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RESUMO

As fissuras labiopalatinas podem ser classificadas, com base nas estruturas afetadas, em
fissura labial (FL), fissura palatina (FP) e fissura labiopalatina (FLP), todas podendo constituir
anomalias sindromicas ou ndo-sindrémicas, apresentando varios fatores de risco. A vitamina D
¢ considerado um hormoénio esterdide de grande importancia por estar envolvido em processos
fisiologicos fundamentais. A insuficiéncia de vitamina D esta associada a varias complicacdes
na gravidez incluindo pré-eclampsia e nascimento prematuro, sugerindo um papel importante
desta vitamina na manuteng¢ao da gravidez e desenvolvimento fetal. O gene VDR esta localizado
no brago longo do cromossomo 12 e mais de 470 polimorfismos foram identificados no gene
VDR humano, dentre eles o 1s2228570 e rs1544410. O objetivo deste trabalho foi determinar
as frequéncias alélicas e genotipicas e as associagdes de 1s2228570 e rs1544410 com a
suscetibilidade para o desenvolvimento de FL/P e FP. Foi desenvolvido um estudo de caso
controle, envolvendo 127 duplas de pacientes atendidos no Servigco de Fissurados do Hospital
Universitario Lauro Wanderley, sendo 74 FL/P e 53 FP com suas respectivas genitoras, ¢ 82
duplas de criancas e genitoras saudaveis atendidas no Hospital Candida Vargas. O DNA
genOmico de criangas e genitoras foi obtido a partir de células de mucosa oral. Os genotipos
foram identificados pela técnica de Comprimento de Fragmentos de Restrigdo (PCR-RFLP) e
analisados utilizando o teste qui-quadrado. A diferenca da idade média das maes apresentou
diferenca entre grupo controle e grupo FP. A porcentagem de filhos fissurados que
apresentaram ter historico familiar de fissuras comparado ao controle apresentou significancia
(p= 0,0001). A distribui¢do genotipica e frequéncia alélica de rs2228570 tanto no grupo de
genitoras quanto de afetados ndo foi diferente do grupo controle. Para o polimorfismo
rs1544410 a comparagdo entre criangas do grupo FP e controle mostrou diferenga significativa
na distribui¢do genotipica (p = 0,017) e frequéncia alélicas apresentou (p= 0,008) com
predominancia do alelo b no grupo FP. Nao foram encontradas diferengas significantes para os
gendtipos e frequéncia alélica de rs1544410 no grupo de genitoras. Os resultados deste estudo
sugerem que o alelo b do rs1544410 pode atuar como fator de risco de desenvolvimento e que

o gendtipo BB pode atuar como fator protetor para FP.

Palavras-chave: Fissuras orofaciais, Estresse Oxidativo, Vitamina D, Receptor da Vitamina

D.



ABSTRACT

The cleft lip and palate can be classified according to the affected structures in CL, CP
or CLP (combination of both), can be classified into syndromic or non-syndromic fissures,
presenting several risk factors. Vitamin D is considered a steroid hormone of great importance
because it is involved in fundamental physiological processes. Vitamin D insufficiency is
associated with several complications in pregnancy including pre-eclampsia and premature
birth, suggesting an important role of this vitamin in maintaining pregnancy and fetal
development. The VDR gene is located on the long arm of chromosome 12 and more than 470
polymorphisms were identified in the human VDR gene, among them rs2228570 and
rs1544410. The objective of this work was to determine the allelic and genotypic frequencies
and the associations of 1s2228570 and rs1544410 with the susceptibility for the development
of CL/P and CP. A control case study was used, involving 127 double tests of patients attended
by the Lauro Wanderley University Hospital, being 74 CL/P and 53 CP with their respective
mothers, and 82 healthy doublets attended at the Hospital Candida Vargas. Genomic DNA from
children and mothers was obtained from oral mucosal cells. The genotypes were identified by
the Restriction Fragment Length technique (PCR-RFLP) and analyzed using the chi-square test.
The difference of the mean age of the mothers presented difference between the control group
and the CP group. The percentage of fissured children who presented a family history of clefts
compared to control presented significance (p = 0.0001). The genotypic distribution and allelic
frequency of 152228570 in mothers groups and the affected groups was not different from the
control group. For the rs1544410 polymorphism the comparison between the children of the
CP and control groups showed a significant difference in the genotypic distribution (p =0.017)
and allele frequency presented (p = 0.008) with a predominance of the b allele in the FP group.
No significant differences were found for genotypes and allelic frequency of rs1544410 in the
mother group. The results of this study suggest that the b allele of rs1544410 may act as a risk

factor for development and that the BB genotype may act as a protective factor for CP.

Keywords: Cleft lip and palate, Oxidative Stress, Vitamin D, Vitamin D Receptor.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fissuras labiais e/ou palatinas e sua classificacdo

As fissuras podem ser classificadas, com base nas estruturas afetadas, em fissura labial
(FL), fissura palatina (FP) ou a combinacdo de ambas (fissura labial e palatina ou FLP) (Fig.
1). Estes estdo entre os defeitos congénitos mais comuns e as malformagdes congénitas mais
frequentes da area de cabega e pescogo (WHO, 2002; BHASKAR; MURTHY; BABU, 2011),
podendo ser divididas em fissuras sindromicas, quando sdo associadas a outras malformagoes
congénitas, ou nao-sindrémicas, quando essas fissuras ocorrem isoladamente (STANIER;
MOORE, 2004).

As fissuras labiais e/ou palatinas ndo-sindromicas (FL/PNS) sdo anomalias congénitas
isoladas e sdo caracterizadas por regides de descontinuidade no labio e/ou palato, devido a uma
auséncia de fusdo de um ou mais dos processos faciais embrionarios. Podem ser restritas ao
labio superior, restritas ao palato ou envolver, simultaneamente, as duas estruturas. A FL ¢ o
resultado da falta de fusdo parcial ou total entre o processo nasal medial e os processos
maxilares laterais, enquanto a falta de unido dos processos palatinos & responsavel pela FP

(CARINCI et al., 2007).

Fig. 1. Tipos de fissuras: A) Fissura labial unilateral; B) Fissura labial bilateral; C) Fissura
palatina; D) Detalhe de fissura de palato. (Fonte: BRITO, 2011)



Embriologicamente, as fissuras devem ser distinguidas em FL/P e FP isolada, uma vez
que o desenvolvimento de ambas ¢ distinto. O desenvolvimento embrionario do palato ocorre
entre a quarta e 12* a 13" semanas de vida e durante esse periodo, a morfologia da face ¢
formada. Entre a quinta e a sétima semana, os processos maxilares desenvolvem-se e o labio
superior ¢ formado pela unido dos processos maxilares e nasais internos. Quando as
proeminéncias nasais internas se fundem, formam o segmento intermaxilar, originando os
componentes labial, maxila ou gengival e palatino (palato primario) (DUARTE; LEAL, 1999;
AFSHAR; BRUGMANN; HELMS, 2012).

As FP podem incluir o palato mole, palato duro e alvéolo e o grau de fissura do palato ¢
uma conseqiiéncia do ponto do desenvolvimento fetal no qual a formagado foi interrompida. A
fusdo palatina primaria ¢ geralmente completa durante a quarta a oitava semana de gestagdo,
enquanto o palato secundario inicia sua forma¢do durante a 8* semana, com conclusdo na 12?
semana. Esta diferenga de tempo entre a formacgdo do primario e secundario ¢ uma das razdes
para considerar FL/P e FP como apresentar diferenga no desenvolvimento das deformidades
(MARAZITA; MOONEY, 2004; VAN AALST; KOLAPPA; SADOVE, 2008; FLINT et al.,
2010).

Crescentes evidéncias sugerem a influéncia de varios genes e fatores ambientais no risco
de desenvolvimento de fissuras labiais e/ou palatinas, podendo ser fatores isolados e interagdes
entre eles em vias biologicas complexas. Pelo fato das fissuras surgirem no inicio do
desenvolvimento embrionario, esta possui uma etiologia complexa com contribuicdes genética
e ambiental MANGOLD et al., 2010; DIXON et al., 2011).

O paciente com FL/P apresenta comprometimento na fala, audi¢do, aparéncia e também
demonstra danos psicologicos, o que pode levar grandes dificuldades na saide e na integragao
social, sdo frequentemente necessarias cirurgias, bem como tratamento ortodontico,
fonoterapico e psicologico (BERK; MARAZITA, 2002; MOSSEY et al., 2009).

A classificagdo das FL/P ¢ feita da seguinte forma, nomeadas segundo o forame incisivo,
limite entre o palato primario e secundario: fissuras pré-forame incisivo, podendo ser unilateral
(direita ou esquerda, completa ou incompleta), bilateral (completa ou incompleta) e mediano
(completa ou incompleta); fissuras transforame incisivo, podendo ser do tipo unilateral (direita
ou esquerda) e bilateral e fissuras pds-forame incisivo. J4 a fissura palatina isolada ou pos-
forame ainda ¢ dividida da seguinte forma: transforame unilateral (completa ou incompleta),
bilateral (completa ou incompleta) e submucosa. Porém, ainda ha a classificacdo de um quarto
grupo, no qual encontram-se as fissuras faciais raras, que sdo desvinculadas do palato primario

e secundario, como a obliqua, transversa, nasocular, fissuras do labio inferior, da mandibula,



do nariz e a fissura na uvula (Figs. 2 ¢ 3) (SPINA et al., 1972; SILVA FILHO et al., 1992;
BURG et al., 2016).

A A\
Fig. 2. Desenho esquematico da classificagdo de fissuras labiopalatinas: A) fissura pré-
forame unilateral incompleta; B) fissura pré-forame bilateral incompleta; C) fissura
pré-forame unilateral completa, D) fissura pré-forame completa bilateral; E) fissura
transforame unilateral; F) fissura transforame bilateral; G) fissura pds-forame

completa; H) fissura pds-forame incompleta. (Fonte: Adaptado de CYMROT et al.,
2010)

Fig. 3. Desenho de alguns subtipos de fissuras palatinas isoladas e fissura da ivula: A)
Fissura palatina unilateral; B) fissura palatina bilateral; C) fissurana uvula, D) fissura
palatina submucosa. (Fonte: Adaptado de BURG et al., 2016)



1.2 Epidemiologia de fissuras orofaciais no Brasil e no Mundo

As fissuras FL/P apresentam-se como a anomalia congénita mais frequente na face e de
cada 700 recém-nascidos, aproximadamente 1 nasce com essa anomalia em todo o mundo,
podendo variar de acordo com a area geografica, sexo e a situagdo socioecondmica
(LOFFREDO et al., 1994, CHRISTENSEN, 2002; MURRAY, 2002). A FP encontra-se como
a mais comum dentre as FLP, afetando de 1 a 25 recém nascidos a cada 10.000 nascimentos em
todo o mundo (PARKER et al., 2010; MAI et al., 2014).

A populagdo asiatica apresenta alta prevaléncia de FL/P, com incidéncia 2,1 para cada
1.000 nascimentos, enquanto que em chineses ha 1,4 para cada 1.000 recém-nascidos. Na
Africa, onde ha a menor prevaléncia, ¢ de 1/2.500 nascidos vivos (GORLIN; COHEN IJR;
HENNEKAM, 2001; DIXON et al., 2011). Em populagdes europeias, a incidéncia é, em média
de 1 caso para 1.000 nascimentos e em nativos americanos a incidéncia de casos de criancas
nascidas com fissuras ¢ considerada também alta (3,6:1.000) (GORLIN; COHEN JR;
HENNEKAM, 2001).

Ja para FP, levando em consideracdo 10.000 nascimentos, a média europeia ¢ de 10 casos,
nativos americanos a incidéncia ¢ de 5 casos, na Africa a é de 2 casos, na populagio asiatica
essa média de incidéncia ¢ de 3 casos (MOSSEY; CATILLA, 2003; MAI et al., 2014).

Dados de registro epidemioldgico de base hospitalar apontam que a prevaléncia de FLP
no Brasil varia de 1,2/1000 a 3/1000 nascimentos, dependendo da regido e do tipo de fenda e a
prevaléncia no Nordeste FL/P ¢ de 9,72/10 mil nascidos vivos, e para as FP 2,41/10 mil nascidos

vivos (CASTILLA; LOPEZ-CAMELO; PAZ, 1995; RIBEIRO-RODA; LOPES, 2008).

1.3 Fatores de risco para fissuras orofaciais

1.3.1 Idade materna

A idade materna tem sido apontada como uma varidvel que influencia na ocorréncia das
fissuras. H4 relato de ocorréncia de FL/P em maes com idade variando entre 25-29 anos
(FORRESTER; MERZ, 2004) assim como em maes com idade abaixo de 20 anos (DEROO;
GAUDINO; EDMONDS, 2003). Outros estudos apontam também para o aumento de chance
de prole com FP em maes com idade superior a 35 anos (SHAW et al., 1998; VALLINO-
NAPOLI; RILEY; HALLIDAY, 2006; DAI et al., 2010).



1.3.2 Tabagismo

A nicotina, um componente toxico do cigarro, ¢ um vaso constritor que no periodo
gestacional diminui o aporte sanguineo ao feto, podendo prejudicar no seu desenvolvimento,
assim como o monoxido de carbono, que ao se combinar com a hemoglobina, pode diminuir a
oferta de oxigénio aos tecidos embrionarios e fetais, causando uma possivel hipdxia
(LAMBERS; CLARK, 1996; WERLER, 1997; LITTLE; CARDY; MUNGER, 2004).

Estudos relatam que o habito de fumar durante a gestagdo pode trazer alteragdes no
desenvolvimento do tubo neural. Além disso, Shaw et al. (2009) associaram o fumo durante a
gravidez a um risco aumentado de FL/P em um estudo que utilizaram medidas objetivas de
fumo com base nos niveis séricos de cotinina (um metabolito da nicotina) no tempo médio da
gestacdo das maes e os resultados foram comparados com dados das méaes que geraram criangas
com fissuras orofaciais ou alguma outra malformagdo congénita mostrando um aumento do
risco de 2,1 vezes quando o bebé € exposto a fumaga.

Evitar a exposi¢cdo ao fumo antes da gravidez ou nas primeiras semanas gestacional pode
evitar entre 310 e 550 casos de fendas orofaciais a cada ano nos Estados Unidos. Embora as
causas da maioria das fissuras orofaciais sejam desconhecidas, as evidéncias de que o ato de
fumar no inicio da gravidez pode levar ao nascimento de criangas com fissuras orofaciais
destaca uma importante oportunidade de prevencdo para melhorar a satde dos lactentes.
(HONEIN et al., 2014). Devido as altas taxas de exposicao ao tabagismo entre mulheres em
idade reprodutiva, estima-se que cerca de 11% a 12% de todas as FL/P poderiam ser evitadas

com a interrupgao do tabagismo (MITCHELL et al., 2002).

1.3.3 Alcool

Estudos mostram que mulheres gestantes que fazem uso de alcool aumentam 2,8 vezes a
chances de ter uma crianga com FP. Consumo excessivo de alcool em grandes doses durante
no primeiro trimestre de gestacdo ja foi mostrado como fator de risco para FL/P (SHAW;
LAMMER, 1999; LORENTE et al., 2000; BOYLES et al., 2010).

A ingestdo de alcool durante o periodo gestacional tem sido associada ao aumento de
risco para ocorréncia de FL/P. Esta associag@o parece estar relacionada ao tipo de bebida, dose
e frequéncia e quando o alcool é combinado com outros fatores, como o tabaco, drogas, e
também a fatores socio geograficos o risco de FL/P e para FP é ainda maior (MEYER et al.,

2003; KAWALEC et al., 2015).



A utilizacdo de doses maiores em menor frequéncia parece ser mais prejudicial ao
desenvolvimento fetal do que maior nimero de exposigdes com pouca dosagem. Isso
provavelmente ¢ devido aos picos de concentragcdes ao qual os tecidos em desenvolvimento

serdo expostos (GLADSTONE; NULMAN; KOREN, 1996; MAIER; WEST, 2001).

1.3.4 Outros fatores

Exposig¢oes a solventes (hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos utilizados na limpeza), o
uso de drogas ilicitas, medicamentos corticosterdides, benzodiazepinicos, antiepiléticos
(fenitoina e acidos valproéico) usados durante a gestacdo podem ter um grande efeito sobre uma
maior predisposicdo de FL/P e FP. Outra questdo bastante importante ¢ a saude e presenca de
infecgdes nas mulheres durante a gravidez (LEITE; PAUMGARTTEN; KOIFMAN, 2005;
KAWALEC et al., 2015).

Outros estudos tém evidenciado o riso de fissuras orofaciais em exposicdo a agentes
quimicos, como Cordier et al. (1992) em um estudo de caso-controle realizado na Franga
demonstraram um aumento significativo para FL/P quando a gestante se expds a solventes.
Chevrier et al. (2006) demonstraram que tanto FL/P quanto FP estdo associadas a exposicao de
oxigenados, e dentre eles, ésteres, cetonas, aldeidos e petroleo. Lorente et al. (2000) mostraram
a exposicao a tricloroetileno e o aumento do risco de gestante ter uma crianga com FP.

Garcia e Almeida (1991) demonstraram que maes em contato direto com agrotoxicos em
atividades agricolas no primeiro trimestre da gravidez e anterior a gravidez apresentaram risco
aumentado de terem bebés com FL/P.

Em uma metanalise, Hwang e Jaakkola (2003) forneceram evidéncia de que o uso de
substancias contendo cloracdo para desinfec¢do pode ser fator de risco para defeitos do
nascimento, defeitos do tubo neural e do sistema urinario. Assim como também Klotz e Pyrch
(1999) encontrou significancia estatistica na associacdo de uso desses produtos em agua e

nascimentos de bebés com defeitos do tubo neural.

1.3.5 Dieta

Um dos fatores mais importantes relacionados com FL/P e FP ¢ a dieta de mulheres

gravidas pela sua influéncia direta no crescimento fetal (KAWALEC et al., 2015). Vujkovic et

al. (2007) mostraram em um estudo caso-controle de 203 maes de criangas com FL/P que a



dieta materna rica em carne, frituras e massas, e pobre em frutas e legumes aumentou em,
aproximadamente, duas vezes o risco de terem criangas afetadas.

A presenca de diabetes e obesidade materna durante a gestacdo também parece estar
associada com um maior risco de ter um filho com FL/P e FP ndo-sindromica, porém ¢
importante ressaltar que o efeito da obesidade poderia ndo ser um fator direto, mas secundario
a interagir com outros fatores (SPILSON; KIM; CHUNG, 2001; CEDERGREN; KALLEN,
2005; KAPPEN, 2013).

Kraples e colaboradores (2004) em um estudo feito com 182 maes de criangas com FL/P
em comparagdo com 173 maes de criangas sem fissuras como caso-controle demonstraram que
a dieta antes da gravidez pela ingestdao de todos os macronutrientes, vitaminas e minerais foram
menores em maes de criangas com FL/P e FP em comparacdo com controles, além de ter
demonstrado a diferenca de ingestdo de proteina vegetal, fibra, B-caroteno, acido ascorbico,
ferro e magnésio. Esses resultados sugerem que a ingestdo elevada de nutrientes,
predominantemente, presente em frutas e vegetais reduz o risco destes defeitos congénitos.

Estudos epidemiologicos vém fornecendo evidéncias de que a associacdo do consumo de
4 mg de acido folico/dia e o uso de multivitaminas contendo acido folico no periodo peri
concepcional de uma mulher reduz o risco de muitas doencas congénitas (SHAW et al., 1995;
WILCOX et al., 2007). Com conclusoes de alguns estudos sobre a associacdo entre 0 uso
materno de suplementos contendo acido folico e um risco reduzido de defeitos congénitos
indicam que os genes envolvidos no metabolismo de acido félico e da metionina podem estar
relacionados com a patogénese de fendas orofaciais (WERLER; LOUIK; MITCHELL, 1999).

Desta forma, dietas contendo frutas, verduras e legumes sdo necessarias pelo fato desses
alimentos conter importantes agentes antioxidantes, tais como as vitaminas C, D, E e A, a
clorofilina, os flavonoides, carotendides, curcumina e outros, que sdo capazes de restringir a
propagagdo das reacdes e das lesdes induzidas pelos radicais livres. Podem atuar de diferentes
formas, como por exemplo, impedindo a formagao de radicais livres; impedindo o ataque sobre
moléculas como lipideos, aminoacidos, proteinas e DNA, evitando lesdes e perda da integridade
celular; reparando lesdes ja formadas; e remogao de danos na molécula de DNA (BARNETT;

KING, 1995; FOTSIS et al., 1997; POOL-ZOBEL et al., 1997).



1.4 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio entre a geragdo de moléculas instaveis
e de elevada reatividade chamadas de radicais livres ¢ o seu sistema de remocdo, onde essas
moléculas possuem como caracteristica um unico elétron ndo pareado na Orbita externa do
atomo. Exemplos de radicais livres sdo as espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) e as
espécies reativas derivadas do nitrogénio (ERNs) (POLJSAK; MILISAV, 2012).

EROs incluem os radicais livres superoxidos e hidroxilas, bem como perdxido de
hidrogénio que sdo moléculas ndo-radicais e derivadas, principalmente, do oxigénio que é
consumido em vdrias reagcdes metabolicas que ocorrem principalmente na mitocondria,
peroxissomos e reticulo endoplasmatico (ER) (FINKEL, 2012; HANDY; LOSCALZO, 2012).
Séo produzidos tanto por reagdes enzimaticas quanto por ndo enzimaticas. Reacdes catalisadas
por enzimas que geram EROs incluem os que envolvem NADPH oxidase, xantina oxidase,
incluindo 6xido nitrico endotelial sintase (eNOS), acido araquidonico e enzimas metabolicas,
tais como as enzimas do citocromo P450, lipoxigenase e ciclo-oxigenase (GORRINI; HARRIS;
MAK, 2013).

A modulagdo dos niveis de EROs intracelular € crucial para a homeostase celular, porém
quando ha produgdo excessiva, esses produtos podem causar danos em componentes celulares,
tais como DNA, proteinas e lipidos, levando a varias alteragdes metabolicas e inflamatorias
(CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; SENA; CHANDEL, 2012; GORRINI; HARRIS; MAK,
2013; VELLOSA et al., 2013).

Este desequilibrio na produgdo e remog¢do dos radicais livres, promovido por uma
variedade de agentes exogenos que induzem a produ¢do de EROs ou por uma ineficiéncia na
inativagdo pela acdo das enzimas desintoxicantes e¢ vitaminas, estd fortemente associado com
doengas multifatoriais incluindo aterosclerose, diabetes do tipo II, distirbios neuroldgicos,
doencas auto-imunes, envelhecimento e cancer (KESAEWALA; KRISHNA; MITCHELL,
2016).

Interessantemente, elevacdo dos niveis de estresse oxidativo durante a gravidez resulta
em embriotoxicidade (DENNERY, 2007) e oxidagdo do DNA durante a embriogénese ¢ um

mecanismo pelo qual produtos quimicos induzem efeitos teratogénicos (LIU; WELLS, 1995).



1.5 Vitamina D

1.5.1 Metabolismo da Vitamina D

A vitamina D ¢ considerado um hormoénio esteréide de grande importancia por estar
envolvido em processos fisiologicos fundamentais. Sua sintese encontra-se em maior parte na
regido cutanea (80-90%) apresentando-se na forma colecalciferol (ou vitamina D3) a partir do
precursor 7-dehidrocolesterol apods estimulagdo da luz solar; e em menor parte (10-20%)
adquiridos a partir da dieta na forma de ergocalciferol (ou vitamina D2). Ambas as formas
sofrem o mesmo processo de metabolizacdo até a forma ativa 1,25(OH):D3 (PREMAOR;
FURLANETTO, 2006; WAGNER; TAYLOR; HOLLIS, 2008).

O processo de sintese endogena das moléculas do grupo vitamina D na forma
colecalciferol inicia nas camadas profundas da epiderme e para que esse processo ocorra, ¢
preciso que o individuo receba a luz solar direta, especificamente a radiagdo ultravioleta B
(UVB) nos comprimentos de onda entre 290 e 315 nandmetros (WEBB; KLINE; HOLICK,
1988).

Na bicamada lipidica dessas células estd armazenada a substancia precursora, o 7-
deidrocolesterol (7-DHC), onde pela reacao de fotolise a enzima 7-deidrocolesterol-redutase
converte o 7-DHC em pré-vitamina D3, que se apresenta como uma substancia termoinstavel.
Esta molécula sofre uma reagdo de isomerizacdo induzida pelo calor, assumindo uma
configuragdo espacial mais estavel, a vitamina D3, sendo posteriormente secretada para o
espago extracelular e atingindo a corrente sanguinea (MORRIS, 1999; ARMAS; HOLLIS;
HEANEY, 2004).

Ambas as formas de vitamina D (vitamina D2 e D3) continuam na forma inativa e sdo
transportadas no sangue por uma glicoproteina, a proteina ligadora da vitamina D (DBP), sendo
levadas até o figado, onde passam por varias reagdes enzimaticas até atingirem a forma
biologicamente ativa. Ao alcangarem o figado, sofrem hidroxilagdo no carbono 25, mediada
pela enzima microssomal CYP2R1, dando origem a 25-hidroxivitamina D ou 25(OH)D
(BLOMBERG et al., 2010). A 25(OH)D se liga a DBP e ¢ transportada a varios tecidos com
células que contém a enzima 1-a-hidroxilase que promove hidroxilagdo no carbono 1 da
25(OH)D, formando a 1-a,25-diidroxi-vitamina D (1,25(OH)2D), sendo esta a molécula
metabolicamente ativa (NORMAN, 2008).

Os efeitos biologicos da 1,25(OH)2D sao mediados pelo receptor de vitamina D (VDR),

um fator de transcricdo que pertence a familia de receptores hormonais nucleares. O VDR
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humano tem peso molecular de 50 kDa e 427 residuos de aminoacidos e possui uma por¢ao
hidrofobica que liga-se a 1,25(OH)2D e um dominio com dois dedos de zinco para liga¢do ao
DNA, onde este receptor ¢ encontrado em muito tecidos, incluindo a placenta (BAKER et al
1988; ROCHELL et al., 2000; BOUILLON et al., 2008).

Assim, as principais fungdes da vitamina D estdo relacionadas ao metabolismo do calcio
e desenvolvimento dos 0ssos, como também um papel importante em varios outros sistemas
fisiologicos. A vitamina D foi sugerida em estimular a secre¢do de insulina ¢ diminuir a
resisténcia a insulina, incluindo efeitos anti-proliferativos e anti-inflamatérios (LAMBERG-
ALLARDT; BRUSTAD; MEYER, 2013; FELDMAN et al. 2014; WIMALAWANSA, 2016).

Segundo Bouillon e colaboradores (2006) a 1,25(OH)D parece interferir de forma direta
ou indireta em varios genes envolvidos na regulagdo do ciclo celular, diferenciacdo, apoptose e
angiogénese, podendo atuar na diminui¢@o da proliferacdo tanto de células normais e quanto
neoplasicas.

A insuficiéncia de vitamina D esta associada complicagdes da gravidez incluindo pré-
eclampsia, diabetes mellitus gestacional e nascimento prematuro, sugerindo também um papel
importante para a vitamina D na manutencdo da gravidez e desenvolvimento fetal (BODNAR
etal., 2007; BODNAR; KROHN; SIMHAN, 2009; BAKER et al, 2010; PEREZ-FERRE et al.,
2012, SABLOK et al., 2015).

Segundo Shin et al. (2010) a vitamina D parece ser importante na implantacdo do embrido
no utero, ossificacdo do esqueleto fetal, como também impede que o corpo da gestante rejeite
o feto que esta sendo desenvolvido por impedir a producdo de componentes que participam do
processo de aborto.

Hart et al. (2015) realizaram um estudo sobre a deficiéncia de vitamina D na gestacdo e
seus efeitos no feto ao longo da vida e encontraram que 36% dessas gestantes estavam com
baixas concentracdes da vitamina no periodo gestacional e forte associagdo no mal
desenvolvimento pulmonar, cerebral e dsseo do feto.

A vitamina D parece ser importante para manutencdo de uma gestagdo saudavel. Um
estudo com tecido placentario de partos prematuros, mostrou redugdo na expressdo de VDR,
indicando uma possivel dependéncia da modulacdo da expressdao do VDR para manutencao da
gestacao (FISCHER et al., 2007).

Desta forma, pelo fato do VDR ser crucial para as acdes da vitamina D no organismo,
alteracdes no receptor podem ter potencial de acarretar desequilibrios fisiologicos e contribuir

para o surgimento de varios processos patologicos (CHEN et al., 2014).
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1.5.2 Importincia da Vitamina D como antioxidante

Além das funcdes relatadas acima, tem sido descrita a capacidade da vitamina D de atuar
como um antioxidante e anti-envelhecimento. Esta relacdo foi evidenciada por Kallary e
colaboradores (2001) onde em estudo realizado em camundongos, através do teste de knockout,
relacionaram o dano do DNA em células do epitélio do colén intestinal com a auséncia de VDR
nessas células. Corroborando com esse resultado Fedirko e colaboradores (2010) fizeram um
estudo com 92 pacientes com adenoma no colon retal, onde esses pacientes receberam doses
diarias de vitamina D e foi observado redu¢do significativa de danos oxidativos no DNA no
epitélio do colon.

Em 2014, Zhong e colaboradores demonstraram que células endoteliais quando
estimuladas com vitamina D aumentaram o tempo de expressdo do VDR e sua capacidade de
se ligar a 1,25(0OH)2D3, o que induziu positivamente a regulacdo necessaria na proliferacao
celular como também na expressdo da enzima antioxidante CuZn-superoxido dismutase (CuZn-
SOD). Por outro lado, nas células endoteliais sem estimulo pela vitamina D ocorria processo de
estresse oxidativo e o VDR deixou de ser expresso ou foi expresso defeituosamente, enfatizando
que niveis suficientes de vitamina D e expressdo adequada de VDR sdo fundamentais para
manutencdo da defesa a agentes oxidantes.

Halicka e colaboradores (2012) evidenciaram em uma pesquisa feita in vitro, com células
de linhagem linfocitica e células de carcinoma pulmonar, uma redugdo de 50-70% dos niveis
de oxidantes enddgenos quando foram expostas a vitamina D na sua forma ativa (1,25(0OH)2D),
como também observaram uma atenuagdo em danos consecutivos ao DNA causados por esses
produtos de oxidagao celular.

O tratamento de varias linhagens celulares com 1,25(OH)2D mostrou levar a indugdo de
importantes enzimas envolvidas na protecdo ao estresse oxidativo, tais como tiorredoxina
redutase 1 (TXNRDI) e superdxido dismutase (SOD) limitando o estresse oxidativo

intracelular (SCHUTZE et al., 1999; PALMER et al., 2003; LAMBERT et al., 2006).

1.6 Definicao de Polimorfismo Genético

O polimorfismo genético ¢ a variagdo genética na sequéncia de alelos, de bases
nucleotidicas ou na estrutura cromossdmica. O tipo de polimorfismo mais estudado na literatura
¢ o de base unica, conhecido como SNP, do inglés Single Nucleotide Polimorphism

(Polimorfismo de Nucleotideo Unico). Esse consiste em uma variagdo de um unico nucleotideo
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em um local especifico do genoma (STRACHAN, 2002; PARMIGIANI; CAMARGO, 2004;
TAYLOR; PRESHAW; DONALDSON, 2004).

A presenca de um polimorfismo pode implicar em mudanca no codigo genético ¢ a
sequéncia da proteina correspondente, levando por consequéncia em alteragdes no gendtipo
(sequéncia de bases), afetando ou ndo o fenotipo, que, consequentemente determinara a fungéo

proteica (LEWIN, 2001).

1.7 O gene do Receptor da Vitamina D (VDR) e polimorfismos

O gene do receptor da vitamina D (VDR) (Fig. 4) esta localizado no braco longo do
cromossomo 12 (12q13.11) e consiste em 9 éxons distribuidos entre as regides 5° promotora e
3’ reguladora (3-UTR), onde os éxons de 2 ao 9 codificam o produto final, enquanto o éxon 1,
que ¢ subdividido em 1a, 1b, Ic, 1d, le e 1f, tem fun¢des regulatorias. O dominio de ligacao de
DNA ¢ codificado pela regido localizada entre os éxons 2 e 3. Os éxons 7, 8 ¢ 9 codificam o

dominio de ligacao para 1,25-(OH)2D3 (MIYAMOTO et al, 1997).

Regiio
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Fig. 4. Estrutura do gene VDR ¢ localizagdo dos principais polimorfismos. (Fonte:
Adaptado de UITTERLINDEN et al., 2004)

Mais de 470 polimorfismos foram identificados no gene VDR humano, e sua importancia
funcional e efeitos potenciais na associacdo a doencas como cancer e diabetes, € a uma série de
distarbios neuropsiquiatricos, apresentando grande importancia médica, como o rs2228570
(Fokl), rs1544410 (Bsml), 1s731236 (Taql) e o 157975232 (Apal) (ZMUDA et al., 2000;
OGUNKOLADE et al., 2002; EYLES et al., 2013). Estes polimorfismos estdo distribuidos por
toda a regido do gene VDR: na regido 5’ promotora, nos éxons codificantes, na regido dos

introns e na regido 3’ regulatoria (ARAI et al., 1997).
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O polimorfismo rs2228570 resulta da substitui¢do timina-citosina (T-C) na jungdo do
intron 1 com o éxon 2, na posi¢ao 30920, localizado no primeiro codon de iniciagdo da tradugdo,
que traz como consequéncia uma proteina produzida com 3 aminoacidos a menos (ARAl et al.,
1997; GROSS et al, 1997). Este apresenta dois codons de iniciagdo ATG separados por seis
nucleotideos no f~VDR, e faz com que o VDR seja produzido de forma completa com 427
aminoacidos, ou apenas um codon de iniciagdo devido a uma substituicdo T-para-C em 5° ATG,
resultando numa proteina F-VDR curta (424 aminoacidos). Essa modificagdo estrutural poderia
ocasionar maior funcionalidade do receptor da vitamina D em pessoas que apresentam o alelo
F (ARAl et al., 1997; NEJENTSEYV et al., 2004; VAN ETTEN et al., 2007).

Aslani et al. (2011) estudaram o polimorfismo rs2228570 em gestantes ¢ descreveram
que o alelo F parece estar relacionado a menor risco de diabetes gestacional. Complementando,
foi mostrado que este mesmo alelo promove risco maternal ao parto prematuro (MANZON et
al., 2014). Em contrapartida, outro estudo mostrou que maes com o alelo F pode proteger o feto
contra os efeitos toxicos do chumbo (KAYA-AKYUZLU et al., 2015).

O alelo f mostrou ser menos eficiente em ativagdes mediada pela vitamina D quando
comparado ao alelo F em mulheres na fase da menopausa (MIYAMOTO et al., 1996). E em
doencas como o cancer, o alelo F foi identificado como fator de risco para cancer ovariano
(MOHAPATRA et al., 2013; XU et al., 2013), cancer de prostata (XU et al., 2007) e o alelo f
jéa apresentou relagdo com risco aumentado em cancer de mama (ALIMIRAH et al., 2011).

O polimorfismo rs1544410 esta localizado no intron 8, posi¢cdo 63980, e resulta na troca
do nucleotideo adenina para uma guanina (A-G). Por localizar-se em regido ndo-codificante do
gene, este polimorfismo ndo causa alteragdo na sequéncia de aminoacidos da cadeia
polipeptidica sintetizada, porém ainda ndo se sabe seu exato efeito sobre a ativacao do receptor
da vitamina D (MORRISON et al. 1992; UITTERLINDEN et al., 2004; SLATTERY, 2007).

Sobre estudos relacionados a gestacdo, o gendtipo BB foi evidenciado como potencial de
risco para que gestantes tenham fraturas (FEUZ et al, 2009), porém ndo foi encontrada
associag@o com quadros hipertensivos na gestagdo (REZENDE et al., 2012).

Estudos com esse polimorfismo também ja foram realizados em relagao a canceres, como
o alelo b ser um potencial alelo de risco para cancer de prostata (XU et al., 2007), para
carcinoma de células renais (ARJUMAND et al, 2012) e cancer no coldon retal
(LACZMANSKA et al., 2014) e o alelo B como risco para cancer de mama (LI et al., 2014).

Contudo, apesar de haver evidéncias que mostram que a deficiéncia de vitamina D na
gestacao implica em complicagdes na gravidez e no desenvolvimento do feto, ndo ha estudos

analisando uma possivel relagdo de polimorfismos do gene VDR para o desenvolvimento de
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FL/P e FP, ressaltando a importancia do presente estudo, cujo objetivo princiapl foi analisar a
relacdo dos polimorfismos rs2228570 e rs1544410 do gene VDR como fator de risco para o

desenvolvimento deste defeito congénito.
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2. OBJETIVO

Determinar as associagdes de SNPs 152228570 e rs1544410 do gene do receptor da
vitamina D (VDR) com a suscetibilidade para o desenvolvimento de FL/P em genitoras e

criangas com FL/P ¢ FP.

2.1 Objetivos Especificos

1. Determinar a associagdo dos fatores de risco (idade materna, historico familiar, condigdes
ocupacionais, tabagismo, alcool, suplementagdo de acido folico e sulfato ferroso, uso de drogas
e medicamento) no desenvolvimento de FL/P e FP na populacio estudada;

2. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs2228570 e suas
associa¢oes com o desenvolvimento de FL/P e FP;

3. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs1544410 e suas

associacdes com o desenvolvimento de FL/P e FP.
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3. METODOLOGIA

3.1 Populagao e Amostra

Foram incluidos no projeto 127 duplas (mae e crianga fissurada), que tenham procurado
o Servi¢o de Fissurados do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal
da Paraiba . Foram obedecidos os seguintes critérios de inclusdo: 1) ser genitora de portador de
fenda labial e/ou palatina independente de ja ter sido submetido a cirurgia de correcdo; 2)
pertencer a familia que concordar em participar da pesquisa através de anuéncia expressa em
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os resultados foram apresentados por
tipo de fendas labiopalatinas, dividindo-as em dois grupos, o primeiro com 74 duplas FL/P
(sendo 22 FL e 52 FLP) e o segundo grupo om 53 duplas com FP.

Foram incluidos também 82 duplas saudaveis (maes e crianga saudavel) que tenham

procurado o servico do Hospital Maternidade Candida Vargas para amostra controle.

1.8 Aspectos Eticos

O presente projeto foi submetido & andlise da Comissido de Etica para Pesquisas (CEP)
em Humanos da Universidade Federal da Paraiba, situada no Campus I, no Hospital
Universitario Lauro Wanderley, tem sido aprovado com o parecer de numero 1.309.490 no dia
05 de novembro de 2015 (ANEXO A), onde o mesmo, posteriormente, sofreu altera¢des
precisando ser reencaminhado ao CEP para nova aprovacao para adi¢do de novas amostras no
trabalho e sendo aprovado no dia 13 de dezembro de 2016 com o parecer 1.865.600 (ANEXO
B).

A inclusdo dos pacientes na pesquisa aconteceu mediante convite prévio formalizado pelo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICES 1 e II).

O sigilo e o anonimato dos participantes foram mantidos em todas as etapas do trabalho.
A entrevista aconteceu em espaco reservado e as informagdes contidas no formulario foram de
uso exclusivo para a coleta de dados. Todos os trabalhos laboratoriais foram conduzidos através

do uso de codigos de identificacdo preservando assim a identidade dos sujeitos de pesquisa.
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3.3 Analise Molecular

3.3.1 Coleta das Amostras

As amostras de células bucais foram coletadas através de um bochecho, por 60 s, de 5 ml
de solugdo de sacarose a 3%. O contetdo resultante do bochecho foi transferido para um tubo
de 15 ml, contendo previamente o volume de 5 ml de uma solugdo 66% alcodlica contendo 17
mM Tris-HCI pH 8, 5 mM NaCl e 7mM EDTA. No caso de criangas menores de 2 anos,
incapazes de realizar bochecho, a coleta foi realizada com gaze estéril que foi posteriormente
lavada na mesma solu¢do 66% alcodlica contendo 17 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM NaCl e 7mM
EDTA. O material foi coletado em tubos de 15 ml do tipo falcon estéreis e livres de DNAses e
RNAases e em seguida levadas ao Laboratorio de Estudos Moleculares e Analises Clinicas do

Departamento de Biologia Molecular da UFPB.

3.3.2 Isolamento do DNA

A cada tubo foi adicionada agua destilada e deionizada autoclavada q.s.p. 15 ml. Apds
centrifugacdo e descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado em soluc¢ao aquosa, contendo
17 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM NaCl e 7mM EDTA. Novamente o sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi ressuspendido em solugdo de lise contendo 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,5%
dodecil sulfato de sodio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 pg de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) e incubado a 50°C em movimento continuo semicircular. Apos 12 h de incubagao,
foi adicionado 500 pl de uma solugdo aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 M acetato de amdnio. A
mistura foi centrifugada por 10 min a 12.000 g a 4°C e 900 pl do sobrenadante foi transferido
para novo tubo onde foi realizada precipitacio do DNA com 540 ul de isopropanol. O
precipitado de DNA foi lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), seco ¢
ressuspendido em tampao Tris-EDTA (TE Buffer) (AIDAR; LINE, 2007).

3.3.3 Analise do polimorfismo VDR rs2228570

Os genotipos foram determinados por PCR-RFLP. Foram utilizados os iniciadores: 5°-
AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3’ (sense) e 5’-
ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’ (antisense) (HUANG et al., 2002). A

amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 94°C durante 10 minutos,
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35 ciclos de desnaturacao (30 segundos a 94°C), anelamento (30 segundos a 58°C) e extensao
(30 segundos a 72°C) com uma etapa extra de extensao final de 10 minutos. O produto de 265
pb foi digerido com Fokl que reconhece e cliva o alelo polimérfico f gerando dois fragmentos
(196 pb e outro de 69 pb) enquanto o alelo ancestral F permanece com 265 pb. Os genotipos
foram analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e coloragdo com nitrato
de prata 0,5%. Na figura 5A sdo mostrados os gendtipos de algumas amostras aplicadas em gel
de eletroforese, onde na coluna 2 se encontra o padrao de peso molecular de 50pb, nas colunas
4,7 e 8 sdo amostras de gendtipo FF, nas colunas 1, 3 e 5 o genotipo Ff e na coluna 6 o genétipo
ff.

3.3.4 Analise do polimorfismo VDR rs1544410

Os genotipos foram determinados por PCR-RFLP. Foram utilizados os iniciadores:
5’CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3* (sense) e 5-AACCAGCGGGAA
GTCAAGGG-3’ (antisense) (PANI et al.,, 2000) ¢ a amplificagdo ocorreu nas seguintes
condigoes: desnaturagao inicial a 94°C durante 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo (1 minuto
a 94°C), anelamento (1 minuto a 58°C) e extensdo (3 minutos a 72°C) com uma etapa extra de
extensao final de 5 minutos. O produto de 825 pb foi digerido com Bsm/ que reconhece e cliva
o alelo polimorfico b gerando dois fragmentos (650 pb e 175 pb) enquanto o alelo ancestral B
permanece com 825 pb. Os genoétipos foram analisados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% e colora¢do com nitrato de prata 0,5%. Na figura 5B sdo mostrados os
genotipos de algumas amostras aplicadas em gel de eletroforese, onde na coluna 5 se encontra
o padrdo de peso molecular de 100pb, nas colunas 3, 4 ¢ 9 sdo amostras de genotipo BB, nas

colunas 6 e 8 o genotipo Bb e nas colunas 1, 2 e 7 o gen6tipo bb.
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1s2228570 A rs1544410 B

825 pb
650 pb
265 pb 175 pb
196 pb)
69 pb

Fig. 5. Gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata da genotipagem de amostras para
1s2228570 (A) e rs1544410 (B)

3.4 Avaliacio de fatores de risco ambientais durante o periodo gestacional

Para coleta de dados clinicos, foram utilizados literatura cientifica relacionada como
critérios para elaboracdo dos questionarios. A partir da analise, foram identificados os principais
fatores relacionados ¢ a forma de apresenta-los (DAI et al., 2010; JOHNSON et al., 2009;
FORRESTER; MERZ, 2004; DEROO; GAUDINO; EDMONDS, 2003), que levou a
construgdo do INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS CLINICOS (APENDICE III).

3.5 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através do teste qui-quadrado.
Para todos os testes foi considerado como nivel de significancia o p<0,05. O programa
escolhido para a utilizag@o dos testes citados foi o GraphPad.Instat, versdo 3.0 (San Diego, CA,

EUA).
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4. RESULTADOS

Na tabela 1 encontram-se os resultados dos fatores ambientais do grupo controle (GC),
grupo FL/P (GL/P) e grupo FP (GP) e a diferenga da idade média apresentou significancia

entre GC e GP, com p = 0,017, porém nao apresentou quando comparado GC com GL/P.

Tabela 1. Frequéncia dos fatores ambientais do grupo controle (GC), grupo de fissuras labiais
e labiopalatinas (GL/P) e grupo de fissuras palatinas (GP)

GC GL/P GP p
*0,187¢
Idade média das maes Méd.—SD  25,7-6,04 27,3—6,51 28,6—6,06 T
oo . 05 39 22 <0,0001¢
Historico Familiar n (%) (6%) (52,7%) (41,5%)  <0.00017
06 13 09 0,087¢
Lavradora n (%) Q) @ 0
Condicdes (7,3%) (17,5%) (17%) 0,1437
Ocupacionais 28 30 15 0.509%
V)
Do lar n (%) (G4,1%)  (40,5%)  (283%) ool
02 04 02 0,585¢
: [\
Ativo n (%) 24%)  (5A%)  (BT%) o5
) ) 16 20 11 0,356%
Tabagismo Passivo n (%) (19,5%) (27%) (20,7%) 0.8600
Ativo/ n (%) 02 05 06 0,361¢
Passivo ik (2,4%) (6,7%)  (11,3%) o078
, 09 17 12 0,073¢
V)
Alcool n (%) (11%) (23%)  (22,6%) o1y
Suplementacio - Sulfato 70 55 45 0,127¢

o
nOO @53%)  (43%)  (849%) 04w

Fonte: Dados da pesquisa, 2017. *Teste t ndo pareado. Teste qui-quarado. p < 0,05 = diferenca significativa. GC:
Grupo Controle. GL/P: Grupo de Fissuras Labiais e Labiopalatinas. GP: Grupo de Fissuras Palatinas Isoladas.
¢Teste feito entre GC e GL/P. JTeste feito entre GC e GP.

ferroso e acido folico
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Quando comparado a porcentagem de filhos fissurados apresentaram ter historico familiar
de fissuras foi expressivamente maior ao que foi relatado no grupo controle, onde o grupo
controle apresentou 6% de historico familiar, GL/P apresentou 52,7% (p < 0,0001) e GP
apresentou 41,5% (p <0,0001). Podemos perceber também que em GL/P a quantidade de maes
fumantes passivas (27%) foi expressivamente maior que em GC e GP (19,5% e 20,7%,
respectivamente), assim como também em fumante ativa, onde em GL/P foi de 5,4,%, GC foi
de 2,4% e GP foi de 3,7%. Ja em fumantes tanto ativas quanto passivas GP apresentou
frequéncia maior (11,3%), enquanto que GL/P foi de 6,7% e GC 2,4%.

Sobre o uso de suplementacio de Acido Félico e Sulfato Ferroso a frequéncia foi
aproximada entre os grupos GC (85,3%) e GP (84,9%), enquanto que GL/P apresentou
frequéncia menor de 74,3,%, mas ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Sobre o
uso de alcool, em maes de GC, 11% relataram fazer uso de bebidas alcoolicas enquanto que
GL/P foi de 23% e GP 22,6%, tendo valores maiores que o grupo controle, porém nao
apresentaram diferenga significativa. Quanto a frequéncia de maes que trabalham como
lavradoras, o GC apresentou frequéncia de 7,3%, GL/P de 17,5% e GP de 17%, mostrando uma
diferenca ndo significativa. Nenhuma das maes tanto dos grupos testes quanto do grupo controle
relataram o uso de drogas ilicitas e medicamentos de risco para o desenvolvimento de fissuras
antes ou durante a gestacao.

Os resultados das distribui¢des genotipicas encontradas nos grupos estudados estio de
acordo com o equilibrio Hardy-Weinberg (tabelas 2), onde todos os gendtipos apresentaram

valor de p <0,05.
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Tabela 2. Resultado do Equilibrio Hardy-Weinberg para as distribui¢des genotipicas de
1s2228570 e rs1544410 nos grupos estudados

rs2228570
ity | z . :
GC 34 40 08 0,443
GL/P 39 28 07 0,551
GP 31 17 05 0,258
cc 42 35 05 0,515
CL/P 39 26 09 0,171
cpP 30 16 07 0,062
rs1544410
estudados | PP Bh bb P
GC 23 44 15 0,449
GL/P 24 31 19 0,173
GP 11 23 19 0,415
ccC 23 36 23 0,269
CL/P 21 31 22 0,163
cpP 05 25 23 0,628

Fonte: Dados da pesquisa, 2017. GC: Genitoras Controle. GL/P: Genitoras do grupo de Fissuras Labiais e
Labiopalatinas. GP: Genitoras do grupo de Fissuras Palatinas Isoladas. CC: Criangas Controle. CL/P: Criangas do
grupo de Fissuras Labiais e Labiopalatinas. CP: Criangas do grupo de Fissuras Palatinas Isoladas.

A distribuicdo genotipica e frequéncia alélica de rs2228570 tanto no grupo de genitoras
quanto de afetados ndo foi diferente do GC (tabelas 3 e 4). Nao houve diferencga significativa
na distribuicdo genotipica e frequéncias alélicas em nenhum dos grupos analisados quando

comparado aos grupos controle.



Tabela 3. Analise dos genotipos 152228570 em genitoras.
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rs2228570 GC GL/P GP P
FF 41,5% (34) 52,7% (39) 58,5% (31)
Ff 48,7% (40) 37,8% (28) 32% (17)
ff 9,8% (8) 9,5% (7) 9,5% (5)
0,213¢
FF x FfHf 34 x 40+8 39 x 28+7 31x 1745 oo
0,950¢
ffx Ff+FF 8 x 40+34 7 x 28+39 5x 17+31
0,950"
%F 65,8% (108) 71,6% (106) 74,5% (79) 0377
%f 34,2% (56) 28,4% (43) 25,5% (27) 0,169

Fonte: Dados da pesquisa, 2017. Teste qui-quarado. GC: Genitoras Controle. GL/P: Genitoras do grupo de Fissuras
Labiais e Labiopalatinas. GP: Genitoras do grupo de Fissuras Palatinas Isoladas. ¢Teste feito entre GC e GL/P.

ITeste feito entre GC e GP.

Tabela 4. Analise dos genotipos rs2228570 em criancas.

rs2228570 cC CL/P CP p
FF 51,2% (42) 52,7% (39) 56,6% (30)
Ff 42,6% (35) 35,1% (26) 30,1% (16)
f 6,2% (5) 12,2% (9) 13,3% (7)
FF x Ff+ff 42 x 35+5 39 x 26+9 30 x 16+7 gZi
ff x Ff+FF 5 x 35+42 9 x 26+39 7 x 16+30 0.297¢
0,267
%F 72,5% (119) 70,2% (104) 71,7% (76) 0,747+
% 27,5% (45) 29,8% (44) 28,3% (30) 0,987

Fonte: Dados da pesquisa, 2017. Teste qui-quadrado. CC: Criangas Controle. CL/P: Criangas do grupo de Fissuras
Labiais e Labiopalatinas. GP: Criancas do grupo de Fissuras Palatinas Isoladas. ¢Teste feito entre CC e CL/P.

ITeste feito entre CC e CP.



24

A distribuicdo genotipica e frequéncia alélica de rs1544410 em genitoras estdo
apresentados na tabela 5. Nao houve diferenca na frequéncia alélica e genotipica para o
rs1544410. Nao houve diferenca significativa na distribui¢do genotipica e frequéncias alélicas

em nenhum dos grupos de genitoras quando comparado ao grupo controle.

Tabela 5. Analise dos genotipos rs1544410 em genitoras.

rs1544410 GC GL/P GP p
BB 28% (23) 32,4% (24) 20,7% (11)
Bb 53,6% (44) 42% (31) 43,3% (23)
bb 18,4% (15) 25,6% (19) 36% (19)
0,673¢
BB x Bb+bb 23 x 44+15 24 x 31+19 19 x 23+11 o a
0,357¢
bb x Bb+BB 15 x 44+23 19 x 31+24 11 x 23+19
0,896/
%B 54,9% (90) 53,3% (79) 42,4% (45) 0.870¢
%b 45,1% (74) 46,7% (69) 57,6% (61) 0.0611

Fonte: Dados da pesquisa, 2017. Teste qui-quadrado. GC: Genitoras Controle. GL/P: Genitoras do grupo de
Fissuras Labiais ¢ Labiopalatinas. GP: Genitoras do grupo de Fissuras Palatinas Isoladas ¢Teste feito entre GC e
GL/P. ITeste feito entre GC e GP.

A distribuicao genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo rs1544410 em criancas
estdo mostrados na tabela 6. Houve diferenga alélica e genotipica do rs1544410 ao cruzar CC
com CP. Quando comparado as distribuigdes genotipicas de CP com CC houve diferenca
significativa com p = 0,017. Quando comparado as frequéncias alélicas de CP com CC
apresentou p = 0,008. Em relagdo as frequéncias alélicas, quando comparado os alelos de CP
com CC houve diferenca significativa, com p = 0,008, onde a frequéncia do alelo B em CP foi
de 33% e do alelo b foi de 71%, para CC a frequéncia dos alelos B ¢ b foram de 50% e para o
grupo CL/P o alelo B apresentou frequéncia de 49,3% e o alelo b de 50,7%.



Tabela 6. Analise dos genotipos rs1544410 em criancas.
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rs1544410 CcC CL/P CP P
BB 28% (23) 28,3% (21) 9,4% (5)
Bb 44% (36) 42% (31) 47,1% (25)
bb 28% (23) 29,7% (22) 43,5% (23)
0,936¢
BB x Bb+bb 23 x 36+23 21 x 31422 5x 25423 .
0,956¢
bb x Bb+BB 23 x 36+23 22 x 31421 23 x 25+5
0,098"
%B 50% (82) 49,3% (73) 33% (35) 0,995¢
%b 50% (82) 50,7% (75) 67% (71) 0,008/

Fonte: Dados da pesquisa, 2017. Teste qui-quadrado. p < 0,05 = diferenga significativa. CC: Criangas Controle.
CL/P: Criangas do grupo de Fissuras Labiais e Labiopalatinas. GP: Criangas do grupo de Fissuras Palatinas
Isoladas. ¢Teste feito entre CC e CL/P. /Teste feito entre CC e CP.
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5. DISCUSSAO

Apesar dos valores proximos da média de idades entre os grupos, os resultados do
presente estudo mostraram significancia, evidenciando uma possivel relagdo da idade com o
surgimento de FL/P ¢ FP como ja relatado na literatura (SHAW et al., 1998; DEROO;
GAUDINO; EDMONDS, 2003; FORRESTER; MERZ, 2004; VALLINO-NAPOLI; RILEY;
HALLIDAY, 2006; DAI et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2015; WANG et al., 2016).

Sobre a suplementagdo de acido folico e sulfato ferroso, a alta frequéncia entre os grupos
era esperada pelo fato de que o uso dessas duas suplementagdes ja serem preconizadas e de
rotina na condugdo do pré-natal, sendo nutrientes importantes tanto para a reducdo de anemias
nas gestantes, quanto para o crescimento do feto (FUJIMORI et al., 2000; FONSECA et al.,
2003; SANTOS; PEREIRA, 2007). Além disso, desde 2004 o Ministério de Saude ¢ a Agé€ncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria tornou obrigatério a fortificacdo de farinha de trigo e milho
com acido folico e sulfato ferroso, onde para cada 100g de farinha de trigo e milho contém 4,2
mg de ferro e 150 mg de acido folico (BRASIL, 2017).

O consumo do folato foi investigado em parturientes cariocas, nas quais a prevaléncia de
deficiéncia de acido folico na dieta foi de 51,3% e somente 22,4% das gestantes fizeram uso de
suplemento medicamentoso contendo acido folico (FONSECA et al., 2003). Em outro estudo
de propor¢do verificou-se que o consumo de folato durante a gravidez esteve abaixo da
recomendacdo em pelo menos 75% das participantes (BARROS et al., 2004). Assim como
Figueiredo et al. (2015) viu que baixo teor de folato e uso inadequado de folato durante o
periodo periconcepcional e durante o primeiro trimestre de gravidez demonstraram correlagdo
potencial com uma alta incidéncia de fissuras orofaciais.

No presente estudo ndo foram encontradas evidéncias da associacdo entre a exposi¢do
ativa ou passiva a fumaga do cigarro e a ocorréncia de fissuradas na prole. Isso pode ser
explicado pela pequena quantidade de maes que relataram ter feito uso de cigarro durante o
periodo de gestagdo. Contrariando esses achados, Honein et al. (2007) mostraram a associagdo
de exposi¢do ao cigarro tanto de forma ativa quanto passiva em periodo periconcepcional e
fissuras orofaciais. Chung et al. (2000) observaram que maes fumantes ativas tinham maior
chances de ter filhos com fissuras labiais e/ou palatinas e quanto maior a frequéncia de uso do
cigarro, maior se torna o risco. Assim como Little e colaboradores (2004) também observaram
forte associagdo de maes fumantes ativas e alta taxa de casos de criangas que nasciam com esse

defeito congénito.
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Com foco apenas em maes fumantes passivas, Sabbagh e colaboradores (2015) puderam
observar que a exposi¢do materna ao tabagismo passivo resultou em um aumento de 1,5 vezes
no risco de fissuras, porém semelhante & magnitude do risco relatado para o tabagismo ativo.
Zhiwena e colaboradores (2010) viram que maes que tinham exposi¢ao 6 vezes por semana ao
cigarro tinham mais chances de terem filhos com fissuras.

O histérico familiar apareceu como um importante fator de risco para fissuras na
populacdo estudada. Esses resultados corroboram com estudo realizado por Birnbaum et al.
(2007), onde foi mostrado que pacientes com fissuras labiais com/ou sem palato nao-
sindrémico relataram ter historico familiar de fissuras orofaciais, sendo fortemente sugestivo
de heranga genética dominante.

Ha estudos que mostram que historia familiar positiva relacionada a fissura aumentou o
risco de ocorréncia de fissura labiais com ou sem palato em recém-nascidos (ZARANTE et al.,
2009; SALIHU et al., 2014). Leite e Koifman (2009), evidenciaram que historia familiar de
fissuras tanto pela familia do pai quanto pela familia da mae esta fortemente associada para
prole nascer com FL/P. Natsume et al. (2000) encontraram em estudo de caso controle na
populacdo japonesa que 15,4% dos casos de FL/P tem historico familiar enquanto que no grupo
controle apresentavam apenas 1,6%.

Nosso estudo mostrou frequéncia maior de consumo de bebidas alcoodlicas em maes dos
grupos testes em relacdo ao grupo controle, apesar de ndo ter sido significativo. Lorente e
colaboradores (2000) identificaram um risco aumentado de FP isolada, mas ndo de FL/P, entre
as maes que bebiam durante o primeiro trimestre da gestacdo. Porém outro estudo encontrou
que o uso de alcool durante a gravidez pode ser fator de risco para FL/P (MUNGER et al.,
1996). Deroo e colaboradores (2016) encontraram forte associa¢do do uso repetitivo e em altas
quantidade do alcool no primeiro trimestre da gestagdo e o risco de FL e FP, porém nio
encontraram associagdo com os outros tipos de fissura. Outros estudos indicam que o risco de
FL/P e FP tende a aumentar quando a gestante apresenta consumo frequente de alcool (DEROO
et al., 2008; LEITE; KOIFMAN, 2009).

Estudos indicam que o momento da exposi¢ao ao alcool durante a gestagdo ¢ importante
para avaliar o efeito na ocorréncia de fissuras no feto, onde sugere-se que, o periodo mais critico
seria no primeiro trimestre, mais precisamente entre a 5* e 10%, periodo onde as estruturas do
labio e palato embriondrios estdo sendo formados, porém os mecanismos ainda sdo
desconhecidos (HOBBS et al., 2014; DEROO et al., 2016).

Pelo fato de embriologicamente as FL/P possuir diferenga etiologica das FP, foi preciso

separa-las em nosso estudo. A FL e FLP se formam diante da falta de fusdo dos processos nasais
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com o processo maxilar na sétima semana de gestacao, enquanto que a FP ¢ resultante da falta
de fusdo dos processos bilaterais independentes do maxilar por volta da décima segunda semana
de vida intra-uterina (LOFFREDO et al., 1994; DUARTE; LEAL, 1999; MARAZITA;
MOONEY, 2004; AFSHAR; BRUGMANN; HELMS, 2012).

Na comparacdo dos resultados das analises genotipicas dos grupos testes com os grupos
controles para o polimorfismo rs2228570, ndo observamos associagdo deste polimorfismo
como potencial de risco para o surgimento de FL/P e FP.

Por outro lado, o alelo F foi identificado como fator de risco para cancer ovariano
(MOHAPATRA et al., 2013; XU et al., 2013), e a maior agressividade histopatologica de
cancer de prostata (XU et al., 2007), o alelo f apresentou relagdo com risco e aumento da
agressividade de cancer de mama, tendo em vista que atua na expressdo de genes pro
inflamatorios, tendo essas substancias importante papel na progressdo e metastase da doenga
(ALIMIRAH et al., 2011).

Sobre a tematica de diabetes, o alelo F esteve associado ao risco de diabetes tipo 1 (GUJA
et al., 2002; AUDI et al., 2004) e tipo 2 (WANG et al., 2012). Além disso, o alelo F esta
relacionado ao risco de desenvolvimento de doenca renal cronica em diabetes tipo 2
(YOKOYAMA et al, 2012). Este mesmo alelo ja foi associado como fator genético de risco
para obesidade e sindrome metabolica (FILUS et al., 2008), o alelo f tem sido associado ao
aumento de risco de desenvolvimento de hipertensao (LI et al.,2002; WANG et al., 2013). O
alelo F parece estar relacionado a menor risco de diabetes gestacional (ASLANI et al., 2011).
Manzon et al. (2014) mostraram que o alelo F promove risco maternal ao parto prematuro,
tendo em vista que este genotipo pode resultar em um defeito na fun¢ao da placenta e causar o
nascimento precoce do feto e em outro estudo foi mostrado que maes com este alelo pode
proteger o fato contra os efeitos toxicos do chumbo quando maes gestantes estdo expostas a ele
(KAYA-AKYUZLU et al., 2015).

Sobre doengas autoimunes, o alelo f foi associado com risco aumentado para desenvolver
doenca de Hashimoto (INOUE et al., 2014), ja o alelo F tem sido associado com a patogénese
da doenca autoimune artrite reumatoide, por mostrar relacdo em potencializar a proliferacdo de
células do sistema imune encontradas nessa patologia (KARRAY et al., 2012). Porém em
relacdo a doencgas autoimunes da tireoide, ndo foi encontrado relagdo com este polimorfismo
(FENG et al., 2013).

Na analise de rs1544410, o genotipo BB apareceu como protetor contra ocorréncia FP
mas nao para FL/P e a presenca do alelo b significou risco aumentado para a mesma condigao.

Como ndo existem estudos prévios a esse respeito, sugere-se que o mecanismo da relagdo possa
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estar relacionado ao envolvimento do r1s1544410 com estresse oxidativo e processo
inflamatorio.

O estresse oxidativo vem sendo associado com fissuras na literatura em estudos escassos.
Hozyasz e colaboradores (2003) demonstraram um estado de estresse oxidativo sistémico em
mades de criancas com FL/PNS mesmo 6 meses ap6s o nascimento da crianga. Além disso,
Hozyasz e colaboradores (2004) encontraram evidéncias que sugerem que o estresse oxidativo
pode contribuir para defeitos de nascimento demonstrando que biomarcadores de lesdo
oxidativa do DNA sdo mais abundantes em maes que tiveram bebés com fissuras orofaciais em
comparagdo com 0s controles.

Além disso, estudos encontraram uma associag¢do de méaes obesas com o aumento do risco
de ter filho com FL, FLP ou FP (STOTHARD et al., 2009; BLOMBERG; KALLEN, 2010;
STOTT-MILLER et al., 2010). O excesso de adiposidade resulta em secre¢do aumentada de
adipocinas e citocinas pro-inflamatorias, levando a infiltracdo de células imunes ao tecido € um
estado cronico de inflamagdo (TRAYHURN; WOOD, 2004; DE FERRANTI,
MOZAFFARIAN, 2008).

A relacdo entre o polimorfismo rs1544410 do VDR e variagao no estresse oxidativo vem
sendo descrito, onde em trabalho experimental realizado por Medeiros Cavalcante et al. (2015)
observou-se que mulheres com gendtipo BB e Bb quando combinado suplementagdo em altas
doses de vitamina D apresentavam reducdo de marcadores inflamatorios e aumento da
capacidade antioxidante total comparados aquelas que tinham genotipo bb.

O alelo b do rs1544410, identificado neste estudo como potencialmente relacionado com
a ocorréncia de FP, tem sido relacionado com outras condi¢des clinicas que apresentam como
caracteristica comum o aumento de atividade inflamatéria, como em doengas autoimunes,
Nefrite relacionada ao Lupus em populacdo japonesa (HUANG et al., 2002), ¢ em pacientes
com Lupus Eritematoso Sistémico com niveis aumentados de anticorpos antinucleares
(KALETA et al., 2013) e obesidade associada ao aumento da atividade inflamatoria (AL-
DAGHRI et al., 2014). Contudo, ndo ha consenso nessas associagdes ¢ outros estudos apontam
o alelo B como sendo o alelo risco para Lupus Eritematoso Sist€émico (ABBASI et al., 2010;
AZAD et al., 2016), artrite reumatoide (GOMEZ—VAQUERO et al., 2007; KARRAY et al.,
2012) e doenca autoimune da tireoide (FENG et al., 2013). Além disso, o mesmo alelo B ja foi
associado ao risco de desenvolver obesidade em mulheres Vietnamita (BINH et al., 2011),
sindrome metabolica (FILUS et al., 2008) e como risco para desenvolver hipertensdo (LI et al.,

2002; WANG et al., 2013).
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Com relagdo a diabetes, o alelo B deste polimorfismo esteve associado ao risco para
diabetes do tipo 2 (WANG et al., 2012; ZHANG et al., 2012), porém o alelo b foi descrito como
associado com maior risco de retinopatia diabética em populacdo coreana diabética (HONG et
al., 2015).

Esse ¢ o primeiro estudo a relacionar polimorfismos do gene VDR com fissuras
labiopalatinas nao-sindromicas e os resultados sugerem que o polimorfismo rs1544410 esta
associado com o desenvolvimento de FP nas criangas, porém nao foi encontrado resultados para
este mesmo polimorfismo em criangas com FL/P como também no grupo de genitoras. Apesar
dos resultados encontrados, é preciso que novas pesquisas sejam realizadas para confirmar a
associa¢ao e identificar os mecanismos de participag@o de polimorfismos do VDR na ocorréncia

de fissuras labiopalatinas.
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6. CONCLUSAO

A idade média das maes foi maior em maes de criangas com FP em comparacdo ao
grupo controle e ao grupo de mées de criancas com FL/P. O historico familiar se mostrou como
expressivo fator de risco para ambos os grupos (FL/P e FP). A ocupacdo de lavradora e do lar
ndo mostrou ser fator de risco na populagdo estudada, assim como o tabagismo (passivo e/ou
ativo) e alcool. Ambos os grupos testes e controle mostrou alta porcentagem no uso de
suplementagdo de acido folico e sulfato ferroso. E nenhuma das maes relatou ter feito uso de
drogas e medicamentos de risco durante a gestagao.

Ao determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs estudados do gene VDR, o
polimorfismo rs2228570 nao apresentou associacdo com o desenvolvimento de FL/P e FP nos
grupos de genitoras e criangas afetadas. Em relag@o ao polimorfismo rs1544410, ndo apresentou
associacdo para desenvolvimento de FL/P e FP no grupo de genitoras, porém como risco para
o desenvolvimento de FP no grupo de criangas afetadas, mas ndo para FL/P, e os resultados
deste estudo permitem sugerir que este polimorfismo pode estar envolvido no surgimento de
FP, mas ndo para FL/P, sendo o alelo b de risco para esta condicdo. Estudos envolvendo maior
numero de individuos, abrangéncia geografica e outras abordagens experimentais genéticas

podem confirmar este dado.
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Abstract
Background Nonsyndromic orofacial clefts have a very complex multifactorial etiology.

Vitamin D insufficiency is associated with complications of gestation period, suggesting an
important role for this nutrient in maintaining pregnancy and fetal development. The objective
of this study was to investigate the relationship between the polymorphisms rs2228570 and
rs1544410 of the VDR gene, which encodes the vitamin D cell receptor, with the occurence of
cleft lip with or without cleft palate (CL/P) and cleft palate only (CP). Methods A control case
study was conducted with 52 CL/P, 22 CP and 82 healthy children and mothers. The children
and mothers were genotyped for the rs2228570 and rs1544410 of the VDR gene. Results The
allelic and genotypic distribution of rs2228570 was similar in the both children and mothers
groups. The rs1544410 BB genotype (p = 0.017) was more frequent in the children control
group and the b allele was significantly more present in the CP group (p = 0.008). In ther
mothers comparision no differences were found. Conclusion The results suggest that the
rs1544410 polymorphism is associated with the development of CP. The BB genotype appeared
as a protector against CP but not for CL/P, and the presence of the b allele in the child meant
an increased risk for CP.

Key Words: Cleft lip and palate, VDR, Polymorphisms, Control Case Study, Oxidative Stress.
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INTRODUCTION

Clefts can be classified based on affected structures, cleft lip (CL), cleft palate (CF) or
the combination of both (cleft lip and palate or CLP), and may be syndromic clefts when they
are associated with other congenital malformations, or nonsyndromic, when these clefts occur

in isolation (Bhaskar; Murthy; Babu, 2011).

Vitamin D insufficiency is associated with complications of pregnancy including
premature birth, poor lung, brain and fetal bone development, suggesting an important role for
vitamin D in maintaining pregnancy and fetal development (Sablok et al., 2015).

The biological effects of the vitamin are mediated by its receptor VDR (vitamin D
receptor), whichis found in many tissues, including the placenta. Human VDR, belongs to the
family of nuclear hormone receptors, has a hydrophobic portion that binds to 1,25(OH)2D
(active form of vitamin D) and a two-finger zinc domain for DNA binding (Bouillon et al.,
2008).

The VDR gene is located on the long arm of chromosome 12 (12q13.11) and consists
of 9 exons and more than 470 polymorphisms were identified in the human VDR gene
(Uitterliden et al., 2004).

Because there is evidence that vitamin D has an important role in maintaining gestation
and fetal development, this study aimed to find a possible relation between the polymorphisms
rs2228570 and rs1544410 of the VDR gene with the appearance of CL/P and CP.

METHODS

The subjects were recruited at the Lauro Wanderley University Hospital of the Federal
University of Paraiba between March 2012 and March 2017. Were included in the study 127
double of affected child and mothers that were gouped according to the cleft classification in
FL /P 22 FL and 52 FLP) and FP (n = 53). The control group was recruited at the Candida
Vargas Maternidade Hospital, where 82 healthy couples (healthy mothers and children) were

included.

The study was approved by the Ethics Committee for Human Research of the Federal
University of Paraiba, located in Campus I, at the Lauro Wanderley University Hospital.

Genomic DNA was isolated from buccal mucosa cells obtained by mouthwash with a
3% sucrose solution and transferred to a tube with a 66% alcoholic solution containing 17 mM

Tris-HCI pH 8, 5 mM NaCl e 7mM EDTA (Aidar and Line, 2007).
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Genotypes were determined by PCR-RFLP. For the polymorphism rs2228570 the
primers were used: 5’-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3’ (sense) and 5’-
ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’ (antisense) (Huang et al., 2002). Amplification
occurred under the following conditions: initial denaturation at 94 °C for 10 minutes, 35 cycles
of denaturation (30 seconds at 94 °C), annealing (30 seconds at 58 °C) and extension (30
seconds at 72 °C) with an extra 10 minute final extension step. The 265 bp product was digested
with FokI which recognizes and cleaves the polymorphic allele f generating two fragments (196
bp and the other 69 bp) while the ancestral F allele remains at 265 bp.

For the polymorphism rs2228570 the primers were used:
5’CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3’ (sense) and 5~ AACCAGCGGGAA
GTCAAGGG-3’ (antisense) (Pani et al., 2000) and amplification occurred under the following
conditions: initial denaturation at 94 °C for 5 minutes, 30 cycles of denaturation (1 minute at 94
°C), annealing (1 minute at 58 °C) and extension (3 minutes at 72 °C) with an extra 5 minute
final extension step. The 825 bp product was digested with Bsml which recognizes and cleaves
the polymorphic allele b generating two fragments (650 bp and the other 175 bp) while the
ancestral B allele remains at 825 bp.

For both polymorphisms the genotypes were analyzed by polyacrylamide gel
electrophoresis 8% and 0.5% silver nitrate staining.

Statistical analysis was performed using the chi-square test and p <0.05 for all tests. The

program chosen for the use of the cited tests was GraphPad.Instat, version 3.0.

RESULTS

The results of the genotypic distributions found in the groups studied are in Hardy-
Weinberg Equilibrium (data not shown). The genotypic distribution and allele frequency of
1rs2228570, both mothers affected groups were not different from the control group (table 1).

The genotypic distribution and allelic frequency of rs1544410 in affected group and
mothers group are shown in table 2. There was no difference in allelic and genotypic frequency
for rs1544410 in the mother. However, there was an allele (p = 0.008) and genotype (p =0.017)
difference of rs1544410 in children when crossing children from the control group and children
from the CP group, with the BB and B allele genotypes being more present in the control group
than in the CP.



Table 1. Analysis of the rs2228570 genotypes in both mothers and children.
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rs2224870
CM ML/P MP P
FF 41,5% (34) 52,7% (39) 58,5% (31)
Ff 48,7% (40) 37,8% (28) 32% (17)
ff 9,8% (8) 9,5% (7) 9,5% (5)
0,213¢
FF x Ff + ff 34 x 40+8 39 x 28+7 31 x 1745 -
0,950¢
ff x Ff + FF 8 x 40+34 7 x 28+39 5x 17+31 Los
%F 65,8% (108) 71,6% (106) 74,5% (79) 0377
o 0,169r
Vol 34,2% (56) 28,4% (43) 25,5% (27)
cC CL/P CP P
FF 51,2% (42) 52,7% (39) 56,6% (30)
Ff 42,6% (35) 35,1% (26) 30,1% (16)
ff 6,2% (5) 12,2% (9) 13,3% (7)
FF x Ff + ff 42 x 35+5 39 x 26+9 30 x 16+7 0,980§
0,663¥
ff x Ff + FF 5x 35+42 9 x 26+39 7x 16430 0.297§
0,267¥
%F 72,5% (119) 70,2% (104) 71,7% (76) 0.7478
%f 27,5% (45) 29,8% (44) 28,3% (30) 0,987%

Source: Search Data, 2017. CM: Control Mothers. ML/P: Mothers of the group of Cleft Lips and Cleft Lips and
Palate. MP: Mothers of the group of Cleft Palate isolated. CC: Children Control. CL/P: Children of the group of
Cleft Lips and Cleft Lips and Palate. CP: Children of the group of Cleft Palate isolated. ¢ CM versus ML/P. / CM

versus MP. § CC versus CL/P. ¥ CC versus CP.



Table 2. Analysis of the rs1544410 genotypes in both mothers and children.
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rs1544410
CM ML/P MP p
BB 28% (23) 32,4% (24) 20,7% (11)
Bb 53,6% (44) 42% (31) 43,3% (23)
bb 18,4% (15) 25,6% (19) 36% (19)
0,673¢
BB x Bb + bb 23 x 44+15 24 x 31+19 19 x 23+11 oaiy
0,357¢
bb x Bb + BB 15 x 44+23 19 x 31424 11 x 23+19 0500
%B 54,9% (90) 53,3% (79) 42,4% (45) 0.870%
0,061/
%b 45,1% (74) 46,7% (69) 57,6% (61)
cC CL/P CP P
BB 28% (23) 28,3% (21) 9,4% (5)
Bb 44% (36) 42% (31) 47,1% (25)
bb 28% (23) 29,7% (22) 43,5% (23)
BB x Bb + bb 23 x 36+23 21 x 31422 5x 25+23 0,936§
0,017¥*
bb x Bb + BB 23 x 36+23 22 x 31421 23 x 25+5 0,956§
0,098%
%B 50% (82) 49,3% (73) 33% (35) 0.995§
%b 50% (82) 50,7% (75) 67% (71) 0,008%*

Source: Search Data, 2017. Chi-square Test.(*) p < 0,05 = significant. CM: Control Mothers. ML/P: Mothers of
the group of Cleft Lips and Cleft Lips and Palate. MP: Mothers of the group of Cleft Palate isolated. CC: Children
Control. CL/P: Children of the group of Cleft Lips and Cleft Lips and Palate. CP: Children of the group of Cleft

Palate isolated. ¢ CM versus ML/P.J CM versus MP. § CC versus CL/P. ¥ CC versus CP.
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DISCUSSION

Vitamin D is an important hormone for the gestation period, since it helps in the
implantation of the embryo in the uterus, ossification of the fetal skeleton, prevents fetal
rejection and abortion, as well as the insufficiency of this vitamin is associated with several
complications in pregnancy (Bodnar et al., 2009; Shin et al., 2010).

The 152228570 polymorphism results from the thymine-cytosine (T-C) substitution at

the junction of intron 1 with exon 2 at position 30920 (Arai et al., 1997).
In the analysis of rs1544410, the BB genotype appeared as a protector against CP occurrence
but not for CL/P and the presence of the b allele meant increased risk for the same condition.
The rs1544410 is located at intron 8, position 63980, and results in the exchange of the adenine
nucleotide for a guanine (A-G) (Uitterliden et al., 2004). Since this polymorphism is located
into a non-coding region of the gene, it does not cause alteration in the amino acid sequence of
the synthesized polypeptide chain, but appears to affect the number of replicates in the poly A
tail of messenger RNA, affecting its stability (Vuolo et al., 2012).

Although there are no previous studies on VDR polymorphisms in nonsyndromic CL/P
and CP, Rosenfeld et al (2017) showed that women with a history of spontaneous abortion have
a significantly increased risk for preterm birth if the newborn has BB or bb genotypes compared
to Bb genotype, showing an important relationship of the genotype of the VDR gene with fetal
development.

The allele b of rs1544410, identified in this study as potentially related to the occurrence
of CF, has been related to other clinical conditions that have as a common characteristic the
increased inflammatory activity, as in autoimmune diseases, Lupus-related Nephritis (Huang et
al., 2002), And Systemic Lupus Erythematosus (Kaleta et al., 2013) and obesity (Al-Daghri et
al., 2014). However, there is no consensus in these associations and another study points to the
B allele as the risk allele for Systemic Lupus Erythematosus (Azad et al., 2016) and
autoimmune thyroid disease (Feng et al., 2013).

Oxidative stress has been associated with orofacial clefts in the literature. Hozyasz et al.
(2003) demonstrated a state of systemic oxidative stress in mothers of children with CL/P even
6 months after the birth of the child. In addition, studies have found an association of obese
mothers with increased risk of having a child with CL, CLP or CP (Stott-Miller et al., 2010).
The production of free radicals that results in oxidative stress can cause damage to cellular
components, leading to several metabolic and inflammatory changes (Vellosa et al., 2013).

The relationship between VDR genotypes and oxidative stress has been described. In

studies by Medeiros Cavalcante et al. (2015) it was observed that women with BB and Bb
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genotype for 1s1544410 polymorphism when combined with high-dose vitamin D
supplementation had reduced inflammatory markers and increased total antioxidant capacity
compared to those with bb genotype. For the polymorphism rs2228570, an analysis in diabetics
showed association of allele F with elevation of oxidative stress (Soroush et al., 2017).

We did not observe association of rs2228570 as a potential risk for CL/P and CF. The
presence of this polymorphism produces an altered vitamin D receptor, where the f~-VDR form,
produces a VDR of 427 amino acids complete form, and the F-VDR form which only presents
an initiation codon due to a T-to-C substitution at 5 'ATG, results in a 424 aminoacids protein
. This structural modification results in greater functionality of the vitamin D receptor in the
form F (Arai et al., 1997; Van Etten et al., 2007).

Studies that analyze the relationship of VDR gene polymorphisms with gestational
conditions or outcomes are scarce. Manzon et al. (2014) showed that the F allele promotes
maternal risk to preterm birth, since this genotype may result in a defect in placental function.
The F allele also appeared as a potential protector of toxic effects to the fetus in pregnant women

exposed to lead (Kaya-Akyuzlu et al., 2015).

Thus, this is the first study to relate VDR gene polymorphisms with CL/P and CP. The
main weakness of the study is related to the reduced experimental number, but the results

suggest that the rs1544410 polymorphism is associated with the development of CP.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que recebe o titulo: Analise da
influéncia de fatores genéticos na ocorréncia de fendas orofaciais niao sindromicas e que
visa identificar fatores de risco relacionados a ocorréncia das fendas labiais e palatinas em
criangas na Paraiba. Sua participagdo ¢ totalmente voluntaria.

Para participar do estudo sera necessario permitir a coleta de células da mucosa da boca através
de bochecho com uma solucdo contendo agucar. Esta solucdo deverd permanecer na boca por
1 minuto e depois depositada em recipiente proprio. O procedimento precisa ser realizado no
pai, na mae e na crianga, para que a familia possa participar do estudo. O referido procedimento
¢ indolor. Caso seu (sua) filho (a) ndo consiga bochechar e cuspir a coleta sera realizada
esfregando levemente uma colher de plastico ou gaze estéril na mucosa oral da crianga.

Esta coleta tem por objetivo extrair o DNA, que consiste de uma parte das células onde esta
armazenado o material genético dos seres vivos. Nela estd o codigo que determina as
caracteristicas de um individuo.

Apos realizada a coleta de células, os pesquisadores irdo isolar o DNA de cada uma das
amostras, e fardo analises no DNA do pai, da mae e do filho, numa regido do material genético
relacionada as defesas que organismo desenvolve contra a produgdo e radicais livres de
oxigénio. Este aspecto nunca foi investigado como fator de risco para fissuras orofaciais, por
este motivo, ha muito interesse cientifico na realizag@o desta pesquisa.

Além da analise do DNA, sera necessario responder um questionario contendo perguntas sobre
questdes relacionadas ao periodo gestacional. Neste questiondrio constardo perguntas
relacionadas a exposicdo da mae do bebé a alguns fatores de risco ndo genéticos das fendas
orais, como por exemplo alcool, medicamentos, cigarro, doencas que a mde pode ter
apresentado antes ou durante a gravidez. Serda também questionada como foi a alimentacao
durante o periodo gestacional. Esta etapa do questionario visa analisar a exposicao do individuo
ao estresse oxidativo durante o periodo embrionario.

Toda a coleta de dados acontecera preservando a identidade de todos os envolvidos. Todos os
documentos relacionados a esta pesquisa serdo consultados exclusivamente pelos
pesquisadores, nao sendo permitido o acesso a nenhuma outra pessoa ou entidade.

Os resultados obtidos nesta pesquisa serdo exclusivamente utilizados para fins cientificos, e
quando divulgados nao citardo em nenhum momento o nome dos sujeitos de pesquisa.
Participando ou ndo desta pesquisa, o tratamento e acompanhamento do (a) seu (sua) filho (a)
no Servico de Fissurados nao serd afetado. Nao ha relacdo de dependéncia entre o atendimento
e participacdo nesta pesquisa. A op¢do de participar fica a critério dos pais, € mesmo que
concordem, podem retirar o consentimento a qualquer momento, bastando para isso contatar a
pesquisadora principal ou o Servigo de Fissurados sem a necessidade de oferecer qualquer
explicagdo.

Caso a familia deseje participar, podera optar em ter ou ndo acesso aos resultados do exame do
DNA. Em caso afirmativo, a equipe do Servigo de Fissurados agendara um momento oportuno
apos a finalizacdo da coleta de dados para realizar a devolutiva.
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O beneficio gerado por esta pesquisa estd na geracdo de informagdes sobre os fatores de risco
que levam a ocorréncia de fendas orais em criangas brasileiras. Estas informacdes poderao
resultar no aprimoramento das agdes de prevencao.

O DNA extraido serd acondicionado em freezer podendo ser utilizado futuramente em outras
pesquisas relacionados a fissuras orais. Neste caso, um novo projeto de pesquisa devera ser
analisado pelos 6rgaos competentes.

Reiteramos que a participacdo na pesquisa acontecera mediante aceite do pai e da mée a crianga,
da coleta de material do trio e da participagdo respondendo o questionario proposto.

Caso preencham os dados abaixo, estardo consentindo na participa¢do do filho e de ambos na
pesquisa.

"DECLARACAO DO PARTICIPANTE:

Eu, , fui informado dos objetivos
da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci todas as minhas duvidas. Sei que em
qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e desistir de participar da pesquisa se
assim o desejar. O pesquisador, certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serdo
confidenciais, no que se refere a minha identificagcdo individualizada, e deverao ser tornados
publicos através de algum meio. Ele compromete-se, também, seguir os padrdes éticos
definidos na Resolugdo CNS 466/12. Também sei que em caso de duvidas poderei fazer contato
com a pesquisadora responsavel ou com o Comité de Etica em Pesquisa".

Assinatura do (a) Pai/Mae:

Impressao datiloscopica

Caso tenha duvidas a respeito do projeto ou seu andamento, favor contactar a pesquisadora
responsavel, o Servigo de Fissurados (3215-7585) ou o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Lauro Wanderley situado neste endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley —
HULW - 2° andar, Campus I, Cidade Universitaria, Bairro Castelo Branco, CEP 58059-900,
Jodo Pessoa — PB (083 3216-7964, email comitedeetica@hulw.ufpb.com).

Pesquisadora responsavel:
Vanessa de Melo Cavalcanti
Departamento de Biologia Molecular - UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
vanessa_mjp@hotmail.com
Assinatura Pesquisadora Responsavel:

Assinatura Pesquisadora Responsavel pela coleta de dados:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
; S/ CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
0 . . 0 DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR
Daiiriansais de Bisloghi Melsiulis Campus I - Cidade Universitaria

DBM Telefones: (083) 3216-7436 ¢ 3216-7495
CEP 58059-900 - Jodo Pessoa - PB - Brasil

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que recebe o titulo: Analise da
influéncia de fatores genéticos na ocorréncia de fendas orofaciais niao sindromicas e que
visa identificar fatores de risco relacionados a ocorréncia das fendas labiais e palatinas em
criangas na Paraiba. Sua participagdo ¢ totalmente voluntaria.

Para participar do estudo sera necessario permitir a coleta de células da mucosa da boca através
de bochecho com uma solucdo contendo agucar. Esta solucdo deverd permanecer na boca por
1 minuto e depois depositada em recipiente proprio. O procedimento precisa ser realizado no
pai, na mae e na crianga, para que a familia possa participar do estudo. O referido procedimento
¢ indolor. Caso seu (sua) filho (a) ndo consiga bochechar e cuspir a coleta sera realizada
esfregando levemente uma colher de plastico ou gaze estéril na mucosa oral da crianga.

Esta coleta tem por objetivo extrair o DNA, que consiste de uma parte das células onde esta
armazenado o material genético dos seres vivos. Nela estd o codigo que determina as
caracteristicas de um individuo.

Apos realizada a coleta de células, os pesquisadores irdo isolar o DNA de cada uma das
amostras, e fardo analises no DNA do pai, da mae e do filho, numa regido do material genético
relacionada as defesas que organismo desenvolve contra a produgdo e radicais livres de
oxigénio. Este aspecto nunca foi investigado como fator de risco para fissuras orofaciais, por
este motivo, ha muito interesse cientifico na realizag@o desta pesquisa.

Além da analise do DNA, sera necessario responder um questionario contendo perguntas sobre
questdes relacionadas ao periodo gestacional. Neste questiondrio constardo perguntas
relacionadas a exposicdo da mae do bebé a alguns fatores de risco ndo genéticos das fendas
orais, como por exemplo alcool, medicamentos, cigarro, doencas que a mde pode ter
apresentado antes ou durante a gravidez. Serda também questionada como foi a alimentacao
durante o periodo gestacional. Esta etapa do questionario visa analisar a exposicao do individuo
ao estresse oxidativo durante o periodo embrionario.

Toda a coleta de dados acontecera preservando a identidade de todos os envolvidos. Todos os
documentos relacionados a esta pesquisa serdo consultados exclusivamente pelos
pesquisadores, nao sendo permitido o acesso a nenhuma outra pessoa ou entidade.

Os resultados obtidos nesta pesquisa serdo exclusivamente utilizados para fins cientificos, e
quando divulgados nao citardo em nenhum momento o nome dos sujeitos de pesquisa.
Participando ou ndo desta pesquisa, o tratamento e acompanhamento do (a) seu (sua) filho (a)
no Servico de Fissurados nao serd afetado. Nao ha relacdo de dependéncia entre o atendimento
e participacdo nesta pesquisa. A op¢do de participar fica a critério dos pais, € mesmo que
concordem, podem retirar o consentimento a qualquer momento, bastando para isso contatar a
pesquisadora principal ou o Servigo de Fissurados sem a necessidade de oferecer qualquer
explicagdo.

Caso a familia deseje participar, podera optar em ter ou ndo acesso aos resultados do exame do
DNA. Em caso afirmativo, a equipe do Servigo de Fissurados agendara um momento oportuno
apos a finalizacdo da coleta de dados para realizar a devolutiva.
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O beneficio gerado por esta pesquisa estd na geracdo de informagdes sobre os fatores de risco
que levam a ocorréncia de fendas orais em criangas brasileiras. Estas informacdes poderao
resultar no aprimoramento das agdes de prevencao.

O DNA extraido serd acondicionado em freezer podendo ser utilizado futuramente em outras
pesquisas relacionados a fissuras orais. Neste caso, um novo projeto de pesquisa devera ser
analisado pelos 6rgaos competentes.

Reiteramos que a participacdo na pesquisa acontecera mediante aceite do pai e da mée a crianga,
da coleta de material do trio e da participagdo respondendo o questionario proposto.

Caso preencham os dados abaixo, estardo consentindo na participacdo do filho e de ambos na
pesquisa.

“ANUENCIA DO (A) PAI/MAE DA CRIANCA

Eu, , autorizo a participacdo do
(a) meu (minha) filho (a) na pesquisa
acima e fui informado dos objetivos da pesquisa de maneira clara e detalhada e esclareci todas
as minhas davidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e desistir
da participacdo do (a) meu (minha) filho (a) da pesquisa se assim o desejar. O pesquisador,
certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais, no que se refere a
identificacdo individualizada do (a) meu (minha) filho (a), e deverdo ser tornados publicos
através de algum meio. Também sei que em caso de davidas poderei fazer contato com a
pesquisadora responsavel ou com o Comité de Etica em Pesquisa".

Assinatura do (a) Pai/Mae:

Impressao datiloscopica

Caso tenha duvidas a respeito do projeto ou seu andamento, favor contactar a pesquisadora
responsavel, o Servigo de Fissurados (3215-7585) ou o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Lauro Wanderley situado neste endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley —
HULW - 2° andar, Campus I, Cidade Universitaria, Bairro Castelo Branco, CEP 58059-900,
Jodo Pessoa — PB (083 3216-7964, email comitedeetica@hulw.ufpb.com).

Pesquisadora responsavel:
Vanessa de Melo Cavalcanti
Departamento de Biologia Molecular - UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
vanessa_mjp@hotmail.com
Assinatura Pesquisadora Responsavel:

Assinatura Pesquisadora Responsavel pela coleta de dados:
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INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS CLINICOS _ / /

1. Endereco localiza-se na Zona: 1. Urbana [1 2. Rural 0.

2. Naturalidade:

3. Nacionalidade da crianga: Brasileira [ Estrangeira [I
4. Género da crianga: 1. Masculino I 2. Feminino [I
5. Data de nascimento da mae: / / Idade:

5.1 Idade no momento do nascimento da criancga:

6. Data de nascimento da pai: / / Idade:
6.1 Idade no momento do nascimento da crianca:

7. Data de nascimento da crianca: / / Idade:

8. Cor da pele da mae:

1. Caucasiano [; 2. Ascendéncia africana 0; 3. Ascendéncia japonesa 0; 4. Ascendéncia

indigena [0; 5. Outros [

9. Cor da pele do pai:
1. Caucasiano [; 2. Ascendéncia africana 0; 3. Ascendéncia japonesa 0; 4. Ascendéncia

indigena [; 5. Outros [

10.  Cor da pele da crianca:
1. Caucasiano [; 2. Ascendéncia africana [; 3. Ascendéncia japonesa [; 4. Ascendéncia

indigena [; 5. Outros [

11.  Gestagdoatermo: 1. Sim 0 2. Nao 0 Quantas semanas?

12.  Ha consanguidade entre os pais da crianga? 1.Sim 0 2. Nao I
Se Sim qual o grau de parentesco?:

13.  Grau de instru¢do da mae:

13.1 1. Sem Escolaridade [; 2. E. Fundamental Incompleto 0; 3. E. Fundamental Completo
0; 4. E. Médio Incompleto [; 5. E. Médio Completo O; 6. E. Superior Incompleto O; 7. E.
Superior Completo 0; 8. P6s-Graduagao [

13.2 A senhora sabe ler jornal ou carta com:
() facilidade ( )dificuldade ( )ndo sabe ler
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14. Grau de instrugdo do pai:

14.1 1. Sem Escolaridade [; 2. E. Fundamental Incompleto 0; 3. E. Fundamental Completo
0; 4. E. Médio Incompleto [; 5. E. Médio Completo O; 6. E. Superior Incompleto O; 7. E.
Superior Completo 0; 8. P6s-Graduagao [
18.2 A senhora sabe ler jornal ou carta com:

() facilidade ( ) dificuldade ( ) ndo sabe ler

15.  Profissdo da maie:
15.1 . Lavradora [0; 2. Do lar 0; 3. Estudante [0; 4. Auténoma 0; 5. Nao se aplica U; 6. Outros

0.
152 Qual?

15.3  No exercicio da profissdo havia contato com produtos quimicos: 1. Sim 0 2. Nao [
15.4 Em caso afirmativo:

Qual produto quimico?

O contato se deu no periodo da gestagdo: 1. Sim 0 2. Néo [I
Em que trimestre da gestagdo? 1° trimestre 0; 2° trimestre 0;  3° trimestre 0

16.  Profissdo do pai:
16.1 . Lavradora 0; 2. Do lar [0; 3. Estudante [0; 4. Auténoma [; 5. N&o se aplica [; 6. Outros

0.
16.2  Qual?

16.3  No exercicio da profissdo havia contato com produtos quimicos: 1. Sim 0 2. Nao [
16.4 Em caso afirmativo:

Qual produto quimico

O contato se deu no periodo da gestagdo: 1. Sim 0 2. Nao [l
Em que trimestre da gestagao? 1° trimestre ; 2° trimestre 0;  3° trimestre U
17.  Numero de gestagoes: ( )
18.  Numero de filhos vivos: ()
19.  Numero de aborto(s): ()
20.  Numero de natimorto(s): ( )
21.  Ordem de Paridade (incluindo aborto): (Utilizar a legenda * aborto; ** natimorto)
21.1  1°Filho: 1. Masculino 0; 2. Feminino [, / / ; () anos.
gli\zﬁo |:|20 Filho: 1. Masc. [0; 2. Fem. [; 3. Ndo se aplicall. _ / /4. Fissurado Sim [I

21.3 3% Filho: 1. Masc. [; 2. Fem. [; 3. Ndo se aplicall.  / / 4. Fissurado Sim [
2.Nao [l




21.4 49 Filho
2.Nio [
21.5 5% Filho
2.Nio I
21.6 6 Filho
2. Nao [l
21.7 7° Filho
2. Nao [l
21.8 8% Filho
2. Nao [l

22,

: 1. Masc

: 1. Masc

: 1. Masc

: 1. Masc

: 1. Masc

Renda familiar:

. [0; 2. Fem
. [0; 2. Fem
. 0; 2. Fem
. [0; 2. Fem

. [0; 2. Fem

.0;3. Ndose aplicall. _ / /

.0;3. Ndose aplicall.  / /

.0;3. Naose aplicall. _ / /

.0;3. Ndoseaplicall. / /

.0;3. Ndoseaplicall. / /

22.1. até um salario minimo (incluso) 0;

22.2. entre um e trés salarios minimos (incluso) [;
22.3. trés a cinco salarios minimos (incluso) 0;
22.4. mais de cinco salarios minimos [

23.
24,
24.1
24.2
24.3

25.

25.1
25.2
25.3

26.

Quantos quilos (maximo)?

Quantos quilos? Maximo:

Altura materna:

Quantas pessoas moram na residéncia? ()

Ha Historico de obesidade materna? 1. Sim [; 2.Nao [.
Antes do filho fissurado: 1. Sim 0; 2. Nao 0; 3. Néo se aplica [.

Depois do filho fissurado: 1. Sim [; 2. Nao 0; 3. Néo se aplica [.
IMC:

4. Fissurado Sim 0

4. Fissurado Sim 0

Ha historico de subnutri¢do materna? 1. Sim [; 2.Nao [.
Antes do filho fissurado: 1. Sim [0; 2. Nao [; 3. Nao se aplica 0.
Depois do filho fissurado: 1. Sim [; 2. Nao 0; 3. Nao se aplica [.

Minimo

IMC:

Peso atual:

27.

271

28.

Peso da crianc¢a ao nascimento:

Comprimento ao nascimento:

Fez uso de medicamentos durante a gestacdo? 1.

IMC atual:

Sim [;

Peso da Crianca atual:

Comprimento atual: _

2. Nao 0.

4. Fissurado Sim 0

4. Fissurado Sim 0

4. Fissurado Sim 0



73

28.1 Quais medicamentos?

28.2  Para tratar o qué?

28.3 Dosagem utilizada:

28.4 Tempo total de utilizagdo:

28.5 Em qual trimestre da gravidez? 1. 1° trimestre 0; 2. 2° trimestre 0; 3. 3° trimestre [.
29. Fez uso de anticoncepcional antes ou durante a gestagao? 1. Sim [; 2. Nao [
29.1 Até que trimestre? 1° trimestre [; 2° trimestre 0;  3° trimestre [

29.2 Viadeuso: 1. Oral 0; 2. Injetavel 0 3. Outra [0

29.3 Tempo total de utilizagdo:

30. Em que semana de gestacdo descobriu estar gravida?

31. Em que semana iniciou o pré-natal?

32. Quantas consultas pré-natal realizou?

33. Recebeu o diagnostico da fissura no pré-natal?  Sim [ Nao I

33.1 Em caso afirmativo em que trimestre: 1° trimestre 0; 2° trimestre 0;  3° trimestre [

34. Suplementacdo na gestacdo: )

34.1 Sem suplementagdo U; 2. Acido folico O; 3. Sulfato Ferroso 0 4. Outro tipo 5. Ndo sabe
informar [.

34.2 Se respondeu outro tipo, quais (qual)?

34.3 Quantidade diaria:

34.4 Trimestre da gravidez em que usou suplementagao:

34.5 1. 1° Trimestre 0; 2.2° Trimestre 0; 3. 3° Trimestre 0 4. Nao se aplica [.
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34.6 Fazuso atualmente? Sim [0 Nio O

EXPOSICAO A FATORES DE RISCO

TABAGISMO

35.  Sobre o habito de fumar:

Nunca fumou 0 Fumante no periodo de um ano antes da gestagdo U Fumante no primeiro
trimestre da gestagdo 0 Parou de fumar ao descobrir a gravidez [l semana gestacional: _

36. Se fumou a durag@o da exposicao foi:
Maior que 10 anos I Menor que 10 anos I

37.  Conviveu durante a gestagdo com fumante:
Sim0 Naol

38. O paida crianga:
Nunca fumou 0 Fumante no periodo de um ano antes da gestagdo U Fumante no primeiro
trimestre da gestagdo I Parou de fumar ao ser informado da gravidez [ semana gestacional:

ALCOOL
39.  Durante a gestacdo a exposi¢ao ao alcool esteve:

Ausente I Presente no ano prévio a gestacao I Presente no primeiro trimestre de gestagao [

Parou de Ingerir alcool ao descobrir a gravidez [l semana gestacional:

40.  Fez uso de alcool durante quanto tempo?

41.  Quantidade diaria de ingestdo:

DROGAS
42.  Fez uso de drogas: 1. Sim [; 2. Naoll.

A utilizagdo ocorreu no primeiro trimestre de gesta¢ao 1. Sim [; 2. Naol.

Qual (is)?

Quantidade:

Tempo de utilizagdo:
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AGENTES ABORTIVOS
43.  Apos descobrir que estava gravida, fez uso de algum medicamento, cha, erva ou
procedimento para interromper a gesta¢do: Sim 0 Nao [

Em caso afirmativo, qual (is)?

PROBLEMAS MEDICOS APRESENTADOS DURANTE A GESTACAO
44. Apresentou algum problema médico durante a gestagdo? 1. Sim 0; 2. Nao 0.

Qual (is)? 1.Diabetes [; 2. Pressao alta U; 3. Infecgdo urinaria [; 4. Problemas neurologicos U; 6. Outros

0 Quais?

45.  Tem historico de cancer na familia? 1. Sim [; 2. Ndo [; 3. N&o sabe informar [ .
45.1  Grau de parentesco:

45.2  Qual tipo?

46.  Tipo da fissura da crianga:

47.  Historico familiar de fissurados: 1. Positivo [; 2. Negativo [.
47.1  Grau de parentesco em relagdo a crianga:

Materno [

Tipo de fissura:

Paterno O

Tipo de fissura:

48. Alteragdes sistémicas associadas a fissura? 1. Sim [0; 2. Nao [.
48.1  Cardiovascular: [. Qual tipo?

48.2  Pulmonar: [. Qual tipo?

48.3  Otorrinolaringolégica: 0. Qual tipo?
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48.4  Gastrointestinal: . Qual tipo?

48.5  Anexos cutaneos: [. Qual tipo?

48.6  Neuroldgica: 0. Qual tipo?

48.7  Outros: [. Qual tipo?

OBSERVACOES:
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ANEXO A

PARECER DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE DE ETICA

(CEP-HULW)



HOSPITAL UNIVERSITARIO
LAURO WANDERLEY/UFPB *

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise da influéncia de fatores genéticos na ocorréncia de fendas orofaciais nao
sindrémicas

Pesquisador: Vanessa de Melo Cavalcanti

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

Versao: 2

CAAE: 49197515.2.0000.5183

Instituigéo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.309.490

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto apresentado ao Programa de Pés-Graduagio em Biologia Celular e Molecular pela
mestranda Vanessa de Melo Cavalcanti, sob orientagéo da Profa. Dra. Darlene Camati Persuhn. A amostra
sera constituida por 50 familias (pai, mae e crianga com até 5 anos) atendidas no Servico de Fissurados do
Hospital Universitario Lauro Wanderley e pelo grupo controle (duplas maeffilhe nao afetadas). A coleta de
material sera realizada através de bochecho com solugéo de sacarose e posterior extragéo do DNA
cromossomal dos individuos. As maes responderdo um questionario sobre os habitos alimentares e outros
fatores de risco relevantes. O isolamento do DNA cromossomal a partir de células de mucosa oral assim
como os experimentos de analise molecular serao conduzides nos laboratdrics do Departamento de Biologia
Molecular, de Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da UFPB e no Departamento de Diagnéstico Oral,da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de Campinas, sob os cuidados da
equipe do Prof. Dr. Ricardo Della Coletta,

Objetivo da Pesquisa:
Analisar em trios pai/méae/crianca afetada o possivel papel de polimorfismos de genes envolvidos no
processo inflamatorio/estresse oxidativo na ocorréncia de FLIP.

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58059-900
UF: PB Municipio: JOAQ PESSOA
Telefone: (83)3216-7964 Fax: (83)3216-7522 E-mail: comitedeetica@hulw uf;?: [
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
LAURO WANDERLEY/UFPB

-l
*

Cominuﬁgéa do Parecer; 1.309.490

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos;

Como o procedimento de coleta de amostras biologicas & ndo invasivo e nao oferece qualquer dano ao
paciente, os riscos estdo refacionados ao sigilo dos dados que sera garantido.

Beneficios:

O tema ainda n&o foi explorado na literatura e pode auxiliar a desvendar os mecanismos biolagicos
envolvidos no risco de prole portadora de fissuras. A partir destes dados, novas perspectivas de prevencao
podem ser sugeridas.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa;

As recomendagbes feitas na primeira apreciagdo foram atendidas e o projeto esta adequado no tocante aos
aspectos éticos e metodolagicos, conforme diretrizes da Resolugao 466/2012 do CNS/MS, ndo havendo
mais pendéncias e/ou inadequagdes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados adequadamente, possibilitando avaliagao dos aspectos éticos e metodolégicos da
pesquisa.

Recomendagdes:

Recomenda-se que a pesquisadora responséavel e demais colaboradores, CUMPRAM, EM TODAS AS
FASES DO ESTUDO, A METODOLOGIA PROPOSTA E APROVADA PELO CEP-HULW. Caso ocarram
intercorréncias durante ou apés o desenvolvimento da pesquisa, a exemplo de alteragdo de titulo, mudanca
de local da pesquisa, populagao envolvida, entre outras, o pesquisador responsavel devera solicitar a este
CEP, via Plataforma Brasil, aprovagao de tais alteragBes, ou buscar devidas orientacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

A pesquisadora atendeu as solicitagdes feitas anteriormente pelo CEP/HULW, portanto, o estudo encontra-
se adequado e exequivel sob os aspectos éticos e metodologicos recomendados pela Resolugao 466/2012,
CNS/MS. Nao ha pendéncias nem inadequagdes a serem notificadas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ratificamos ¢ parecer de APROVAGAQ emitido pelo Colegiado do CEP/HULW em Reunido Ordinéria
realizada no dia 27 de outubro de 2015. Ressaltamos que, antes de iniciar a pesquisa, o pesquisador
responsavel devera comparecer ao CEP, para receber o PAREGER DE APROVACAQ do projeta.

Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar - Campus | - UFPB

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58059-800 r It
UF: PB Municipio: JOAQ PESSOA {
ulw!
u \

Telefone: (83)3216-7964 Fax: (83)3216-7522 E-malf comitedeetica@

79



80

HOSPITAL UNIVERSITARIO
LAURO WANDERLEY/UFPB

Connndacao ¢do Parecer: 1.309.490

OBSERVACOES IMPORTANTES

. O participante da pesquisa devera raceber uma via do Termo de Consentimento na integra, com
assinaturas do pesquisador responsavel e do participante elou do responsavel legal.

. Se o TCLE contiver mais de uma folha, todas devem ser rubricadas e apor assinatura na ultima folha.

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de refirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem qualquer dano ou prejuizo & assisténcia que esteja recebendo.

. O pesquisador devera desenvolver a pesquisa conforme delineamento aprovado no protocolo de pesquisa
e s0 descontinuar o estudo somente apés analise das razées da descontinuidads pelo CEP que o aprovou,
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agao
imediata,

- Eventuais modificagBes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP/HULW de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

. Lembramos que é de responsabilidade do pesquisador assegurar que o local onde a pesquisa sera
realizada oferega condigbes plenas de funcionamento garantindo assim a seguranga e o bem estar dos
participantes da pesquisa e de quaisquer outros envolvidos.

Ao término do estudo, o pesquisador devera apresentar Relatério final ao CEP/HULW, via Plataforma Brasil,
em no maximo 30 dias, para emissao da Certidao Definitiva por este CEP,

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem | Autor Situagao
InformacGes Basicas PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO P | 16/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 560128.pdf 08:49:22
Outros CARTA_RESPOSTA_AO_CEP_HULW [ 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
ASSINADO.pdf 08:41:11 | Cavalcanti

Outros CARTA_DE_ANUENCIA_DBM.pdf 16/10/2015 | Vanessa de Melo Aceito
08:39:08 | Cavalcanti

TCLE / Termos de Anexo_2 Termo de_Consentimento_Li| 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito

Assentimento / re e Esclarecido Responsavel.pdf 08:21:38 | Cavalcanti

|
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Justificativa de Anexo_2 _Termo_de_Consentimento_LiM 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
Auséncia re e Esclarecido Responsavel.pdf 08:21:38 | Cavalcanti
TCLE / Termos de Anexo_1_Termo_de_Consentimento_LiM 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
Assentimento / re_e_ Esclarecido_Pai_Mae.pdf 08:20:15 |Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / PROJETO_GENES_ESTRESSE_OXID | 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
Brochura ATIVO_Vanessa_Cavalcanti_apos_corr 08:19:42 | Cavalcanti
Investigador gcao_CEP.doc
Orgamento Orcamento.pdf 14/09/2015 |Vanessa de Melo Aceito
16:19:58 [Cavalcanti
QOutros GEP assinado.pdf 07/08/2015 Aceito
16:58:05
Folha de Rosto Folha de Rosto Plataforma.pdf 07/08/2015 Aceito
16:56:51
Situagdo do Parecer: ¥
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP: P
Nao 7 g
/ Y, ;/
JOAQ PESSOA, 05 de A{lpvgﬁwbm de 2015
/ h g [ 4 5 n
[ Ll (LAl
| ““hsair e
\_r Assinado por:
MARIA ELIANE MO FREIRE
(Goag r
A %@Mm‘dg:“‘um
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ANEXO B

NOVO PARECER DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE DE
ETICA

(CEP-HULW)



UNIVERSITARIO LAURO QQ@""M“' ”
WANDERLEY :

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Analise da influéncia de fatores genéticos na ocorréncia de fendas orofaciais nao
sindrémicas

Pesquisador: Vanessa de Melo Cavalcanti

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

Versao: 4

CAAE: 49197515.2.0000.5183

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.865.600

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de uma EMENDA_1 (VERSAO 3) de um protocolo de pesquisa intitulado 'Analise da influéncia de
fatores genéticos na ocorréncia de fendas orofaciais n&o sindrémicas', apresentado por Vanessa de Melo
Cavalcanti, mestranda do Programa de Pés-Graduagéo em Biologia Celular e Molecular, sob orientagao da
Profa. Dra. Darlene Camati Persuhn. O protocolo inicial foi aprovado por meio de Parecer n® 1309480, em
27/10/2015. A presente Emenda tem como finalidade também informar que havera um recorte do estudo
para o PIBIC, a ser desenvolvido pela aluna Clara Soeiro Maas. Metodologia do Estudo: A pesquisadora
pretende fazer um estudo tipo caso-controle, em que serdo incluidas 100 criangas cujas

familias tenham procurado o Servigo de Fissurados do Hospital Universitario Lauro Wanderley. Participaréo
criangas de 0 a 5 anos que sejam portadoras de fenda labial e/ou palatina independente de ja ter sido
submetida a cirurgia de corre¢do. Para participar, sera necessario coletar material biolégico da crianca e

ambos os genitores, sendo assim, somente serdo incluidas criangas que estejam acompanhadas destes.

Além das novas amostras, serdo incluidas no projeto amostras previamente coletadas no projeto "Analise da
influéncia de polimorfismos da MTHFR paralelamente a variaveis ambientais como fator de risco para
fendas orofaciais em criangas de até

Enderego: Hospital Universitério Lauro Wanderley - 2° andar - Campus | - UFPB,
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Continuagéo do Parecer: 1.865.600

5 anos Stendfdas em servigo de referéncia do Estado da Paraiba", CAAE: 31074114.6.0000.5183, aprovado
pelo CEP/HULW EM 15/12/2014, desenvolvido anteriormente pelo mesmo grupo cujas amostras de DNA e
dados clinicos estao devidamente armazenados, incluindo amostras do Grupo Controle, contendo criancas
nao portadoras de fissuras. Os participantes da pesquisa citada assinaram termo de consentimento que
informava que suas amostras poderiam ser utilizadas em outros projetos com fins cientificos respeitando os
critérios éticos de beneficiéncia, sigilo e anonimato. Utilizaremos a abordagem de caso controle para
comparar as frequencias alélicas e distribuigao genotipica

de criancas e genitoras através do teste T, buscando dessa forma identificar potenciais polimerfismos
envolvidos na etiologia das fendas. A confirmagéo serd realizada pelo teste TDT (transmission/disequilibrium
test)que & um teste de associagao estatistica baseada em dados familiares. Para tanto, é imprescindivel o
dado genético do afetado e seus genitores.

Com base em dados coletados em projeto anterior, o fluxo de criangas de até 5 anos que frequentam ¢
ambulatério de fissurados do Setor de referéncia, situado no HULW acompanhada por ambos os genitores &
de 1 por semana em média. Diante da complexidade de obter uma amostra retrospectiva com trios
completos, por motivos como: dificuldade do genitores (pais) de faltar o dia de trabalho para comparecer &
consulta; criangas j4 cadastradas em geral j realizaram o procedimento cirirgico & vém acompanhadas de
somente um parente, ndo necessariamente genitor; boa parte das familias residem no interior do Estado,
dificultando ainda mais todos os aspectos citados; a estratégia assumida neste projeto & de incluir pacientes
novos, sem cbviamente descartar familias que venham com trio completo para acompanhamento. Sendo
assim, estima-se obter 50 trios no periode de 12 meses.

Conforme Ik et al (2011), com 50 trios, sera possivel obter uma sensibilidade de 99,8% para SNPs de alta
associagao, 46,7% para SNPs de moderada associagéo e 100% para SNPs sem associagdo. Utilizando o
TDT classico estes percentuais seriam de 77,8%, 12% e 100% respectivamente, com o mesmo numero de
amostras (=50 trios). Diante destas estimativas, utilizando SNPs em genes relacionados ao estresse
oxidativo, cuja relagao com outras condigGes clinicas relacionadas ao desenvolvimento j& tenham sido
identificadas, cuja frequéncia do alelo raro ndo seja inferior a 0,25, espera-se obter resultados conclusivos
com este nimero experimental. As novas amostras de células bucals serdo coletadas através de um
bochecho, por 60 s, de 5 ml de solugéo de sacarose a 3%. O conteldo resultante do bochecho sera
transferido para um tubo de 15 ml, contendo previamente o volume de 5 ml de uma solugéo 66% alcodlica
contendo 17 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM NaCl e 7mM EDTA. Para as criancas que néo
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conseguirem bochechar e cuspir ou por serem incapaz de realizar esse procedimento pela idade o
procedimento de coleta podera ser realizado esfregando suavemente uma colher de pléstico (para criangas
maiores de 1 ano) ou gaze estéril (para bebés) na mucosa oral da crianga. Este procedimento ja foi
previamente validado no laboratério e a eficiéncia de obteng&o de material bioldgico & satisfatéria. Anélise
estatistica

0O equilibrio de Hardy-Weinberg sera calculado, e a distribuigédo genotipica e proporgdes alélicas
comparadas por teste do Qui-quadrado. A metodologia SPRT (sequential probability ratio test) descrita por
Ik et al (2011) sera utilizada para avaliar se houve transferéncia preferencial do alelo raro de pais para filhos
afetados.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral do projeto primério:

Analisar em trios pai/méae/crianca afetada o possivel papel de polimorfismos de genes envolvidos no
processo inflamatério/estresse oxidativo na ocorréncia de FL/P.

Objetivo geral apresentado na Emenda(1)

Analisar em trios pai/mée/crianca afetada e maes/criangas saudaveis o possivel papel de polimorfismos de
genes envolvidos no processo inflamatdrio/estresse oxidativo na ocorréncia de FL/P através de abordagem
TDT ou caso controle,

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Como o procedimento de coleta de amostras biolégicas & néc invasivo e néo oferece qualquer dano ao
paciente, os riscos estéo relacionados a exposigao dos dados, no entanto o pesquisador se compromete a
preservar a identidade dos participantes e sigilo dos dados coletados.

Beneficios:

0O tema ainda né&o foi explorado na literatura e pode auxiliar a desvendar os mecanismos bioldgicos
envolvidos no risco de prole portadora de fissuras. A partir destes dados, novas perspectivas de prevengéo
podem ser sugeridas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo de relevancia cientifica e epidemiolégica com possibilidades de incremento do
conhecimento acerca da ocorréncia da fenda labio/palatina. A solicitagéo de alteragéo no
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protocalo de pesquisa aprovado anteriormente por esse colegiado, encontra-se adequadamente instruido no
que se refere aos aspectos éticos e metodologicos, conforme diretrizes constantes na Resolugéo 466/2012,
do CNS/MS.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatdria:
Foram apresentados possibilitando adeguada avaliagdo no que se refere aos aspectos éticos e
metodolégicos,

Recomendagoes:

Recomenda-se que o pesquisador responsavel e demais colaboradores, CUMPRAM, EM TODAS AS
FASES DO ESTUDO, A METODOLOGIA PROPOSTA E APROVADA PELO CEP-HULW., Caso ocorram
intercorréncias durante ou ap6s o desenvolvimento da pesquisa, a exemplo de alteragéo de titulo, mudanga
de local da pesquisa, populagéo envolvida, entre outras, o pesquisador responsavel devera solicitar a este
CEP, via Plataforma Brasil, aprovacéo de tais alteragdes, ou buscar devidas orientagées.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Cansiderando que a emenda apresentada encontra-se adequada ao protocolo de pesquisa no tocante aos
aspectos éticos e metodolégicos, conforme diretrizes contidas na Resolugéo 466/2012 do CNS/MS, somos
de parecer favoravel ao seu desenvolvimento.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ratificamos o parecer APROVADOQ da Emenda?, emitido pelo Colegiado do CEP/HULW, em Reuniéo
Ordinéria, realizada em 13 de dezembro de 2016.

Ressaltamos que, antes de iniciar a pesquisa, o pesquisador responsavel devera comparecer a este CEP,
para receber 0 PARECER CONSUBSTANCIADO DE APROVAGAQ do projeto.

OBSERVAGCOES IMPORTANTES

. O participante da pesquisa devera receber uma via do Termo de Consentimento na [ntegra, com
assinaturas do pesquisador responsavel e do participante efou do responsavel legal. Se o TCLE contiver
mais de uma folha, todas devem ser rubricadas e apor assinatura na ultima folha.

. O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem qualquer dano ou prejuizo a assisténcia que esteja recebendo.

. O pesquisador devera desenvolver a pesquisa conforme delineamento aprovade no protocolo de pesquisa
e s6 descontinuar o estudo somente apos anélise das razdes da descontinuidade pelo
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CEP que o aprovou, aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que
requeiram agéo imediata.

. Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP/HULW de forma clara
& sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

. Lembramos que é de responsabilidade do pesquisador assegurar que o local onde a pesquisa sera
realizada oferega condigdes plenas de funcionamento garantindo assim a seguranga e o bem estar dos
participantes da pesquisa e de quaisquer outros envolvidos.

Ao término do estudo, o pesquisador devera apresentar , online via Plataforma Brasil, através de
Notificag&o, o Relatério final ao CEP/HULW para emisso da Certiddo Definitiva por este CEP.. Informamos
que qualquer alterag&o no projeto, dificuldades, assim como os eventos adversos deverdo ser comunicados
a este Comité de Etica em Pesquisa através do Pesquisador responsével uma vez que, ap6s aprovagdo da
pesquisa o CEP-HULW torna-se co-responsavel.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS 621400 18/11/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 14:25:40
Outros Carta_Resposta_CEP_HULW_Novembr| 18/11/2016 |Vanessa de Melo Aceito
o.pdf 14:22:07 | Cavalcanti

Outros Responsabilidade_Financeira, pdf 18/11/2016 |Vanessa de Melo Aceito
14:20:43 | Cavalcanti

Outros CARTA_DE_ANUENCIA_FINANCEIRA.| 18/11/2016 |Vanessa de Melo Aceito
pdf 14:19:57 | Cavalcanti

Outros Anuencia_Orientadora.pdf 18/11/2016 |Vanessa de Melo Aceito
14:18:55 | Cavalcanti

Outros Anuencia_Departamento. pdf 18/11/2016 |Vanessa de Melo Aceito

14:18:24 | Cavalcanti

Projeto Detalhado/ |PROJETO_EMENDA_NOVEMBRO_201 18/11/2016 |Vanessa de Melo Aceito

Brochura 6.doc 14:17:15 | Cavalcanti

Investigador

Cronograma Cronograma_Atualizado. pdf 18/11/2016 |Vanessa de Melo Aceito
14:16:25 | Cavalcanti

Orgamento Orcamento_detalhado_Atualizado. pdf 18/11/2016 |Vanessa de Melo Aceito

14:15:07 | Cavalcanti

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Plataforma_Atualizada| 18/11/2016 [Vanessa de Melo Aceito

.pdf 14:12:16 | Cavalcanti
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Outros T u EMENDA_OUTUBRO_2016.doc 14/10/2016 |Vanessa de Melo Aceito
p 13:11:09 | Cavalcanti
Outros CARTA_RESPOSTA_AO_CEP_HULW_| 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
ASSINADO.pdf 08:41:11 | Cavalcanti
Outros CARTA_DE_ANUENCIA_DBM pdf 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
08:39:08 |Cavalcanti
TCLE / Termos de Anexo_2_Termo_de_Consentimento_Lif 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
Assentimento / re_e_Esclarecido_Responsavel.pdf 08:21:38 [Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de Anexo_1_Termo_de_Consentimento_Liy| 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
Assentimento / re_e_Esclarecido_Pai_Mae.pdf 08:20:15 | Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |PROJETO_GENES_ESTRESSE_OXID | 16/10/2015 |Vanessa de Melo Aceito
Brochura ATIVO_Vanessa_Cavalcanti_apos_corr 08:19:42 | Cavalcanti
i lecao CEP doc
Orgamento Orcamento.pdf 14/09/2015 |Vanessa de Melo Aceito
16:19:58 | Cavalcanti
Outros GEP assinado.pdf 07/08/2015 Aceito
16:58:05
Situacédo do Parecer:
Aprovado .
Necessita Apreciacao da CONEP: /
Nao ,
JOAO PESS /éfb sélbro de 2016
/* 2
ina
MARIA Eula W%M&BEIRE
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Enderego: Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar - Campus | - UFPB.
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58.059-900
UF: PB Municipio: JOAQ PESSOA
Telefone: (83)3216-7964 Fax: (83)3216-7522 E-mail: comitedeetica@hulw.ufpb.br

Pégina 05 de 08

88




