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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 sindrômicas ou não-sindrômicas, apresentando vários fatores de risco. A vitamina D 

é considerado um hormônio esteróide de grande importância por estar envolvido em processos 

fisiológicos fundamentais. A insuficiência de vitamina D está associada a várias complicações 

na gravidez incluindo pré-eclâmpsia e nascimento prematuro, sugerindo um papel importante 

desta vitamina na manutenção da gravidez e desenvolvimento fetal. O gene VDR está localizado 

no braço longo do cromossomo 12 e mais de 470 polimorfismos foram identificados no gene 

VDR humano, dentre eles o rs2228570 e rs1544410. O objetivo deste trabalho foi determinar 

as frequências alélicas e genotípicas e as associações de rs2228570 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 Serviço de Fissurados do Hospital 

Universitário Lauro Wanderley, sendo 74 FL/P e 53 FP com suas respectivas genitoras, e 82 

duplas de crianças e genitoras saudáveis atendidas no Hospital Cândida Vargas. O DNA 

genômico de crianças e genitoras foi obtido a partir de células de mucosa oral. Os genótipos 

foram identificados pela técnica de Comprimento de Fragmentos de Restrição (PCR-RFLP) e 

analisados utilizando o teste qui-quadrado. A diferença da idade média das mães apresentou 

diferença entre grupo controle e grupo FP. A porcentagem de filhos fissurados que 

apresentaram ter histórico familiar de fissuras comparado ao controle apresentou significância 

(p= 0,0001). A distribuição genotípica e frequência alélica de rs2228570 tanto no grupo de 

genitoras quanto de afetados não foi diferente do grupo controle. Para o polimorfismo 

rs1544410 a comparação entre crianças do grupo FP e controle mostrou diferença significativa 

na distribuição genotípica (p = 0,017) e frequência alélicas apresentou (p= 0,008) com 

predominância do alelo b no grupo FP. Não foram encontradas diferenças significantes para os 

genótipos e frequência 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 genótipo 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 rs2228570 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 Cândida 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 rs2228570 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. 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

CC    Grupo de Crianças Controle 

CEP   Comitê de Ética em Pesquisa 

CL/P  Grupo de Crianças com Fissura Labial e Labiopalatina 

CP  Grupo de Crianças com Fissura Palatina 

DBP   Proteína ligadora da vitamina D 

DNA  Deoxyribonucleic Acid (Ácido Desoxirribonucleico) 

eNOS  Óxido nítrico endotelial sintase 

ER  Retículo Endoplasmático 

ERNs  Espécies reativas derivadas do nitrogênio 

EROs  Espécies reativas derivadas do oxigênio 

FL   Fissura Labial 

FL/P   Fissura labial com ou sem palato 

FL/PNS   Fissura Labiopalatina não sindrômica 

FLP  Fissura Labiopalatina 

FP  Fissura Palatina 

GC  Grupo Controle e Grupo de Genitoras Controle 

GL/P  Grupo de Fissuras Labiais e Labiopalatinas e Grupo de Genitoras 

Labiais e Labiopalatinas 

GP  Grupo de Fissura Palatina e Grupo de Genitoras de Fissura 

Palatina 

NADPH  Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina 

SNP  Single Nucleotide Polimorphism (Polimorfismo de Nucleotídeo 

Único) 

SOD  Superóxido dismutase 

TCLE  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

UVB  Radiação ultravioleta B 

VDR  Vitamin D receptor (Receptor da Vitamina D) 

VDR  Gene do receptor da vitamina D 

 

 



 

 

LISTA DE FIGURAS 
 
 

 
 
 

LISTA DE TABELAS (DISSERTAÇÃO) 
 

 

LISTA DE TABELAS (ARTIGO) 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Tipos de fissuras........................................................................................................... 01 
Fig. 2. Desenho esquemático da classificação de fissuras labiopalatinas................................ 03 
Fig. 3. Desenho de alguns subtipos de fissuras palatinas isoladas e fissura da úvula............. 03 
Fig. 4. Estrutura do gene VDR e localização dos principais polimorfismos............................ 12 
Fig. 5. Gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata.........................................................19 

Tabela 1. Frequência dos fatores ambientais do grupo controle (GC) e grupo teste (GT)......20 
Tabela 2. Resultado do Equilíbrio Hardy-Weinberg para rs2228570 e rs1544410................ 22 
Tabela 3. Análise dos genótipos rs2228570 em genitoras...................................................... 23 
Tabela 4. Análise dos genótipos rs2228570 em crianças........................................................ 23 
Tabela 5. Análise dos genótipos rs1544410 em genitoras........................................................24 
Tabela 6. Análise dos genótipos rs1544410 em crianças..........................................................25 

Tabela 1. Análise do genótipo rs2228570 em genitoras e crianças......................................... 36 
Tabela 2. Análise do genótipo rs2228570 em genitoras e crianças......................................... 37 



 

SUMÁRIO 

 
 

1 INTRODUÇÃO....................................................................................................... 01 
1.1 Fissuras labiais e/ou palatinas e sua classificação................................................ 01 
1.2 Epidemiologia de fissuras orofaciais no Brasil e no Mundo................................ 04 
1.3 Fatores de risco para fissuras orofaciais............................................................... 04 
1.3.1 Idade Materna............................................................................................................ 04 
1.3.2 Tabagismo................................................................................................................. 05 
1.3.3 Álcool........................................................................................................................ 05 
1.3.4 Outros fatores............................................................................................................ 06 
1.3.5 Dieta.......................................................................................................................... 06 
1.4 Estresse Oxidativo................................................................................................... 08 
1.5 Vitamina D............................................................................................................... 09 
1.5.1 Metabolismo da Vitamina D..................................................................................... 09 
1.5.2 Importância da Vitamina D como antioxidante........................................................ 11 
1.6 Definição de Polimorfismo Genético...................................................................... 11 
1.7 O gene do receptor da vitamina D e polimorfismos............................................. 12 
2 OBJETIVO.............................................................................................................. 15 
2.1 Objetivos Específicos............................................................................................... 15 
3 METODOLOGIA.................................................................................................... 16 
3.1 População e Amostra............................................................................................... 16 
3.2 Aspéctos Éticos......................................................................................................... 16 
3.3 Análise Molecular.................................................................................................... 17 
3.3.1 Coleta de Amostras.................................................................................................... 17 
3.3.2 Isolamento do DNA................................................................................................... 17 
3.3.3 Análise do polimorfismo rs2228570......................................................................... 17 
3.3.4 Análise do polimorfismo rs1544410......................................................................... 18 
3.4 Avaliação de fatores de risco ambientais durante o período gestacional........... 19 
3.5 Análise Estatística.................................................................................................... 19 
4 RESULTADOS........................................................................................................ 20 
5 DISCUSSÃO............................................................................................................ 26 
6 CONCLUSÃO.......................................................................................................... 31 
7 ARTIGO................................................................................................................... 32 
REFERÊNCIAS................................................................................................................ 43 
APÊNDICES  
ANEXOS  

 
 

 

 



1 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 Fissuras labiais e/ou palatinas e sua classificação  

 

As fissuras podem ser classificadas, com base nas estruturas afetadas, em fissura labial 

(FL), fissura palatina (FP) ou a combinação de ambas (fissura labial e palatina ou FLP) (Fig. 

1). Estes estão entre os defeitos congênitos mais comuns e as malformações congênitas mais 

frequentes da área de cabeça e pescoço (WHO, 2002; BHASKAR; MURTHY; BABU, 2011), 

podendo ser divididas em fissuras sindrômicas, quando são associadas a outras malformações 

congênitas, ou não-sindrômicas, quando essas fissuras ocorrem isoladamente (STANIER; 

MOORE, 2004).  

As fissuras labiais e/ou palatinas não-sindrômicas (FL/PNS) são anomalias congênitas 

isoladas e são caracterizadas por regiões de descontinuidade no lábio e/ou palato, devido a uma 

ausência de fusão de um ou mais dos processos faciais embrionários. Podem ser restritas ao 

lábio superior, restritas ao palato ou envolver, simultaneamente, as duas estruturas. A FL é o 

resultado da falta de fusão parcial ou total entre o processo nasal medial e os processos 

maxilares laterais, enquanto a falta de união dos processos palatinos é responsável 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) 
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Embriologicamente, as fissuras devem ser distinguidas em FL/P e FP isolada, uma vez 

que o desenvolvimento de ambas é distinto. O desenvolvimento embrionário do palato ocorre 

entre a quarta e 12ª a 13ª semanas de vida e durante esse período, a morfologia da face é 

formada. Entre a quinta e a sétima semana, os processos maxilares desenvolvem-se e o lábio 

superior é formado pela união dos processos maxilares e nasais internos. Quando as 

proeminências nasais internas se fundem, formam o segmento intermaxilar, originando os 

componentes labial, maxila ou gengival e palatino (palato primário) (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 é 

uma conseqüência do ponto do desenvolvimento fetal no qual a formação foi interrompida. A 

fusão palatina primária é geralmente completa durante a quarta à oitava semana de gestação, 

enquanto o palato secundário inicia sua formação durante a 8ª semana, com conclusão na 12ª 

semana. Esta diferença de tempo entre a formação do primário e secundário é uma das razões 

para considerar FL/P e FP como apresentar diferença no desenvolvimento das deformidades 

(MARAZITA; MOONEY, 2004; VAN AALST; KOLAPPA; SADOVE, 2008; FLINT et al., 

2010). 

Crescentes evidências sugerem a influência de vários genes e fatores ambientais no risco 

de desenvolvimento de fissuras labiais e/ou palatinas, podendo ser fatores isolados e interações 

entre eles em vias biológicas complexas. Pelo fato das fissuras surgirem no início do 

desenvolvimento embrionário, esta possui uma etiologia complexa com contribuições genética 

e ambiental (MANGOLD et al., 2010; DIXON et al., 2011). 

O paciente com FL/P apresenta comprometimento na fala, audição, aparência e também 

demonstra danos psicológicos, o que pode levar grandes dificuldades na saúde e na integração 

social, são frequentemente necessárias cirurgias, bem como tratamento ortodôntico, 

fonoterápico e psicológico (BERK; MARAZITA, 2002; MOSSEY et al., 2009). 

A classificação das FL/P é feita da seguinte forma, nomeadas segundo o forame incisivo, 

limite entre o palato primário e secundário: 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 pós-forame incisivo. Já a fissura palatina isolada ou pós-

forame ainda é dividida da seguinte forma: transforame unilateral (completa ou incompleta), 

bilateral (completa ou incompleta) e submucosa. Porém, ainda há a classificação de um quarto 

grupo, no qual encontram-se as fissuras faciais raras, que são desvinculadas do palato primário 

e secundário, como a oblíqua, transversa, nasocular, fissuras do lábio inferior, da mandíbula, 
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do nariz e a fissura na úvula (Figs. 2 e 3) (SPINA et al., 1972; SILVA FILHO et al., 1992; 

BURG et al., 2016).  
 

  

 

Fig. 2. Desenho esquemático da classificação 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 pós-forame 
completa; H) fissura pós-forame incompleta. (Fonte: Adaptado de CYMROT et al., 
2010) 
 
 
 

 
 

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

A B C D 

E F G H 
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1.2 Epidemiologia de fissuras orofaciais no Brasil e no Mundo 

 

As fissuras FL/P apresentam-se como a anomalia congênita 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 área geográfica, sexo e a situação socioeconômica 

(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 população asiática apresenta alta prevalência de FL/P, com incidência 2,1 para cada 

1.000 nascimentos, enquanto que em chineses há 1,4 para cada 1.000 recém-nascidos. Na 

África, onde há a menor prevalência, é de 1/2.500 nascidos vivos (GORLIN; COHEN JR; 

HENNEKAM, 2001; DIXON et al., 2011). Em populações europeias, a incidência é, em média 

de 1 caso para 1.000 nascimentos e em nativos americanos a incidência de casos de crianças 

nascidas com fissuras é considerada também alta (3,6:1.000) (GORLIN; COHEN JR; 

HENNEKAM, 2001).  

Já para FP, levando em consideração 10.000 nascimentos, a média europeia é de 10 casos, 

nativos americanos a incidência é de 5 casos, na África a é de 2 casos, na população asiática 

essa média de incidência é de 3 casos (MOSSEY; CATILLA, 2003; MAI et al., 2014). 

Dados de registro epidemiológico de base hospitalar apontam que a prevalência de FLP 

no Brasil varia de 1,2/1000 a 3/1000 nascimentos, dependendo da região e do tipo de fenda e a 

prevalência no Nordeste FL/P é 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 variável que influencia na ocorrência das 

fissuras. Há relato de ocorrência de FL/P em mães com idade variando entre 25-29 anos 

(FORRESTER; MERZ, 2004) assim como em mães com idade abaixo de 20 anos (DEROO; 

GAUDINO; EDMONDS, 2003). Outros estudos apontam também para o aumento de chance 

de prole com FP em mães com idade superior a 35 anos (SHAW et al., 1998; VALLINO-

NAPOLI; RILEY; HALLIDAY, 2006; DAI et al., 2010). 
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1.3.2 Tabagismo 

  

A nicotina, um componente tóxico do cigarro, é um vaso constritor que no período 

gestacional diminui o aporte sanguíneo ao feto, podendo prejudicar no seu desenvolvimento, 

assim como o monóxido de carbono, que ao se combinar com a hemoglobina, pode diminuir a 

oferta de oxigênio aos tecidos embrionários e fetais, causando uma possível hipóxia 

(LAMBERS; CLARK, 1996; WERLER, 1997; LITTLE; CARDY; MUNGER, 2004). 

Estudos relatam que o hábito de fumar durante a gestação pode trazer alterações 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 níveis séricos de cotinina (um metabólito da nicotina) no tempo médio da 

gestação das mães e os resultados foram comparados com dados das mães que geraram crianças 

com fissuras orofaciais ou alguma outra malformação congênita mostrando um aumento do 

risco de 2,1 vezes quando o bebê é exposto a fumaça. 

 Evitar a exposição 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 evidências de que o ato de 

fumar no início da gravidez pode levar ao nascimento de crianças com fissuras orofaciais 

destaca uma importante oportunidade de prevenção para melhorar a saúde dos lactentes. 

(HONEIN et al., 2014). Devido as altas taxas de exposição 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 interrupção do tabagismo (MITCHELL et al., 2002). 

 

1.3.3 Álcool  

 

Estudos mostram que mulheres gestantes que fazem uso de álcool aumentam 2,8 vezes a 

chances de ter uma criança com FP. Consumo excessivo de álcool em grandes doses durante 

no primeiro trimestre de gestação já foi mostrado como fator de risco para FL/P (SHAW; 

LAMMER, 1999; LORENTE et al., 2000; BOYLES et al., 2010).  

A ingestão de álcool durante o período gestacional tem sido associada ao aumento de 

risco para ocorrência de FL/P. Esta associação parece estar relacionada ao tipo de bebida, dose 

e frequência e quando o álcool é combinado com outros fatores, como o tabaco, drogas, e 

também a fatores sócio geográficos o risco de FL/P e para FP é ainda maior (MEYER et al., 

2003; KAWALEC et al., 2015).  
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A utilização de doses maiores em menor frequência parece ser mais prejudicial ao 

desenvolvimento fetal do que maior número de exposições com pouca dosagem. Isso 

provavelmente é devido aos picos de concentrações ao qual os tecidos em desenvolvimento 

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

 

1.3.4 Outros fatores 

 

Exposições à solventes (hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos utilizados na limpeza), o 

uso de drogas ilícitas, medicamentos corticosteróides, benzodiazepínicos, antiepiléticos 

(fenitoína e ácidos valpróico) usados durante a gestação podem ter um grande efeito sobre uma 

maior predisposição de FL/P e FP. Outra questão bastante importante é a saúde e presença de 

infecções nas mulheres durante a gravidez (LEITE; PAUMGARTTEN; KOIFMAN, 2005; 

KAWALEC et al., 2015). 

Outros estudos têm evidenciado o riso de fissuras orofaciais em exposição a agentes 

químicos, como Cordier et al. (1992) em um estudo de caso-controle realizado na França 

demonstraram um aumento significativo para FL/P quando a gestante se expôs a solventes. 

Chevrier et al. (2006) demonstraram que tanto FL/P quanto FP estão associadas à exposição de 

oxigenados, e dentre eles, ésteres, cetonas, aldeídos e petróleo. Lorente et al. (2000) mostraram 

a exposição a tricloroetileno e o aumento do risco de gestante ter uma criança com FP. 

Garcia e Almeida (1991) demonstraram que mães em contato direto com agrotóxicos em 

atividades agrícolas no primeiro trimestre da gravidez e anterior a gravidez apresentaram risco 

aumentado de terem bebês com FL/P. 

Em uma metanálise, Hwang e Jaakkola (2003) forneceram evidência de que o uso de 

substâncias contendo cloração para desinfecção pode ser fator de risco para defeitos do 

nascimento, defeitos do tubo neural e do sistema urinário. Assim como também Klotz e Pyrch 

(1999) encontrou significância estatística na associação de uso desses produtos em água e 

nascimentos de bebês com defeitos do tubo neural. 

 

1.3.5 Dieta 

 

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

grávidas pela sua influência direta no crescimento fetal (KAWALEC et al., 2015). Vujkovic et 

al. (2007) mostraram em um estudo caso-controle de 203 mães de crianças com FL/P que a 
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dieta materna rica em carne, frituras e massas, e pobre em frutas e legumes aumentou em, 

aproximadamente, duas vezes o risco de terem crianças afetadas. 

A presença de diabetes e obesidade materna durante a gestação também parece estar 

associada com um maior risco de ter um filho com FL/P e FP não-sindrômica, porém é 

importante ressaltar que o efeito da obesidade poderia não ser um fator direto, mas secundário 

a interagir com outros fatores (SPILSON; KIM; CHUNG, 2001; CEDERGREN; KALLÉN, 

2005; KAPPEN, 2013).  

Kraples e colaboradores (2004) em um estudo feito com 182 mães de crianças com FL/P 

em comparação com 173 mães de crianças sem fissuras como caso-controle demonstraram que 

a dieta antes da gravidez pela ingestão de todos os macronutrientes, vitaminas e minerais foram 

menores em mães de crianças com FL/P e FP em comparação com controles, além de ter 

demonstrado a diferença de ingestão de proteína vegetal, fibra, β-caroteno, ácido ascórbico, 

ferro e magnésio. Esses resultados sugerem que a ingestão elevada de nutrientes, 

predominantemente, presente em frutas e vegetais reduz o risco destes defeitos congênitos. 

Estudos epidemiológicos vêm fornecendo evidências de que a associação do consumo de 

4 mg de ácido fólico/dia e o uso de multivitaminas contendo ácido fólico no período peri 

concepcional de uma mulher reduz o risco de muitas doenças congênitas (SHAW et al., 1995; 

WILCOX et al., 2007). Com conclusões de alguns estudos sobre a associação entre o uso 

materno de suplementos contendo ácido fólico e um risco reduzido de defeitos congênitos 

indicam que os genes envolvidos no metabolismo de ácido fólico e da metionina podem estar 

relacionados com a patogênese de fendas orofaciais (WERLER; LOUIK; MITCHELL, 1999). 

Desta forma, dietas contendo frutas, verduras e legumes são necessárias pelo fato desses 

alimentos conter importantes agentes antioxidantes, tais como as vitaminas C, D, E e A, a 

clorofilina, os flavonóides, carotenóides, curcumina e outros, que são capazes de restringir a 

propagação das reações e das lesões induzidas pelos radicais livres. Podem atuar de diferentes 

formas, como por exemplo, impedindo a formação de radicais livres; impedindo o ataque sobre 

moléculas como lipídeos, aminoácidos, proteínas e DNA, evitando lesões e perda da integridade 

celular; reparando lesões já formadas; e remoção de danos na molécula de DNA (BARNETT; 

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

 

O estresse oxidativo é o resultado do desequilíbrio entre a geração de moléculas instáveis 

e de elevada reatividade chamadas de radicais livres e o seu sistema de remoção, onde essas 

moléculas possuem como característica um único elétron não pareado na órbita externa do 

átomo.  Exemplos de radicais livres são as espécies reativas derivadas do oxigênio (EROs) e as 

espécies reativas derivadas do nitrogênio (ERNs) (POLJSAK; MILISAV, 2012).  

EROs incluem os radicais livres superóxidos e hidroxilas, bem como peróxido de 

hidrogênio que são moléculas não-radicais e derivadas, principalmente, do oxigênio que é 

consumido em várias reações metabólicas que ocorrem principalmente na mitocôndria, 

peroxissomos e retículo endoplasmático (ER) (FINKEL, 2012; HANDY; LOSCALZO, 2012). 

São produzidos tanto por reações enzimáticas quanto por não enzimáticas. Reações catalisadas 

por enzimas que geram EROs incluem os que envolvem NADPH oxidase, xantina oxidase, 

incluindo óxido nítrico endotelial sintase (eNOS), ácido araquidônico e enzimas metabólicas, 

tais como as enzimas do citocromo P450, lipoxigenase e ciclo-oxigenase (GORRINI; HARRIS; 

MAK, 2013).  

A modulação dos níveis de EROs intracelular é crucial para a homeostase celular, porém 

quando há produção excessiva, esses produtos podem causar danos em componentes celulares, 

tais como DNA, proteínas e lípidos, levando a várias alterações metabólicas e inflamatórias 

(CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; SENA; CHANDEL, 2012; GORRINI; HARRIS; MAK, 

2013; VELLOSA et al., 2013).  

Este desequilíbrio na produção e remoção dos radicais livres, promovido por uma 

variedade de agentes exógenos que induzem a produção de EROs ou por uma ineficiência na 

inativação pela ação das enzimas desintoxicantes e vitaminas, está fortemente associado com 

doenças multifatoriais incluindo aterosclerose, diabetes do tipo II, distúrbios neurológicos, 

doenças auto-imunes, envelhecimento e câncer (KESAEWALA; KRISHNA; MITCHELL, 

2016).  

Interessantemente, elevação dos níveis de estresse oxidativo durante a gravidez resulta 

em embriotoxicidade (DENNERY, 2007) e oxidação do DNA durante a embriogênese é um 

mecanismo pelo qual produtos químicos induzem efeitos teratogênicos (LIU; WELLS, 1995).  
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1.5 Vitamina D 

 

1.5.1 Metabolismo da Vitamina D 

 

A vitamina D é considerado um hormônio esteróide de grande importância por estar 

envolvido em processos fisiológicos fundamentais. Sua síntese encontra-se em maior parte na 

região cutânea (80-90%) apresentando-se na forma colecalciferol (ou vitamina D3) a partir do 

precursor 7-dehidrocolesterol após estimulação 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 metabolização até a forma ativa 1,25(OH)2D3 (PREMAOR; 

FURLANETTO, 2006; WAGNER; TAYLOR; HOLLIS, 2008). 

O processo de síntese endógena das moléculas do grupo vitamina D na forma 

colecalciferol inicia nas camadas profundas da epiderme e para que esse processo ocorra, é 

preciso que o indivíduo receba a luz solar direta, especificamente a radiação ultravioleta B 

(UVB) nos comprimentos de onda entre 290 e 315 nanômetros (WEBB; KLINE; HOLICK, 

1988).  

Na bicamada lipídica dessas células está armazenada a substância precursora, o 7-

deidrocolesterol (7-DHC), onde pela reação de fotólise a enzima 7-deidrocolesterol-redutase 

converte o 7-DHC em pré-vitamina D3, que se apresenta como uma substância termoinstável. 

Esta molécula sofre uma reação de isomerização induzida pelo calor, assumindo uma 

configuração espacial mais estável, a vitamina D3, sendo posteriormente secretada para o 

espaço extracelular e atingindo a corrente sanguínea (MORRIS, 1999; ARMAS; HOLLIS; 

HEANEY, 2004).  

Ambas as formas de vitamina D (vitamina D2 e D3) continuam na forma inativa e são 

transportadas no sangue por uma glicoproteína, a proteína ligadora da vitamina D (DBP), sendo 

levadas até o fígado, onde passam por várias reações enzimáticas até atingirem a forma 

biologicamente ativa.  Ao alcançarem o fígado, sofrem hidroxilação 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 à DBP e é transportada a vários tecidos com 

células que contêm a enzima 1-α-hidroxilase que promove hidroxilação no carbono 1 da 

25(OH)D, formando a 1-α,25-diidroxi-vitamina D (1,25(OH)2D), sendo esta a molécula 

metabolicamente ativa (NORMAN, 2008). 

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

um fator de transcrição que pertence à família de receptores hormonais nucleares. O VDR 
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humano tem peso molecular de 50 kDa e 427 resíduos de aminoácidos e possui uma porção 

hidrofóbica que liga-se a 1,25(OH)2D e um domínio com dois dedos de zinco para ligação ao 

DNA, onde este receptor é encontrado em muito tecidos, incluindo a placenta (BAKER et al 

1988; ROCHELL et al., 2000; BOUILLON et al., 2008).  

Assim, as principais funções da vitamina D estão relacionadas ao metabolismo do cálcio 

e desenvolvimento dos ossos, como também um papel importante em vários outros sistemas 

fisiológicos. A vitamina D foi sugerida em estimular a secreção de insulina e diminuir a 

resistência à insulina, incluindo efeitos anti-proliferativos e anti-inflamatórios (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 vários genes envolvidos na regulação do ciclo celular, diferenciação, apoptose e 

angiogênese, podendo atuar na diminuição da proliferação tanto de células normais e quanto 

neoplásicas.  

A insuficiência de vitamina D está associada complicações da gravidez incluindo pré-

eclâmpsia, diabetes mellitus gestacional e nascimento prematuro, sugerindo também um papel 

importante para a vitamina D na manutenção da gravidez e desenvolvimento fetal (BODNAR 

et al., 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 implantação do embrião 

no útero, ossificação do esqueleto fetal, como também impede que o corpo da gestante rejeite 

o feto que está sendo desenvolvido por impedir a produção de componentes que participam do 

processo de aborto. 

Hart et al. (2015) realizaram um estudo sobre a deficiência de vitamina D na gestação e 

seus efeitos no feto ao longo da vida e encontraram que 36% dessas gestantes estavam com 

baixas concentrações da vitamina no período gestacional e forte associação no mal 

desenvolvimento pulmonar, cerebral e ósseo do feto. 

A vitamina D parece ser importante para manutenção de uma gestação saudável. Um 

estudo com tecido placentário de partos prematuros, mostrou redução na expressão de VDR, 

indicando uma possível dependência da modulação da expressão do VDR para manutenção da 

gestação (FISCHER et al., 2007). 

Desta forma, pelo fato do VDR ser crucial para as ações da vitamina D no organismo, 

alterações no receptor podem ter potencial de acarretar desequilíbrios fisiológicos e contribuir 

para o surgimento de vários processos patológicos (CHEN et al., 2014). 
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1.5.2 Importância da Vitamina D como antioxidante  

 

Além das funções relatadas acima, tem sido descrita a capacidade da vitamina D de atuar 

como um antioxidante e anti-envelhecimento. Esta relação 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 colón intestinal com a ausência de VDR 

nessas células. Corroborando com esse resultado Fedirko e colaboradores (2010) fizeram um 

estudo com 92 pacientes com adenoma no colón retal, onde esses pacientes receberam doses 

diárias de vitamina D e foi observado redução significativa de danos oxidativos no DNA no 

epitélio do colón. 

Em 2014, Zhong e colaboradores demonstraram que células endoteliais quando 

estimuladas com vitamina D aumentaram o tempo de expressão do VDR e sua capacidade de 

se ligar a 1,25(OH)2D3, o que induziu positivamente a regulação necessária na proliferação 

celular como também na expressão da enzima antioxidante CuZn-superóxido dismutase (CuZn-

SOD). Por outro lado, nas células endoteliais sem estímulo pela vitamina D ocorria processo de 

estresse oxidativo e o VDR deixou de ser expresso ou foi expresso defeituosamente, enfatizando 

que níveis suficientes de vitamina D e expressão adequada de VDR são fundamentais para 

manutenção da defesa à agentes oxidantes. 

Halicka e colaboradores (2012) evidenciaram em uma pesquisa feita in vitro, com células 

de linhagem linfocítica e células de carcinoma pulmonar, uma redução de 50-70% dos níveis 

de oxidantes endógenos quando foram expostas a vitamina D na sua forma ativa (1,25(OH)2D), 

como também observaram uma atenuação em danos consecutivos ao DNA causados por esses 

produtos de oxidação celular. 

O tratamento de várias linhagens celulares com 1,25(OH)2D mostrou levar à indução de 

importantes enzimas envolvidas na proteção ao estresse oxidativo, tais como tiorredoxina 

redutase 1 (TXNRD1) e superóxido dismutase (SOD) limitando o estresse oxidativo 

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

 

1.6 Definição de Polimorfismo Genético 

 

O polimorfismo genético é a variação genética na sequência de alelos, de bases 

nucleotídicas ou na estrutura cromossômica. O tipo de polimorfismo mais estudado na literatura 

é o de base única, conhecido como SNP, do inglês Single Nucleotide Polimorphism 

(Polimorfismo de Nucleotídeo Único). Esse consiste em uma variação de um único nucleotídeo 
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em um local específico do genoma (STRACHAN, 2002; PARMIGIANI; CAMARGO, 2004; 

TAYLOR; PRESHAW; DONALDSON, 2004).  

A presença de um polimorfismo pode implicar em mudança no código genético e a 

sequência da proteína correspondente, levando por consequência em alterações no genótipo 

(sequência de bases), afetando ou não o fenótipo, que, consequentemente determinará a função 

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) está localizado no braço longo do 

cromossomo 12 (12q13.11) e consiste em 9 éxons distribuídos entre as regiões 5’ promotora e 

3’ reguladora (3-UTR), onde os éxons de 2 ao 9 codificam o produto final, enquanto o éxon 1, 

que é subdividido em 1a, 1b, 1c, 1d, 1e e 1f, tem funções regulatórias. O domínio de ligação de 

DNA é codificado pela região localizada entre os éxons 2 e 3. Os éxons 7, 8 e 9 codificam o 

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

 

 
Fig. 4. Estrutura do gene VDR e localização dos principais polimorfismos. (Fonte: 

Adaptado de UITTERLINDEN et al., 2004) 
 
 

Mais de 470 polimorfismos foram identificados no gene VDR humano, e sua importância 

funcional e efeitos potenciais na associação à doenças como câncer e diabetes, e à uma série de 

distúrbios neuropsiquiátricos, apresentando grande importância médica, como o rs2228570 

(FokI), rs1544410 (Bsm1), rs731236 (Taq1) e o rs7975232 (Apa1) (ZMUDA et al., 2000; 

OGUNKOLADE et al., 2002; EYLES et al., 2013). Estes polimorfismos estão distribuídos por 

toda a região do gene VDR: na região 5’ promotora, nos éxons codificantes, na região dos 

íntrons e na região 3’ regulatória (ARAI et al., 1997). 
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O polimorfismo rs2228570 resulta da substituição timina-citosina (T-C) na junção do 

íntron 1 com o éxon 2, na posição 30920, localizado no primeiro códon de iniciação da tradução, 

que traz como consequência uma proteína produzida com 3 aminoácidos a menos (ARAI et al., 

1997; GROSS et al, 1997).  Este apresenta dois códons de iniciação ATG separados por seis 

nucleotídeos no f-VDR, e faz com que o VDR seja produzido de forma completa com 427 

aminoácidos, ou apenas um códon de iniciação devido a uma substituição T-para-C em 5’ ATG, 

resultando numa proteína F-VDR curta (424 aminoácidos). Essa modificação estrutural poderia 

ocasionar maior funcionalidade do receptor da vitamina D em pessoas que apresentam o alelo 

F (ARAI et al., 1997; NEJENTSEV et al., 2004; VAN ETTEN et al., 2007).  

Aslani et al. (2011) estudaram o polimorfismo rs2228570 em gestantes e 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 mães com o alelo F pode proteger o feto 

contra os efeitos tóxicos do chumbo (KAYA-AKYUZLU et al., 2015).  

O alelo f mostrou ser menos eficiente em ativações mediada pela vitamina D quando 

comparado ao alelo F em mulheres na fase da menopausa (MIYAMOTO et al., 1996). E em 

doenças como o câncer, o alelo F foi identificado como fator de risco para câncer ovariano 

(MOHAPATRA et al., 2013; XU et al., 2013),  câncer de próstata (XU et al., 2007) e o alelo f 

já apresentou relação com risco aumentado em câncer de mama (ALIMIRAH et al., 2011).  

O polimorfismo rs1544410 está localizado no íntron 8, posição 63980, e resulta na troca 

do nucleotídeo adenina para uma guanina (A-G). Por localizar-se em região não-codificante do 

gene, este polimorfismo não causa alteração na sequência de aminoácidos da cadeia 

polipeptídica sintetizada, porém ainda não se sabe seu exato efeito sobre a ativação do receptor 

da vitamina D (MORRISON et al. 1992; UITTERLINDEN et al., 2004; SLATTERY, 2007).  

Sobre estudos relacionados a gestação, o genótipo BB foi evidenciado como potencial de 

risco para que gestantes tenham fraturas (FEUZ et al, 2009), porém não foi encontrada 

associação com quadros hipertensivos na gestação (REZENDE et al., 2012). 

Estudos com esse polimorfismo também já foram realizados em relação a cânceres, como 

o alelo b ser um potencial alelo de risco para câncer de próstata (XU et al., 2007), para 

carcinoma de células renais (ARJUMAND et al., 2012) e câncer no colón retal 

(LACZMANSKA et al., 2014) e o alelo B como risco para câncer de mama (LI et al., 2014).  

Contudo, apesar de haver evidências que mostram que a deficiência de vitamina D na 

gestação implica em complicações na gravidez e no desenvolvimento do feto, não há estudos 

analisando uma possível relação de polimorfismos do gene VDR para o desenvolvimento de 
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FL/P e FP, ressaltando a importância do presente estudo, cujo objetivo princiapl foi analisar a 

relação dos polimorfismos rs2228570 e rs1544410 do gene VDR como fator de risco para o 

desenvolvimento deste defeito congênito. 
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2. OBJETIVO 
 

 

Determinar as associações de SNPs rs2228570 e rs1544410 do gene do receptor da 

vitamina D (VDR) com a suscetibilidade para o desenvolvimento de FL/P em genitoras e 

crianças com FL/P e FP. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

1. Determinar a associação dos fatores de risco (idade materna, histórico familiar, condições 

ocupacionais, tabagismo, álcool, suplementação de ácido fólico e sulfato ferroso, uso de drogas 

e medicamento) no desenvolvimento de FL/P e FP na população estudada; 

2. Determinar as frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo rs2228570 e suas 

associações com o desenvolvimento de FL/P e FP; 

3. Determinar as frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo rs1544410 e suas 

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

3.1 População e Amostra 

 

Foram incluídos no projeto 127 duplas (mãe e criança fissurada), que tenham procurado 

o Serviço de Fissurados do Hospital Universitário Lauro Wanderley da Universidade Federal 

da Paraíba . Foram obedecidos os seguintes critérios de inclusão: 1) ser genitora de portador de 

fenda labial e/ou palatina independente de já ter sido submetido a cirurgia de correção; 2) 

pertencer a família que concordar em participar da pesquisa através de anuência 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 incluídos também 82 duplas saudáveis (mães e criança saudável) que tenham 

procurado o serviço do Hospital Maternidade Cândida Vargas para amostra controle. 

 

1.8 Aspectos Éticos 

 

O presente projeto foi submetido à análise da Comissão de Ética para Pesquisas (CEP) 

em Humanos da Universidade Federal da Paraíba, situada no Campus I, no Hospital 

Universitário Lauro Wanderley, tem sido aprovado com o parecer de número 1.309.490 no dia 

05 de novembro de 2015 (ANEXO A), onde o mesmo, posteriormente, sofreu alterações 

precisando ser reencaminhado ao CEP para nova aprovação para adição de novas amostras no 

trabalho e sendo aprovado no dia 13 de dezembro de 2016 com o parecer 1.865.600 (ANEXO 

B).  

A inclusão dos pacientes na pesquisa aconteceu mediante convite prévio formalizado pelo 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APÊNDICES I e II).  

O sigilo e o anonimato dos participantes foram mantidos em todas as etapas do trabalho. 

A entrevista aconteceu em espaço reservado e as informações contidas no formulário foram de 

uso exclusivo para a coleta de dados. Todos os trabalhos laboratoriais foram conduzidos através 

do uso de códigos de identificação preservando assim a identidade dos sujeitos de pesquisa. 
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3.3 Análise 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 solução de sacarose a 3%. O conteúdo resultante do bochecho foi transferido para um tubo 

de 15 ml, contendo previamente o volume de 5 ml de uma solução 66% alcoólica contendo 17 

mM Tris-HCl pH 8, 5 mM NaCl e 7mM EDTA. No caso de crianças menores de 2 anos, 

incapazes de realizar bochecho, a coleta foi realizada com gaze estéril que foi posteriormente 

lavada na mesma solução 66% alcoólica contendo 17 mM Tris-HCl 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 Laboratório de Estudos Moleculares e Análises Clínicas do 

Departamento de Biologia Molecular da UFPB. 

 

3.3.2 Isolamento do DNA 

 

A cada tubo foi adicionada água destilada e deionizada autoclavada q.s.p. 15 ml. Após 

centrifugação e descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado em solução aquosa, contendo 

17 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM NaCl e 7 mM EDTA. Novamente o sobrenadante foi descartado 

e o precipitado foi ressuspendido em solução de lise contendo 10 mM Tris-HCl pH 8, 0,5% 

dodecil sulfato de sódio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 μg de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EUA) e incubado a 50ºC em movimento contínuo semicircular. Após 12 h de incubação, 

foi adicionado 500 μl de uma solução aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 M acetato de amônio. A 

mistura foi centrifugada por 10 min a 12.000 g a 4ºC e 900 μl do sobrenadante foi transferido 

para novo tubo onde foi realizada precipitação do DNA com 540 μl de isopropanol. O 

precipitado de DNA foi lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), seco e 

ressuspendido em tampão Tris-EDTA (TE Buffer) (AIDAR; LINE, 2007).  

 

3.3.3 Análise do polimorfismo VDR rs2228570 

 

Os genótipos foram determinados por PCR-RFLP. Foram utilizados os iniciadores: 5’-

AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3’ (sense) e 5’-

ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’ (antisense) (HUANG et al., 2002). A 

amplificação ocorreu nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94°C durante 10 minutos, 
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35 ciclos de desnaturação (30 segundos à 94°C), anelamento (30 segundos à 58°C) e extensão 

(30 segundos à 72°C) com uma etapa extra de extensão final de 10 minutos. O produto de 265 

pb foi digerido com FokI que reconhece e cliva o alelo polimórfico f gerando dois fragmentos 

(196 pb e outro de 69 pb) enquanto o alelo ancestral F permanece com 265 pb. Os genótipos 

foram analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e coloração com nitrato 

de prata 0,5%. Na figura 5A são mostrados os genótipos de algumas amostras aplicadas em gel 

de eletroforese, onde na coluna 2 se encontra o padrão de peso molecular de 50pb, nas colunas 

4, 7 e 8 são amostras de genótipo FF, nas colunas 1, 3 e 5 o genótipo Ff e na coluna 6 o genótipo 

ff.  

3.3.4 Análise do polimorfismo VDR rs1544410 

 

Os genótipos foram determinados por PCR-RFLP. Foram utilizados os iniciadores: 

5’CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3’ (sense) e 5’-AACCAGCGGGAA 

GTCAAGGG-3’ (antisense) (PANI et al., 2000) e a amplificação ocorreu nas seguintes 

condições: desnaturação inicial a 94°C durante 5 minutos, 30 ciclos de desnaturação (1 minuto 

à 94°C), anelamento (1 minuto à 58°C) e extensão (3 minutos à 72°C) com uma etapa extra de 

extensão final de 5 minutos. O produto de 825 pb foi digerido com BsmI que reconhece e cliva 

o alelo polimórfico b gerando dois fragmentos (650 pb e 175 pb) enquanto o alelo ancestral B 

permanece com 825 pb. Os genótipos foram analisados através de eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% e coloração com nitrato de prata 0,5%. Na figura 5B são mostrados os 

genótipos de algumas amostras aplicadas em gel de eletroforese, onde na coluna 5 se encontra 

o padrão de peso molecular de 100pb, nas colunas 3, 4 e 9 são amostras de genótipo BB, nas 

colunas 6 e 8 o genótipo Bb e nas colunas 1, 2 e 7 o genótipo bb. 
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Fig. 5. Gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata da genotipagem de amostras para 
rs2228570 (A) e rs1544410 (B) 
 

 

3.4 Avaliação de fatores de risco ambientais durante o período gestacional 

 

Para coleta de dados clínicos, foram utilizados literatura científica relacionada como 

critérios para elaboração dos questionários. A partir da análise, foram identificados os principais 

fatores relacionados e a forma de apresentá-los (DAI et al., 2010; JOHNSON et al., 2009; 

FORRESTER; MERZ, 2004; DEROO; GAUDINO; EDMONDS, 2003), que levou a 

construção do INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS CLÍNICOS (APÊNDICE III). 

 

3.5 Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada através do teste qui-quadrado. 

Para todos os testes foi considerado como nível de significância o p<0,05. O programa 

escolhido para a utilização dos testes citados foi o GraphPad.Instat, versão 3.0 (San Diego, CA, 

EUA). 

 

 

 

265 pb 

196 pb 

69 pb 

650 pb 

825 pb 

175 pb 

rs2228570      A rs1544410      B 
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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 diferença da idade média apresentou significância 

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

 

Tabela 1. Frequência 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 

Idade média das mães Méd.−SD 25,7−6,04 27,3−6,51 28,6−6,06 
*0,187ᶲ 

*0,017ᶴ 

Histórico Familiar n (%) 
05 

(6%) 
39 

(52,7%) 
22 

(41,5%) 

<0,0001ᶲ 

<0,0001ᶴ 

Condições 
Ocupacionais 

Lavradora n (%) 
06 

(7,3%) 
13 

(17,5%) 
09 

(17%) 

0,087ᶲ 

0,143ᶴ 

Do lar n (%) 
28 

(34,1%) 
30 

(40,5%) 
15 

(28,3%) 

0.509ᶲ 

0,601ᶴ 

Tabagismo 

Ativo n (%) 
02 

(2,4%) 
04 

(5,4%) 
02 

(3,7%) 

0,585ᶲ 

0,655ᶴ 

Passivo n (%) 
16 

(19,5%) 
20 

(27%) 
11 

(20,7%) 

0,356ᶲ 

0,860ᶴ 

Ativo/ 
Passivo 

n (%) 
02 

(2,4%) 
05 

(6,7%) 
06 

(11,3%) 

0,361ᶲ 

0,078ᶴ 

Álcool n (%) 
09 

(11%) 
17 

(23%) 
12 

(22,6%) 

0,073ᶲ 

0,113ᶴ 

Suplementação - Sulfato 
ferroso e ácido fólico 

n (%) 
70 

(85,3%) 
55 

(74,3%) 
45 

(84,9%) 

0,127ᶲ 

0,941ᶴ 

Fonte: Dados da pesquisa, 2017. *Teste t não pareado. Teste qui-quarado.  p < 0,05 = diferença significativa. GC: 
Grupo Controle. GL/P: Grupo de Fissuras Labiais e Labiopalatinas. GP: Grupo de Fissuras Palatinas Isoladas. 
ᶲTeste feito entre GC e GL/P. ᶴTeste feito entre GC e GP. 
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Quando comparado a porcentagem de filhos fissurados apresentaram ter histórico familiar 

de fissuras foi expressivamente maior ao que foi relatado no grupo controle, onde o grupo 

controle apresentou 6% de histórico 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 mães 

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%. Já em fumantes tanto ativas quanto passivas GP apresentou 

frequência maior (11,3%), enquanto que GL/P foi de 6,7% e GC 2,4%.  

Sobre o uso de suplementação de Ácido Fólico e Sulfato Ferroso a frequência foi 

aproximada entre os grupos GC (85,3%) e GP (84,9%), enquanto que GL/P apresentou 

frequência menor de 74,3,%, mas não houve diferença significativa entre os grupos. Sobre o 

uso de álcool, em mães de GC, 11% relataram fazer uso de bebidas alcoólicas enquanto que 

GL/P foi de 23% e GP 22,6%, tendo valores maiores que o grupo controle, porém não 

apresentaram diferença significativa. Quanto a frequência de mães que trabalham como 

lavradoras, o GC apresentou frequência de 7,3%, GL/P de 17,5% e GP de 17%, mostrando uma 

diferença não significativa. Nenhuma das mães tanto dos grupos testes quanto do grupo controle 

relataram o uso de drogas ilícitas e medicamentos de risco para o desenvolvimento de fissuras 

antes ou durante a gestação. 

 Os resultados das distribuições genotípicas encontradas nos grupos estudados estão de 

acordo com o equilíbrio Hardy-Weinberg (tabelas 2), onde todos os genótipos apresentaram 

valor de p < 0,05. 
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Tabela 2. Resultado do Equilíbrio Hardy-Weinberg para as distribuições genotípicas de 
rs2228570 e rs1544410 nos grupos estudados 

rs2228570 

Grupos 
estudados 

FF Ff ff p 

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 

CP 30 16 07 0,062 

rs1544410 

Grupos 
estudados 

BB Bb bb p 

GC 23 44 15 0,449 

GL/P 24 31 19 0,173 

GP 11 23 19 0,415 

CC 23 36 23 0,269 

CL/P 21 31 22 0,163 

CP 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: Crianças Controle. CL/P: Crianças do 
grupo de Fissuras Labiais e Labiopalatinas. CP: Crianças do grupo de Fissuras Palatinas Isoladas. 

 

 

A distribuição genotípica e frequência alélica de rs2228570 tanto no grupo de genitoras 

quanto de afetados não foi diferente do GC (tabelas 3 e 4). Não houve diferença significativa 

na distribuição genotípica e frequências alélicas em nenhum dos grupos analisados quando 

comparado aos grupos controle. 
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Tabela 3. Análise dos genótipos rs2228570 em genitoras. 

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)  

FF x Ff+ff 34 x 40+8 39 x 28+7 31 x 17+5 
0,213ᶲ 

0,078ᶴ 

ff x Ff+FF 8 x 40+34 7 x 28+39 5 x 17+31 
0,950ᶲ 

0,950ᶴ 

%F 65,8% (108) 71,6% (106) 74,5% (79) 0,377ᶲ 

    0,169ᶴ %f 34,2% (56) 28,4% (43) 25,5% (27) 

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. ᶲTeste feito entre GC e GL/P. 
ᶴTeste feito entre GC e GP. 
 
 

Tabela 4. Análise dos genótipos rs2228570 em crianças. 

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)  

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 
0,980ᶲ 

0,663ᶴ 

ff x Ff+FF 5 x 35+42 9 x 26+39 7 x 16+30 
0,297ᶲ 

0,267ᶴ 

%F 72,5% (119) 70,2% (104) 71,7% (76) 0,747ᶲ 

0,987ᶴ %f 27,5% (45) 29,8% (44) 28,3% (30) 

Fonte: Dados da pesquisa, 2017. Teste qui-quadrado. CC: Crianças Controle. CL/P: Crianças do grupo de Fissuras 
Labiais e Labiopalatinas. GP: Crianças do grupo de Fissuras Palatinas Isoladas. ᶲTeste feito entre CC e CL/P. 
ᶴTeste feito entre CC e CP. 
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A distribuição genotípica e frequência alélica de rs1544410 em genitoras estão 

apresentados na tabela 5. Não houve diferença na frequência alélica e genotípica para o 

rs1544410. Não houve diferença significativa na distribuição genotípica e frequências alélicas 

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

 

Tabela 5. Análise dos genótipos 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)  

BB x Bb+bb 23 x 44+15 24 x 31+19 19 x 23+11 
0,673ᶲ 

0,443ᶴ 

bb x Bb+BB 15 x 44+23 19 x 31+24 11 x 23+19 
0,357ᶲ 

0,896ᶴ 

%B 54,9% (90) 53,3% (79) 42,4% (45) 0,879ᶲ 

0,061ᶴ %b 45,1% (74) 46,7% (69) 57,6% (61) 

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

 

 

A distribuição genotípica e frequência alélica do polimorfismo rs1544410 em crianças 

estão mostrados na tabela 6. Houve diferença alélica e genotípica do rs1544410 ao cruzar CC 

com CP. Quando comparado as distribuições genotípicas de CP com CC houve diferença 

significativa com p = 0,017. Quando comparado as frequências alélicas de CP com CC 

apresentou p = 0,008. Em relação as frequências alélicas, quando comparado os alelos de CP 

com CC houve diferença significativa, com p = 0,008, onde a frequência do alelo B em CP foi 

de 33% e do alelo b foi de 71%, para CC a frequência dos alelos B e b foram de 50% e para o 

grupo CL/P o alelo B apresentou frequência de 49,3% e o alelo b de 50,7%. 
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Tabela 6. Análise dos genótipos rs1544410 em crianças. 

rs1544410 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 31+22 5 x 25+23 
0,936ᶲ 

0,017ᶴ 

bb x Bb+BB 23 x 36+23 22 x 31+21 23 x 25+5 
0,956ᶲ 

0,098ᶴ 

%B 50% (82) 49,3% (73) 33% (35) 0,995ᶲ 

0,008ᶴ %b 50% (82) 50,7% (75) 67% (71) 

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

 

Apesar dos valores próximos da média de idades entre os grupos, os resultados do 

presente estudo mostraram significância, evidenciando uma possível relação da idade com o 

surgimento de FL/P e FP como já 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 suplementação de ácido fólico e sulfato ferroso, a alta frequência entre os grupos 

era esperada pelo fato de que o uso dessas duas suplementações já serem preconizadas e de 

rotina na condução do pré-natal, sendo nutrientes importantes tanto para a redução 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 Saúde e a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária tornou obrigatório a fortificação de farinha de trigo e milho 

com ácido fólico e sulfato ferroso, onde para cada 100g de farinha de trigo e milho contém 4,2 

mg de ferro e 150 mg de ácido fólico (BRASIL, 2017). 

O consumo do folato foi investigado em parturientes cariocas, nas quais a prevalência de 

deficiência de ácido fólico na dieta foi de 51,3% e somente 22,4% das gestantes fizeram uso de 

suplemento medicamentoso contendo ácido fólico (FONSECA et al., 2003). Em outro estudo 

de proporção verificou-se que o consumo de folato durante a gravidez esteve abaixo da 

recomendação 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 

período periconcepcional e durante o primeiro trimestre de gravidez demonstraram correlação 

potencial com uma alta incidência de fissuras orofaciais. 

No presente estudo não foram encontradas evidências da associação entre a exposição 

ativa ou passiva à fumaça do cigarro e a ocorrência de fissuradas na prole. Isso pode ser 

explicado pela pequena quantidade de mães que relataram ter feito uso de cigarro durante o 

período de gestação. Contrariando esses achados, Honein et al. (2007) mostraram a associação 

de exposição ao cigarro tanto de forma ativa quanto passiva em período periconcepcional e 

fissuras orofaciais. Chung et al. (2000) observaram que mães fumantes ativas tinham maior 

chances de ter filhos com fissuras labiais e/ou palatinas e quanto maior a frequência de uso do 

cigarro, maior se torna o risco. Assim como Little e colaboradores (2004) também observaram 

forte associação de mães fumantes ativas e alta taxa de casos de crianças que nasciam com esse 

defeito congênito. 
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Com foco apenas em mães fumantes passivas, Sabbagh e colaboradores (2015) puderam 

observar que a exposição materna ao tabagismo passivo resultou em um aumento de 1,5 vezes 

no risco de fissuras, porém semelhante à magnitude do risco relatado para o tabagismo ativo. 

Zhiwena e colaboradores (2010) viram que mães que tinham exposição 6 vezes por semana ao 

cigarro tinham mais chances de terem filhos com fissuras. 

O histórico familiar apareceu como um importante fator de risco para fissuras na 

população estudada. Esses resultados corroboram com estudo realizado por Birnbaum et al. 

(2007), onde foi mostrado que pacientes com fissuras labiais com/ou sem palato não-

sindrômico relataram ter histórico familiar de fissuras orofaciais, sendo fortemente sugestivo 

de herança genética dominante.  

Há estudos que mostram que história familiar positiva relacionada à fissura aumentou o 

risco de ocorrência de fissura labiais com ou sem palato em recém-nascidos (ZARANTE et al., 

2009; SALIHU et al., 2014). Leite e Koifman (2009), evidenciaram que história familiar de 

fissuras tanto pela família do pai quanto pela família da mãe está fortemente associada para 

prole nascer com FL/P. Natsume et al. (2000) encontraram em estudo de caso controle na 

população japonesa que 15,4% dos casos de FL/P tem histórico familiar enquanto que no grupo 

controle apresentavam apenas 1,6%.  

Nosso estudo mostrou frequência maior de consumo de bebidas alcoólicas em mães dos 

grupos testes em relação ao grupo controle, apesar de não ter sido significativo. Lorente e 

colaboradores (2000) identificaram um risco aumentado de FP isolada, mas não de FL/P, entre 

as mães que bebiam durante o primeiro trimestre da gestação. Porém outro estudo encontrou 

que o uso de álcool durante a gravidez pode ser fator de risco para FL/P (MUNGER et al., 

1996). Deroo e colaboradores (2016) encontraram forte associação do uso repetitivo e em altas 

quantidade do álcool no primeiro trimestre da gestação e o risco de FL e FP, porém não 

encontraram associação 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 álcool (DEROO 

et al., 2008; LEITE; KOIFMAN, 2009).  

Estudos indicam que o momento da exposição ao álcool durante a gestação é importante 

para avaliar o efeito na ocorrência de fissuras no feto, onde sugere-se que, o período mais crítico 

seria no primeiro trimestre, mais precisamente entre a 5ª e 10ª, período onde as estruturas do 

lábio e palato embrionários estão sendo formados, porém os mecanismos ainda são 

desconhecidos (HOBBS et al., 2014; DEROO et al., 2016). 

Pelo fato de embriologicamente as FL/P possuir diferença etiológica das FP, foi preciso 

separá-las em nosso estudo. A FL e FLP se formam diante da falta de fusão dos processos nasais 
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com o processo maxilar na sétima semana de gestação, enquanto que a FP é resultante da falta 

de fusão 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 comparação dos resultados das análises genotípicas dos grupos testes com os grupos 

controles para o polimorfismo rs2228570, não observamos associação 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 câncer ovariano 

(MOHAPATRA et al., 2013; XU et al., 2013), e à maior agressividade histopatológica de 

câncer de próstata (XU et al., 2007), o alelo f apresentou relação com risco e aumento da 

agressividade de câncer de mama, tendo em vista que atua na expressão de genes pró 

inflamatórios, tendo essas substâncias importante papel na progressão e metástase da doença 

(ALIMIRAH et al., 2011). 

Sobre a temática 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 está 

relacionado ao risco de desenvolvimento de doença renal crônica em diabetes tipo 2 

(YOKOYAMA et al, 2012).  Este mesmo alelo já foi associado como fator genético de risco 

para obesidade e síndrome metabólica (FILUS et al., 2008), o alelo f tem sido associado ao 

aumento de risco de desenvolvimento de hipertensão (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 genótipo pode resultar em um defeito na função da placenta e causar o 

nascimento precoce do feto e em outro estudo foi mostrado que mães com este alelo pode 

proteger o fato contra os efeitos tóxicos do chumbo quando mães gestantes estão expostas a ele 

(KAYA-AKYUZLU et al., 2015).  

Sobre doenças autoimunes, o alelo f foi associado com risco aumentado para desenvolver 

doença de Hashimoto (INOUE et al., 2014), já o alelo F tem sido associado com a patogênese 

da doença autoimune artrite reumatoide, por mostrar relação em potencializar a proliferação de 

células do sistema imune encontradas nessa patologia (KARRAY et al., 2012). Porém em 

relação a doenças autoimunes da tireoide, não foi encontrado relação com este polimorfismo 

(FENG et al., 2013). 

Na análise de rs1544410, o genótipo BB apareceu como protetor contra ocorrência FP 

mas não para FL/P e a presença do alelo b significou risco aumentado para a mesma condição. 

Como não existem estudos prévios a esse respeito, sugere-se que o mecanismo da relação possa 
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estar relacionado ao envolvimento do rs1544410 com estresse oxidativo e processo 

inflamatório.  

O estresse oxidativo vem sendo associado com fissuras na literatura em estudos escassos. 

Hozyasz e colaboradores (2003) demonstraram um estado de estresse oxidativo sistêmico em 

mães de crianças com FL/PNS mesmo 6 meses após o nascimento da criança. Além disso, 

Hozyasz e colaboradores (2004) encontraram evidências que sugerem que o estresse oxidativo 

pode contribuir para defeitos de nascimento demonstrando que biomarcadores de lesão 

oxidativa do DNA são mais abundantes em mães que tiveram bebês com fissuras orofaciais em 

comparação com os controles.  

Além disso, estudos encontraram uma associação de mães obesas com o aumento do risco 

de ter filho com FL, FLP ou FP (STOTHARD et al., 2009; BLOMBERG; KALLÉN, 2010; 

STOTT-MILLER et al., 2010). O excesso de adiposidade resulta em secreção aumentada de 

adipocinas e citocinas pró-inflamatórias, levando a infiltração de células imunes ao tecido e um 

estado crônico de inflamação (TRAYHURN; WOOD, 2004; DE FERRANTI; 

MOZAFFARIAN, 2008). 

A relação entre o polimorfismo rs1544410 do VDR e variação no estresse oxidativo vem 

sendo descrito, onde em trabalho experimental realizado por Medeiros Cavalcante et al. (2015) 

observou-se que mulheres com genótipo BB e Bb quando combinado suplementação em altas 

doses de vitamina D apresentavam redução de marcadores inflamatórios e aumento da 

capacidade antioxidante total comparados àquelas que tinham genótipo bb. 

O alelo b do rs1544410, identificado neste estudo como potencialmente relacionado com  

a ocorrência de FP,  tem sido relacionado com outras condições clínicas que apresentam como 

característica comum o aumento de atividade inflamatória, como em doenças autoimunes, 

Nefrite relacionada ao Lupus em população japonesa (HUANG et al., 2002), e em pacientes 

com Lupus Eritematoso Sistêmico com níveis aumentados de anticorpos antinucleares 

(KALETA et al., 2013) e obesidade associada ao aumento da atividade inflamatória (AL-

DAGHRI et al., 2014). Contudo, não há consenso nessas associações e outros estudos apontam 

o alelo B como sendo o alelo risco para Lupus Eritematoso Sistêmico (ABBASI et al., 2010; 

AZAD et al., 2016), artrite reumatoide (GÓMEZ-VAQUERO et al., 2007; KARRAY et al., 

2012) e doença autoimune da tireoide (FENG et al., 2013). Além disso, o mesmo alelo B já foi 

associado ao risco de desenvolver obesidade em mulheres Vietnamita (BINH et al., 2011), 

síndrome metabólica (FILUS et al., 2008) e como risco para desenvolver hipertensão (LI et al., 

2002; WANG et al., 2013).  
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Com relação à 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 população coreana diabética (HONG et 

al., 2015). 

Esse é o primeiro estudo a relacionar polimorfismos do gene VDR com fissuras 

labiopalatinas não-sindrômicas e os resultados sugerem que o polimorfismo rs1544410 está 

associado com o desenvolvimento de FP nas crianças, porém não foi encontrado resultados para 

este mesmo polimorfismo em crianças com FL/P como também no grupo de genitoras. Apesar 

dos resultados encontrados, é preciso que novas pesquisas sejam realizadas para confirmar a 

associação e identificar os mecanismos de participação de polimorfismos do VDR na ocorrência 

de fissuras labiopalatinas. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 A idade média das mães foi maior em mães de crianças com FP em comparação ao 

grupo controle e ao grupo de mães de crianças com FL/P. O histórico familiar se mostrou como 

expressivo fator de risco para ambos os grupos (FL/P e FP). A ocupação de lavradora e do lar 

não mostrou ser fator de risco na população estudada, assim como o tabagismo (passivo e/ou 

ativo) e álcool. Ambos os grupos testes e controle mostrou alta porcentagem no uso de 

suplementação de ácido fólico e sulfato ferroso. E nenhuma das mães relatou ter feito uso de 

drogas e medicamentos de risco durante a gestação.  

Ao determinar as frequências alélicas e genotípicas dos SNPs estudados do gene VDR, o 

polimorfismo rs2228570 não apresentou associação com o desenvolvimento de FL/P e FP nos 

grupos de genitoras e crianças afetadas. Em relação ao polimorfismo rs1544410, não apresentou 

associação para desenvolvimento de FL/P e FP no grupo de genitoras, porém como risco para 

o desenvolvimento de FP no grupo de crianças afetadas, mas não para FL/P, e os resultados 

deste estudo permitem sugerir que este polimorfismo pode estar envolvido no surgimento de 

FP, mas não para FL/P, sendo o alelo b de risco para esta condição. Estudos envolvendo maior 

número de indivíduos, abrangência geográfica 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 Paraíba 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 Cândida 

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 Paraíba, 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-HCl 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 ºC for 10 minutes, 35 cycles 

of denaturation (30 seconds at 94 ºC), annealing (30 seconds at 58 ºC) and extension (30 

seconds at 72 ºC) 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 ºC for 5 minutes, 30 cycles of denaturation (1 minute at 94 

ºC), annealing (1 minute at 58 ºC) and extension (3 minutes at 72 ºC) with an extra 5 minute 

final extension step. The 825 bp product was digested with BsmI 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 

rs2228570, 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. 
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Table 1. Analysis of the rs2228570 genotypes in both mothers and children. 

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)  

FF x Ff + ff 34 x 40+8 39 x 28+7 31 x 17+5 
0,213ᶲ 

0,078ᶴ 

ff x Ff + FF 8 x 40+34 7 x 28+39 5 x 17+31 
0,950ᶲ 

0,950ᶴ 

%F 65,8% (108) 71,6% (106) 74,5% (79) 
0,377ᶲ 

0,169ᶴ 
%f 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 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§ 

0,987¥ %f 27,5% (45) 29,8% (44) 28,3% (30) 

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. ᶲ CM versus ML/P. ᶴ CM 
versus MP. § CC versus CL/P. ¥ CC versus CP. 

 

 

 



37 
 

Table 2. Analysis of the rs1544410 genotypes in both mothers and children. 

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)  

BB x Bb + bb 23 x 44+15 24 x 31+19 19 x 23+11 
0,673ᶲ 

0,443ᶴ 

bb x Bb + BB 15 x 44+23 19 x 31+24 11 x 23+19 
0,357ᶲ 

0,896ᶴ 

%B 54,9% (90) 53,3% (79) 42,4% (45) 
0,879ᶲ 

0,061ᶴ 
%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 31+22 5 x 25+23 0,936§ 

0,017¥* 

bb x Bb + BB 23 x 36+23 22 x 31+21 23 x 25+5 0,956§ 

0,098¥ 

%B 50% (82) 49,3% (73) 33% (35) 0,995§ 

0,008¥* %b 50% (82) 50,7% (75) 67% (71) 

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. ᶲ CM versus ML/P. ᶴ 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 rs2228570 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 rs1544410 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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  UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA  
CENTRO DE CIÊNCIAS EXATAS E DA NATUREZA 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR 
Campus I - Cidade Universitária 

Telefones: (083) 3216-7436 e 3216-7495 
CEP 58059-900 - João Pessoa - PB - Brasil 

 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Você está sendo convidado a participar de uma pesquisa que recebe o título: Análise da 
influência de fatores genéticos na ocorrência de fendas orofaciais não sindrômicas e que 
visa identificar fatores de risco relacionados a ocorrência das fendas labiais e palatinas em 
crianças na Paraíba. Sua participação é totalmente voluntária.  
Para participar do estudo será necessário permitir a coleta de células da mucosa da boca através 
de bochecho com uma solução contendo açúcar. Esta solução deverá permanecer na boca por 
1 minuto e depois depositada em recipiente próprio. O procedimento precisa ser realizado no 
pai, na mãe e na criança, para que a família possa participar do estudo. O referido procedimento 
é indolor. Caso seu (sua) filho (a) não consiga bochechar e cuspir a coleta será realizada 
esfregando levemente uma colher de plástico ou gaze estéril na mucosa oral da criança. 
Esta coleta tem por objetivo extrair o DNA, que consiste de uma parte das células onde está 
armazenado o material genético dos seres vivos. Nela está o código que determina as 
características de um indivíduo.  
Após realizada a coleta de células, os pesquisadores irão isolar o DNA de cada uma das 
amostras, e farão análises no DNA do pai, da mãe e do filho, numa região do material genético 
relacionada às defesas que organismo desenvolve contra a produção e radicais livres de 
oxigênio. Este aspecto nunca foi investigado como fator de risco para fissuras orofaciais, por 
este motivo, há muito interesse científico na realização desta pesquisa.  
Além da análise do DNA, será necessário responder um questionário contendo perguntas sobre 
questões relacionadas ao período gestacional. Neste questionário constarão perguntas 
relacionadas a exposição da mãe do bebê a alguns fatores de risco não genéticos das fendas 
orais, como por exemplo álcool, medicamentos, cigarro, doenças que a mãe pode ter 
apresentado antes ou durante a gravidez. Será também questionada como foi a alimentação 
durante o período gestacional. Esta etapa do questionário visa analisar a exposição do indivíduo 
ao estresse oxidativo durante o período embrionário.  
Toda a coleta de dados acontecerá preservando a identidade de todos os envolvidos. Todos os 
documentos relacionados a esta pesquisa serão consultados exclusivamente pelos 
pesquisadores, não sendo permitido o acesso a nenhuma outra pessoa ou entidade.  
Os resultados obtidos nesta pesquisa serão exclusivamente utilizados para fins científicos, e 
quando divulgados não citarão em nenhum momento o nome dos sujeitos de pesquisa.  
Participando ou não desta pesquisa, o tratamento e acompanhamento do (a) seu (sua) filho (a) 
no Serviço de Fissurados não será afetado. Não há relação de dependência entre o atendimento 
e participação nesta pesquisa. A opção de participar fica a critério dos pais, e mesmo que 
concordem, podem retirar o consentimento a qualquer momento, bastando para isso contatar a 
pesquisadora principal ou o Serviço de Fissurados sem a necessidade de oferecer qualquer 
explicação.  
Caso a família deseje participar, poderá optar em ter ou não acesso aos resultados do exame do 
DNA. Em caso afirmativo, a equipe do Serviço de Fissurados agendará um momento oportuno 
após a finalização da coleta de dados para realizar a devolutiva.  
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O benefício gerado por esta pesquisa está na geração de informações sobre os fatores de risco 
que levam a ocorrência de fendas orais em crianças brasileiras. Estas informações poderão 
resultar no aprimoramento das ações de prevenção.  
O DNA extraído será acondicionado em freezer podendo ser utilizado futuramente em outras 
pesquisas relacionados à fissuras orais. Neste caso, um novo projeto de pesquisa deverá ser 
analisado pelos órgãos competentes.  
Reiteramos que a participação na pesquisa acontecerá mediante aceite do pai e da mãe a criança, 
da coleta de material do trio e da participação respondendo o questionário proposto.  
Caso preencham os dados abaixo, estarão consentindo na participação do filho e de ambos na 
pesquisa. 
 
"DECLARAÇÃO DO PARTICIPANTE: 
Eu, _________________________________________________, fui informado dos objetivos 
da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci todas as minhas dúvidas. Sei que em 
qualquer momento poderei solicitar novas informações e desistir de participar da pesquisa se 
assim o desejar. O pesquisador, certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serão 
confidenciais, no que se refere a minha identificação individualizada, e deverão ser tornados 
públicos através de algum meio. Ele compromete-se, também, seguir os padrões éticos 
definidos na Resolução CNS 466/12. Também sei que em caso de dúvidas poderei fazer contato 
com a pesquisadora responsável ou com o Comitê de Ética em Pesquisa". 
Assinatura do (a) Pai/Mãe: 
_______________________________________________________ 
 
Impressão datiloscópica 
 
 
 
 
 
 
 
Caso tenha dúvidas a respeito do projeto ou seu andamento, favor contactar a pesquisadora 
responsável, o Serviço de Fissurados (3215-7585) ou o Comitê de Ética em Pesquisa do 
Hospital Lauro Wanderley situado neste endereço: Hospital Universitário Lauro Wanderley – 
HULW – 2º andar, Campus I, Cidade Universitária, Bairro Castelo Branco, CEP 58059-900, 
João Pessoa – PB (083 3216-7964, email comitedeetica@hulw.ufpb.com).  
 
Pesquisadora responsável: 
Vanessa de Melo Cavalcanti 
Departamento de Biologia Molecular – UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA 
vanessa_mjp@hotmail.com 
Assinatura Pesquisadora Responsável: ______________________________________ 
 
Assinatura Pesquisadora Responsável pela coleta de dados: ___________________________ 
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APÊNDICE II 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 

  UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA  
CENTRO DE CIÊNCIAS EXATAS E DA NATUREZA 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR 
Campus I - Cidade Universitária 

Telefones: (083) 3216-7436 e 3216-7495 
CEP 58059-900 - João Pessoa - PB - Brasil 

 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Você está sendo convidado a participar de uma pesquisa que recebe o título: Análise da 
influência de fatores genéticos na ocorrência de fendas orofaciais não sindrômicas e que 
visa identificar fatores de risco relacionados a ocorrência das fendas labiais e palatinas em 
crianças na Paraíba. Sua participação é totalmente voluntária.  
Para participar do estudo será necessário permitir a coleta de células da mucosa da boca através 
de bochecho com uma solução contendo açúcar. Esta solução deverá permanecer na boca por 
1 minuto e depois depositada em recipiente próprio. O procedimento precisa ser realizado no 
pai, na mãe e na criança, para que a família possa participar do estudo. O referido procedimento 
é indolor. Caso seu (sua) filho (a) não consiga bochechar e cuspir a coleta será realizada 
esfregando levemente uma colher de plástico ou gaze estéril na mucosa oral da criança. 
Esta coleta tem por objetivo extrair o DNA, que consiste de uma parte das células onde está 
armazenado o material genético dos seres vivos. Nela está o código que determina as 
características de um indivíduo.  
Após realizada a coleta de células, os pesquisadores irão isolar o DNA de cada uma das 
amostras, e farão análises no DNA do pai, da mãe e do filho, numa região do material genético 
relacionada às defesas que organismo desenvolve contra a produção e radicais livres de 
oxigênio. Este aspecto nunca foi investigado como fator de risco para fissuras orofaciais, por 
este motivo, há muito interesse científico na realização desta pesquisa.  
Além da análise do DNA, será necessário responder um questionário contendo perguntas sobre 
questões relacionadas ao período gestacional. Neste questionário constarão perguntas 
relacionadas a exposição da mãe do bebê a alguns fatores de risco não genéticos das fendas 
orais, como por exemplo álcool, medicamentos, cigarro, doenças que a mãe pode ter 
apresentado antes ou durante a gravidez. Será também questionada como foi a alimentação 
durante o período gestacional. Esta etapa do questionário visa analisar a exposição do indivíduo 
ao estresse oxidativo durante o período embrionário.  
Toda a coleta de dados acontecerá preservando a identidade de todos os envolvidos. Todos os 
documentos relacionados a esta pesquisa serão consultados exclusivamente pelos 
pesquisadores, não sendo permitido o acesso a nenhuma outra pessoa ou entidade.  
Os resultados obtidos nesta pesquisa serão exclusivamente utilizados para fins científicos, e 
quando divulgados não citarão em nenhum momento o nome dos sujeitos de pesquisa.  
Participando ou não desta pesquisa, o tratamento e acompanhamento do (a) seu (sua) filho (a) 
no Serviço de Fissurados não será afetado. Não há relação de dependência entre o atendimento 
e participação nesta pesquisa. A opção de participar fica a critério dos pais, e mesmo que 
concordem, podem retirar o consentimento a qualquer momento, bastando para isso contatar a 
pesquisadora principal ou o Serviço de Fissurados sem a necessidade de oferecer qualquer 
explicação.  
Caso a família deseje participar, poderá optar em ter ou não acesso aos resultados do exame do 
DNA. Em caso afirmativo, a equipe do Serviço de Fissurados agendará um momento oportuno 
após a finalização da coleta de dados para realizar a devolutiva.  
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O benefício gerado por esta pesquisa está na geração de informações sobre os fatores de risco 
que levam a ocorrência de fendas orais em crianças brasileiras. Estas informações poderão 
resultar no aprimoramento das ações de prevenção.  
O DNA extraído será acondicionado em freezer podendo ser utilizado futuramente em outras 
pesquisas relacionados à fissuras orais. Neste caso, um novo projeto de pesquisa deverá ser 
analisado pelos órgãos competentes.  
Reiteramos que a participação na pesquisa acontecerá mediante aceite do pai e da mãe a criança, 
da coleta de material do trio e da participação respondendo o questionário proposto.  
Caso preencham os dados abaixo, estarão consentindo na participação do filho e de ambos na 
pesquisa. 
 
“ANUÊNCIA DO (A) PAI/MÃE DA CRIANÇA 
Eu, _________________________________________________, autorizo a participação 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 dúvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informações e desistir 
da participação do (a) meu (minha) filho (a) da pesquisa se assim o desejar. O pesquisador, 
certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serão confidenciais, no que se refere a 
identificação individualizada do (a) meu (minha) filho (a), e deverão ser tornados públicos 
através de algum meio. Também sei que em caso de dúvidas poderei fazer contato com a 
pesquisadora responsável ou com o Comitê de Ética em Pesquisa". 
 
Assinatura do (a) Pai/Mãe: 
_______________________________________________________ 
Impressão datiloscópica 
 
 
 
 
 
 
Caso tenha dúvidas a respeito do projeto ou seu andamento, favor contactar a pesquisadora 
responsável, o Serviço de Fissurados (3215-7585) ou o Comitê de Ética em Pesquisa do 
Hospital Lauro Wanderley situado neste endereço: Hospital Universitário Lauro Wanderley – 
HULW – 2º andar, Campus I, Cidade Universitária, Bairro Castelo Branco, CEP 58059-900, 
João Pessoa – PB (083 3216-7964, email comitedeetica@hulw.ufpb.com).  
 
Pesquisadora responsável: 
Vanessa de Melo Cavalcanti 
Departamento de Biologia Molecular – UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA 
vanessa_mjp@hotmail.com 
Assinatura Pesquisadora Responsável: ______________________________________ 
 
Assinatura Pesquisadora Responsável pela coleta de dados: ___________________________ 
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APÊNDICE III 

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS CLÍNICOS 
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INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS CLÍNICOS  ___/___/_______ 

 
1. Endereço localiza-se na Zona: 1. Urbana �       2. Rural �. 

2. Naturalidade:           

   

3. Nacionalidade da criança: Brasileira � Estrangeira �     

    

4. Gênero da criança: 1. Masculino �       2. Feminino � 

5. Data de nascimento da mãe:     ____/_____/_____  Idade:     

5.1 Idade no momento do nascimento da criança:       

6. Data de nascimento da pai:      ____/_____/_____  Idade:    

  

6.1  Idade no momento do nascimento da criança:       

7. Data de nascimento da criança: ____/_____/_____  Idade:     

8. Cor da pele da mãe: 

1. Caucasiano �;  2. Ascendência africana �;  3. Ascendência japonesa �; 4. Ascendência 

indígena �;  5. Outros �          

     

9. Cor da pele do pai: 

1. Caucasiano �;  2. Ascendência africana �;  3. Ascendência japonesa �; 4. Ascendência 

indígena �;  5. Outros �          

     

10. Cor da pele da criança: 

1. Caucasiano �; 2. Ascendência africana �; 3. Ascendência japonesa �; 4. Ascendência 

indígena �;  5. Outros �          

    

11. Gestação a termo: 1. Sim �    2. Não � Quantas semanas?     

   

12. Há consanguidade entre os pais da criança? 1.Sim �     2. Não � 
Se Sim qual o grau de parentesco?:         
13. Grau de instrução da mãe: 
13.1  1. Sem Escolaridade �; 2. E. Fundamental Incompleto �; 3. E. Fundamental Completo 
�; 4. E. Médio Incompleto �; 5. E. Médio Completo �; 6. E. Superior Incompleto �; 7. E. 
Superior Completo �; 8. Pós-Graduação �         
 
13.2 A senhora sabe ler jornal ou carta com: 
       (   ) facilidade    (   ) dificuldade    (   ) não sabe ler 
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14.  Grau de instrução do pai: 
14.1  1. Sem Escolaridade �; 2. E. Fundamental Incompleto �; 3. E. Fundamental Completo 
�; 4. E. Médio Incompleto �; 5. E. Médio Completo �; 6. E. Superior Incompleto �; 7. E. 
Superior Completo �; 8. Pós-Graduação �         
18.2 A senhora sabe ler jornal ou carta com: 
(   ) facilidade    (   ) dificuldade    (   ) não sabe ler 
 
15. Profissão da mãe: 
15.1 . Lavradora �; 2. Do lar �; 3. Estudante �; 4. Autônoma �; 5. Não se aplica �; 6. Outros 

�. 

15.2 Qual?            

  

15.3  No exercício da profissão havia contato com produtos químicos: 1. Sim �    2. Não � 

15.4  Em caso afirmativo:  

Qual produto químico?           

O contato se deu no período da gestação: 1. Sim �    2. Não � 

 Em que trimestre da gestação? 1° trimestre �;   2° trimestre �;     3° trimestre � 

16. Profissão do pai: 
16.1 . Lavradora �; 2. Do lar �; 3. Estudante �; 4. Autônoma �; 5. Não se aplica �; 6. Outros 

�. 

16.2  Qual?            

  

16.3  No exercício da profissão havia contato com produtos químicos: 1. Sim �    2. Não � 

16.4  Em caso afirmativo:  

Qual produto químico           

O contato se deu no período da gestação: 1. Sim �    2. Não � 

 Em que trimestre da gestação? 1° trimestre �;   2° trimestre �;     3° trimestre � 

17. Número de gestações: (       ) 

18. Número de filhos vivos: (       ) 

19. Número de aborto(s): (       ) 

20. Número de natimorto(s): (       ) 

21. Ordem de Paridade (incluindo aborto):   (Utilizar a legenda  * aborto; ** natimorto) 

21.1  10 Filho: 1. Masculino �; 2. Feminino �; _____/____ /_____; (      ) anos. 
21.2  20 Filho: 1. Masc. �; 2. Fem. �; 3. Não se aplica �. ___/___/____ 4. Fissurado Sim �    
2. Não � 
21.3  30 Filho: 1. Masc. �; 2. Fem. �; 3. Não se aplica �. ___/___/____ 4. Fissurado Sim �    
2. Não � 
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21.4  40 Filho: 1. Masc. �; 2. Fem. �; 3. Não se aplica �. ___/___/____ 4. Fissurado Sim �    
2. Não � 
21.5  50 Filho: 1. Masc. �; 2. Fem. �; 3. Não se aplica �. ___/___/____ 4. Fissurado Sim �    
2. Não � 
21.6  60 Filho: 1. Masc. �; 2. Fem. �; 3. Não se aplica �. ___/___/____ 4. Fissurado Sim �    
2. Não � 
21.7  7º Filho: 1. Masc. �; 2. Fem. �; 3. Não se aplica �. ___/___/____ 4. Fissurado Sim �    
2. Não � 
21.8  80 Filho: 1. Masc. �; 2. Fem. �; 3. Não se aplica �. ___/___/____ 4. Fissurado Sim �    
2. Não � 
 
22. Renda familiar:  
22.1. até um salário mínimo (incluso) �;  
22.2. entre um e três salários mínimos (incluso) �; 
22.3. três a cinco salários mínimos (incluso) �;  
22.4. mais de cinco salários mínimos � 
 
23. Quantas pessoas moram na residência? (       ) 
 
24. Há Histórico de obesidade materna?  1. Sim �; 2.Não �. 
24.1  Antes do filho fissurado: 1. Sim �; 2. Não �; 3. Não se aplica �. 

24.2  Depois do filho fissurado: 1. Sim �; 2. Não �; 3. Não se aplica �. 

24.3  Quantos quilos (máximo)?      IMC:   

   

 

25. Há histórico de subnutrição materna? 1. Sim �; 2.Não �. 

25.1  Antes do filho fissurado:   1. Sim �; 2. Não �; 3. Não se aplica �. 

25.2  Depois do filho fissurado: 1. Sim �; 2. Não �; 3. Não se aplica �. 

25.3  Quantos quilos? Máximo:    Mínimo   IMC:   

   

 

26. Altura materna:    Peso atual:     IMC atual:  

    

27.  Peso da criança ao nascimento:      Peso da Criança atual: 

    

27.1  Comprimento ao nascimento:     Comprimento atual:  

    

28. Fez uso de medicamentos durante a gestação?            1. Sim �;    2. Não �. 
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28.1  Quais medicamentos?         

            

      

28.2  Para tratar o quê?          

            

     

28.3  Dosagem utilizada:           

              

  

28.4  Tempo total de utilização:          

              

  

28.5  Em qual trimestre da gravidez?   1. 1° trimestre �;  2.  2° trimestre �; 3. 3° trimestre �. 

 
29.  Fez uso de anticoncepcional antes ou durante a gestação?   1. Sim �; 2. Não � 
29.1  Até que trimestre? 1° trimestre �;   2° trimestre �;     3° trimestre � 

29.2  Via de uso:     1. Oral �;  2. Injetável �  3. Outra �         

29.3  Tempo total de utilização:           

 
30. Em que semana de gestação descobriu estar grávida?      

   

31. Em que semana iniciou o pré-natal?         

  

32. Quantas consultas pré-natal realizou?        

   

33. Recebeu o diagnóstico da fissura no pré-natal?    Sim �        Não � 

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

 
34. Suplementação na gestação: 
34.1  Sem suplementação �;  2. Ácido fólico �;  3. Sulfato Ferroso �  4. Outro tipo  5. Não sabe 

informar �.  

34.2  Se respondeu outro tipo, quais (qual)?         

34.3  Quantidade diária:            

34.4  Trimestre da gravidez em que usou suplementação: 

34.5 1. 1° Trimestre �;   2. 2° Trimestre �;   3. 3° Trimestre � 4. Não se aplica �. 
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34.6  Faz uso atualmente?   Sim �        Não � 

 
EXPOSIÇÃO A FATORES DE RISCO 
 
TABAGISMO 
35. Sobre o hábito de fumar: 
Nunca fumou �   Fumante no período de um ano antes da gestação � Fumante no primeiro 
trimestre da gestação �   Parou de fumar ao descobrir a gravidez � semana gestacional:  
    
 
36. Se fumou a duração da exposição foi: 
Maior que 10 anos �  Menor que 10 anos � 
 
37. Conviveu durante a gestação com fumante: 
Sim �    Não � 
 
 
38. O pai da criança: 
Nunca fumou �   Fumante no período de um ano antes da gestação � Fumante no primeiro 
trimestre da gestação �   Parou de fumar ao ser informado da gravidez � semana gestacional: 
    
 
ÁLCOOL 
39. Durante a gestação a exposição ao álcool esteve: 

Ausente �   Presente no ano prévio a gestação �  Presente no primeiro trimestre de gestação � 

Parou de Ingerir álcool ao descobrir a gravidez � semana gestacional:    

  

40. Fez uso de álcool durante quanto tempo?       

   

41. Quantidade diária de ingestão:        

   

 
DROGAS 
42. Fez uso de drogas: 1. Sim �; 2. Não�.  

A utilização ocorreu no primeiro trimestre de gestação 1. Sim �; 2. Não�. 

Qual (is)?            

   

Quantidade:           

   

Tempo de utilização:           

  

 



75 
 

AGENTES ABORTIVOS 
43. Após descobrir que estava grávida, fez uso de algum medicamento, chá, erva ou 
procedimento para interromper a gestação: Sim �   Não � 
Em caso afirmativo, qual (is)?        

            

     

PROBLEMAS MÉDICOS APRESENTADOS DURANTE A GESTAÇÃO 

44. Apresentou algum problema médico durante a gestação? 1. Sim �; 2. Não �. 

Qual (is)? 1.Diabetes �; 2. Pressão alta �; 3. Infecção urinária �; 4. Problemas neurológicos �; 6. Outros 

� Quais?           

           

 
45. Tem histórico de câncer na família?     1. Sim �;  2. Não �;  3. Não sabe informar � . 
45.1  Grau de parentesco:            

45.2  Qual tipo?            

 
46. Tipo da fissura da criança: 

             

  

 
47. Histórico familiar de fissurados:      1. Positivo �; 2. Negativo �. 
47.1  Grau de parentesco em relação a criança: 
Materno �             

  

    Tipo de fissura:             

 

Paterno �             

  

             Tipo de fissura:          

  

 
48. Alterações sistêmicas associadas à fissura?  1. Sim �;   2. Não �. 
48.1  Cardiovascular: �. Qual tipo?        

  

48.2  Pulmonar: �. Qual tipo?           

48.3  Otorrinolaringológica: �. Qual tipo?        
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48.4  Gastrointestinal: �. Qual tipo?         

  

48.5  Anexos cutâneos: �. Qual tipo?          

48.6  Neurológica: �. Qual tipo?           

48.7  Outros: �. Qual tipo?         

  

 
OBSERVAÇÕES: 
___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
_____________________________________________________ 
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ANEXO A 

PARECER DE APROVAÇÃO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITÊ DE ÉTICA 

 (CEP-HULW) 
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ANEXO B 

NOVO PARECER DE APROVAÇÃO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITÊ DE 

ÉTICA 

 (CEP-HULW) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



83 
 

 



84 
 

 



85 
 

 



86 
 

 



87 
 

 



88 
 

 


