palato e mandíbula, o que, 

segundo os autores, pode ter contribuído para a formação da FP (He et al., 2010). 

Enquanto que o bloqueio condicional do gene Bmp4 em embriões de camundongos 

resulta na formação de FL bilateral e a deleção de Bmp4 gera o fenótipo de FL isolada, 

e considerando que Bmp4 é um gene expresso nas zonas laterais do lábio superior, 

possivelmente a sinalização realizada por ele possa atuar regulando a proliferação e 

fusão celular durante a morfogênese facial (Lu et al., 2000; Gong e Guo 2003; Liu et 

al., 2005). 

Além dos modelos animais demonstrarem que Bmp4 é um candidato promissor 

que pode estar entre os genes já bem conhecidos na formação de FONS, estudos 

populacionais de associação e meta-análises com BMP4 vêm confirmando essa 

relação também em humanos (Li et al., 2017). Porém, a maioria desses estudos se 

concentra no polimorfismo rs17563 e as conclusões entre eles são conflitantes (Hu et 

al., 2015; Li et al., 2017; Machado et al., 2018). Na meta-análise realizada por Hu et 
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al. (2015) foi confirmado que a mudança do nucleotídeo de T para C no SNP rs17563 

aumenta o risco para o desenvolvimento de FL±PNS na população chinesa, porém o 

efeito do alelo T foi protetor em uma população brasileira. A frequência do alelo menor 

(MAF) do alelo C em rs17563 foi menor em população asiática comparada à 

população brasileira como descrito na meta-análise realizada por Li et al. (2017). Além 

disso, o agrupamento de dados de populações asiáticas, brasileira e caucasianas 

demonstram que não há associação do polimorfismo rs17563 e o desenvolvimento de 

FL±PNS, porém a estratificação dessa análise de acordo com a etnia da população 

estudada demonstra que o alelo C em rs17563 pode ser um fator de risco para 

FL±PNS em populações de etnia asiática e caucasiana, e efeito protetor em população 

brasileira de etnia miscigenada com origens genéticas não validadas (Li et al., 2017). 

Entretanto, apesar da associação de proteção de rs17563 em BMP4 ser confirmada 

em todas as meta-análises disponíveis, esse efeito não é confiável, pois como 

observado na meta-análise de Machado et al. (2018), esse resultado baseia-se 

apenas em dois estudos realizados com população brasileira e os valores de Tau2 e 

I2 revelam alta heterogeneidade. 

 

2.5 Interações genéticas na via de sinalização de BMP4 durante o 

desenvolvimento craniofacial 

 Estudos de associação genética focados na identificação de um marcador 

genético em doenças de etiologia multifatorial têm sido a ferramenta mais utilizada, 

porém apenas focar em seus efeitos têm apresentado resultados muitas vezes 

inconclusivos, tendo como potencial causa o mascaramento dos efeitos das 

interações gene-gene, também chamada epistasia (Chattopadhyay e Lu, 2019). O 

termo epistasia refere-se ao efeito resultante da interação de um gene com outro gene, 

que pode se dar tanto pela interação entre genes em um mesmo cromossomo, quanto 

por genes em cromossomos diferentes e distantes (Chicco e Faultless, 2012). 

Mutações podem gerar novas interações entre genes ou ainda interromper as 

interações existentes, de modo a criar mudanças de conformação nos receptores, o 

que resulta na sua ligação com o ligante, assim como também mudanças na própria 

proteína ligante, mudando a função dessa proteína e alterando a via de sinalização 

(Miton et al., 2021). A sinalização exercida pelos membros da família BMP tem papel 

central na regulação de diversos aspectos do desenvolvimento craniofacial, pois são 
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potentes fatores de diferenciação de osteoblastos, induzem a diferenciação de células 

mesenquimatosas multipotentes em células de linhagem osteogênica e condrogênica 

(Wan e Cao, 2005). Durante o início do desenvolvimento craniofacial de embriões de 

galinha, as proteínas Bmp4 e Bmp2 controlam o crescimento e padrão facial por meio 

de uma cascata de sinalização direcionada a ativação do gene MSX1 (Msh Homeobox 

1), que é expresso no epitélio, e do gene Shh (Barlow e West, 1997). Enquanto que a 

inibição BMP4 pela adição de proteína Noggin exógena também nos primórdios da 

embriogênese facial nesse mesmo modelo animal leva a redução da proliferação e 

crescimento mesenquimal na região dos processos maxilares, tendo como 

consequência a não formação dos ossos da maxila e palato primário, com formação 

de FLP (Ashique et al., 2002). 

 A glicoproteína Noggin é um fator pleiotrópico expresso pelo gene NOG durante 

todos os estágios do desenvolvimento, sendo considerada um bloqueador clássico 

das BMPs por se ligar aos receptores tipos I e II de forma concomitante por meio do 

seu clipe de 20 aminoácidos (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 regulação dos processos celulares que farão a elevação e 

fusão das pregas neurais, evento esse que precede a migração das células do tubo 

neural para seus destinos finais. Em embriões de camundongo, a inativação de Nog 

leva a ativação prematura de Msx1 por Bmp4, causando aumento da apoptose nas 

células do dorso do tubo neural (McMahon et al., 1998). A regulação negativa que 

Noggin exerce sobre as BMPs também é necessária durante a migração das células 

da crista neural em embriões de galinha, onde o bloqueio é realizado de forma 

progressiva, diminuindo seu sinal a medida que as células iniciam sua migração (Sela-

Donenfeld e Kalcheim, 1999). Durante o desenvolvimento craniofacial, Nog é 

expresso em todo o epitélio oral de embriões de camundongo, e seu bloqueio gera 

aumento da apoptose por aumento da sinalização de BMPs no epitélio palatino, tendo 

como consequência o fenótipo de FP completa (Matsui e Klingensmith, 2014). Em 

estudo realizado por He et al. (2010), a FP completa também foi observada após a 

mutação resultando na perda de função em Noggin no epitélio palatino em 

desenvolvimento, o que causou aumento da expressão de BMPs, levando a apoptose 

excessiva no epitélio do palato, atraso na elevação dos processos palatinos e 

consequentemente fusão anormal entre os processos palatinos e maxilares. Embora 
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Nog esteja associado a formação de FP em modelo animal, foi encontrado efeito 

protetor de polimorfismos em NOG no desenvolvimento de FL±PNS em população do 

norte da China (Song et al., 2014). 

 Outro gene responsável pela regulação negativa de BMPs é GREM1 

(Gremlin1), que codifica a proteína Gremlin-1 responsável pelo antagonismo nos 

processos de homeostase, renovação, reparo e regeneração de tecidos ósseos 

(Gooding e Leedham, 2020). A inibição de GREM1 em cultura de células tronco 

mesenquimais humanas aumenta a viabilidade e a diferenciação em células de 

linhagem osteogênicas induzida pela expressão de BMP2, consequentemente 

aumentando a osteogênese (Hu et al., 2017). No desenvolvimento do lábio e palato 

de camundongos, Bmp4 forma uma rede de sinalização dependente de feedbacks 

negativos de Pax9 (Paired Box 9) e GREM1 no crescimento dos processos nasais 

mediais (Nakatomi et al., 2020). O estudo de caso de Erdogan et al, (2007) revelou 

que a deleção de novo de um trecho de 5,3 Mb na região 15q14 em um probando do 

sexo feminino causou a formação de FP sindrômica acompanhada de defeitos 

coronários congênitos e retardo mental. Um estudo de GWAS realizado por Al Chawa 

et al. (2014) encontrou variantes raras em GREM1 associadas ao desenvolvimento 

de FL±PNS, e em estudo com população 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 mesênquima palatino em desenvolvimento de camundongos, a expressão 

do gene Msx1 é necessária para a ativação do gene Bmp4 também no mesênquima, 

formando uma rede de feedback positivo entre estes genes e autofeedback de Bmp4, 

que atua nos eventos de proliferação do mesênquima palatino e apoptose no epitélio 

subjacente (Nakatomi et al., 2020). Mutações no gene MSX1 em humanos estão 

relacionadas com formação de FP e/ou agenesia dentária (Vastardis et al., 1996; 

Cobourne, 2007). Em meta-análise 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-análise também encontrou associações protetivas para FL±PNS em 

portadores do SNP rs6832405 e rs1042484 em MSX1. Ao realizar uma análise 

estratificada por etnia, a meta-análise de Gu et al. (2018) encontrou efeito protetivo 

para o SNP rs12532 em populações caucasiana e asiática, mas sem associação 
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significativa para populações sul-americanas. Polimorfismos no gene MSX1 não estão 

associados a formação de FL±PNS na população brasileira (Machado et al., 2016b). 

MSX1 está localizado no cromossomo 4p16 em região adjacente ao lócus 4p16.2, que 

já foi associada como fator de proteção para ocorrência de FLNS em população 

brasileira (Ide et al., 1996; Machado et al., 2022). O lócus 4p16.2 por estar em região 

próxima a MSX1 pode apresenta efeitos regulatórios sobre a expressão desse gene 

(Howard et al., 1997). 

 A superfamília de genes FGF (fator de crescimento fibroblástico) consiste em 

22 membros de genes expressos no epitélio e mesênquima oral e que participam de 

vários eixos de sinalização recíproca com BMPs durante toda a palatogênese 

(McKeehan et al., 2009; Luukko e Kettunen, 2006). A via de sinalização de FGF/FGFR 

é um fator chave no desenvolvimento craniofacial, regulando processos de migração 

e morfogênese por meio da ativação de genes alvos específicos (Stanier e Puws, 

2012). A deleção de FGFR1 (receptor do fator de crescimento fibroblástico 1) no 

mesênquima do palato de embriões de camundongo diminui a proliferação das células 

do epitélio subjacente que não sofreram deleção FGFR1 com redução da expressão 

de BMPs (Wang et al., 2013). Polimorfismos em FGFR1 já foram associados a 

ocorrência de FL±PNS em populações do nordeste da Europa (estoniana, letã e 

lituana), enquanto que SNPs em FGF1 são fatores de proteção em população iraniana 

(Nikopensius et al., 2011; Rafiqdoost et al., 2014). 

 

2.6 Delineamento experimental 

O caráter genético atribuído às FONS vem sendo investigado desde os estudos 

iniciais realizados por Fogh-Andersen (1942), e desde então diferentes técnicas de 

mapeamento genético têm sido consideradas no estudo de FONS e vêm obtendo 

bons resultados: como modelos animais, rearranjos cromossômicos, estudos de 

ligação, estudos de associação 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 associação têm sido um dos mais utilizados, 

pois é útil na confirmação da hipótese de que um determinado alelo possa estar 

contribuindo na geração de um determinado fenótipo ou na manifestação de um alelo 

existente em lócus próximo ao lócus causal do fenótipo, quando houver desequilíbrio 
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de ligação (Feitosa e Krieger, 2002). Ou seja, o estudo de associação fará a 

associação ou não do alelo estudado e o fenótipo da doença, e é dividido em três 

grandes categorias. (1) O teste de caso-controle utiliza indivíduos que apresentam o 

fenótipo da doença (casos) e indivíduos que não apresentam (controle). Este teste 

compara, por meio de pareamento, a frequência de alelo ou genótipo no grupo caso 

com a frequência no grupo controle. (2) Testes de associação em núcleo familiar, que 

utiliza indivíduos que apresentam o fenótipo da doença e seus parentes, comparando 

a frequência alélica dos indivíduos afetados a de seus parentes os quais serão o 

controle, geralmente pais ou irmão que não apresentem o fenótipo. (3) E por último, 

os testes de associação com características quantitativas, que faz a correlação entre 

os valores de medidas contínuas (como peso e altura) e os genótipos, podendo este 

tipo de teste ser utilizado para estudos caso-controle ou de núcleo familiar (Martin e 

Chung, 2021). 

Os estudos de caso-controle costumam ser largamente utilizados por 

apresentarem a vantagem de recrutamento de um grande número de indivíduos que 

apresentam o fenótipo (grupo caso) e o grupo controle, formado por indivíduos que 

não apresentam o fenótipo estudado (Risch, 2000). Entretanto, devido a sua 

caraterística retrospectiva, os estudos caso-controle podem ser passíveis de viés, 

como o viés de amostragem, pois a população utilizada pode não ser representativa 

da população analisada, sendo necessário que o pesquisador esteja ciente dos riscos 

e busque formas de minimizá-los (Dupépé e Gordon, 2019). Levando-se em 

consideração que o viés de amostragem pode ser causado pela miscigenação da 

população estudada, e visto que a população brasileira exibe alto nível de diversidade 

genômica devido a mistura de 3 principais populações ancestrais (Europeia, Africana 

e Ameríndia), para evitar esse viés, utiliza-se marcadores polimórficos que analisam 

a variedade genética da ascendência de cada indivíduo (Letra et al., 2007; Pena et 

al., 2009; Aquino et al., 2014). Essa antecipação ao viés também deve ser considerada 

para o delineamento do estudo de associação, pois o efeito do risco da doença 

causado por um polimorfismo pode ser confundido pelo fenômeno de epistasia 

(interação gene-gene) em doenças complexas (Chattopadhyay e Lu, 2019). 
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3 PROPOSIÇÃO 

Avaliar a influência dos tag-SNPs rs11623717, rs17563, rs2071047, rs2761887 

e rs4898820 em BMP4 no risco de desenvolvimento das FL±PNS na população 

brasileira, além de analisar as interações entre os tag-SNPs em BMP4 com genes 

FGFR1, GREM1, NOG, VAX1 e o lócus 4p16.2, descritos como participantes na via 

de sinalização de BMP4.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Comitê de Ética em Pesquisa 

Este estudo caso-controle está inserido em um projeto multicêntrico, aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade 

Estadual de Campinas e de todos os Comitês de Ética dos centros coparticipantes 

(Plataforma Brasil, CAAE 08452819.0.0000.5418). 

 

4.2 Pacientes 

As amostras de 800 pacientes com FL±PNS (232 de FLNS e 568 de FLPNS) e 

881 indivíduos controle foram utilizadas neste estudo. Os pacientes foram 

selecionados de 5 centros de atendimento à pacientes com fissuras orofaciais: 

Associação de Portadores de Fissura Lábio-Palatal e o Centro de Atenção e Pesquisa 

em Anomalias Crâniofaciais-CEPAC vinculados à Universidade Estadual do Oeste do 

Paraná (UNIOESTE), Cascavel-PR, o Centro de Reabilitação de Anomalias 

Craniofaciais, Universidade de Alfenas (UNIFENAS), Alfenas-MG, o Centro de 

Atendimento Integral ao Fissurado Lábio Palatal, Curitiba-PR, e o Centrinho do 

Hospital Santo Antônio das Obras Sociais Irmã Dulce, Salvador-BA. Os pacientes 

atendidos nestes centros são examinados por equipes multidisciplinares para 

exclusão dos que apresentam características de síndromes. As amostras do grupo 

controle foram obtidas das mesmas regiões geográficas, de indivíduos saudáveis sem 

distúrbios físicos e psiquiátricos, deformidades de nascimento ou histórico familiar de 

fissuras orofaciais. 

 

4.3 Amostras de DNA 

O DNA foi isolado de células da mucosa oral obtidas por bochecho com uma 

solução de sacarose a 3% ou por raspagem da mucosa oral com uma espátula em 

casos de crianças onde o bochecho não pode ser aplicado. O isolamento do DNA foi 

processado segundo método de (Aidar e Line 2007), com algumas pequenas 

alterações. As células da mucosa oral foram incubadas com 10 μg de proteinase K 

em tampão contendo 10 mM Tris pH 8,0, 0,5% SDS e 5 mM EDTA por 16 h a 55°C. 

Ao fim da incubação, o DNA foi purificado, removendo-se proteínas e outros 
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contaminantes com uma solução aquosa contendo 7,5 M de acetato de amônio e 1 

mM de EDTA e centrifugação a 14000xg por 10 min. O DNA foi precipitado, 

ressuspendido e quantificado por espectrofotometria. 

 

4.4 Seleção dos Tag-SNPs 

 A região genômica 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 frequência do alelo menor >0,1, valor de P em equilíbrio Hardy-

Weinberg (HWE) >0,05 e limite de desequilíbrio de ligação (r2) >0,8. Aplicando este 

filtro rigoroso, 5 SNPs foram selecionados. As principais características de cada SNP, 

incluindo localização no gene, identificação dos alelos maiores e menores, frequência 

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

 

Tabela 1. Características dos polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) do gene 

BMP4. 

SNP Localização Alelo MAF Controle Call rate HWE 

rs11623717  chr14:53947414 A/G 40,1% 98,5% 0,384 

rs17563 chr14:53950804 A/G 39,2% 99,2% 0,105 

rs2071047 chr14:53951693 G/A 43,4% 98,5% 0,785 

rs2761887 chr14:53958334 C/A 39,6% 99,2% 0,517 

rs4898820* chr14:53960339 G/T 23,6% 98,5% 0,004 

HWE: sigla para Equilíbrio de Hardy-Weinberg do inglês “Hardy-Weinberg Equilibrium”; MAF: 

sigla para frequência do alelo menor do inglês “Minor allele frequency” (alelos menores estão 

em negrito); Call rate: taxa de chamada. 

 

4.5 Genotipagem e Avaliação da ancestralidade genômica 

As reações de genotipagem foram realizadas utilizando o sistema de 

discriminação alélica com sondas fluorescentes (sistema TaqMan® da Applied 

Biosystems, EUA) no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems, EUA). O 

volume total das reações foi de 5 μl contendo 2,5 μl de Genotyping Master Mix, 0,12 
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μl de uma mistura de primers e sondas e 2,38 μl de DNA (5 ng). Os parâmetros de 

amplificação utilizados foram: 1 ciclo de 10 min a 95°C (desnaturação inicial) e 40 

ciclos de 15 s a 92ºC e 1 min a 60ºC (estágio de amplificação). 

Para determinar a ancestralidade genômica, cada amostra foi genotipada 

individualmente com um painel de 40 polimorfismos bialélicos de inserção-deleção 

curta (INDEL) que foram previamente validados como marcadores informativos de 

ancestralidade na população brasileira (Bastos-Rodrigues et al., 2011), como 

previamente descrito por Messetti et al. (2017). Com o auxílio do software Structure 

versão 2.3.4 (Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000) e amostras de populações de 

origem pré-especificadas (populações de referência ameríndias, europeias e da África 

Subsaariana da Marshfield Clinic Collection), a estimativa da proporção de 

ancestralidade de cada amostra foi determinada. 

 

4.6 Análise de interação SNP-SNP 

Para a análise de interações 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 não publicados) e rs34246903 no lócus 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 Análise estatística 

A existência de HWE nas amostras do grupo controle foi calculada por meio do 

teste qui-quadrado. Para verificar a existência de diferença entre os grupos para sexo 

foi utilizado o teste qui-quadrado e para as proporções de ancestralidade, o teste de 

Mann-Whitney foi aplicado. A análise de regressão logística múltipla sob modelos 

genéticos aditivos, dominantes e recessivos, atentando-se para ancestralidade 

genômica e sexo como possíveis covariáveis foi efetuada pelo programa Rstudio, com 

o pacote SNPassoc. A análise de haplótipos dos polimorfismos em BMP4 foi realizada 
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no software Rstudio, com o pacote Haplo.stats. Para análise de interação gênica, foi 

utilizado foi utilizado o pacote mbmdr em R, seguido por testes de permutação 

(n=1000 permutações) para eliminar interações 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 significância estatística 

após correção de Bonferroni para múltiplas correções foi definida como <0,0125. 
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5 RESULTADOS 

Neste estudo, todos os polimorfismos respeitaram o HWE, com exceção de 

rs4898820 que foi excluído das demais análises (Tabela 1). O sucesso de 

genotipagem (call rate) ficou entre 98,5% e 99,2% (Tabela 1) e as reações foram 

repetidas em 5% das amostras para cada tag-SNP, com uma taxa de concordância 

de 100%. 

A genotipagem dos polimorfismos genéticos em BMP4 foi realizada em 881 

indivíduos 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 frequência no sexo masculino não atingiu um patamar estatístico 

quando comparado ao grupo controle. Em termos de proporção de ancestralidade, os 

grupos não foram substancialmente diferentes, como pode ser visto na tabela 2. A 

ancestralidade europeia foi a mais comum, seguida pela ancestralidade africana e 

ameríndia. 

 

Tabela 2. Distribuição por sexo e proporções de ancestralidade entre os grupos de 

pacientes incluídos no estudo.  

 Controle 

(n=881) 

FL±PNS 

(n=800) 

FLNS 

(n=232) 

FLPNS 

(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% 

Ameríndia 1,8% 1,9% 1,7% 2,0% 

FL±PNS: Fissura labial com ou sem fissura palatina não sindrômica; FLNS: Fissura labial 

não sindrômica; FLPNS: Fissura de lábio e palato não sindrômica.  

*Estatisticamente diferente do controle no valor de p < 0,0005. 
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Para avaliar a associação dos tag-SNPs com a suscetibilidade às FL±PNS, a 

distribuição alélica e os modelos genéticos aditivos, dominantes e recessivos foram 

utilizados. Nestes modelos, o peso de cada genótipo 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 combinação de 

heterozigotos e homozigotos do alelo menor e no modelo recessivo, o efeito de 

combinação dos homozigotos do alelo principal e dos heterozigotos é comparado com 

os homozigotos do alelo menor. Em todas estas análises, não houve associações 

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. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio com ou sem fissura palatina não-

sindrômica (FL±PNS). Os valores de p foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio recessivo; 

IC: intervalo de confiança. 

  

 Controle (%) FL±PNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p 

ORHom (95% IC) 

Valor de p 

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

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) 

0,58 

0,88 (0,71-1,09) 

0,25 

0,90 (0,68-1,20) 

0,67 

0,89 (0,73-1,08) 

0,24 

0,97 (0,74-1,26) 

0,80 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,2/45,1/16,7 38,0/43,1/18,9 1,03 (0,90-1,17) 

0,67 

0,95 (0,77-1,18) 

0,64 

1,15 (0,87-1,52) 

0,31 

1,00 (0,82-1,23) 

0,96 

1,18 (0,91-1,52) 

0,20 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,7/49,6/18,6 35,9/44,7/19,4 0,96 (0,85-1,09) 

0,53 

0,78 (0,63-0,97) 

0,02 

0,91 (0,69-1,20) 

0,56 

0,82 (0,66-1,00) 

0,05 

1,05 (0,82-1,34) 

0,71 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,9/46,8/16,3 35,7/44,7/19,6 1,05 (0,93-1,19) 

0,46 

1,00 (0,81-1,24) 

0,97 

1,24 (0,94-1,65) 

0,14 

1,07 (0,87-1,30) 

0,53 

1,24 (0,97-1,60) 

0,09 
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Tabela 4. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio não-sindrômica (FLNS). Os valores de p 

foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

 Controle (%)  FLNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p  

ORHom (95% IC) 

Valor de p  

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

Valor de p 

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,6/46,6/16,8 40,5/45,3/14,2 0,91 (0,75-1,11) 

0,38 

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

0,47 

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

0,37 

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

0,31 

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

0,34 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,2/45,1/16,7 33,9/47,9/18,2 1,07 (0,89-1,29) 

0,48 

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

0,25 

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

0,37 

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

0,22 

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

0,65 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,7/49,6/18,6 35,5/48,7/15,8 0,92 (0,76-1,18) 

0,41 

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

0,43 

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

0,24 

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

0,29 

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

0,33 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,9/46,8/16,3 36,8/44,2/19,0 1,04 (0,86-1,25) 

0,70 

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

0,86 

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

0,40 

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

0,88 

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

0,30 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio recessivo; 

IC: intervalo de confiança. 
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Tabela 5. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio e palato não-sindrômica (FLPNS). Os 

valores de p foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

 Controle (%) FLPNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p 

ORHom (95% IC) 

Valor de p 

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

Valor de p 

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,6/46,6/16,8 38,3/44,2/17,5 0,98 (0,85-1,13) 

0,84 

0,89 (0,70-1,12) 

0,34 

0,97 (0,71-1,32) 

0,98 

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

0,39 

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

0,82 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,2/45,1/16,7 39,8/41,0/19,3 1,01 (0,87-1,16) 

0,89 

0,87 (0,68-1,10) 

0,22 

1,13 (0,83-1,53) 

0,43 

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

0,55 

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

0,17 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,7/49,6/18,6 36,0/43,0/21,0 0,98 (0,85-1,12) 

0,74 

0,74 (0,58-0,95) 

0,02 

0,97 (0,72-1,31) 

0,92 

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

0,63 

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

0,29 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,9/46,8/16,3 35,2/44,9/19,9 1,07 (0,93-1,23) 

0,36 

1,02 (0,81-1,30) 

0,84 

1,26 (0,93-1,72) 

0,13 

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

0,46 

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

0,12 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio recessivo; 

IC: intervalo de confiança. 
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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 

enriquecimento com ancestralidade africana, indivíduos foram agrupados tomando 

como referência 20% (>20%, representando o grupo com enriquecimento, e <20%), 

sendo que 20% é a média de ancestralidade africana encontrada na população 

brasileira (Pena et al., 2011). Enquanto nenhuma associação significante para a 

amostra enriquecida com ancestralidade europeia foi identificada (Tabela 6), 

associações significantes com o polimorfismo rs2761887 foi identificado na amostra 

com enriquecimento africano. A frequência do genótipo AA foi significativamente maior 

no grupo FL±PNS em comparação ao grupo controle (21,9% e 18,2%, 

respectivamente), gerando um ORhom 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 ocorrência de 

FL±PNS foi de 2,05 (IC 95%: 1,21-3,47, p=0,006) (Tabela 7). A análise estratificada 

por FLNS e FLPNS dos grupos com enriquecimento europeu ou com enriquecimento 

africano, não apresentou resultados significativos (Tabelas 8, 9, 10 e 11), talvez 

devido à redução no poder da amostra. Exemplo disso são os valores de p para os 

modelos recessivo e heterozigoto na amostra com alta ancestralidade africana que 

quando separado os tipos de fissura, observamos uma tendência a significância 

nestes dois modelos para a FLPNS. 

As análises da associação de haplótipos com susceptibilidade para FL±PNS 

foram realizadas com a combinação de 2, 3 e 4 SNPs em BMP4, porém não foram 

encontradas associações estatisticamente significantes (Tabela 12).  
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Tabela 6. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio com ou sem fissura palatina não-sindrômica 

(FL±PNS) com baixa ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

 Controle (%) FL±PNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p 

ORHom (95% IC) 

Valor de p 

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

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) 

0,74 

1,11 (0,84-1,46) 

0,46 

0,86 (0,60-1,22) 

0,40 

1,03 (0,79-1,33) 

0,83 

0,81 (0,59-1,12) 

0,19 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,9/44,1/17,0 37,1/43,5/19,4 1,05 (0,89-1,24) 

0,52 

1,02 (0,78-1,35) 

0,86 

1,18 (0,83-1,68) 

0,31 

1.07 (0,83-1,38) 

0,62 

1,16 (0,84-1,61) 

0,36 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,9/47,6/20,5 33,2/45,3/21,5 0,99 (0,85-1,17) 

0,98 

0,89 (0,67-1,19) 

0,98 

1,01 (0,71-1,43) 

0,98 

0,93 (0,71-1,21) 

0,56 

1,08 (0,79-1,46) 

0,63 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,2/45,6/18,2 36,3/47,5/16,2 0,97 (0,82-1,14) 

0,75 

1,04 (0,79-1,37) 

0,42 

0,87 (0,60-1,25) 

0,42 

0,99 (0,77-1,29) 

0,95 

0,85 (0,61-1,18) 

0,33 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio 

recessivo; IC: intervalo de confiança. 
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Tabela 7. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio com ou sem fissura palatina não-sindrômica 

(FL±PNS) com alta ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

 Controle (%)  FL±PNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p 

ORHom (95% IC) 

Valor de p 

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

Valor de p 

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,9/42,9/20,2 40,8/45,6/13,7 1,01 (0,78-1,31) 

0,92 

0,80 (0,53-1,20) 

0,21 

1,34 (0,70-2,57) 

0,33 

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

0,52 

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

0,17 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,9/44,1/17,0 42,5/43,0/14,5 0,89 (0,69-1,16) 

0,41 

0,78 (0,51-1,18) 

0,22 

0,79 (0,44-1,40) 

0,71 

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

0,21 

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

0,71 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,9/47,6/20,5 36,2/47,3/16,5 0,97 (0,75-1,24) 

0,80 

0,76 (0,50-1,16) 

0,12 

0,99 (0,55-1,78) 

0,93 

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

0,30 

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

0,56 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,2/45,6/18,2 33,0/45,1/21,9 1,21 (0,94-1,56) 

0,13 

1,10 (0,72-1,67) 

0,55 

2,16 (1,21-3,85) 

0,01 

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

0,19 

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

0,006 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio recessivo; 

IC: intervalo de confiança. 

Em negrito valores de p significantes após ajuste com correção de Bonferroni para múltiplos testes (p≤0,0125). 
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Tabela 8. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio com ou sem fissura palatina não-sindrômica 

(FLNS) com baixa ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

 Controle (%) FLNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p 

ORHom (95% IC) 

Valor de p 

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

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) 

0,26 

1,00 (0,69-1,44) 

0,13 

0,61 (0,35-1,04) 

0,30 

0,88 (0,62-1,25) 

0,48 

0,61 (0,37-1,01) 

0,04 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,9/44,3/16,8 30,9/47,9/21,2 1,15, (093-1,43) 

0,19 

1,35 (0,92-1,98) 

0,17 

1,51 (0,93-2,45) 

1,04 

1.39 (0,97-2,00) 

0,06 

1,27 (0,83-1,95) 

0,27 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,7/48,2/20,1 34,7/49,7/15,6 0,91 (0,73-1,14) 

0,43 

0,95 (0,65-1,39) 

0,40 

0,72 (0,43-1,20) 

0,08 

0,88 (0,61-1,26) 

0,48 

0,74 (0,47-1,17) 

0,19 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,3/46,1/17,6 38,2/43,5/18,3 0,98 (0,78-1,23) 

0,88 

0,91 (0,63-1,33) 

0,88 

0,99 (0,61-1,61) 

0,61 

0,94 (0,66-1,33) 

0,70 

1,04 (0,67-1,61) 

0,86 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio 

recessivo; IC: intervalo de confiança. 
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Tabela 9. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio com ou sem fissura palatina não-sindrômica 

(FLNS) com alta ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

 Controle (%) FLNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p 

ORHom (95% IC) 

Valor de p 

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

Valor de p 

rs11623717 (AA/AG/GG) 36,9/42,9/20,2 35,9/47,1/17,0 1,04 (0,70-1,54) 

0,82 

0,60 (0,32-1,14) 

0,04 

1,74 (0,73-4,14) 

0,72 

0,77 (0,43-1,38) 

0,38 

2,26 (1,00-5,09) 

0,05 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,9/44,1/17,0 37,1/43,5/19,4 0,84 (0,57-1,25) 

0,40 

0,90 (0,49-1,64) 

0,58 

0,60 (0,22-1,63) 

0,08 

0,83 (0,47-1,49) 

0,53 

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

0,33 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,9/47,6/20,5 33,2/45,3/21,5 0,95 (0,65-1,38) 

0,79 

0,67 (0,36-1,27) 

0,44 

0,94 (0,40-2,22) 

0,40 

0,73 (0,49-1,33) 

0,30 

1,18 (0,54 -2,59) 

0,67 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,2/45,6/18,2 36,3/47,5/16,2 1,20 (0,83-1,74) 

0,31 

1,15 (0,60-2,19) 

0,24 

2,02 (0,88-4,64) 

0,76 

1,33 (0,73-2,44) 

0,34 

1,87 (0,89-3,93) 

0,10 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio 

recessivo; IC: intervalo de confiança. 
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Tabela 10. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio com ou sem fissura palatina não-sindrômica 

(FLPNS) com baixa ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

 Controle (%) FLPNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p 

ORHom (95% IC) 

Valor de p 

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

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) 

0,83 

0,90 (0,68-1,19) 

0,75 

0,95 (0,67-1,35) 

0,13 

0,91 (0,71-1,18) 

0,49 

1,01 (0,74-1,38) 

0,95 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,9/44,1/17,0 37,1/43,5/19,4 1,04 (0,88-1,22) 

0,62 

0,92 (0,70-1,21) 

0,32 

1,20 (0,84-1,20) 

0,73 

1,00 (0,77-1,29) 

0,97 

1,25 (0,91-1,72) 

0,16 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,9/47,6/20,5 33,2/45,3/21,5 0,97 (0,83-1,14) 

0,78 

0,73 (0,55-0,97) 

0,06 

0,96 (0,68-1,35) 

0,70 

0,80 (0,61-1,04) 

0,09 

1,15 (0,85-1,55) 

0,36 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,2/45,6/18,2 36,3/47,5/16,2 1,02 (0,87-1,20) 

0,79 

0,99 (0,75-1,31) 

0,88 

1,08 (0,76-1,54) 

0,15 

1,02 (0,78-1,31) 

0,90 

1,08 (0,79-1,49) 

0,61 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio 

recessivo; IC: intervalo de confiança. 
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Tabela 11. Associação dos polimorfismos de nucleotídeo único em pacientes com fissura de lábio com ou sem fissura palatina não-sindrômica 

(FLPNS) com alta ancestralidade africana. Os valores de p foram ajustados para covariáveis por análise de regressão logística. 

 Controle (%) FLPNS (%) ORalelo (95% IC) 

Valor de p 

ORHet (95% IC) 

Valor de p 

ORHom (95% IC) 

Valor de p 

ORDom (95% IC) 

Valor de p 

ORRec (95% IC) 

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) 

0,99 

0,82 (0,52-1,29) 

0,60 

1,07 (0,51-2,26) 

0,51 

0,86 (0,55-1,33) 

0,49 

1,20 (0,60-2,42) 

0,60 

rs17563 (AA/AG/GG) 38,9/44,1/17,0 37,1/43,5/19,4 0,92 (0,68-1,22) 

0,56 

0,74 (0,46-1,18) 

0,33 

1,06 (0,56-2,01) 

0,52 

0,81 (0,52-1,25) 

0,33 

1,25 (0,69-2,26) 

0,45 

rs2071047 (GG/GA/AA) 31,9/47,6/20,5 33,2/45,3/21,5 0,97 (0,74-1,28) 

0,86 

0,72 (0,45-1,16) 

0,34 

0,95 (0,49-1,84) 

0,91 

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

0,25 

1,17 (0,65-2,11) 

0,61 

rs2761887 (CC/CA/AA) 36,2/45,6/18,2 36,3/47,5/16,2 1,21 (0,92-1,59) 

0,16 

1,15 (0,71-1,86) 

0,04 

2,22 (1,17-4,21) 

0,19 

1,36 (0,87-2,14) 

0,17 

2,05 (1,15-3,64) 

0,01 

ORalelo: Odds Ratio alelo; ORHet: Odds Ratio heterozigoto; ORHom: Odds Ratio homozigoto; ORDom: Odds Ratio dominante; ORRec: Odds Ratio 

recessivo; IC: intervalo de confiança. 
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Tabela 12. Análises de haplótipos dos polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) no 

gene BMP4 no estudo caso-controle de FL±PNS. 

a) Dois SNPs 

SNPs Haplótipo Controle FL±PNS OR (95% IC) Valor de p  

rs11623717 e 

rs17563 

A-G 36,6% 37,6% - - 

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 

rs2071047 

A-G 53,7% 54,0% - - 

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 

rs2761887 

A-C 34,7% 36,4% - - 

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 

rs2071047 

A-A 42,7% 39,9% - - 

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 

rs2761887 

A-A 45,3% 43,3% - - 

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 

rs2761887 

A-A 37,8% 36,3% - - 

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) Três SNPs 

SNPs Haplótipo Controle FL±PNS OR (95% IC) p  

rs11623717, rs17563 e 

rs2071047 

A-G-G 36,5% 36,3% - - 

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 

rs2761887 

G-A-A 33,5% 31,9% - - 

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 

e rs2761887 

A-G-C 32,8% 34,9% - - 

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-A-C 3,6% 3,5% 0,91 (0,57-1,43) 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 1,2% 1,6% 1,09 (0,61-1,97) 0,41 

rs17563, rs2071047 e 

rs2761887 

A-A-A 37,3% 35,3% - - 

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 

Haplótipo* Controle FL±PNS OR (95% IC) 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) 0,48 

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 

*Sequência: rs11633717, rs17563, rs2071047 e rs2761887. 
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Em seguida, nós realizamos a análise pareada da interação SNP-SNP entre os 

SNPs em BMP4 com SNPs nos genes FGFR1, GREM1, NOG, VAX1 e no lócus 

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 análises revelaram 13 pares de SNPs em interação de significância 

com BMP4 após correção do valor de p por teste de permutação (Tabela 13). Nossos 

resultados encontraram interações altamente significativas entre 3 polimorfismos de 

BMP4 com VAX1 após correção: rs11623717-rs7078160 (p<0,001), rs2071047-

rs7078160 (p<0,001), rs2761887-rs7078160 (p<0,001) (Tabela 13). Além disso, as 

interações que ocorreram entre os polimorfismos em VAX1 e em BMP4 foram as que 

apresentaram o maior número de genótipos de risco envolvidos (NHa variando entre 

4 a 5). Também foram vistas interações significantes entre rs11623717 (BMP4) e 

rs227731 (NOG) (p=0,006) e entre rs2761887 (BMP4) e rs13317 (FGFR1) (p=0,004) 

(Tabela 13) e as interações envolvendo rs11623717 (BMP4) e rs7829058 (FGFR1) 

(p=0,033) e rs17563 (BMP4) e rs3741442 (12q13.13) (p=0,046) foram detectados com 

valores de p limítrofes (Tabela 13). As interações que ocorreram entre os 

polimorfismos rs16969816 (GREM1), rs1907989 (4p16.2), rs7829058 (FGFR1) e 

rs11623717 em BMP4 foram apenas entre genótipos de risco, porém apenas a 

interação entre rs7829058 (FGFR1) e 11623717 (BMP4) conseguiu se manter 

significativa após a correção por permutação. 
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Tabela 13. Interações entre polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) preditivos de risco para fissura labial com ou sem fissura 

palatina não sindrômica (FL±PNS), com base no modelo de redução da dimensionalidade multifatorial. 

SNP1 SNP2 NHa betaHb NLc betaLd Valor de Pe Valor de P Permutadof 

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 3,51e-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 0.7464 1 -0.8022 1,69e-03 0.037 

rs2761887 (BMP4) rs34246903 (4p16.2) 1 0.3664 2 -0.3929 1,94e-03 0.029 

rs2071047 (BMP4) rs13317 (FGFR1) 2 0.3118 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 (4p16.2) 2 0.5451 0 NA 2,75e-03 > 0.05 

rs11623717 (BMP4) rs7829058 (FGFR1) 1 0.4396 0 NA > 0.05 0.033 

aNúmero de genótipos significativos de alto risco na interação, bCoeficiente de regressão em duas etapas para exposição de alto 

risco, cNúmero de genótipos significativos de baixo risco na interação, dCoeficiente de regressão em duas etapas para exposição 

de baixo risco, eValor de P para o modelo de interação ajustado para covariáveis, fValor de P permutado para o modelo de 

interação. Em negrito valores de p significantes após teste de 1000 permutações (p≤0,05).
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6 DISCUSSÃO  

A miscigenação de uma população pode gerar influência sobre os diferentes 

aspectos que envolvem o estudo das FONS, sendo de extrema importância considerar 

dados de miscigenação no delineamento dos estudos. Dentre esses aspectos está a 

variação da taxa de prevalência dos diferentes fenótipos de fissuras que pode variar 

na população ao comparar um grupo imigrante versus a etnia local do país, pois o 

grupo imigrante apresenta taxas de FONS semelhantes às de etnias de seus países 

de origem (Mossey et al., 2009). Outra influência guiada pela miscigenação está na 

associação de risco no desenvolvimento de FONS, pois diferentes genes podem 

apresentar alelos com associação protetiva ou de risco de acordo com a ascendência 

étnica da população avaliada (Viena et al., 2018). Essa variabilidade de associação 

genética de risco de acordo com ascendência étnica também ocorre no gene BMP4, 

pois ao considerar o OR na população geral para o SNP rs17563 não se obtém 

associação significativa de risco no desenvolvimento de FLPNS, porém quando a 

análise é estratificada por etnia, evidencia-se que rs17563 apresenta associação de 

risco aumentado para FLPNS em população chinesa e brasileira (Bahrami et al., 

2020). Porém vale ressaltar que a população brasileira avaliada não teve sua 

miscigenação considerada. Diferentes resultados após estratificação de populações 

por etnia já ocorreram em outros genes, como no polimorfismo rs12532 em MSX1, 

que em análise geral de populações de diferentes etnias apresenta associação a 

FPNS, porém em análise estratificada de acordo com a etnia da população avaliada 

o mesmo SNP é fator de proteção para FPNS em populações com ascendência 

asiática e caucasiana, e não houve associação com formação de FONS em população 

miscigenada da américa latina (Gu et al., 2018). No presente estudo, os polimorfismos 

rs11623717, rs17563, rs2071047 e rs2761887 não apresentaram associações 

relevantes com grupos FL±PNS, FLNS e FLPNS em análise sem divisão por 

ascendência étnica, mas levando-se em conta como fator de confusão dados de 

miscigenação do grupo. Porém, após divisão por ascendência, o grupo com maior 

ancestralidade africana revelou relação de risco de rs2761887 para o 

desenvolvimento de FL±PNS, com poder estatístico de 99,4%. 

Como exposto, a múltipla etnia de uma população exerce influência direta na 

associação de risco de um gene candidato à ocorrência de FONS em uma população, 
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esta relação também pode ser vista na divergência na frequência alélica entre as 

populações mundiais estudadas (Machado et al., 2019). Entretanto, apesar do 

polimorfismo rs2761887 em BMP4 apresentar associação de risco para o 

desenvolvimento de FONS em população brasileira com maior ancestralidade 

africana, a frequência alélica de acordo com a etnia para este SNP é de 0,54 e de 

0,56 para populações africanas e europeias, respectivamente, segundo dados do 

projeto 1000 genomes (https://www.genome.gov/27528684/1000-genomes-project), 

não apresentando grande divergência entre estas etnias. E em nosso estudo a 

frequência alélica encontrada foi de 0,39 para o alelo A do polimorfismo rs2761887 

em BMP4. A variação da frequência alélica entre populações é visualizada no SNP 

rs17563, um dos mais estudados no gene, e também o que mais apresenta 

heterogeneidade nas frequências alélicas (Machado et al., 2018). A frequência global 

média do alelo G do polimorfismo rs17563 em BMP4 é 0,39 (Hu et al., 2015), para 

etnia africana a frequência alélica é 0,18 e para etnia europeia é 0,45 (1000 Genomes 

Project). No presente estudo, a frequência alélica encontrada para este polimorfismo 

foi 0,39, estando próxima da frequência de 0,38 encontrada por Araújo et al. (2012) 

também na população brasileira para o polimorfismo rs17563 em BMP4. 

Apesar de as análises de polimorfismos de modo individual resultarem em 

descobertas significativas, a análise de haplótipos torna-se uma alternativa adicional 

interessante e poderosa para o mapeamento de genes de susceptibilidade ao 

desencadeamento de desordens, por proporcionar dados sobre desequilíbrio de 

ligação dos SNPs alvos e fornecer um painel mais próximo da realidade sobre o 

padrão de herança do respectivo gene (Liu et al., 2008). No estudo realizado por Ren 

et al. (2011) houve associação de haplótipos no gene BMP4 com o risco de 

desenvolvimento e aumento da gravidade da ossificação do ligamento longitudinal 

posterior (OPLL) em população chinesa, e os autores consideram que o haplótipo 

TGGGCTT formado pelos SNPs em BMP4 está associado a superexpressão do 

mRNA de BMP4 ou da proteína BMP4 na matriz extracelular das células do ligamento 

longitudinal posterior em pacientes com OPLL. A análise de haplótipos do presente 

estudo não obteve associação de significância entre haplótipos de BMP4 e a 

ocorrência de FL±PNS.  

  A análise da interação gene-gene pode trazer informações preditivas 

importantes sobre a formação de doenças multifatoriais altamente complexas como 
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as FONS (Wang et al, 2020), pois o efeito produzido por SNPs de maneira isolada nos 

fenótipos de doenças complexas pode ser mascarado por resultados de alterações 

epigenéticas resultantes da dinâmica das interações entre genes, somada a influência 

de fatores de confusão não genéticos, como os fatores ambientais (Liu, et al. 2016). 

Nossos resultados apontam fortes interações entre os SNPs rs11623713, rs2071047 

e rs2761887 em BMP4 e o rs7078160 localizado no gene VAX1. O gene VAX1 codifica 

um regulador transcricional, que exerce funções essenciais para o desenvolvimento 

craniofacial humano, tendo já sido associado ao desenvolvimento das FL±PNS (Chai 

et al., 2021). Em células cultivadas derivadas da vesícula óptica de camundongos 

silenciados para o gene Shh, observou-se uma regulação negativa de BMP4 sobre 

VAX1. SHH é um gene que atua de forma antagônica a BMP4 durante o 

desenvolvimento (Zhao et al., 2010). Assim como rs2761887 em BMP4, o 

polimorfismo rs7078160 de VAX1 também foi associado a formação de FL±PNS em 

população brasileira com enriquecimento da ancestralidade africana (do Rego Borges 

et al., 2015). 

 Outra interação SNP-SNP positiva foi com rs227731 em NOG. O gene NOG é 

conhecido como antagonista específico da via de BMP4, por sintetizar a proteína 

Noggin que se liga ao receptor celular das BMPs, impedindo a ligação de BMP4 

(Krause et al., 2011). He et al. (2010) investigaram o papel da sinalização de Noggin 

e BMP na palatogênese em camundongos com silenciamento para NOG, seus 

resultados demonstraram que a inativação de Noggin leva a formação de FP, pois a 

inibição da via das BMPs realizada por Noggin é indispensável para manutenção 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 níveis de 

BMP2 e BMP4 e assim, maior diferenciação de osteoblastos e maior gênese de 

osteoclastos. O SNP rs227731 está localizado em região intergênica do cromossomo 

17q22, podendo estar em desequilíbrio de ligação com outros polimorfismos ou ter 

efeitos regulatórios em genes adjacentes (Aquino et al., 2014). Em estudo anterior, 

esse mesmo polimorfismo foi relatado como fator de risco para FLPNS em uma 

população brasileira com enriquecimento da ancestralidade europeia (Aquino et al., 

2014). 
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 Os polimorfismos rs2761887 e rs2071047 em BMP4 apresentaram interações 

significantes com rs13317 e rs7829058 do gene FGFR1. A via de sinalização de FGFs 

faz parte das múltiplas vias sinalizadoras na palatogênese e uma sinalização 

inadequada nessa via pode contribuir com até 5% dos casos de FONS (Riley et al., 

2007). Durante a diferenciação osteogênica, as expressões de FGF1 e 2 reduzem 

acentuadamente os genes marcadores precoces de comprometimento osteogênico, 

como BMP4, agindo de formas antagônicas BMP4 (Simann et al., 2017). Durante a 

palatogênese de camundongos com deleção de Fgfr1 em células da crista neural, 

observou-se o retardo da proliferação celular do mesênquima e epitélio, impedindo o 

desenvolvimento dos processos nasais e mediais e a elevação das cristas palatinas 

de forma a não completar a fusão do palato (Wang et al. 2013). O SNP rs13317 de 

FGFR1 foi associado à proteção em reparo ósseo sem intercorrências em população 

brasileira, enquanto que haplótipos contendo rs17563 estão ligados a falhas de 

reparação óssea adequada por interferir na homeostase óssea (Guimarães et al., 

2013). Além disso, a interação gene-gene entre haplótipos de rs2761884 em BMP4 e 

rs4631909 em FGF3 foi associada a proteção de ocorrência de peri-implantite em 

população brasileira (Coelho et al., 2016). Resultados prévios revelaram que rs13317 

em FGFR1 reduz o risco de FL±PNS na população brasileira (Machado et al., 2022), 

porém nenhuma associação foi encontrada para rs7829058 na mesma população 

(Machado et al., 2016). 

 O SNP rs16969862 em GREM1 interagiu significativamente com rs2071047 em 

BMP4. Apesar de GREM1 não demonstrar efeitos craniofaciais durante a 

embriogênese em estudos funcionais com camundongos deficientes para Grem1, este 

gene é relatado como antagonista clássico de BMPs (Ludwig et al., 2016). GREM1 

pode apresentar diferentes níveis de afinidade de ligação com BMPs em células do 

epitélio renal, por exemplo, havendo uma preferência 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 população brasileira, o SNP 

rs16969862 em GREM1 foi associado com um risco reduzido para o desenvolvimento 

de FL±PNS (Viena et al., 2018). 

 Os SNPs rs1907989 e rs34246903 na região cromossômica 4p16.2 

demonstraram associações significativas com rs2071047 e rs1761887 em BMP4, 

respectivamente. O lócus 4p16.2 é uma região intergênica, contendo os genes EVC e 
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EVC2, que já foram associados a síndromes que atingem o complexo craniofacial em 

humanos (Qian et al., 2022), e a variante rs34246903 de 4p16.2 já foi associada a um 

menor risco de desenvolvimento de FLNS na população brasileira (Machado et al., 

2022). Interações funcionais entre EVC e EVC2 com BMP4 ainda não foram descritas 

na literatura, entretanto, 4p16.2 está localizado próximo ao gene MSX1 (Msh 

Homeobox1), e já foi relatado que deleções de até 12 kb sobrepuseram o gene MSX1 

em humanos (Silva et al., 2018). MSX1 é um gene frequentemente estudado por sua 

importância no desenvolvimento de fissuras orofaciais, e já foi demonstrado que 

MSX1 ativa a expressão de BMP4 no mesênquima durante a morfogênese dental em 

camundongos (Jia et al., 2013). Mutações de perda de função em MSX1 em humanos 

levam a agenesia dentária de molares e segundos pré-molares (Vastardis et al., 

1996). Curiosamente, nosso estudo encontrou interação significativa entre 4p16.2 e 

BMP4, mas o mesmo não foi válido para a interação entre rs62636562 em MSX1 e 

BMP4 (dado não mostrado). Machado et al (2022) não descartam a possibilidade do 

polimorfismo rs34246903 de 4p16.2 estar em desequilíbrio de ligação com outros 

polimorfismos, segregando conjuntamente com uma variante causal ainda 

desconhecida para fissuras orofaciais ou apresentar efeitos regulatórios em genes 

próximos, como MSX1. São necessários mais esforços para investigar esta interação 

entre os SNPs nos lócus 4p16.2 com os tag-SNPs em BMP4 para esclarecer os 

mecanismos pelos quais ela está relacionada com o desenvolvimento de FONS.  
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7 CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo apontam para um risco aumentado de FL±PNS em 

indivíduos brasileiros com ancestralidade africana na presença do polimorfismo 

rs2761887 em BMP4. Além disso, as análises de interações revelaram vários 

resultados significativos, sugerindo que BMP4 pode, individualmente ou interagindo 

com FGFR1, GREM1, NOG, VAX1 e o lócus 4p16.2 contribuir para o risco das 

FL±PNS na população brasileira.  
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