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RESUMO 

Fissuras labiais e/ou palatinas não sindrômicas (NSCLP) são deformidades 

congênitas comuns com etiologia multifatorial e complexa envolvendo fatores 

ambientais e genéticos. Variantes genéticas em elementos cis-regulatórios 

preferencialmente dentro de enhancers já foram demostradas ter associação com 

diversas doenças. Além disso, já foram documentadas variantes genéticas em 

elementos cis regulatórios como agentes causais de más-formações craniofaciais. Por 

exemplo, já se identificaram variantes associados com NSCLP numa região enhancer 

que regula a expressão do gene p63, gene importante no desenvolvimento 

craniofacial, tais variantes eliminam a função do enhancer, causando a expressão 

deficiente de p63 e a presença de más-formações craniofaciais. Portanto, o objetivo 

desse estudo foi avaliar se existe variantes genéticas previamente associadas a 

NSCLP, que estejam localizadas em enhancers de células da crista neural humana, 

células que, dentre outras funções, originam tecidos ectomesenquimais orofaciais. O 

estudo foi qualitativo, analítico e retrospectivo; onde 751 variantes associadas a 

NSCLP foram obtidas do catalogo GWAS, PUBMED e DISGENET, e em seguida 

foram inseridas nos navegadores ENSEMBL, UCSC GENOME BROWSER HOME, 

NCBI, VISTA ENHANCER BROWSER, e STAMP para avaliações quanto: marcações 

nos dados de ChIP-seq de histonas e ATAC-seq envolvidos com a atividade enhancer 

de células da Crista Neural, a presença de sítios de ligação para Fatores de 

Transcrição (FT), ao tipo de variante, ao gene mapeado, a predição da atividade 

enhancer in vivo em camundongos transgênicos, e ao estudo de motifs. Observou-se 

que 11% do total das variantes teve algum tipo de marcação nos dados de ChIP-seq 

de histonas e ATAC-seq relacionados à atividade enhancers, em células da Crista 

Neural Humana com as marcações em histonas mais frequentes de H3K27ac, 

H3K4me1, H3K4me3 acontecendo principalmente nas variantes intrônicas. Na 

avaliação de sobreposição das marcações, as mais frequentes foram: H3K27ac - 

H3K4me1. 36% dessas variantes se encontravam em sequencias de ligação para TF. 

Os genes com maior número de variantes foram: TFAP2A, MSX1, PAX7, AXIN2, 

BMP4, SUMO1 e IRF6, sendo TFAP2A o gene top com 6 variantes intrônicas, 2 

exônicas e 1 variante intergênica. Do total das variantes associadas a fissuras labiais 

e/ou palatinas não sindrômicas, 2 variantes estavam inseridas em regiões que 

exibiram atividade de enhancer in vivo detectadas na região craniofacial por meio da 

geração de camundongos transgênicos. Como conclusão, as análises evidenciaram 



 
 

que existem variantes genéticas associadas a NSCLP que estão localizadas em 

enhancers de células da crista neural humana. 

Palavras chave: fissura labial, fissura palatina, fissura orofacial, enhancer, snp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Non-syndromic cleft lip and/or palate (NSCLP) are common congenital malformations 

with a multifactorial and complex etiology involving environmental and genetic factors. 

Genetic variants in cis-regulatory elements, preferentially within enhancers, have been 

shown to be associated with several diseases. In addition, genetic variants in cis-

regulatory elements have already been documented as causative agents of 

craniofacial malformations during embryonic development. For example, variants 

associated with NSCLP have already been identified in an enhancer region that 

regulates the expression of the p63 gene, an important gene in craniofacial 

development, these variants eliminate the function of the enhancer, causing deficient 

expression of p63 and the presence of craniofacial malformations. The objective of this 

study was to evaluate the genetic variants associated with NSCLP in human neural 

crest cell enhancers, cells that, among other functions, originate orofacial 

ectomesenchymal tissues. The study was qualitative, analytical, and retrospective. 751 

variants previously associated with non-syndromic cleft lip and/or palate were obtained 

from the GWAS catalog, PUBMED, and DISGENET, and then the variants were 

inserted in the ENSEMBL, UCSC GENOME BROWSER HOME, NCBI, VISTA 

ENHANCER BROWSER, and STAMP database to evaluate the histone ChIP-seq and 

ATAC-seq  data marks involved in the enhancers activity of neural crest cells, the 

presence of transcription factors binding sites, the type of variant, the mapped gene, 

the prediction of enhancer activity in vivo in transgenic mice, and the study of motifs. It 

was observed that 11% of the total variants had some type of the histone ChIP-seq 

and ATAC-seq marks related to the activity of human neural crest cells enhancers. The 

most frequent histone marks of H3K27ac, H3K4me1, H3K4me3 mostly occurring in 

the intronic variants. The evaluation of overlapping marks, the most frequent were: 

H3K27ac – H3K4me1. 36% of these variants were found in binding sites for 

Transcription Factors. The genes with the highest number of variants were: TFAP2A, 

MSX1, PAX7, AXIN2, BMP4, SUMO1, and IRF6, with TFAP2A being the top gene with 

6 intronic, 2 exonic, and 1 intergenic variant. From those variants associated with non-

syndromic cleft lip and/or palate, 2 variants were inserted into regions previously 

detected to have in vivo enhancer activity detected in the craniofacial area through in 

transgenic mice. It can be concluded that there are genetic variants associated with 

non-syndromic cleft lip and/or palate localized in human neural crest cell enhancers. 



 
 

Key-words: cleft lip, cleft palate, orofacial cleft, enhancer, snp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1- Distribuição da localização das variantes genéticas associadas NSCLP em 

diferentes regiões do genoma 43 

 

Figura 2- Distribuição das variantes genéticas associadas a NSCLP segundo a 

marcação nos motifs para FT e marcações nos dados de ChIP-seq de histona e ATAC-

seq  para enhancer em células da crista neural humana. 43 

 

Figura 3- Distribuição das variantes genéticas associadas a NSCLP que se encontram 

em sequencias motifs para FT. 44 

 

Figura 4- Distribuição da localização das variantes que tiveram alguma marcação nos 

dados de ChIP-seq de histonas e ATAC-seq  para enhancer de células da Crista 

Neural. 44 

 

Figura 5- Distribuição da marcação para FT das variantes que tiveram  alguma 

marcação de ChIP-seq de histonas e ATAC-seq para enhancer de células da Crista 

Neural.  45 

 

Figura 6- Distribuição das variantes segundo as marcações nos dados de ChIP-seq 

de histonas e ATAC-seq para enhancer de células da Crista Neural. 46 

 

Figura 7- Distribuição de número de variantes com marcação nos dados de ChIP-seq 

de histonas e ATAC-seq para enhancer de células da Crista Neural segundo as suas 

regiões de localização. 46 

 

Figura 8- Gráfico de Venn, número de sobreposições das marcações das variantes 

que tiveram  marcação nos dados de ChIP-seq de histonas e ATAC-seq para 

enhancer de células da Crista Neural. 47 

 

Figura 9- Número das variantes nos genes, ou próximo a eles, mapeados das 

variantes que tiveram marcação nos dados de ChIP-seq de histonas e ATAC-seq  para 

enhancer de células da Crista Neural. 48 

 

Figura 10-  Distribuição do total das variantes associadas a NSCLP avaliadas no 

banco de dados VISTA ENHANCER BROWSER. 49 

 



 
 

Figura 11- Avaliação dos motifs com as variantes associadas a NSCLP que tiveram 

marcação nos dados de ChIP-seq de histona  e ATAC-seq  para enhancers de células 

da Crista Neural no STAMP. 50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 

  

NSCLP: Fissuras labiais e/ou palatinas não sindrômicas 

CCN: Celulas de crista neural 

CCNH: Celulas de crista neural humana 

SNP: Polimorfismos de nucleotídeos únicos 

TN: Tubo neural 

FT: Fatores de transcrição  

CPM: Mesoderma paraxial craniano  

EMT: Transição epitelial para mesenquimal 

VWS: Síndrome de Van der Woude 

RISC: Complexo de silenciamento induzido por RNA 

GTF: Fatores gerais de transcrição  

CP: Fissura palatina 

CL: Fissura labial  

CL ±CP: Fissura labial com ou sem fissura palatina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

 

1  INTRODUÇÃO                                                                                                       15 

2  REVISÃO DA LITERATURA                                                                                 17 

3  PROPOSIÇÃO                                                                                                       37 

4  MATERIAL E MÉTODOS                                                                                      38 

5  RESULTADOS                                                                                                       42 

6  DISCUSSÃO                                                                                                          51 

7  CONCLUSÃO                                                                                                        56 

REFERÊNCIAS                                                                                                          57 

ANEXOS                                                                                                                    80 

Anexo 1- Verificação de originalidade e prevenção de plágio                                   80 

Anexo 2- Variantes associadas a fissuras labiais e/ ou palatinas                              81 

Anexo 3- Variantes com marcação em ChIP-seq e ATAC-seq para enhancer          81   

Anexo 4 - Imagens do Genoma Browser                                                                   81                                           

 

 



15 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

Durante o desenvolvimento embrionário, a face começa se formar no final da 

quarta semana, com o desenvolvimento de processos ou proeminências faciais, 

consistindo principalmente de mesênquima derivado da crista neural, chamada 

também quarta capa germinativa (Sadler,2019). As células da crista neural são 

pluripotentes (Zalc et al.,2021), estas delaminam-se de sua origem e migram para 

diversas partes do corpo para se diferenciarem em vários tipos celulares, incluindo 

células do sistema nervoso periférico, melanócitos, cartilagem craniana, osso, células 

neuroendócrinas, células de tecidos (Mendez et al.,2020). Durante o processo de 

desenvolvimento podem ocorrer algumas alterações as quais tem o potencial de 

acarretar má-formação de alguma estrutura anatômica. Os defeitos na face ou outras 

alterações decorrentes de processos patológicos ou traumas têm consequências 

importantes, além de seus efeitos físicos; como aflições psicológicos, sociais e 

econômicos para os afetados e suas famílias (Ji et al.,2020; Moore,2013). 

Os defeitos mais comuns que causam uma aparência facial anormal, 

dificuldades de fala, ingestão de alimentos, infecções frequentes do ouvido médio e 

defeitos dentais são as fissuras orofaciais, que podem se apresentar associadas a 

uma síndrome ou de forma isolada, que são chamadas fissuras não sindrômicas. 

Estas se apresentam em, aproximadamente, 1 de cada 700 nascidos ou uma faixa de 

0,5–2,6 por 1.000 nascidos vivos. Isso se traduz em cerca de 220.000 bebês por ano 

nascidos com fissuras orofaciais não sindrômicas no mundo (Ji et al.,2020; Worley et 

al.,2018; Sadler,2019), epidemiologicamente 85% são fissuras labiais com ou sem 

fissura palatina, e em torno de 45% são fissuras palatinas isoladas (Deshpande & 

Goudy,2018; Jones,1988), as quais apresenta-se com maior incidência nas 

populações asiáticas e indígenas americanas. Já nas populações caucasianas se 

apresentam com uma incidência intermediária, e nas populações africanas com a 

menor incidência (Deshpande & Goudy,2018; Vanderas,1987). No Brasil a 

prevalência média de fissuras labiais e/ou palatinas é de 5,86 por 10.000 nascidos 

vivos, sendo a região Sul que apresenta a maior prevalência, enquanto o Nordeste 

tem a menor (Silva et al.,2018; Sousa & Roncalli, 2017). 

A etiologia das fissuras labiais e/ou palatinas não sindrômicas (NSCLP) é 

multifatorial, complexa e abrange fatores genéticos e ambientais (Worley et al., 2018). 
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Com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento do genoma humano, 

foram identificados vários polimorfismos de nucleotídeos únicos (snp- single 

nucleotide polymorphism) que se mostraram estar associados ao fenótipo das fissuras 

orofaciais, contribuindo na sua etiologia multifatorial (Cardenas et al.,2019).  

 Variações em regiões não codificantes tem sido importante na determinação 

de condições fenotípicas normais bem como estão envolvidas com a patogênese de 

doenças humanas (Franke et al.,2016; Laugsch et al.,2019; Lupiáñez et al.,2015). Por 

exemplo, variações nas sequências de enhancers, que são elementos cis-reguladores 

frequentemente encontrados em regiões não codificantes, já foram documentados 

serem agentes causais de má-formação durante o desenvolvimento (Spitz,2016; 

Long,2020). Embora as mutações em sequências de codificação de proteínas 

geralmente afetem vários tecidos nos quais um determinado gene está ativo, as 

mutações em regiões regulatórias não codificantes podem alterar seletivamente a 

expressão do gene alvo em contextos de tecido específicos (Long et al.,2020). Por 

exemplo, na identificação de uma variante numa região enhancer que regula a 

expressão do gene KRT8 em células epiteliais orais humanas. O gene KRT18 é 

expresso em muitos epitélios além da periderme como o ectoderma da superfície 

embrionária (Liu et al.,2020). Outro exemplo é na identificação de SNPs associados 

com NSCLP numa região enhancer que regula a expressão do gene p63, gene 

importante no desenvolvimento craniofacial, tais SNPs eliminam por completo a 

função do enhancer. (Lin-Shiao et al.,2019),  

Embora muitos genes e SNPs já foram documentados estarem associados a 

má-formações craniofaciais, ainda há muito a ser entendido sobre os mecanismos que 

tais genes e SNPs levam ou participam da patogênese destas doenças. A hipótese 

levantada do nosso estudo é que existem polimorfismos de nucleotídeos únicos 

associados a NSCLP que poderiam estar inseridos em regiões não codificantes, e que 

sejam elementos enhancers de células da crista neural humana (CCNH). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 DESENVOLVIMENTO CRANIOFACIAL 

2.1.1 CELULAS DA CRISTA NEURAL 

No desenvolvimento embrionário em vertebrados, um dos principais eventos 

após o processo de gastrulação é a neurulação, que permite a formação do tubo 

neural (TN) (Mendez et al.,2020). Com a formação do TN, o ectoderma neural gera o 

sistema nervoso central (SNC) e outro conjunto de células chamadas de células da 

crista neural (CCN) localizadas na parte mais dorsal do TN (Hall,2008; Simões-Costa 

et al.,2015). Essa população de células versáteis e plásticas foram descritas pela 

primeira vez por Wilhelm His há 150 anos (Hall,1999). 

As CCN dependendo do local de sua origem ao longo do eixo anteroposterior do 

embrião, podem ser classificadas em CCN craniais, troncais (incluindo cardíaco), 

vagais e sacrais (Minoux & Rijli,2010; Simões-Costa & Bronner,2013; Vega-Lopez et 

al.,2018).  

As CCN são pluripotentes (Zalc et al.,2021), porém podem se diferenciar em vários 

tipos de células, incluindo células do sistema nervoso periférico, melanócitos, 

cartilagem craniana e osso, células neuroendócrinas e vários outros fenótipos. Em 

humanos, pelo menos 47 tipos de células foram definidos como derivados de CCN 

(Vickaryous & Hall,2006), porém as CCN são consideradas a 4° camada germinativa 

(Sadler,2019). 

O desenvolvimento das CCN inclui indução, delaminação, migração, diferenciação e 

proliferação (Ji et al.,2019). 

• INDUÇÃO DE CCN: As células da crista neural são induzidas na interface entre a 

placa neural e o ectoderma não neural, uma região conhecida como borda da placa 

neural (NPB) (Ji et al.,2019). Moléculas Wnt morfogenéticas expressas em NPB, 

tubo neural dorsal e mesoderme paraxial mostraram induzir a formação de CCN 

(Ji et al., 2019). 

• DELAMINAÇÃO DE CCN: Após a indução, as CCN passam por uma transição 

epitelial-mesenquimal (EMT) e se delaminam do tubo neural (Ji et al.,2020). 

Durante a delaminação, as CCN ajustam sua adesão intercelular e obtêm a 

capacidade de migração (Ji et al.,2019). 
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• MIGRAÇÃO DE CCN: Foi demonstrado que várias moléculas de sinalização 

regulam a motilidade do CCN, como Rho, caderinas, Wnt, Bmp, Fgf e Yap (Chalpe 

et al.,2010; Clay et al.,2011; De Calisto et al.,2005; Kumar et al.,2019; Martinez et 

al.,2011). Em vez de migrar aleatoriamente, as CCN seguem correntes de 

migração segregadas em direção a do processo frontonasal, 1° e 2° arco faríngeo 

(Lumsden et al.,1991). Acredita-se que o posicionamento adequado das CCN seja 

determinado pela atividade do gene Hox e é influenciado pelos rombômeros 

específicos dos quais as CCN surgiram. Por exemplo, as CCN originários dos 

rombômeros 2 e 3 do rombencéfalo e sem expressão do gene Hox irão migrar para 

o 1° arco faríngeo (Lumsden et al.,1991; Ji et al.,2020). 

• DIFERENCIAÇÃO DE CCN: Duas teorias notáveis foram propostas para 

descrever a diferenciação das CCN. A primeira teoria sugere que as CCN são 

intrinsecamente programadas, isso pressupõe que cada um das CCN contém um 

"programa" molecular para o padrão facial e que carregam essa informação de 

padrão molecular com eles após a saída do tubo neural e que determina a estrutura 

em que eles se desenvolverão (Noden,1983; Cordero et al.,2011). Porém as CCN 

retêm sua multipotência mesmo nos estágios embrionários tardios do 

desenvolvimento, o que pode explicar por que os teratógenos podem exercer seus 

efeitos adversos mesmo no final da gestação humana (Cordero et al.,2011). A 

segunda teoria sugere que as CCN respondem à comunicação intercelular, 

adquirem informações de padrões faciais do ambiente em que eventualmente se 

encontram, da matriz extracelular e das células vizinhas, e a interação das CCN 

com as células circundantes influencia o destino das CCN (Del Barrio & Nieto, 

2002, Cordero et al.,2011). Nas proeminências orofaciais, o mesênquima derivado 

de CCN é coberto por epitélio e contém um núcleo do mesoderma paraxial 

craniano (CPM) com células precursoras musculares (Chai & Maxson,2006; 

Graham,2003). O desenvolvimento coordenado do esqueleto facial derivado de 

CCN e sua musculatura derivada do CPM associada contribui para a formação de 

estruturas orofaciais funcionais. Portanto, as interações entre células epiteliais, 

CCN e células CPM são consideradas críticas para o padrão craniofacial e 

diferenciação de CCN (Cordero et al.,2011). A interrupção dessas interações pode 

causar fissuras labiais e/o palatinas e outras malformações craniofaciais (Twigg & 

Wilkie, 2015; Ji et al.,2020). 
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• PROLIFERAÇÃO: Uma vez nas proeminências faciais, as CCN proliferam e as 

estruturas faciais começam a tomar forma (Cordero et al.,2011; Kaucka et 

al.,2016). Foi demonstrado que muitas vias de sinalização estão envolvidas na 

regulação da proliferação de CCN, incluindo Wnt e Shh, e a interrupção dessas 

vias causa defeitos craniofaciais, incluindo fissuras labiais e/o palatinas (Jeong et 

al.,2004 ; Ji et al.,2019). 

 

2.1.2 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DA FACE 

O desenvolvimento da face humana ocorre entre a quarta e a décimo segunda 

semana de vida intrauterina (Deshpande & Goudy,2018). Nos vertebrados as CCN 

craniais emergem das regiões do prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo (Couly 

& Le Douarin,1987 ; Serbedzija et al.,1992). Nesses locais, eles constituem todo o 

viscerocrânio (face) e partes das regiões membranosas e cartilaginosas do 

neurocrânio (crânio). Eles também constituem o resto dos tecidos nessas regiões, 

incluindo cartilagem, osso, dentina, tendões, derme, pia-máter e aracnóides, 

neurônios sensoriais e tecido conjuntivo glandular (Sadler,2019). 

Na quarta semana de desenvolvimento embrionário, as CCN se delaminam e migram 

ventralmente para os arcos faríngeos (1°,2°,3°;4°) para o desenvolvimento da face e 

pescoço, neste estágio cinco protuberâncias faciais se formam ao redor do 

estomodeu: a proeminência frontonasal, 2 processos maxilares e 2 processos 

mandibular pareados; os processos maxilares e mandibulares têm sua base de 

desenvolvimento no primeiro arco faríngeo (Hovorakova et al.,2018; Couly & Le 

Douarin,1987; Serbedzija et al.,1992). 

Na quinta semana de desenvolvimento embrionário, a proeminência frontonasal que 

desce na linha média do prosencéfalo dá origem a processos nasais mediais e laterais 

pareados. Os processos nasais medial e lateral circundam a placa nasal (epitélio 

olfatório prospectivo do nariz). À medida que os processos nasais aumentam ao redor 

de cada placa nasal, eles formam um fosso (o primórdio da narina e das cavidades 

nasais) com a placa nasal persistindo na parte inferior das narinas. À medida que 

cresce, dois processos nasais mediais adjacentes se fundem no plano medial para 

criar o filtro, o lábio superior medial, a ponta nasal, a columela e o palato primário, e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7901717/#R123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7901717/#R123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7901717/#R124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7427511/#B66
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7427511/#B66
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7427511/#B288
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7427511/#B66
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7427511/#B66
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7427511/#B288
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os processos nasais laterais se fundem para criar a face lateral do nariz (Deshpande 

& Goudy,2018). 

As proeminências maxilares emparelhadas crescem dos lados laterais em direção à 

linha média para se juntar à proeminência frontonasal, dando origem às bochechas e 

ao lábio superior lateral (Deshpande & Goudy,2018). 

A palatogênese ocorre durante as semanas 5 a 12 de desenvolvimento. O palato 

primário, que inclui o arco alveolar maxilar central com os quatro dentes incisivos e o 

palato duro anterior ao forame incisivo, primeiro se desenvolve a partir da expansão 

rápida da proeminência frontonasal e da fusão das proeminências nasais mediais. O 

palato secundário então se desenvolve a partir da fusão dos processos palatinos 

alongadas adjacentes à língua e, conforme a mandíbula cresce, a língua desce para 

a cavidade oral, permitindo que os processos palatinos do palato se alonguem e 

subam acima da língua. Os processos palatinos se fusionam com o palato primário e 

os palatos primário e secundário se fusionam com o septo nasal, a fusão do palato 

ocorre de uma direção anterior para posterior, começando no forame incisivo e 

concluindo com a fusão uvular ocorre da 8° a 12ª semanas de desenvolvimento 

embrionário (Hovorakova et al.,2018; Deshpande & Goudy ,2018). A palatogênese é 

complexa e envolve muitos processos celulares, incluindo a proliferação de células 

mesenquimais e epiteliais, transição epitelial para mesenquimal (EMT), migração 

celular, apoptose, transdução de sinalização através dos cílios primários e interação 

com a matriz extracelular (Yu et al.,2005; Zhang et al.,2002).  

Os processos mandibulares se fundem na linha média, formando o lábio inferior e o 

arco da mandíbula. Tonge (1967) afirmou que a fusão dos processos faciais deveria 

estar completamente concluída até o 38º dia embrionário em humanos (Hovorakova 

et al.,2018; Deshpande & Goudy,2018). 

Qualquer tipo de defeito ou alteração dos processos normais de desenvolvimento 

craniofaciais podem causar diferentes doenças como as fissuras labiais e/ou 

palatinas.  

2.2 FISSURAS LABIAIS E/OU PALATINAS  

As fissuras labiais e/o palatinas são anomalias congênitas comuns que 

resultam de defeitos dos processos faciais no desenvolvimento ou na fusão 



21 
 

adequadamente durante o desenvolvimento embrionário inicial (da quarta à décima 

segunda semana de gestação) (Deshpande & Goudy, 2018). As fissuras labiais e/o 

palatinas podem ser classificada como: 

2.2.1 FISSURAS LABIAIS E/OU PALATINAS SINDRÔMICAS 

A designação das fissuras orofaciais como sindrômicas geralmente se baseia 

na presença de anormalidades físicas ou cognitivas adicionais. Pelo menos 275 

síndromes, nas quais a fissura orofacial é uma característica primária, foram 

identificadas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM) e são causadas por mutação de um 

único lócus genético, anormalidades cromossômicas ou teratógenos. Das síndromes 

descritas, 75% têm uma causa genética conhecida, incluindo centenas de síndromes 

devido à herança mendeliana em um único lócus genético (Leslie & Marazita,2013). 

2.2.2 FISSURAS LABIAIS E/OU PALATINAS NÃO SINDRÔMICAS 

As fissuras labiais e/ou palatinas não sindrômicas (NSCLP) são encontradas 

como defeitos isolados quer dizer que carecem de características adicionais. A 

etiologia das NSCLP é multifatorial e complexa e inclui fatores genéticos e ambientais 

(Li et al.,2019). Se apresenta em 1 de cada 700 recém-nascidos ou uma faixa de 0,5 

a 2,6 por 1.000 nascidos vivos, isso se traduz em aproximadamente 220.000 bebês 

por ano que nascem com fissuras labiais e/o palatinas não sindrômicas (Mossey et 

al.,2011; Li et al.,2020). No Brasil, estudos recentes indicam que a prevalência média 

de NSCLP é de 5,86 por 10.000 nascidos vivos, mas essas taxas variam entre os 

diferentes estados. A região Sul apresenta a maior prevalência, enquanto o Nordeste 

tem a menor. Nos últimos anos, no entanto, houve uma tendência de aumento na 

prevalência de NSCLP relatada nas regiões norte e nordeste (Silva et al.,2018; Sousa 

& Roncalli, 2017).  As crianças nascidas com esta malformação sofrem de graves 

problemas de alimentação, dificuldades de fala, infecções freqüentes do ouvido médio 

e defeitos dentais (Mossey et al.,2009). Embora as fissuras possam ser reparadas 

cirurgicamente, os pacientes geralmente são submetidos a múltiplas cirurgias 

craniofaciais e odontológicas, bem como fonoaudiologia. Apesar dessas intervenções, 

os pacientes podem experimentar efeitos psicossociais ao longo da vida da 

malformação. De fato, os indivíduos nascidos com fissura têm maior incidência de 

problemas de saúde mental e maiores taxas de mortalidade em todas as fases da vida 

(Christensen et al.,2004; Wehby & Cassell,2010; Leslie & Marazita,2013). A fissura 



22 
 

também está associada a um risco maior de vários tipos de câncer, incluindo câncer 

de mama, cérebro e cólon, no indivíduo com fissura, bem como em seus familiares 

(Zhu et al.,2002; Bille et al.,2005; Menezes et al., 2009; Dietz et al.,2012; Leslie & 

Marazita,2013). 

2.2.2.1 EPIDEMIOLOGIA 

85% são CL ±CP, e aproximadamente 45% são CP isoladas (Deshpande & 

Goudy,2018; Jones,1988). A taxa de incidência de fissuras labiais e/o palatinas não 

sindrômicas em nascidos vivos, natimortos e abortos, varia de acordo com a raça; as 

populações asiáticas e indígenas americanas têm a maior incidência com 0,79 para 

4,04 por cento. 1000, as populações caucasianas têm uma incidência intermediária 

com 0,91 a 2,69 por 1000 e as populações africanas têm a menor incidência com 0,18 

a 1,67 por 1000 (Deshpande & Goudy,2018; Vanderas,1987).  A presencia das 

fissuras labiais e/ou palatinas é duas vezes mais comum em homens do que em 

mulheres, enquanto as fissuras palatinas são duas vezes mais comuns em mulheres 

(Mossey et al.,2009; Leslie & Marazita,2013).  

2.2.2.2 CLASIFICAÇÃO DAS FISSURAS LABIAIS E/OU PALATINAS NÃO 

SINDRÔMICAS 

As fissuras labiais e/o palatinas são classificadas por lateralidade e integridade, 

com este esquema de classificação baseado no desenvolvimento embriológico. A 

fissura labial pode ser unilateral ou bilateral. Aproximadamente 75% das fissuras 

labiais são unilaterais, entre as fissuras unilaterais, as fissuras do lado esquerdo são 

duas vezes mais comuns que as fissuras do lado direito (Gundlach & Maus, 2006; 

Leslie & Marazita,2013). A fissura labial também pode ser completa, na qual a fissura 

cobre toda a espessura do lábio superior e na qual a crista alveolar geralmente 

também tem fissura; A fissura labial é incompleta quando tem um segmento variável 

contínuo através da fissura chamada de banda de Simonart que é uma banda de 

tecido labial que se junta à região da fissura. A fissura palatina também é descrita 

como unilateral ou bilateral e completa ou incompleta. No entanto, eles também são 

classificados com base na localização da fissura em relação ao forame incisivo, as 

fissuras localizadas antes do forame incisivo são chamadas de fissuras do palato 

primário e as que estão detrás do forame incisivo são chamadas de fissuras do palato 
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secundário. Também pode ocorrer fissura palatina do tecido mole de forma isolada ou 

apenas úvula bífida (Deshpande & Goudy,2018). 

2.2.2.3 GENETICA MOLECULAR DE FISSURAS LABIAIS E/OU PALATINAS NÃO 

SINDROMICAS 

A identificação de genes que contribuem às NSCLP tem sido objeto de décadas 

de pesquisa, usando uma variedade de abordagens por exemplo, a análise de ligação, 

rearranjos genômicos, genes candidatos, estudos de associação genômica GWAS 

(Dixon et al.,2011; Maracite 2012; Leslie & Marazita,2013). Onde se identificaram mais 

de 350 genes que têm associações sindrômicas e/ou não sindrômicas de fissuras 

orofaciais em humanos (Funato & Nakamura,2017), mais de 300 genes foram 

implicados na fusão palatina em modelos experimentais humanos e animais e SNPs 

podem causar fissuras (Deshpande & Goudy,2018). No entanto, a etiologia das 

fissuras labiais e/o palatinas ainda é pouco compreendida com as múltiplas vias 

moleculares associadas a fissuras labiais e/o palatinas. As vias moleculares mais 

comumente estudadas incluem aquelas envolvidas com fatores de sinalização 

extracelular, fatores de transcrição e moléculas de adesão celular (Levi et al.,2011; 

Deshpande & Goudy,2018). 

• VIAS DE TGF- β e BMP: A superfamília do fator de crescimento transformador-

β (TGFβ) é composta pela família do fator de crescimento transformador-beta, 

bem como outras famílias, incluindo proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), 

fatores de crescimento e diferenciação (GDF), ativinas (ACTs) e inibinas (INH). 

A família TGFβ consiste em três isoformas, TGF-β 1, TGF-β 2 e TGF-β 3, que 

são moléculas de sinalização importantes para mediar muitos eventos no 

crescimento e desenvolvimento normais (Kingsley,1994; Poniatowski et al., 

2015). Esses fatores de crescimento são secretados por células e os fatores 

são ligados por receptores adjacentes, que então enviam sinais 

intracelularmente por meio de proteínas citoplasmáticas pertencentes à família 

Smad (Inman,2005), receptores TgfβR1 e TgfβR2 fosforilam SMAD 2/3 (Inman 

et al.,2002). Esse complexo é então transportado para o núcleo, onde são 

induzidas alterações transcricionais (Deshpande & Goudy, 2018). TgfβR3 liga 

todos os três ligantes Tgfβ, bem como BMP2. A perda de TgfβR3 resulta na 

elevação e alongamento dos processos palatinos interrompida e interferida e 
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também leva à expressão atípica das vias de sinalização de TGFβ e BMP 

dentro dos processos palatinos (Hill et al.,2015). Como os TGFβ1 e 2 

demonstraram ter um efeito na indução da condrogênese e da osteogênese, o 

conhecimento dessas mutações genéticas em um paciente com fissura pode 

auxiliar no planejamento cirúrgico e na previsão de possíveis complicações 

após o reparo (Joice et al.,1995). O Tgfβ3, que é expresso nas células epiteliais 

da borda medial, participa de vários processos celulares, incluindo a 

transformação epitelial em mesenquimal, bem como a morte celular 

programada do epitélio da borda medial do palato. Foi demonstrado que os 

camundongos sem Tgfβ3 exibem agenesia pulmonar e fissura palatina devido 

à má adesão do epitélio da borda medial e remoção da costura epitelial da linha 

média (Proetzel et al., 1995). A deleção condicional de Tgfβ3 do epitélio da 

borda medial foi associada apenas à formação de fissura palatina, e a correção 

desta por técnicas in vitro reverteu o fenótipo da fissura palatina (Deshpande & 

Goudy,2018). 

• SHH, FGF10, BMP E MSX1: O gene Sonic hedgehog (Shh) faz parte da família 

de genes Hedgehog, que codifica proteínas importantes para a interação 

célula-célula e é necessário para o desenvolvimento palatal e frontonasal 

(Tapadia et al.,2005). Shh é um alvo a jusante do fator de crescimento de 

fibroblastos 10 (Fgf10) e seu receptor Fgfr2b, que sinaliza durante o 

desenvolvimento do palato. Shh foi encontrado para ser expresso 

predominantemente em locais de interações epitélio-mesenquimal e é de vital 

importância para a indução de primórdios faciais, particularmente o processo 

frontonasal. A perda de Shh está associada a defeitos faciais da linha média, 

incluindo holoprosencefalia, bem como formação de fissura palatina, e também 

é expressa no epitélio da borda medial (Bitgood et al.,1995). Foi demonstrado 

que Shh expresso epitelialmente sinaliza diretamente o crescimento regular do 

palato para o mesênquima, enquanto a sinalização Shh regula a expressão de 

Bmp2, Bmp4, Msx1 e Fgf10 no mesênquima palatal adjacente. Em contraste, 

a inativação de smoothened (Smo), uma proteína envolvida na via de 

sinalização hedgehog, no mesênquima palatino afetou a proliferação das 

células epiteliais palatinas (Lan et al., 2009). A proteína 4 morfogênica óssea 

(Bmp4) é expressa no mesênquima e no epitélio da plataforma palatina, em 

áreas semelhantes ou vizinhas onde Shh é expresso (Bitgood et al., 1995). 
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Mutações BMP também foram associadas à fissura palatina; por exemplo, a 

mutação BMPR1B causa a sequência de Pierre Robin (Yang et al., 2017). Os 

receptores do fator de crescimento de fibroblastos foram associados a várias 

formas de craniossinostose sindrômica que incluem uma fissura palatina 

característica, incluindo a síndrome de Apert (FGF2) e a síndrome de Crouzon 

(FGF2, FGF3) (Wilkie et al., 1995; Reardon et. al 1999; Meyers et al., 1995). A 

síndrome de Apert é caracterizada por malformações craniofaciais, incluindo 

testa plana, retração média da face, fissura palatina e hipertelorismo, 

dificuldade de aprendizagem, mobilidade articular deficiente e sindactilia 

simétrica severa dos dedos das mãos e dos pés, que é a característica distintiva 

da síndrome de Apert de outras síndromes relacionadas ao FGFR2. A 

síndrome de Crouzon também se apresenta com testa plana, hipoplasia do 

meio da face e fissura palatina, mas está associada a deformidade facial menos 

grave em comparação com a síndrome de Apert e inteligência, mãos e pés 

normais (Ko,2016; Kreiborg et al., 1998). O gene homeobox Msx1 também é 

expresso na proeminência facial e é necessário para a expressão de Bmp2 e 

Bmp4 no mesênquima palatino e de Shh no epitélio da borda medial (Zhang et 

al.,2002). Msx1 regula o crescimento das proeminências maxilares (Medio et 

al.,2012). Camundongos deficientes em Msx1 apresentam fissura completa do 

palato secundário, juntamente com desenvolvimento maxilar anormal e 

processo alveolar ausente (Satokata et al.,1994).  Além disso, descobriu-se que 

Msx1 regula a angiogênese na face em desenvolvimento; foi levantada a 

hipótese de que a angiogênese anormal leva a proeminências maxilares 

encurtadas em camundongos nulos Msx1 como resultado da diminuição do 

suprimento de oxigênio e nutrientes (Medio et al.,2012). 

• IRF6: O fator regulador do interferon 6 (IRF6) pertence a uma família de nove 

fatores de transcrição que se ligam a sequências de DNA específicas e regulam 

a expressão gênica. Mutações em IRF6 foram identificadas pela primeira vez 

como etiológicas na síndrome de Van der Woude autossômica dominante, que 

pode incluir fissura labial com ou sem fissura palatina, ou fissura palatina 

isoladamente, juntamente com anomalias dentárias e fístulas labiais.  

Investigações posteriores mostraram que alelos comuns em IRF6 estavam 

associados a fissuras labiais e/ou palatinas não sindrômicas, essa associação 

foi replicada independentemente em estudos de GWAS, bem como em muitos 
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estudos de genes candidatos. Um grupo de gêmeos monozigóticos que não 

correspondiam a VWS levou à identificação de uma mutação sem sentido em 

IRF6. Mutações IRF6 foram então identificadas em 45 famílias não 

relacionadas adicionais afetadas por VWS. A análise de expressão identificou 

altos níveis de mRNA de Irf6 ao longo da borda medial do palato de fusão. O 

papel do IRF6 na fissura labial e/ou palatina é apoiado pela análise de modelos 

animais; os camundongos sem Irf6 apresentavam múltiplas anormalidades no 

desenvolvimento epitelial com singnatia e mucosa esofágica fundida, 

destacando a importância da regulação transcricional do epitélio durante a 

formação da fissura labial e palatina. Esses resultados demonstraram que o 

IRF6 é um determinante chave da mudança de proliferação/diferenciação de 

queratinócitos e pesquisas subsequentes indicaram que o IRF6 também 

desempenha um papel fundamental na formação da periderme oral, cuja 

regulação espaço-temporal é essencial para garantir a adesão palatina 

adequada (Richardson et al.,2009; Dixon et al.,2011). Como o TGF-β3, o Irf6 

também é expresso ao longo da borda medial do palato e o IRF6 pode estar 

envolvido na via de sinalização do TGF-β (Kondo et al.,2003). Pacientes com 

VWS demonstraram ter maior risco de complicações da ferida após o reparo 

da fissura, sugerindo que IRF6 desempenha um papel na cicatrização da ferida 

(Jones et al.,2010; Dixon et al.,2011). Uma abordagem que integra a 

identificação dos elementos cis usando conservação de sequência em várias 

espécies, análise de modelos animais e análises bioquímicas resultou na 

identificação de uma variante de sequência específica (rs642961) localizada 

dentro de um enhancer ~ 10 kb upstream do local de início de transcrição IRF6 

que é significativamente supertransmitido apenas na fissura labial não 

sindrômica (Milunsky et al.,2008; Dixon et al.,2011). É importante ressaltar que 

esse aparente alelo de risco foi encontrado para romper um sítio de ligação 

para o fator de transcrição AP-2α, que está mutado no distúrbio autossômico 

dominante de fissuras orofaciais na síndrome branquioculofacial (Weinberg et 

al., 2008; Dixon et al., 2011), sugerindo fortemente que é uma variante 

contribuinte. (Milunsky et al.,2008; Dixon et al.,2011). Recentemente, uma 

combinação de genética de camundongos, análises de expressão, 

imunoprecipitação de cromatina e ensaios de repórter de luciferase mostrou 

que IRF6 é um alvo direto de p63, que está subjacente a várias síndromes de 
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malformação que incluem fissuras labiais e/ou palatinas como uma 

característica marcante (Celli et al.,1999; McGrath et al.,2001; Dixon et al., 

2011), p63 ativa a transcrição de IRF6 por meio de um elemento cis, o 

enhancer, variação dentro de ele  aumenta a presencia de apenas a fissura 

labial (Dixon et al.,2011). 

• MAFB: O gene MAFB codifica um fator de transcrição de zíper de leucina 

básico. Marcadores próximos ao MAFB alcançaram significância em todo o 

genoma no estudo “GENEVA Cleft Consortium GWAS” (Beaty et al.,2010), com 

trios de ascendência asiática fornecendo evidências estatísticas muito mais 

fortes. Em amostras de replicação independente, 1149 pedigrees de 

ascendência europeia mostraram evidências de ligação e associação com um 

SNP (rs13041247, p=0,0007) localizado a 260 pb do SNP produzindo o sinal 

mais forte entre as famílias asiáticas (rs11696257, p=0,0009 em 331 pedigrees 

independentes). Uma mutação missense, H131Q, em MAFB foi encontrada em 

3,5% dos filipinos com fissuras labiais e/ou palatinas, mas apenas 0,7% dos 

controles (P <0,0001). Esta variante ocorre em uma região de sequência 

fortemente conservada, sugerindo que pode haver uma variante rara no MAFB 

que contribui para o sinal GWAS observado. É digno de nota que as regiões 

pobres em genes em ambos os lados do MAFB incluem numerosos sítios de 

ligação para fatores de transcrição conhecidos por desempenhar um papel no 

desenvolvimento do palato (incluindo fatores de transcrição nas famílias de 

genes MSX, IRF, SOX e BACH). No camundongo, a expressão de Mafb 

mostrou-se forte no epitélio das prateleiras palatinas e no epitélio da borda 

medial durante a fusão palatina (Beaty et al.,2010; Dixon et al.,2011). 

• PDGF: O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e seus 

receptores PDGFRα e PDGFRβ mostraram ser cruciais para a proliferação, 

sobrevivência e migração celular (Hoch et al.,2003). Pdgfc e Pdgfa, que 

codificam ligantes de PDGF, são expressos no epitélio do palato. PDGFRα, que 

codifica o receptor, é expresso no mesênquima (Ding et al.,2004). 

Camundongos mutantes PDGFRα demonstraram defeitos em derivados da 

crista neural que contribuem para o processo frontonasal e, 

subsequentemente, levam à fissura palatina. (Tallquist et al., 2003). Ambos os 

camundongos mutantes Pdgfc e Pdgfa desenvolveram fissuras, bolhas 

subepidérmicas, espinha bífida e outros defeitos esqueléticos e vasculares. 
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Camundongos Null Pdgfc apresentaram falha de elevação da prateleira 

palatina, com processos palatinos hipoplásicos e fusão inadequada. Os 

camundongos Pdgfa null exibiram um fenótipo de fissura palatina severa 

(Deshpande & Goudy,2018). 

• TBX1: O fator de transcrição T-box TBX1 é um mediador de anormalidades de 

desenvolvimento e tem se mostrado essencial para a elevação e alongamento 

palatinos normais (Goudy et al.,2010). Mutações foram associadas a fenótipos 

de Síndromes Velocardiofaciais e DiGeorge em camundongos (Jerome et al, 

2001; Merscher et al.,2001). Embriões nulos de camundongos TBX1 exibiam 

fissura palatina, com prateleiras palatinas encurtadas que não podiam ser 

alongadas ou levantadas, bem como altura aumentada da musculatura da 

língua, 50% dos camundongos sem TBX1 demonstraram fusões palatal-orais, 

juntando-se ao palato posterior. Isso sugere que TBX1 também pode ser 

responsável pela manutenção da integridade epitelial no palato posterior 

(Goudy et al.,2010). 

• VEGFA: O fator de crescimento endotelial vascular A, um fator de crescimento 

envolvido na angiogênese e ossificação, também demonstrou ser essencial 

para o desenvolvimento palatal. A deleção de VEGFa em células da crista 

neural craniana causou fissura palatina em camundongos, associada à largura 

da prateleira palatina reduzida e com prateleiras palatinas não alongadas e 

levantadas acima da língua. Esses camundongos também apresentaram 

desenvolvimento vascular anormal e menos ossificação dos ossos maxilares e 

palatinos (Hill et al.,2015). 

• ARHGAP29: Múltiplos marcadores no cromossomo 1p22, localizados dentro e 

ao redor do gene ABCA4, que codifica um transportador de cassete de ligação 

de ATP, alcançaram significado genômico por GWAS (Beaty et al.,2010; 

Ludwig et al., 2012). Os SNPs mais fortemente associados replicados em 

populações independentes (Beaty et al, 2010; Lennon et al.,2012; Pan et al., 

2011; Yildirim et al.,2012), que também mostrou um sinal mais forte nas famílias 

asiáticas do que nas famílias europeias. Mutações em ABCA4 causam várias 

doenças retinianas autossômicas recessivas (Tsybovsky et al,2010). Apesar de 

identificar numerosas mutações missense neste gene em indivíduos com 

fissuras labiais e/ou palatinas não sindromicas, a expressão de Abca4 de 

camundongo foi restrita à retina nos níveis de RNA e proteína (Beaty et al., 
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2010; Leslie et al., 2012), demonstraram a expressão craniofacial do gene 

adjacente Arhgap29, que foi reduzido em camundongos knockout para Irf6. A 

triagem de mutações ARHGAP29 identificou várias variantes de codificação 

raras em famílias com fissuras labiais e/ou palatinas não sindromicas. 

ARHGAP29 codifica a proteína 29 ativadora de Rho GTPase, uma proteína que 

medeia a regulação cíclica de pequenas proteínas de ligação ao GTP (Saras 

et al.,1997), que estão envolvidas em muitas funções críticas para o 

desenvolvimento craniofacial relacionadas à forma, movimento, interações 

célula-célula e proliferação (Mossey et al.,2009; Leslie & Marazita,2013). 

• PAX7: A proteína de caixa pareada Pax-7 (PAX7) é um fator de transcrição que 

no camundongo demonstrou ter um papel no desenvolvimento da crista neural, 

regulando a expressão dos marcadores da crista neural Slug, Sox9 e Sox10 

(Basch et al, 2006). Pax7 é expresso nas prateleiras palatinas, cartilagem de 

Meckel e várias estruturas nasais, incluindo o epitélio nasal. Camundongos 

mutantes Pax7 apresentam malformações maxilares e nasais, confirmando seu 

papel no desenvolvimento craniofacial (Mansouri et al,1996). Em humanos, 

vários marcadores em torno do PAX7 foram abordados com importância no 

genoma por GWAS (Beaty et al.,2010) e meta-análises (Ludwig et al.,2012), 

sugerindo um papel para variantes comuns do PAX7 na etiologia de fissuras 

labiais e/ ou palatinas não sindrômicas. Notavelmente, PAX7 foi previamente 

associado com as fissuras labiais e/ ou palatinas não sindrômicas em quatro 

populações em um estudo de associação de genes candidatos (Sull et al., 

2009; Leslie & Marazita,2013). 

• VAX1: É um regulador transcricional contendo um domínio homeobox de 

ligação ao DNA. Marcadores em ou perto de VAX1 aproximaram-se da 

significância do estudo de genoma completo (Mangold et al.,2010) e o 

GENEVA Cleft Consortium GWAS (Beaty et al.,2010); esta associação foi 

replicada em três populações asiáticas independentes (Butali et al.,2013). O 

ressequenciamento de VAX1 não conseguiu identificar um excesso de 

variantes raras em NSCLP (Nasser et al.,2012). Vax1 é expresso em várias 

estruturas craniofaciais e camundongos deficientes para Vax1 desenvolvem 

fissura palatina (Hallonet,1999). Recentemente, uma mutação homozigótica 

missense foi descrita em uma criança de uma família consanguínea com 

microftalmia bilateral, fissura labiopalatina bilateral e agenesia do corpo caloso, 
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imitando o fenótipo do camundongo Vax1−/− (Slavotinek et al.,2012; Leslie & 

Marazita,2013). 

2.2.3 DEFEITOS DE CCN COMO CAUSA DE FISSURAS LABIAIS E/O PALATINAS 

Embora as CCN gerem muitos tipos de células e tecidos, elas existem apenas 

temporariamente durante o desenvolvimento embrionário. Portanto, é fundamental 

que os embriões produzam e mantenham CCN suficientes para migrar e se diferenciar 

no complexo craniofacial (Trainor, 2010; Ji et al.,2020). A interrupção da formação, 

migração, proliferação ou sobrevivência de CCN resulta em menos CCN em seus 

destinos finais, o que pode causar uma variedade de anormalidades craniofaciais, 

incluindo fissuras labiais e/o palatinas sindrômicas e não sindrômicas (Dixon et al., 

2006; Jones et al.,2008; Q. Wang et al.,2019; Ji et al.,2020).  

O desenvolvimento do lábio superior e palato depende principalmente do crescimento 

das proeminências orofaciais, atingir e manter a contagem celular adequada é de 

extrema importância para garantir estruturas faciais formadas corretamente (Yu et 

al.,2009; Ji et al.,2020). A proliferação de CCN pós-migratória defeituosa ou a 

frequência apoptótica anormal dentro das proeminências orofaciais podem afetar sua 

morfologia, o que pode resultar em fissuras labiais e/o palatinas. Por exemplo, a 

sinalização Wnt é essencial para a clivagem de CCN dentro das proeminências 

maxilares (Brugmann et al.,2007; Brugmann et al.,2006). Embriões com mutação de 

perda de função Wnt9b apresentam fissura labial e palatina, provavelmente devido à 

proliferação mesenquimal defeituosa levando ao crescimento insuficiente das 

proeminências orofaciais (Jin et al.,2012; Ji et al.,2020). A palatogênese depende do 

crescimento dos processos palatinos, que é conduzido principalmente por divisões 

celulares direcionadas e realocação organizada de CCN (Jones e Trainor,2005; 

Kaucka et al., 2016). Nesse caso, a apoptose excessiva de CCN pode impedir que as 

prateleiras palatinas entrem em contato com a linha média, levando a uma fissura 

palatina (Alappat et al.,2005; Dixon et al.,2006; Dudas et al.,2006; Jeong et al.,2006; 

Suwa et al.,2001; Wilson et al.,2016; Ji et al.,2020). 

2.3 EPIGENETICA 

Durante o desenvolvimento do organismo, processos celulares, como 

proliferação, diferenciação, adesão e migração, permitem o surgimento de formas e 

funções complexas a partir de um único conjunto de instruções: o genoma. Diferentes 
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estados e comportamentos celulares são amplamente ditados por padrões únicos de 

expressão gênica (Noonan & McCallion, 2010; Bulger e Groudine 2010; Rada-Iglesias 

et al., 2012). De fato, a cada momento de desenvolvimento e em cada tecido e órgão 

apenas os genes necessários são expressos de acordo com sua funcionalidade e o 

resto do genoma é silenciado (Jouve de la Barreda.,2020). As modificações estruturais 

em regiões do genoma, que afetam a expressão dos genes sem alterar a composição 

de bases do DNA, compreende os seguintes mecanismos epigenéticos:  

• A metilação do DNA na regulação da expressão gênica em células eucarióticas 

consiste na adição de grupos metil ao carbono 5' em sítios de ligação à base 

de citosina em dinucleotídeos CpG no DNA. Em geral, no genoma de uma 

célula já diferenciada, encontramos um mosaico de regiões metiladas e não 

metiladas. Os primeiros sofrem condensação do DNA levando ao silenciamento 

dos genes neles incluídos, enquanto os não metilados são acessíveis a fatores 

de transcrição e enzimas, permanecendo em condições de expressão (Jouve 

de la Barreda,2020; Holliday & Pugh,1975; Riggs,1975; Jenuwein &Allis, 2001). 

• Modificações epigenéticas de histonas; as histonas também podem receber 

radicais metil, e ter outras modificações, como acetilação, fosforilação e 

ubiquitinação. Todas essas modificações podem alterar a estrutura dos 

nucleossomos, contribuindo para uma maior ou menor compactação da 

cromatina. Foi descoberta a existência de um código de histonas, que ao 

modificar determinados aminoácidos contribui para tornar as regiões da 

cromatina mais frouxas ou condensadas, permitindo ou não o acesso dos 

fatores e cofatores necessários para a expressão gênica. Assim, a acetilação 

das histonas, H3 e H4, está associada à descondensação da cromatina e 

facilita a ativação do gene, a fosforilação da histona H3 produz o efeito oposto. 

A metilação das histonas ocorre em certos aminoácidos no terminal amino. 

Assim, quando a lisina e a arginina recebem um ou mais radicais metil, ocorre 

a compactação da fibra, enquanto a acetilação da lisina produz o efeito oposto. 

Todas essas alterações são reversíveis e enzimas como metiltransferases, 

acetiltransferases, demetilases, deacetilases etc, contribuem para isso. Em 

qualquer caso, as modificações de histonas não são estáveis e não são 

copiadas fielmente, podendo desaparecer após algumas gerações de células 

(Jouve de la Barreda,2020; Felsenfeld,2014). 
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• Outro tipo de modificações epigenéticas são aquelas determinadas pelo 

chamado RNA interferente –RNAi-, microRNA ou RNA não codificante –

ncRNA–. São pequenas moléculas de RNA de aproximadamente 20 bases 

nucleotídicas que, direta ou organizados em complexos denominados RISC 

(RNA-induced silenciing complex), são capazes de interferir na expressão de 

determinados genes ou regiões do genoma, podendo determinar a 

hipermetilação e condensação de regiões cromossômicas que se tornam 

heterocromatina. O papel relevante desse tipo de modificação epigenética é 

demonstrado pela existência de nada menos que 800 genes de RNA não 

codificante no genoma humano (Jouve de la Barreda,2020; Filipowicz,2005; 

Wassenegger,2005; Lee,2012). 

Modificações epigenéticas não programadas também podem ocorrer sob a influência 

de fatores ambientais não controlados, o que pode levar a alterações na saúde (Jouve 

de la Barreda,2020). 

Por muitos anos, a maioria dos esforços para entender o genoma humano se 

concentrou no estudo e anotação de sequências de codificação, pois isso poderia 

potencialmente descobrir a base genética da doença humana. No entanto, as 

sequências codificantes representam apenas cerca de 2% do genoma humano (Elgar 

et al., 2008; Sanchez et al.,2020). Muitas das sequências restantes que são as 

sequencias não codificantes estão envolvidas na regulação genética (ENCODE 

Project Consortium,2012). E a importância das sequências reguladoras não 

codificantes é bem ilustrada pelo fato de que até 90% das variantes associadas à 

doença residem em sequências não codificantes preferencialmente dentro de 

enhancers putativos (Maurano et al.,2012; Krijger & De Laat,2016). É provável que 

grande parte da variação genética subjacente a distúrbios complexos como fissuras 

labiais e/ou palatinas não sindrômica ocorram em elementos reguladores fora das 

sequências de codificação dos genes (Dixon et al.,2011). 

A expressão genética depende de sequências regulatórias que atuam em cis 

(no mesmo cromossomo) e respondem a diferentes fatores (classicamente, fatores de 

transcrição e RNAs longos não codificantes) que são codificados por genes que atuam 

em trans (em diferentes cromossomos) (Savarese & Grosschedl,2006). 
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Os tipos mais relevantes de sequências reguladoras cis não codificantes incluem 

promoters, enhancers, silencers e insulators (Ong & Corces,2011; Wittkopp & Kalay, 

2012). 

• Os promoters são ligados por um conjunto central de reguladores 

transcricionais amplamente utilizados e altamente conservados (por exemplo, 

RNA polimerase II, fatores gerais de transcrição ou GTFs etc.) que conferem 

atividade transcricional basal e permitem a iniciação da transcrição (Brown & 

Feder,2005). 

• Os enhancers controlam positivamente a expressão de seus genes alvo no 

tempo e no espaço (Wray,2007) e são os principais determinantes dos 

programas de expressão genética específicos do tipo de célula (Bulger & 

Groudine,2011; Buecker & Wysocka,2012). 

• Os silencers e insulators também contribuem para o estabelecimento de 

programas específicos de expressão gênica, reprimindo genes ou bloqueando 

enhancers, respectivamente (Gaszner & Felsenfeld, 2006; Doni Jayavelu et al., 

2020; Ngan et al., 2020; Pang & Snyder,2020). 

2.3.1 ENHANCERS 

Os enhancers (sequências de DNA de aprox. 200-500 bp) desempenham um 

papel importante na especificação da regulação gênica espaço-temporal durante a 

embriogênese. A característica definidora dos enhancers é sua capacidade de 

conduzir a expressão gênica à distância, independentemente de sua orientação em 

relação ao local de início da transcrição (Bulger & Groudine,2010; Ong & Corces,2011; 

Williamson et al., 2011; Buecker, & Wysocka,2012).  A modularidade dos enhancers, 

seu desacoplamento dos promotores e posicionamento longe dos locais de início da 

transcrição, permite que um determinado gene seja transcrito em vários tecidos, em 

níveis variados, em resposta a cascatas de sinalização distintas e em diferentes 

estágios durante o desenvolvimento através da utilização de diferentes módulos de 

enhancers especializados (Uchikawa et al.,2003; Granier et al.,2011; Buecker, & 

Wysocka,2012). 

Porém, os enhancers transcricionais são o principal determinante da expressão 

gênica específica do tipo de célula (Buecker & Wysocka, 2012; Bulger & Groudine, 

2010, 2011). Uma característica central dos enhancers é sua capacidade de funcionar 
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como padrões (motifs) integradas de ligação ao TF (fatores de transcrição), 

reconhecidas tanto pelos principais especificadores de linhagem quanto pelos 

efetores de ligação ao DNA das vias de sinalização (Buecker & Wysocka,2012; Mullen 

et al., 2011; Trompouki et al.,2011). Estudos recentes mostraram que o perfil 

epigenômico de características de cromatina comumente associadas aos enhancers, 

incluindo a ocupação de coativadores transcricionais gerais como p300, 

hipersensibilidade a nucleases e enriquecimento de certas marcas de histonas em 

nucleossomos flanqueadores como: H3K27ac, H3K4me1, H3K4me3 y H3K27me3, 

permite a identificação de enhancers em um genoma, tipo celular específico e maneira 

independente de conservação. A marca de histona H3K27ac tem um papel importante 

porque distingue enhancers ativos de elementos enhancers inativos/equilibrados 

durante o desenvolvimento (Heintzman et al.,2009; Rada-Iglesias et al.,2011,2012; 

Visel et al.,2009; Creyghton et al.,2010).  

2.3.1.1 IDENTIFICAÇÃO DE ENHANCERS 

Durante os últimos 10 anos, uma variedade de métodos "pós-genoma" foram 

desenvolvidos para a identificação sistemática de enhancers (que podem existir tanto 

a 5' quanto a 3' do gene ou dentro da unidade de transcrição). Ensaios transgênicos 

são necessários para confirmar suas identidades (Lagha et al.,2012). Alguns métodos 

são: 

• Métodos computacionais: Os enhancers geralmente contêm uma alta 

densidade de sítios de ligação de fatores de transcrição, normalmente um para 

cada 30-50 pb ao longo do enhancers (200-300 pb ou mais). Algoritmos foram 

desenvolvidos para identificar clusters de alta densidade de sítios de ligação 

putativos (Berman etal.,2002; Markstein et al.,2002) Esses métodos funcionam, 

mas normalmente apenas 10% a 30% dos "acertos" representam verdadeiros 

enhancers quando testados em embriões transgênicos (Lagha et al.,2012). 

• ChIP-Seq: Permite a identificação de sítios de ligação para fatores de 

transcrição específicos de sequência ou modificações de histonas em todo o 

genoma (Liang et.al.,2008; Nien et al.,2011). ChIP-Seq usa anticorpos para a 

identificação de enhencers (Zeitlinger et al.,2007). É possível identificar 

enhancers ativos de todo o genoma para um determinado tecido, identificando 
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modificações de histonas particulares, ou as enzimas responsáveis por essas 

modificações (May et al.,2011; Lagha et al.,2012). 

• Ensaios de captura de conformação cromossômica (3C): Podem identificar 

as sequências em um genoma que interagem com promotores específicos. 

Baseia-se na estabilização de "loops" transitórios de enhancers distais para 

promotores alvo através de cross-linking de formaldeído, semelhante ao cross-

linking de cromatina usada para ensaios ChIP-Seq. Métodos 4C (captura de 

conformação cromossômica no chip) foram usados para identificar enhancers 

múltiplos e sobrepostos. Os ensaios 3C e 4C fornecem uma estimativa das 

interações gerais que ocorrem in vivo, mas não revelam a dinâmica dessas 

interações de longo alcance (Montavon et al., 2011; Lagha et al.,2012). 

• ATAC-Seq: Identifica regiões de DNA accessível sondando a cromatina aberta 

com a transposase Tn5 que cliva e marca o DNA com adaptadores de 

sequenciamento (Rickels et al.,2018). 

Numerosos estudos genômicos concordam que a grande maioria das variações 

associadas a doenças ocorrem dentro de sequências genômicas não codificantes 

(Rickels et al.,2018; Bulger et al.,2011; Benerji et al.,1983). O distúrbio de enhancers 

pode levar à doença humana através de dois mecanismos principais 

• Mutações ou variantes de número de cópias podem alterar diretamente as 

sequências de enhancers e, assim, afetar a expressão de seus genes alvo 

(Sanchez et al.,2020). 

• Variantes estruturais podem provocar mudanças na organização da cromatina 

3-D que não alteram nem os enhancers nem seus genes alvos, mas sim a 

comunicação física entre eles (Sanchez et al.,2020). 

 

2.4 POLIMORFISMO DE NUCLEOTÍDEO ÚNICO (SNP) 

É uma variação na sequência de DNA que afeta uma única base (adenina (A), 

timina (T), citosina (C) ou guanina (G)) de uma sequência de genoma. No entanto, 

geralmente considera-se que alterações de alguns nucleotídeos, assim como 

pequenas inserções e deleções (indels) podem ser consideradas como SNPs. Uma 

dessas variações deve ocorrer em pelo menos 1% da população para ser considerada 
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como SNP.  Se 1% não for alcançado, não é considerado um SNP, mas sim uma 

mutação pontual (Sherry et al., 2001). 

SNPs são marcadores importantes em muitos estudos que ligam variações de 

sequência a alterações fenotípicas e também estão associados a várias doenças e 

características complexas relacionadas a doenças (Zhu & Zhou, 2020; Kim & Misra, 

2007). 

A identificação de SNPs em enhancers pode ter implicações para o tratamento de 

doenças, mesmo quando um SNP não causa doença. Porém novas mutações de 

sequências enhancers e dos fatores proteicos que regulam a função enhancer na 

doença humana continuam a ser identificadas, contribuindo para uma classe 

crescente de “melhorias” (Smith & Shilatifard,2014). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

Sabe-se que as fissuras labiais e/ou palatinas não sindrômicas são 

deformidades congênitas comuns com etiologia multifatorial; diversas mutações no 

genoma causam defeitos na expressão de genes durante o desenvolvimento ou fusão 

dos processos faciais na embriogêneses, provocando esse tipo de alterações que 

acarretam problemas de alimentação, fala, infecções do ouvido e defeitos dentais, 

tendo como resultado uma repercussão na qualidade de vida do indivíduo. Estas 

alterações têm sido objeto de estudos, mas pouco se conhece de variantes genéticas 

como SNPs em enhancers de células da crista neural humana relacionados a estas 

doenças. 

Sendo assim, o objetivo geral do estudo foi avaliar as variantes genéticas 

associadas a fissuras labiais e/ou palatinas não sindrômicas em enhancers de células 

da crista neural humana. 

Os objetivos específicos do estuo foram: 

• Fazer uma anotação das variantes genéticas humanas que já foram 

correlacionadas com NSCLP disponíveis na literatura.  

• Verificar quais variantes associadas a NSCLP estão inseridas em enhancers 

de células da crista neural humana. 

• Verificar se as variantes associadas a NSCLP inseridas em enhancers, estão 

próximas a genes envolvidos com o desenvolvimento craniofacial. 

• Verificar quais variantes associadas a NSCLP tem atividade enhancer in vivo 

já estudada por meio do banco de dados VISTA ENHANCER BROWSER. 

• Verificar a afinidade das variantes associadas a NSCLP inseridas em 

enhancers para ligação de FT. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Desenho de estudo 

Trata-se de um estudo qualitativo, analítico, retrospectivo, que avaliou a 

localização de variantes genéticas associadas a fissuras labiais e/ou palatinas não 

sindrômicas em enhancers de células da crista neural humana. 

Coleta de dados 

Para a coleta das variantes genéticas associadas a NSCLP usou-se as 

seguintes plataformas: 

• CATALOGO GWAS: é um banco de dados online gratuito que coleta dados de 

estudos de associação do genoma todo (GWAS), resumindo dados não 

estruturados de diferentes fontes bibliográficas em dados acessíveis de alta 

qualidade inclui 5273 publicações e 276696 associações. A busca das 

variantes no catálogo GWAS iniciou-se no dia 12 de agosto de 2020 até o dia 

02 de setembro de 2020 com as palavras-chave: cleft lip, cleft palate e oral cleft.  

• PUBMED: é um site de busca gratuito que acessa principalmente o banco de 

dados MEDLINE de referências e resumos em ciências biológicas e tópicos 

biomédicos.  

o Critério de inclusão: Todos os estudos de fissuras palatinas e/ou 

labiais não sindrômicas feitos em humanos sem limite de data de 

publicação. 

o Critérios de exclusão: revisões e metánalises 

A busca de artigos iniciou-se no dia 17 de setembro de 2020 até o dia 14 

outubro de 2020 com as palavras-chave: cleft lip gene, cleft lip genetic variant, 

cleft lip genetic, cleft lip mutation, cleft lip single nucleotide polymorphism, cleft 

lip snp, cleft palate gene, cleft palate genetic variant, cleft palate genetic, cleft 

palate mutation, cleft palate single nucleotide polymorphism, cleft palate snp.  

• DISGENET: é um banco online gratuito de dados para a exploração dinâmica 

de doenças humanas e seus genes. A busca das variantes iniciou-se o dia 23 

de outubro de 2020 até 03 de novembro de 2020 com as palavras chave: Cleft 

palate, Cleft palate with cleft lip, Bilateral cleft lip, Unilateral cleft lip, Cleft Lip 

with or without Cleft Palate, Cleft palate and bilateral cleft lip, Cleft lip isolated, 

Cleft palate isolated, cleft palate, x-linked, Median cleft lip, Nonsyndromic cleft 
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lip with or without cleft palate, Bilateral cleft palate, Unilateral cleft palate, Cleft 

lip or lips, Submucous cleft palate. 

Usou-se outros sites para análises:   

• ENSEMBL e UCSC GENOME BROWSER HOME:  São navegadores de 

genoma para genomas de vertebrados que oferecem suporte à pesquisa em 

genômica comparativa, evolução, variação de sequência e regulação da 

transcrição. Anotam genes, calcula alinhamentos múltiplos, prediz a função 

regulatória e coleta dados de doenças.  

• NCBI: O National Center for Biotechnology Information faz parte da Biblioteca 

Nacional de Medicina dos Estados Unidos, é uma importante fonte de 

informações de biotecnologia e biomedicina e é um recurso importante para 

ferramentas e serviços de bioinformática. 

Todas as variantes coletadas foram inseridas nesses sites para conhecer o 

“tipo de variante” e mudar as variantes que inicialmente estiveram no GRCh38 para o 

GRCH37. 

• VISTA ENHANCER BROWSER: É um banco de dados de análise comparativa 

para identificar enhancer candidatos no genoma humano, juntamente com a 

determinação experimental de sua atividade enhancer in vivo em camundongos 

transgênicos. Nesse site foram inseridas as posições genômicas das variantes 

associadas a NSCLP para sua avaliação. 

• STAMP (www.benoslab.pitt.edu): É uma plataforma virtual gratuita fornecida 

pelo Laboratorio Benos/ Biologia computacional e de Sistemas da Universidade 

de Pittsburgh, usado para o estudo de motifs e afinidade de fatores de 

transcrição. As variantes que tiveram atividade nas marcas de histona para 

enhancer de células da Crista Neural foram avaliadas no STAMP onde foi 

inserido o motif (secuencias de 8 a 10 nucleotídeos com e sem o SNP) para 

prever a afinidade de fatores de transcrição. 

• Instrumento 1: A coleta de variantes foi numa tabela que contem: 

• Gene mapeado 

• SNP 

• Alelo 

• Valor “p “ 

http://www.benoslab.pitt.edu/
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• Tipo de fissura (fissura labial e/ou labiopalatina, fissura palatina) 

• ID  PubMed 

• Localização da variante 

• Região citogénica da variante  

• Amostra 

• Tipo de variante 

• Plataforma (GWAS, PUBMED, DISGENET) 

A tabela foi realizada no Microsoft Excel (2019) e foram removidas as variantes 

duplicadas para selecionar as variantes únicas. (Anexo 1) 

 

Analise de dados 

Para identificar os enhancers no genoma, inicialmente identificou-se regiões 

cis-reguladoras candidatas pela presença de enriquecimento para Fatores de 

Transcrição (TF), enriquecimento de marcas de histona como H3K4me1, H3K4me3, 

coativador p300, e principalmente a marca de histona H3K27ac e ATAC-seq  

( Heintzman et al., 2007 ) (Creyghton et al., 2010, Rada-Iglesias et al., 2011) (Prescott 

et al., 2015);  para isso, as variantes genéticas associadas a fissuras palatinas e/ou 

labiais não sindrômicas coletadas no instrumento 1, foram inseridas uma a uma no 

UCSC GENOME BROWSER HOME (http://genome.ucsc.edu/) onde foram inseridos 

dados de sequenciamento de imunoprecipitação da cromatina (ChIP-seq de histona 

para H3K4me3, H3K27ac, H3K4me1, P300) e o ensaio para cromatina acessível por 

transposase (ATAC-seq) usando os conjuntos de dados de sequenciamento 

depositados por Prescott et al., 2015 e  Long et al.,2020), também foram ativadas as 

pistas das sequencias motifs para FT já identificados em diferentes linhagens 

celulares por meio de CHIP-seq : Transcription Factor CHIP-seq Peaks (338 factors 

in 130 cell types) from ENCODE 3, Transcription Factor ChIP-seq Uniform Peaks from 

ENCODE/Analysis, HMR Conserved Transcription Factor Building Sites. 

Instrumento2: Os resultados da análise dessas variantes foram coletados numa 

tabela que contem: 

• SNP 

• PMID 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848043/#R21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848043/#R16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848043/#R38
http://genome/


41 
 

• Nome do site 

• Marcas de histona para enhancer de células da Crista Neural (H3K4Me3, 

H3K27ac, P300, H3K4me1, ATAC-seq) 

• Marcação de motifs para ligação de TF 

• Tipo de variante 

• Gene mapeado 

 

A tabela foi realizada no Microsoft Excel 2019. (Anexo 2) 

 

Análise estatística  

A estatística descritiva - exploratória consistiu em porcentagens e contagens 

feitas no Microsoft Excel 2019 e RStudio 3.6.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

5 RESULTADOS 

No total foram coletadas 1257 variantes genéticas associadas a fissuras 

palatinas e/ou labiais não sindrômicas do Catálogo GWAS, PUBMED e DISGENET. 

No catálogo GWAS se coletaram 271 variantes, no PUBMED se avaliaram 2169 

artigos e foram coletadas 626 variantes, sendo o número maior nestas duas 

plataformas, as variantes associadas a fissuras labiais com ou sem fissuras palatinas. 

No DISGENET se coletaram 360 variantes sendo o número maior, as variantes 

associadas a fissuras palatinas. Durante o processo de coleta foram removidas as 

variantes duplicadas, resultando em 751 variantes únicas (Anexo 1), sendo o número 

maior, as variantes associadas a fissuras labiais com ou sem fissuras palatinas 

(fluxograma) 

FLUXOGRAMA: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

CL ±CP: Fissura labial com ou sem fissura palatina, CP: Fissura palatina 

GWAS 
• CL ±CP (n=189) 

• CP (n=82) 

 

DATABASE 

PUBMED 
  (2169 artigos) 
• CL ±CP(n=584) 

• CP (n=42) 

 

DISGENET 
• CL ±CP (n=103) 

• CP (n=257) 

 

1257 Variantes 

 
Remoção das variantes 

duplicadas 

GWAS 
• CL ±CP (n=168) 

• CP (n=55) 

 

PUBMED 
(2169 artigos) 
• CL ±CP (n=413) 

• CP (n=21) 

 

DISGENET 
• CL ±CP (n=52) 

• CP (n=42) 

 

751 Variantes 
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Análise de dados 

As 751 variantes associadas a NSCLP (Anexo 2) foram avaliadas, sendo as 

variantes em regiões regulatórias:  Intrônicas e Intergênicas as mais frequentes 

(Figura 1) 

 

Figura 1- Distribuição da localização das variantes genéticas associadas a NSCLP em diferentes regiões do genoma 

 

 Das 751 variantes associadas a fissuras labiais e/ou palatinas não 

sindrômicas, somente um 11% das variantes tiveram algum tipo de marcação nos 

dados de ChIP-seq de histona e ATAC-seq, relacionadas à atividade para enhancers, 

em células da Crista Neural Humana, 16% estão em sequencias motifs para FT já 

identificados em diferentes linhagens celulares por meio de ChIP-seq. (Figura 2) 

Sendo o maior número de variantes localizadas na sequência motif: GM12878 

POLR2A. (Figura 3) 

 

Figura 2- Distribuição das variantes genéticas associadas a NSCLP segundo a marcação nos motifs para FT e marcações nos 
dados de ChIP-seq de histonas e ATAC-seq, para enhancer em células da crista neural humana. 
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Figura 3- Distribuição das variantes genéticas associadas a NSCLP que se encontram em sequencias motifs para FT. 

 

11% do total das variantes associadas a fissuras labiais e/ou palatinas não 

sindrômicas, as quais tiveram alguma marcação nos dados de ChIP-seq de histonas 

e ATAC-seq para enhancer de células da Crista Neural (Anexo 3), foram 

separadamente avaliadas sendo as variantes Intrônicas as mais frequentes. (Figura 

4) 

 

Figura 4- Distribuição da localização das variantes que tiveram alguma marcação nos dados de ChIP-seq e ATAC-seq para 
enhancer de células da Crista Neural. 
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(H3K4me1, H3K4me3, p300, H3K27ac) e ATAC-seq (Acessibilidade da cromatina), 

considerando as mais importantes as marcas de H3K27ac e ATAC-seq ( Heintzman 

et al., 2007; Creyghton et al., 2010;  Rada-Iglesias et al., 2011; Prescott et al., 2015). 

Na avaliação das variantes que tiveram marcação nos dados de ChIP-seq de histonas 

e ATAC-seq para enhancer de células da Crista Neural do estudo focado no 

enriquecimento de TF, 36% estiveram em sequencias motifs para TF (figura 5.A). 

Sendo o maior número de variantes localizadas na sequência motif: GM12878 

POLR2A (Figura 5.B). 

Na avaliação das variantes com marcação nos dados de ChIP-seq de histonas 

e ATAC-seq para enhancer de células da Crista Neural, as marcações mais 

frequentes de forma geral foram para: H3K27ac, H3K4me1, H3K4me3 (figura 6). Na 

avaliação segundo as regiões de localização das variantes, as variantes Intronicas 

mais frequentes tiveram as marcas: H3K27ac, H3K4me1, H3K4me3 (figura 7).  

Na avaliação de sobreposição das marcações das variantes avaliadas; as 

sobreposições de marcas mais frequentes foram: H3K27ac - H3K4me1 em 8 

variantes, H3K4me3 - H3K4me1 em 5 variantes , H3K27ac - H3K4me3 em 5 variantes 

, H3K27ac- H3K4me1-H3K4me3 em 5 variantes e  H3K27ac - H3K4me3 - P300 - 

ATAC-seq em 4 variantes (figura 8). 

                                     

 

Figura 5- Distribuição da marcação para FT das variantes que tiveram alguma marcação nos dados de ChIP-seq de histonas e 
ATAC-seq para enhancer de células da Crista Neural A) Porcentagem das variantes que tiveram marcação para FT.  B) 
Variantes que se encontram em sequencias motifs para FT. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848043/#R21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848043/#R21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848043/#R16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848043/#R38
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Figura 6- Distribuição das variantes segundo as marcações nos dados de ChIP-seq de histonas  e ATAC-seq para enhancer de 
células da Crista Neural. 

 

 

 

Figura 7- Distribuição de número de variantes com marcação nos dados de ChIP-seq de histonas  e ATAC-seq para enhancer de 
células da Crista Neural segundo as suas regiões de localização. 
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Figura 8- Gráfico de Venn, número de sobreposições das marcações das variantes que tiveram marcação nos dados de ChIP-
seq de histonas  e ATAC-seq para enhancer de células da Crista Neural. 

 

Na avaliação dos genes, ou proximidade com estes, que tiveram a maior 

frequência de variantes com marcação nos dados de ChIP-seq de histonas e ATAC-

seq para enhancer de células da Crista Neural, os genes TFAP2A, MSX1, PAX7, 

AXIN2, BMP4, SUMO1 e IRF6 tiveram o maior número de variantes, os outros genes 

como SOX9, THADA, WNT3, que tiveram só uma variante no nosso estudo, estão no 

grupo de “Outros genes” (figura 9). 

Quando foi avaliada a localização específica das variantes; o gene TFAP2A foi 

o que apresentou o número maior de variantes com 9 no total; 6 variantes intronicas 

(rs537112, rs533558, rs303048, rs1675414, rs3798693, rs303050), 2 exonicas 

(rs121909574, rs758551492) e 1 variante intergenica (rs151137431). O gene MSX1 

teve 5 variantes; 3 intergenicas (rs6446693, rs1907998, rs3821949), 1 intronica 

(rs3775261) e 1 variante exonica (rs761710147), o gene PAX7 teve 4 variantes; as 4 

foram intrónicas (rs6659735, rs36068947, rs4920338, rs9439714), o gene AXIN2 teve 

4 variantes; 3 intronicas (rs3923086, rs7210356, rs7224837) e 1 exónica (rs2240307), 

o gene BMP4 teve 4 variantes; 1 intronica (rs762642), 2 intergenicas (rs2738265, 

rs2855530) e 1 variante 3UTR (rs2071047), o gene SUMO teve 2 variantes intronicas 

(rs6761234, rs6761131), o gene IRF6 teve 2 variantes; 1 intergenica (rs2064163) e 1 

variante promotora (rs7545538), o grupo “Outros genes’’ tiveram só 1 variante e 

geralmente foram intronicas. 
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Figura 9- Número das variantes nos genes, ou próximo a eles, mapeados das variantes que tiveram marcação nos dados de 
ChIP-seq de histonas e ATAC-seq para enhancer de células da Crista Neural. 

 

    As 751 variantes associadas a NSCLP foram inseridas no banco de dados 

VISTA ENHANCER BROWSER para sua avaliação, percebemos que 24 delas se 

encontram em regiões as quais já foram testadas para avaliar se possuem atividade 

de enhancer in vivo por meio da geração de camundongos transgênicos. Das 24 

variantes, 11 delas estavam inseridas em regiões que exibiram atividade de enhancer 

in vivo, e 13 não exibiram nenhuma atividade. Das 11 variantes que exibiram atividade 

in vivo, 2 foram detectadas na região craniofacial. (figura 10)  
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Figura 10- Distribuição do total das variantes associadas a NSCLP avaliadas no banco de dados VISTA ENHANCER BROWSER. 
A) Expressão da atividade enhancer no membro superior e inferior arco branquial, olho, nariz. B) Expressão da atividade 
enhancer no romboencéfalo, somito, mesencéfalo, membro superior e inferior, arco branquial, olho, nariz, tubérculo genital, 
mesênquima facial, orelha.  

 

Os motifs com as variantes que tiveram marcação nos dados de ChIP-seq de histonas 

e ATAC-seq, para enhancer de células da Crista Neural foram avaliadas no STAMP e 

observou-se que os motifs que tiveram inseridos os SNPs modificam a afinidade do 

fator de transcrição. (Figura 11) 
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Figura 11- Avaliação dos motifs com as variantes associadas a NSCLP que tiveram marcação nos dados de ChIP-seq de histona 
e ATAC-seq para enhancers de células da Crista Neural no STAMP. 
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6 DISCUSSÃO 

 

De acordó a Dixon et al.,2011; Marazita et al., 2016. Os modelos animais e 

dados de expressão gênica são ferramentas poderosas para identificar genes 

candidatos para características complexas e novos estudos GWAS aumentam o 

número de loci identificados, corroborando os achados nesse estudo, a coleta de 

variantes associadas a NSCLP além do GWAS também foi do PUBMED e DISGENET 

e embora as variantes coletadas do DISGENET foram preferentemente variantes 

associadas a CP, na coleta geral o número das variantes associadas a CL ±CP foi 

maior do que o número das variantes de CP isoladas, o que também poderia estar 

relacionado com a presença maior de  CL ±CP do que CP isoladas em pacientes. 

 

Nos estudos de Franke et al., 2016; Laugsch et al., 2019; Lupiáñez et al., 2015; 

as mutações como deleções e duplicações em regiões não codificantes têm o 

potencial de alterar a integridade do genoma, causando mudanças na arquitetura 

regulatória que levam a alterações patogênicas nos níveis e padrões de expressão 

gênica. Porém, essas variantes estão cada vez mais implicadas em doenças 

humanas, o que concorda com os dados desse estudo com a maior presença de 

variantes associadas a NSCLP em regiões não codificantes. 

 

Nos estudos de Pan et al.,2022; tem coletado amostras de pacientes com 

NSCLP desde o ano 2008 e estabeleceram um biobanco, descobriram vários loci 

relacionados com NSCLP, realizaram estudos funcionais sobre loci y genes mediante 

o uso de biologia molecular, biologia celular, modelos animais e outros métodos para 

fornecer uma base para a construção do mapa genético NSCLP na população 

chinesa, tais variantes estão localizadas em regiões intronicas e intergenicas, dados  

que concordam com os achados nesse estudo com a presença do maior número de 

variantes coletadas associadas a NSCLP localizadas em regiões intronicas e 

intergenicas.  

.Nos estudos de Spitz, 2016 e Long et al.,2020, as mutações não codificantes 

em elementos cis-reguladores que causam redução sutil da expressão do gene pode 
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levar a alterações na morfologia craniofacial pela capacidade reduzida no 

desenvolvimento das estruturas. o que corrobora com os achados nesse estudo com 

a presença de variantes associadas a NSCLP com marcação para FT e marcas de 

histonas para enhancer de células da Crista Neural o que pode levar a alterações no 

desenvolvimento craniofacial com a presença de NSCLP 

  

No estudo de  Julia Welzenbach J et, al.,2021 as mutações não codificantes 

em elementos cis-reguladores  acrescenta o risco da presença de NSCLP nas 

pessoas, concordando com os resultados este estudo mostram a presença de 

variantes associadas a NSCLP com marcação para FT e  marcas de histonas para 

enhancer de células da Crista Neural.  

 

Segundo o estudo de Rada-Iglesias et al., 2013; os enhancers que atuam nas 

Celulas da Crista Neural e seus derivados durante o desenvolvimento embrionário são 

os principais responsáveis da diversidade fenotípica facial o que concorda com nosso 

estudo pela presença de variantes associadas a NSCLP com marcação para FT e 

marcas de histonas para enhancer de células da Crista Neural. 

 

De acordo com o estudo de White et al.,2021; onde identificaram variantes 

significativas associados à variação facial de intervalo normal e descobriram que as 

regiões ao redor dessas variantes são enriquecidas para atividade enhancer nas 

células da crista neural craniana e tecidos craniofaciais e várias regiões abrigam 

múltiplos variantes com associações a diferentes fenótipos faciais e há evidências de 

possíveis ações coordenadas de variantes, dados que corroboram os resultados 

desse estudo pela presença de variantes associadas a NSCLP com marcação para 

FT e marcas de histonas para enhancer de células da Crista Neural. 

 

No estudo de Liu et al.,2020; onde predisseram os efeitos de 14 variantes 

associadas a fissuras orofacial não sindrômica de estudos GWAS e identificaram uma 

variante numa região enhancer que regula a expressão do gene KRT8 em células 

epiteliais orais humanas. O gene KRT18 é expresso em muitos epitélios além da 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666247721000191#!
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periderme como o ectoderma da superfície embrionária. Porém, esses dados 

confirmam que variantes nos enhancer que atuam nas células da Crista neural podem 

desencadear má-formação na face contribuindo a presencia de NSCLP que foi o 

objetivo principal do presente estudo. 

 

De acordo com o estudo de Lin et al,2019,  variantes associados com NSCLP 

já estudadas estavam localizadas numa região enhancer que regula a expressão do 

gene p63, usando o modelo de transdiferenciação induzível combinada com 

sequenciamento epigenômico e meta-análise de várias coortes de dados de estudos 

de associação de todo o genoma, mostraram que tais variantes eliminam a função do 

enhancer, causando a expressão deficiente de p63 gene importante no 

desenvolvimento craniofacial humano, mostrando o vínculo molecular forte entre a 

função enhancer de p63 e  NSCLP, o que concorda com esse estudo pela presença 

de variantes associadas a NSCLP que tiveram marcação para FT e marcas de 

histonas para enhancer de células da Crista Neural, porém tais variantes podem 

eliminam a função do enhancer e causar a expressão deficiente de genes associados 

ao desenvolvimento craniofacial sugerindo a presença de NSCLP. 

 

Segundo os estudos de Heintzman et al., 2007,2009; Creyghton et al.,2010;  a 

identificação dos enhancers se caracteriza pelo enriquecimento de certas marcas de 

histonas como H3K27ac, H3K4me1, H3K4me3 e o coativador p300. Considerando a 

marca de histona H3K27ac a mais importante porque distingue enhancers ativos de 

enhancers inativos/equilibrados; dados que concordam com nosso estudo pela 

presença de variantes associadas a fissuras labiais e/ou palatinas que tiveram 

marcações nas histonas já ditas, considerando que a maioria das variantes tiveram 

marcação nas histonas: H3K27ac, H3K4me1, H3K4me3. 

 

De acordo os estudos de Dixon et al.,2011; Marazita et al., 2016. o número de 

loci identificados e a forte evidência estatística vem de variantes em um "deserto de 

genes" sem regiões codificantes reconhecidas nas proximidades,e é particularmente 

intrigante que modelos de camundongos tenham sugerido que essa região pode 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848043/#R21
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conter uma região reguladora crítica para o desenvolvimento craniofacial normal, dado 

confirmado nesse estudo pela presencia de variantes associadas a NSCLP nas 

regiões intergenicas próximas a genes importantes no desenvolvimento craniofacial e 

que tiveram marcação para FT e marcas de histonas para enhancer de células da 

Crista Neural, além que algumas de tais variantes mostraram atividade de enhancer 

in vivo na região craniofacial por meio da geração de camundongos transgênicos 

vistas no VISTA ENHANCER BROWSER. 

 

Segundo o estudo de Buecker & Wysocka,2012; Rao et al.,2021; os enhancers 

tem a capacidade de funcionar como motifs que recrutam fatores de transcrição (FTs) 

para ativação de genes. Consequentemente, os enhancers geralmente contêm sítios 

de reconhecimento agrupados para múltiplos FTs que representam classes distintas 

de proteínas de ligação ao DNA. Dado que se confirmou nesse estudo, a maioria das 

variantes associadas a NSCLP que tiveram enriquecimento nas marcas de histona 

para enhacer também tiveram múltiplos marcações para FT.  

 

No estudo de Dixon et al.,2011; Marazita & Leslie,2013; Deshpande & 

Goudy,2018; destacam os genes e loci genéticos em IRF6, MAFB, VAX1, BMP no 

desenvolvimento de NSCLP, durante a nossa análise, foi possível observar que 

variantes já associadas a NSCLP estavam localizadas próxima a genes já 

classicamente definidos como importantes na patogênese de NSCLP. No entanto, 

outras variantes intergênicas foram identificadas como estarem em enhancers 

preditos como sendo de genes que ainda não foram descritos na literatura estarem 

relacionados a doenças craniofaciais, sendo o maior número de variantes localizadas 

nos genes ou perto dos genes: TFAP2A, MSX1, PAX7, AXIN2, BMP4, SUMO1 e IRF6. 

 

 Um claro exemplo que apoia a nosso estudo embora não seja na região 

craniofacial é o estudo de Gupta et al,2017 onde a variante rs9349379 com atividade 

enhancer localizada no terceiro intron do gene PHACTR1 regula a expressão da 

endotelina 1 (EDN1), um gene localizado a 600 kb de PHACTR1. Os efeitos 

fisiológicos de EDN1 na vascularização pode desencadear doenças vasculares, 
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incluindo doença arterial coronariana, enxaqueca, dissecção da artéria cervical, 

displasia fibromuscular e hipertensão 

Os mecanismos para o entendimento da associação de determinados SNPs 

com a fissuras orofaciais tem sido estudado por meio de diferentes modelos, in vitro e 

in vivo. A possibilidade da presença de SNPs em enhancers estarem modulando a 

expressão de determinados genes e, por isso, participarem da patogênese de doença, 

está ligada principalmente como a forma pela qual fatores de transcrição podem se 

ligar mais (ou menos) facilmente no que é determinado como motif em que tal SNP se 

localiza.  

 

Considerações finais 

As NSCLP têm despertado interesse na ciência desde tempos antigos e 

atualmente representam um dos maiores desafios por serem distúrbios comuns e 

complexos, melhorar a compreensão da etiologia desse distúrbio fornece o acesso a 

melhores cuidados clínicos individualizados e prevenção das NSCLP no mundo todo. 

Com a aplicação de técnicas modernas de genética molecular houve grande ajuda na 

identificação de variantes causais, genes e regiões envolvidas na etiologia das 

NSCLP. Coletando variantes associadas a fissuras labiais e/o palatinas não 

sindrômicas de grandes bibliotecas virtuais como o catalogo GWAS, PUBMED e 

DISGENET e com o analise dessas variantes no UCSC GENOME BROWSER HOME 

com dados de CHIP-seq de histonas, ATAC-seq e além do uso de NCBI, VISTA 

ENHANCER BROWSER e STAMP, foram achadas variantes inseridas em enhancers 

de células da crista neural humana que podem levar à formação de NSCLP. Dentre 

algumas análises em andamento no nosso estudo (dados não finalizados), foi possível 

predizer que algumas variantes em determinados motifs modificam 

consideravelmente afinidade de fatores de transcrição, o que possivelmente poderia 

influenciar na transcrição do gene alvo, se validada a atividade de tais enhancers 

preditos. porém, avanços futuros em nossa compreensão da patogênese molecular 

das NSCLP são necessários e compreendem a validação funcional in vitro e in vivo 

das variantes achadas nesse estudo além de estudos que incluam a diversidade 

étnica e fenotípica. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Existem variantes genéticas associadas a fissuras labiais e/ou palatinas não 

sindrômicas inseridas em elementos cis regulatórios de células da crista neural 

humana, tais variantes estão próximas a genes envolvidos com o desenvolvimento 

craniofacial, algumas tem atividade enhancer in vivo já estudada por meio de geração 

de camundongo transgênico e os motifs que tiveram inseridos essas variantes 

modificam a afinidade de ligação do fator de transcrição. Porém, tais variantes possam 

ser um dos fatores que estejam envolvidos nos mecanismos que levam a formação 

de fissuras orofaciais em determinados casos destas doenças. 
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Anexo 2- Variantes associadas a fissuras labiais e o palatinas.xlsx 
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