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Avaliacédo do uso de amoxicilina como fator de risco para a ocorréncia de
fissuras labiopalatinas néo sindrémicas.

RESUMO

As fissuras labiopalatinas representam a causa mais comum de anomalias congénitas da face.
O objetivo desse estudo foi avaliar o uso materno de amoxicilina, tabaco e alcool como fator
de risco associado a fissuras labiopalatinas ndo sindrémicas, e avaliar o risco da historia
familiar positiva para fissura labiopalatina, como fator de risco associado & ocorréncia da ma
formagdo. Como metodologia, foi realizado um estudo de caso-controle, em um Servico de
Referéncia para deformidades craniofaciais, no estado de Minas Gerais, Brasil. Todos o0s
participantes foram recrutados na mesma instituicdo. Foram entrevistadas 1.212 mdes, que
foram divididas em 2 grupos: (1) casos: mées de criangas com fissuras labiopalatinas (n=606),
e (2) controles: maes de criangas sem fissuras labiopalatinas (n=606). As informacoes
coletadas foram armazenadas em um banco de dados, utilizando o programa estatistico,
SPSS®, versdo 21.0 para Windows®. Para a analise, realizou-se analise estatistica descritiva,
teste qui-quadrado e odds ratio, com intervalo de confianca de 95%, para estimar a magnitude
do risco e os valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os
resultados apresentaram que entre os 606 pacientes com fissuras, 340 (56,10%) nasceram com
fissura labiopalatina, 157 (25,90%) com fissura labial e 109 (17,98%) com fissura palatina
isolada. Em um universo de 1.212 maes entrevistadas, 225 (18,60%) apresentaram histéria
familiar positiva para fissura labiopalatina e 975 (80,40%) apresentaram histdria familiar
negativa e 12 (1,0%) ndo informaram. Em relacdo ao uso materno de amoxicilina em um total
de 1.212 maes, 1.153 (95,10%) foram avaliadas sendo 561 (48,70%) casos e 592 (51,30%)
controles. A proporcdo de mées que utilizaram amoxicilina no primeiro trimestre de gravidez
foi menor no grupo caso (32; 5,70%) que no grupo controle (35; 5,91%). Os presentes
resultados ndo encontraram associacdo entre o uso materno de amoxicilina no primeiro
trimestre de gravidez e fissuras labiopalatinas. A identificacdo de fatores de risco
modificaveis para as fissuras labiopalatinas, como uso materno de amoxicilina, é o primeiro

passo em direcdo a prevencao primaria.

Palavras-chave: Fissura labiopalatina. Fenda labial. Antibidticos. Amoxicilina. Fatores de
risco.



ABSTRACT

Cleft lip and palate are the most common cause of congenital anomalies of the face. The aim
of this study was to evaluate the maternal use of amoxicillin, tobacco and alcohol as a risk
factor associated with nonsyndromic cleft lip and palate, and assess the risk of a family
history of cleft lip and palate, as a risk factor associated with the occurrence of the
malformation. As methodology, we performed a case-control, in a reference center for
craniofacial deformities in the state of Minas Gerais, Brazil. All participants were recruited
from the same institution. 1,212 were interviewed mothers, who were divided into 2 groups:
(1) cases: mothers of children with cleft lip and palate (n = 606), and (2) controls: mothers of
children without cleft lip and palate (n = 606). The data were stored in a database, using the
statistical program SPSS, version 21.0 for Windows®. For the analysis, there was descriptive
statistics, chi-square test and odds ratio with 95% confidence interval to estimate the
magnitude of the risk and the values of p <0.05 were considered statistically significant. The
Results showed that among 606 patients with clefts, 340 (56.10%) were born with cleft lip
and palate, 157 (25.90%) with cleft lip and 109 (17.98%) with isolated cleft palate. In a
universe of 1,212 mothers interviewed, 225 (18.60%) had a family history of cleft lip and
palate and 975 (80.40%) had a negative family history and 12 (1.0%) did not report. In
relation to maternal use of amoxicillin in a total of 1,212 mothers, 1,153 (95.10%) were
evaluated and 561 (48.70%) cases and 592 (51.30%) controls. The proportion of mothers who
used amoxicillin in the first trimester of pregnancy was lower in the case group (32; 5.70%) in
the control group (35; 5.91%). Our results found no association between maternal use of
amoxicillin during the first trimester of pregnancy and cleft lip and palate. The identification
of modifiable risk factors for cleft lip and palate, as maternal use of amoxicillin is the first

step towards primary prevention.

Keywords: Cleft lip. Cleft palate. Antibiotics. Amoxicillin. Risk factors.
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1 INTRODUCAO

As deformidades craniofaciais estdo entre as malformacgdes congénitas mais comuns e entre
os defeitos de nascimento mais prevalentes e conhecidos (SPINA et al., 1972; WANTIA,
RETTINGER, 2002; COBOURNE, 2004). Por impactar diretamente na qualidade de vida
tanto dos pacientes quanto dos familiares elas representam importante problema de saude
publica (BIRNBAUM et al., 2009). Elas fazem parte de grupo heterogéneo de defeitos
congénitos complexos, que afeta uma limitada, mas significante parcela da populagéo
(MARTELLI-JUNIOR et al., 2007). Entre as alteracBes craniofaciais, as mais prevalentes
sdo as fissuras de labio e/ou palato ndo sindrémicas (FL/PNS) que sdo caracterizadas por
areas de descontinuidade no labio e/ou palato (MARTELLI-JUNIOR et al., 2007; VIEIRA,
2008).

A incidéncia das FL/PNS é de aproximadamente 1 em cada 500-2.000 nascidos vivos,
variando de acordo com a localizacdo geografica, raca e condicdo socioecondmica da
populacdo estudada (MURRAY, 2002). No Brasil, os estudos quanto a incidéncia das
FL/PNS sdo escassos e variam consideravelmente. Em 2006, Martelli-Junior et al. verificaram
a incidéncia de 1,46 fissuras por cada 1.000 nativivos no estado de Minas Gerais, Brasil.
Observa-se que, anualmente, sdo registrados 235 mil novos casos de fissuras. A cada dois
minutos, nasce uma crianga com FL/P no mundo e, diariamente, sdo 660 criancas (KOT,;
KRUK-JEROMINI, 2007).

Existem diferencas na frequéncia das FL/P de acordo com o género. Fissura labio palatina
(FL/P) e fissura labial (FL) sdo mais frequentes no género masculino e a fissura palatina (FP)
€ mais comum no género feminino (FONSECA, 1971; MENEZES, 1988; CAPELOZZA,
1992). Rittler et al., (2004) observaram que a frequéncia de FL/P é maior no género feminino
quando o pai possui idade superior a 40 anos (DUARTE; LEAL, 1999).

As descontinuidades no labio e/ou palato se originam no primeiro trimestre do
desenvolvimento intrauterino e sdo resultantes de defeitos priméarios na fusdo dos processos
craniofaciais que formam o labio, o palato priméario e o secundario (MOSSEY; LITTLE,
2002). Assim, em decorréncia dos defeitos embrioldgicos, as FL/P podem ser clinicamente
classificadas em: fissuras do labio (FL), fissuras do palato (FP), fissuras envolvendo labio e
palato (FL/P) e fissuras raras da face (SPINA et al., 1972).

As FL/P em 70% dos casos ocorrem de forma isolada, como fenotipo especifico, e nédo

associada a outras condi¢des, sendo denominadas ndo sindrdmicas. Nos outros 30% elas se
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apresentam em associa¢fes a outras condicdes ou como parte do espectro de diversas
sindromes (MOSSEY;; LITTLE, 2002; MARTELLI-JUNIOR et al., 2006).

Apesar de ser um defeito congénito comum, a etiopatogenia das FL/PNS continua incerta
devido a dificuldade em determinar o exato momento e a razdo precisa pela qual ndo houve
fusdo dos processos que dao origem a face (VIEIRA, 2008). Isto €, em grande parte, reflexo
da complexidade e da diversidade dos mecanismos moleculares envolvidos na embriogénese
que sdo influenciados pela participacdo de multiplos genes e de fatores ambientais (DIXON et
al., 2011).

Entre os fatores de risco ambientais para a ocorréncia de fissuras orofaciais, destacam-se o
fumo, o alcool, a idade dos pais, 0 uso de medicamentos, a ordem de paridade, o intervalo
interpartal, as deficiéncias de acido félico, as doencas infecciosas, 0s agentes quimicos, a
dieta deficiente e 0 uso de drogas no periodo pré-natal; além dos fatores de risco genéticos,
incluindo mutacBes génicas, interacdes entre os genes e entre genes e ambiente (ZEIGER;
BEATY, 2002; VIEIRA, 2008).

O uso de medicamentos, principalmente no primeiro trimestre de gestacdo, conforme citado,
pode representar um risco ambiental para ocorréncia de FL/P. Dentre os medicamentos
comumente prescritos no primeiro trimestre gestacional, destaca-se a amoxicilina, droga
comumente prescrita para tratamento de infeccdes nas gestantes (COOPER et al., 2009).
Estudos que investigam a relacdo entre uso de antibi6ticos materno no primeiro trimestre de
gestacéo e a etiologia das FL/P s&o limitados e inconclusivos.

O primeiro passo para a prevencdo e melhor compreensdo de uma doenca € a identificacdo de
fatores a ela associados (ZEIGER; BEATY, 2002). Assim, devido ao fato das FL/P
apresentarem uma prevaléncia relativamente alta, das mesmas apresentarem etiologia
multifatorial com a atuacéo de fatores ambientais passiveis de prevencao, e diante da escassez
de estudos que investiguem a etiologia de FL/P, justifica-se o desenvolvimento de estudos que
investiguem os possiveis fatores ambientais que possam estar associados a ocorréncia de
FL/P. Aproveitando esta lacuna no conhecimento realizou-se uma investigacdo, através de um
estudo tipo caso controle, sobre fatores de risco ambientais incluindo o uso materno de

amoxicilina no primeiro trimestre de gestacdo e esta ma formacé&o.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas Gerais

As primeiras evidéncias clinicas das FL/P foram encontradas em esculturas indigenas datadas
do século | da Era Cristd. Ha evidéncias documentadas de que na China, em 390 d.C, ocorreu
0 primeiro tratamento cirurgico realizado por um cirurgido popularmente denominado como
“doutor dos labios” (MILLARD JR, 1976). O primeiro estudo epidemioldgico sobre fissuras
foi realizado no periodo de 1833 a 1864, por Frobellius, em um hospital de St. Petersburg,
encontrando 118 casos entre 180.000 criangas, ou seja, 0,7 casos por mil criancas (FOGH-
ANDERSEN, 1942).

A prevaléncia de FL/P é relativamente elevada em varias investigacGes em diferentes paises
(VIEIRA, 2008). Estudos em dezessete estados dos Estados Unidos mostraram a relacéo
encontrada de 1:961 nativivos (DONAHUE, 1965); em Paris foi 1:950 (PSAUME, 1966); em
Washington 1:543 (EMANUEL et al., 1973) e nas Filipinas 1:94/100 (MURRAY et al.,
2002).

Os estudos sobre a populacdo brasileira sdo em quantidade reduzida, destacando-se os de
Fonseca e Rezende (1971), que registraram, em S&o Paulo, uma relacdo de 1:673 nativivos;
Menezes (1988) encontrou, em Recife, uma relacdo de 1:557; Capelozza e Silva (1992)
encontraram, em Bauru, uma relagdo de 1:650 nascimentos. No municipio de Alfenas, sul de
Minas Gerais, Martelli-Janior et al. (2006) relataram a ocorréncia de 1,46 casos de FL/P para
cada 1.000 nascimentos anuais.

A incidéncia das FL/P na comunidade varia de acordo com diversos fatores como localizagdo
geogréfica, raca, exposicdo a fatores ambientais de risco e condigdes socioeconémicas
(MARTELLI-JUNIOR et al., 2007; ZEIGER; BEATY, 2002). Vieira (2008) verificou uma
distribuicdo mundial média de 1 caso para cada 700 nativivos (MILLARD-JR, 1976). Estudos
revelam que as populacdes asiaticas e 0s ancestrais dos nativos americanos possuem uma alta
prevaléncia (1:500), as populacBes europeias possuem prevaléncia intermediaria (1:1.000), e
as menores taxas de prevaléncia sdo observadas em africanos e descendentes de africanos
(1:2.500) (FOGH-ANDERSEN, 1942; DONAHUE, 1965). A cada dois minutos nasce uma
crianca com FL/P no mundo. Diariamente, nascem 660 criangcas com essa ma formagcéo,
sendo observados, anualmente, 235 mil novos casos de fissuras. Com 0 crescimento da
populagdo mundial, estimam-se um adicional de 3.200 novos casos anuais de FL/P (KOT,;
KRUK-JEROMINI, 2007).
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As criancas com FL/P e seus familiares experimentam um significante estresse cronico
(TOBIASEN, 1990). Poucos defeitos tém, para familia o impacto emocional de ver a crianga
facialmente desfigurada, soma-se a isso a deficiéncia funcional da fala, mastigacdo e
degluticdo. Em virtude da frequéncia com que ocorrem e dos impactos nos desenvolvimentos
funcional, social e afetivo, as FL/P constituem um importante problema de saude publica,
necessitando de uma abordagem multiprofissional para o tratamento adequado.

A reabilitacdo do paciente com FL/P é longa, inicia-se desde o nascimento da crianca e
persiste até a idade adulta, englobando procedimentos cirdrgicos e ndo cirdrgicos
(CARDOSO et al., 2005, PARANAIBA et al., 2009). A equipe multiprofissional deve atuar
de forma interdisciplinar, propiciando ao individuo, com deformidade facial, o necessario
ajustamento a sociedade (CERQUEIRA et al., 2005). Vale ressaltar que no Brasil ainda ha
uma caréncia de centros multiprofissionais especializados em tratamentos das deformidades
craniofaciais. Muitas vezes, a reabilitacdo do paciente com FL/P € inadequada ou parcial

sendo realizada por profissionais ndo qualificados.

2.2. Embriologia da face

A formacdo embrioldgica do feto envolve alteracbes complexas e multifatoriais em varias
fases do desenvolvimento embrionario e a FL/P resulta da malformacédo congénita decorrente
de falhas no desenvolvimento ou na maturacdo dos processos embrionarios, entre a 42 e a 82
semana de vida intrauterina, periodo em que ocorre a formacéo de estruturas organicas como
cérebro, olhos, 6rgdos digestivos, lingua e vasos sanguineos. Por volta da 62 semana do
desenvolvimento embrionario, as estruturas faciais externas completam a fusao e as internas
se completardo até o final da 8% semana (ALTMANN, 1997; MONTANDON et al., 2001). A
formagdo da face e da cavidade oral sé&o processos complexos que envolvem o
desenvolvimento de multiplos eventos teciduais que devem se unir e se fusionar de modo
extremamente ordenado (NEVILLE et al.,, 2008). A Figura 1, a seguir, apresenta este

processo.
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Semana 4 Semana b
Cinco primordios faciais surgem  placéides olfativos surgem na lateral
em torno do estomadio das proeminéncias nasal frontal
Semana 6 Semana7
Proeminéncias nasais medial e lateral Proemineéncias nasais medial e lateral

surgem ao redor dos placéides olfativos se elevam: fusao forma o labio superior
e filtro nasal

2 ®

Semana 8 Semana 10
Formacao do nariz via fusao da linha Desenvolvimento completo do labio

media das proeminéncias nasais

Figura 1: Desenvolvimento normal das estruturas da face em humanos As cores representam as seguintes
proeminéncias: azul=frontonasal; amarelo=maxilares; vermelho=mandibulares; roxo=nasais laterais e
verde=nasais mediais.

Fonte: http://www.biomed2.man.ac.uk/ugrad.

Os distarbios ocorridos durante esses processos, assim como os distirbios nos genes
controladores desses mecanismos e/ou a inibicdo deles, por agentes teratogénicos podem
resultar na ocorréncia de FL/P. Por isso, o desenvolvimento da regido orofacial depende da
interacdo de varios fatores, incluindo diferenciagéo, crescimento, adesao, sinalizagéo celular e
apoptose (PRESCOTT et al., 2001).

O mesénquima da face primordial surge a partir de células da crista neural, que rompem o
limite ectodermal-mesenquimal e migram para o tecido adjacente como células

ectomesenquimais. A migracdo e a proliferacdo dessas células sdo essenciais para 0
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desenvolvimento facial. Esses eventos biologicos de formacdo da face sdo controlados por
diversos genes, como a familia de genes homeobox, SHH (sonic hedgehog), OXT
(orthodontical), GSC (gosecoid), DLX (distaless) e MSX (muscle segment homeobox). Esses
genes, em condi¢des normais, sdo derivados da crista neural e s&o expressos no
ectomesénquima. Dessa forma, muitos desses genes tém sido associados a patogénese das
FL/P (SILVA, 2007; VIEIRA, 2008). Como manifestacdo clinica da alteracdo embriologica,
as FL/P podem ser categorizadas em 3 grupos distintos, representados pelas FL/P, FL e FP
(LANGMAN, 1982).

2.3. Desenvolvimento do labio

Os arcos branquiais surgem em torno do estomddio ou boca primitiva durante a 42 semana de
desenvolvimento humano, a partir de cinco primordios: uma proeminéncia frontonasal, duas
proeminéncias maxilares bilaterais e duas proeminéncias bilaterais mandibulares
(FERGUSON et al., 2000). O primeiro dos cinco arcos branquiais é composto por mesoderma
e células da crista neural, que dara origem ao tecido que formara o labio e o palato priméario
(ITO etal., 2003).

Durante a 5% semana de desenvolvimento, de ambos os lados da parte inferior da elevacéo
frontonasal, formam-se espessamentos bilaterais denominados placoides nasais. Saliéncias
nasais médias e laterais em forma de ferradura desenvolvem-se ao redor dos placoides nasais.
As saliéncias maxilares crescem e se aproximam uma da outra e também das saliéncias nasais
mediais. Na 62 e 72 semanas gestacionais, as saliéncias nasais mediais fundem-se uma com a
outra e com as saliéncias maxilares (DIEWART; SHIOTA, 1990; CARSTENS, 2002). Ao se
fundirem as saliéncias maxilares mediais formam o segmento intermaxilar da maxila. Esse
segmento origina: (1) filtro do labio superior, (2) parte pré-maxilar da maxila e gengiva
associada e (3) palato primario. As porcdes laterais do labio superior, a maior parte da maxila
e o0 palato secundario sdo formados a partir das saliéncias maxilares (MOORE, 2013). Por
volta da 8% semana de desenvolvimento, o nariz € formado pela fusdo das proeminéncias
nasais médias. Caso o filtro nasal ndo seja preenchido por tecido conjuntivo adicional, a fusdo
nesse ponto pode falhar, conforme o crescimento e o desenvolvimento da regido. Essa falha
pode ocorrer uni ou bilateralmente, gerando a fissura labial isolada (BRAND; ISSELHARD,
2003).

Nesse contexto, o labio forma-se normalmente durante a 6% e 72 semana de desenvolvimento.

Porém, uma falha na fusdo do labio pode comprometer a fusdo subsequente das prateleiras
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palatinas (palato primario), que nao se fundem completamente até a oitava ou nona semanas.
Por isso, a FP é vista frequentemente com a FL (MOORE, 2013).

2.4. Desenvolvimento do palato

O palato é formado por duas partes: o palato primario, parte frontal, que corresponde a 10%
do palato, e o palato secundario, correspondente a 90% dos palatos duro e mole. O
desenvolvimento do palato ocorre entre a 5% e a 122 semana de formacdo do feto. O palato
primario é formado pela fusdo das proeminéncias nasais médias durante as 62 e 7% semanas de
desenvolvimento. Em seguida, uma massa de mesoderma forma-se entre as proeminéncias
maxilares, originando o palato primario, que inclui os 4 dentes incisivos maxilares (SILVA,
2007).

Durante a 6% semana de desenvolvimento inicia-se a formacgédo do palato secundéario, quando
os folhetos palatais crescem a partir das proeminéncias maxilares. Esses folhetos ficam
posicionados verticalmente de ambos os lados da lingua. Durante a 72 semana, a lingua move-
se para baixo e os folhetos palatais se elevam tomando a posi¢do horizontal por cima da
lingua. Os folhetos horizontais aproximam-se na regido média na 8% semana. Em seguida, na
92 semana, inicia-se a fusdo desses folhetos, comecando pelo meio e movendo-se, anterior e
posteriormente, a0 mesmo tempo. Durante esse processo, 0 epitélio medial dos dois folhetos
se fundem. Esse epitélio, entre os dois folhetos, desaparece dando espaco a um tecido
uniforme composto por células mesenquimais (MOORE; PERSAUD, 1990; KERRIGAN et
al., 2000). A migracdo e a apoptose das células epiteliais, como também a transformacéo das
células epiteliais em mesenquimais, tém sido sugeridas como mecanismo para a eliminacdo da
juncdo epitelial, mas esse processo ainda ndao é totalmente entendido (MARTINEZ-
ALVAREZ et al., 2000; CUERVO; COVARRUBIAS, 2004; TAKAHARA et al., 2004).

A FP resulta de uma falha de fusdo no palato primario, no secundario ou em ambos. O
fendtipo pode variar desde a Uvula bifida até a completa fissura do palato, podendo ocorrer
isoladamente ou em conjunto com a fissura de labio (SILVA, 2007). Desse modo, a FP pode
ocorrer devido a uma falha em um dos trés principais processos de desenvolvimento do
palato: crescimento dos folhetos palatais, elevacdo dos folhetos palatais sobre a lingua ou
fusdo dos folhetos (SAXEN, 1974; THOMPSON; THOMPSON, 2008). Resultando assim na
formacéo da fissura labiopalatina isolada.
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2.5. Caracteristicas clinicas e classificacdo das fissuras labiopalatinas

As apresentacgdes clinicas das FL/P variam desde a fissura submucosa, a Gvula bifida, até FLP
bilateral completa (HUANG et al., 2007). Devido as diferentes apresentagcdes existem
diversos critérios de classificacfes, baseando em aspectos variados tais como: caracteristicas
morfoldgicas (TOLAROVA; CERVENKA, 1998) e embrionarias (KRIENS, 1990;
KERNAHAN, 1990). A partir das classificacbes de Davis e Ritchie (1923) e Veau (1971)
surgiram diversas classificaces, destacando-se a de Spina et al. (1972) e Spina (1973),
utilizada neste estudo, que possui como referéncia anatdmica o forame incisivo, demonstrado
na Figura 2. Essa classificacdo mostra-se simples e pratica para equipes multiprofissionais
atuarem, sendo dividida em quatro diferentes categorias: Grupo | (Figuras 3 e 4) — FL —
fissuras pré-forame incisivo, unilateral incompleta/completa; bilateral incompleta/completa;
mediana incompleta/completa; Grupo Il (Figura 5) — FLP — fissuras transforame incisivo,
unilateral e bilateral; Grupo Il (Figura 6) — FP — fissuras pos-forame incisivo, completa e

incompleta e Grupo IV — fissuras raras da face.

Figura 2: Representacdo anatdmica do forame incisivo.
Fonte: http://www.forp.usp.br/laciro/servico/forinc.htm.



Figura 3: Representacéo esquematica das fissuras pré-forame incompleta (Grupo 1).

Fonte: Adaptado de SILVA (2007)

Figura 4: Representacéo esquematica das fissuras pré-forame completa (Grupo 1).
Fonte: Adaptado de SILVA (2007).

Figura 5: Representacdo esquematica das fissuras transforame (Grupo I1).
Fonte: Adaptado de SILVA (2007).

Figura 6: Representagao esquematica das fissuras pos-forame incisivo (Grupo Il1).
Fonte: Adaptado de SILVA (2007).
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Sdo denominadas fissuras pré-forame aquelas que atingem o labio, uni ou bilateralmente,

chamadas de incompleta, podendo chegar até ao forame incisivo, incluindo fissura do palato

primario, quando, entdo, sdo denominadas completas. As fissuras pos-forame sdo aquelas que



20

atingem o palato secundario, podendo atingir somente a parte mole, incompleta, como
também as partes mole e dura do palato secundario, completa. As fissuras que atingem apenas
a Uvula também sdo chamadas de pos-forame. As fissuras transforame sdo aquelas que se
originam no l&bio, passam pelo forame incisivo e atingem o palato secundario. A Figura 7
ilustra casos clinicos das fissuras descritas.

Existem também as fissuras raras da face, representadas pela fissura facial lateral, fissura
facial obliqua, fissura mediana do labio superior, fissuras medianas alveolares anteriores da
maxila, fissura mentoniana, entre outras. Entretanto, nos estudos que compdem essa
qualificacdo ndo ha presenca de fissuras do grupo IV. As figuras a seguir ilustram a
classificacdo:

A) Fissura labial unilateral B) Fissura labial bilateral

B

Figura 7: Tipos de fissura
Fonte: Arquivo do Centro Prg-Sorriso — “Centrinho”
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As figuras A, B, representam 0 GRUPO |, a figura C representa 0 GRUPO Il e a D, representa
0 GRUPO I11.

2.6. Fatores de risco ambientais

N&o ha um fator especifico que possa ser responsavel pelas FL/P, porém, hd um conjunto de
aspectos que sdo corresponsaveis pela alteragdo. Didaticamente dividem-se os fatores de risco
em ambientais e genéticos (FILEZI0 et al., 2013).

Entre os fatores de risco ambientais para FL/P destacam-se: o fumo, o alcool, a idade materna
e paterna, os medicamentos, a ordem de paridade, o intervalo interpartal e as deficiéncias de
acido folico (VIEIRA, 2008). Wyszynski e Beaty (1996) expdem que os fatores de risco
proeminentes para FL/P sdo: exposicdo a drogas antiepilépticas, fumo materno e deficiéncia
do &cido folico no primeiro trimestre da gravidez. Os aspectos referentes ao nivel do acido
folico, a exposicdo ao tabaco e ao uso do alcool recebem importante enfoque quanto a
etiologia das FL/PNS, visto que durante a gestacdo, poderiam ser evitados pela genitora
(BENDER, 2000). Nesse sentido, pesquisas realizadas em camundongos e ratos comprovaram
gue a exposicao a antagonistas do acido folico antes do periodo de desenvolvimento do palato
resultou em 75 a 80% de embrides sobreviventes portadores de malformacfes como FL/P
(JORDAN et al., 1977). Nota-se também que em estudos realizados em humanos, a
suplementacdo materna com folato reduz o risco de recorréncia de FL/PNS para mulheres que
ja tiveram um filho com fissura (TOLAROVA; HARRIS, 1995, ITIKALA et al., 2001).

Bem estabelecida esta a relacdo entre o consumo de bebidas alcodlicas durante a gestacdo e o
aumento do risco para FL/P para o embrido, evidencia-se a analise de Munger et al. (1996).
Seus estudos mostram que mulheres que ingerem de uma a trés doses de bebida alcodlica
mensalmente, aumentam em 1,5% o risco para que seu feto apresente FL/P e 0 mesmo evolui
para 3,1% quando a mulher ingere de quatro a dez doses e, também, para 4,7% quando o
consumo extrapola dez doses por més, consequéncia que corrobora o efeito dose-resposta
(MUNGER et al., 1996).

Sabe-se que a falha parcial de fusdo dos processos nasais médios e outras anormalidades do
desenvolvimento podem ser consequentes da exposicdo a medicamentos e indica relevante a
acao no mecanismo que interfere no desenvolvimento embriolégico. A FL/P vincula-se ao uso
de drogas anticonvulsivantes usadas durante o periodo gestacional precoce. Nesse contexto,

estatisticas norte-americanas indicam que, aproximadamente, metade das gestacdes ndo seja
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planejada e, portanto, muitas mulheres sujeitam, inadvertidamente, seus fetos aos efeitos de
medicamentos (LEITE et al., 2005).

Dentre as avaliagdes que englobam os fatores de risco para a ocorréncia de FL/PNS, hd um
estudo recente que integra os aspectos voltados para a salde materna (hipertenséo arterial,
alteracdes neurologicas, diabetes melitus e consumo de alcool), a historia reprodutiva e uso de
medicamentos, como antiepiléticos, antibioticos, vitaminas e horménios. Os resultados
indicaram que o Unico fator de risco que conferiu aumento a susceptibilidade para FL/PNS foi
a historia de natimorto (TAMBURINI et al., 2012). Segundo os dados relatados pela pesquisa
do Missouri Monthly Vital Statistics (2000), outro fator de risco a ser considerado para as
FL/P é no que tange a varidvel idade materna e paterna (MISSOURI, 2000), entretanto,
segundo pesquisa efetuada por Martelli et al. que analisou associagao entre a idade dos pais e
o0 risco aumentado para FL/P mostrou-se que ndo houve relevante manifestacdo estatistica que
correlacionasse idade paterna e ocorréncia de FL/P (MARTELLI et al., 2010). Contudo, ha
contradi¢cbes demonstradas mediante resultados da meta-analise adotada por VIEIRA et al.,
2002.

2.6.1.Penicilinas

Alexander Fleming, bacteriologista londrino, motivado pelas mortes causadas por infecgdes
durante a Primeira Guerra Mundial (1914-1918), desenvolvia pesquisas no intuito de
descobrir medicamentos capazes de matar ou impedir o crescimento de bactérias (LIDRAL,;
MORENO, 2005). Em 1928, enquanto estudava variantes de estafilococos, observou que uma
das culturas havia sido contaminada por um bolor e que este provocara o desaparecimento das
bactérias na sua vizinhanca (Figura 8). Fleming e o seu colega, Dr. Pryce, identificaram um
fungo do género Penicillium e conseguiram demonstrar que este produzia uma substancia
responsavel pelo efeito bactericida — a penicilina (GOODMAN; GILMAN, 2012).

O isolamento e a purificagdo da penicilina foram efetuados apenas em 1940, por Howard
Florey e Ernst Chain, na Universidade de Oxford (LIGON, 2004a; LIGON, 2004b;
ROLINSON; GEDDES, 2007). Depois de estudar as suas qualidades antibacterianas e a sua
atoxicidade, foram realizados testes em humanos, cujos resultados comprovaram a sua
eficacia. Em 1944 estava ja desenvolvido um processo de fermentagdo, o qual disponibilizava
uma producéo em larga escala de penicilina. A penicilina salvou a vida a milhares de soldados
aliados na Segunda Guerra Mundial (1939-1945) (GOODMAN; GILMAN, 2012).
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Figura 8: Cultura contaminada pelo fungo Penicillium.

Durante muito tempo, o capitulo que a penicilina abriu na histéria da Medicina parecia
prometer o fim das doencas infecciosas de origem bacteriana como causa de mortalidade
humana, motivo porque, em 1945, Fleming, Florey e Chain receberam o Prémio Nobel da
Medicina. Em 1950, a familia de antibidticos B-lactamicos consistia em dois compostos com
espectro de acao limitado: penicilina G e penicilina V. (GOODMAN; GILMAN, 2012)

As penicilinas naturais nunca foram completamente eficazes contra todo o tipo de bactérias e
0 desenvolvimento de cepas de bactérias resistentes era um problema cada vez mais
frequente. O desenvolvimento de novas penicilinas, com maior espectro de acdo, foi
conseguido pela modificacdo da cadeia lateral da molécula. As primeiras experiéncias foram
efetuadas através de reacdes de fermentacdo, ndo se conseguindo, no entanto, grande
diversidade de compostos. Mais tarde, por sintese e isolamento da p-aminobenzilpenicilina,
foi possivel obter uma outra molécula — acido 6-aminopenicilanico (6-APA) — que, ndo
possuindo nenhuma cadeia lateral, esteve na origem da producdo dos beta-lactamicos semi-
sintéticos em 1960 (ROLINSON, GUEDES, 2007). A descoberta deste composto foi o ponto
de partida para o crescimento da familia das penicilinas.

O objetivo de se conseguir uma penicilina de largo espectro foi conseguido em 1961, pela
sintese da ampicilina, e em 1971, pela da amoxicilina. Estas duas penicilinas, designadas 17
de aminopenicilinas ou penicilinas semissintéticas, sdo muito semelhantes em termos
estruturais e em espectro de agédo, no entanto, a amoxicilina tem melhor absor¢do quando
administrada por via oral, atingindo concentracfes duas vezes mais elevadas no sangue do
gue a ampicilina. Embora mais tarde tivessem sido obtidas penicilinas de espectro
verdadeiramente mais amplo, as aminopenicilinas constituiram o primeiro passo no sentido da
obtencgéo de penicilinas de maior resisténcia que abrangessem no seu espectro bactérias gram-
negativas (GOODMAN; GILMAN, 2012).
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2.6.2. Quimica das penicilinas

Atualmente estdo identificadas mais de 40 tipos de penicilinas, algumas naturais, outras
semissintéticas. A composi¢do de todas as penicilinas apresenta um nucleo comum: o 6-APA
(Figura 9) que é o responsavel pela atividade destes compostos. Este nucleo é composto por
um anel tiazolidinico e por um anel B-lactdmico, ao qual esta ligado um grupo amina que
inicia a cadeia lateral nas penicilinas (Figura 10) (GOODMAN; GILMAN, 2012).

Figura 9: Estrutura molecular do 6-APA.
1 - Anel p-lactdmico 2 - Anel tiazolidinico

0 sintétics—

Figura 10: Estrutura geral das penicilinas.

As penicilinas interferem na sintese das paredes celulares das bactérias, por reagdo com o
grupo amina presente na enzima transpeptidase, responsavel pela etapa final da biossintese do
peptidoglicano da parede bacteriana. Esta reagdo envolve a ruptura do anel B-lactamico e a
acilacdo da enzima (Figura 11). Deste modo a as enzimas deixam de estar disponiveis como
catalisadoras na formacédo das ligagfes cruzadas transpeptidasicas que conferem rigidez a
estrutura celular. Depois de se formar o complexo penicilina-enzima, a etapa final da sintese
da parede celular ndo ocorre e a bacteria morre (FAGERQUIST; LIGHTFIELD, 2003).
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Figura 11: Mecanismo de inibi¢do da transpeptidase pela penicilina.

As penicilinas semissintéticas sdo antibioticos de largo espectro, resistentes a pH baixo, que
podem ser administrados por via oral. Este grupo de penicilinas, para além de ser eficaz
contra bactérias gram-positivas, também € ativo contra algumas gram-negativas. Contudo,
continuam a ser compostos susceptiveis de perder atividade por ac¢do de enzimas f-
lactamases o que implica a utilizacdo de inibidores destas enzimas acompanhar a
administracdo das aminopenicilinas (GOODMAN; GILMAN, 2012).

Apo6s a administragdo, todas as penicilinas se distribuem pelos fluidos intersticiais, através da
corrente sanguinea. A entrada das moléculas de penicilina nas células ¢ mais eficaz quando
existe inflamacdo, uma vez que, nestes casos, a permeabilidade das membranas das células
aumenta (GOODMAN; GILMAN, 2012).

As penicilinas sdo facilmente eliminadas por via urinaria, de modo que o tempo de vida destes
farmacos no corpo é curto — cerca de 30 a 90 minutos. Deste modo, apds a administracdo,

esperam-se concentracdes elevadas na urina (SOUSA, 2006).

2.6.3. Estrutura da amoxicilina

Estudos posteriores ao desenvolvimento da ampicilina demonstraram que a introducdo de um
grupo p-hidroxilo na sua cadeia lateral aumentava a absorcdo do composto por via
gastrointestinal. Desta modifica¢do surgiu a amoxicilina. Embora a ampicilina tenha sido a
primeira aminopenicilina a ser introduzida em terapéutica, a amoxicilina é considerada o
composto-padrdo deste grupo, dado que, embora apresentando um espectro idéntico, tem
maior biodisponibilidade via oral, sendo que entre 74 e 92% da dose administrada é

absorvida. Na Figura 12 esta representada a evolucao da concentracdo plasmatica ao longo do
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tempo apo6s administracdo oral de uma dose unica de 500 mg de ampicilina e amoxicilinaem
humanos (SOUSA, 2006).

O pico de concentracdo maxima de amoxicilina é atingido ao fim de cerca de duas horas e,
apesar de ter uma boa absor¢do, grande parte do fa&rmaco é excretado na sua forma ativa pela
urina. O tempo de meia vida deste composto € de cerca de 0,7 a 1,4h e, num periodo de 6 a 8h
apos a administracdo, recupera-se na urina, sob forma intacta, até 80 por cento da dose
absorvida (GOODMAN; GILMAN, 2012).

A amoxicilina distribui-se facilmente pelos tecidos e liquidos organicos e apenas 19 a 33% da
fracgdo absorvida ¢ metabolizada, essencialmente pela hidrolise do anel B-lactimico com
formacdo do &cido amoxicildico, que é o correspondente acido peniciloico nas restantes
penicilinas. A responsabilidade pela maioria das reages alérgicas as penicilinas deve-se a
formagéo destes compostos (GOODMAN; GILMAN, 2012).
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Figural2: Concentragdes médias da ampicilina e amoxicilina ap6s administragdo oral de uma dose Unica de

500mg destes antibioticos.

Fonte: RIBEIRO; PADUA et al. (2008)

A amoxicilina é ativa sobre bactérias gram-positivas e sobre algumas gram-negativas. As
segundas diferem das primeiras porque possuem uma camada externa de lipopolissacarideos
por cima da camada de peptidoglicanos (GOODMAN; GILMAN, 2012). As aminopenicilinas
tém maior facilidade de atravessar essa membrana lipopolissacaridea, por serem mais
hidrofilicas, permitindo, assim, que se atinjam concentragdes terapéuticas eficazes nos locais
de acdo. A menos que seja acompanhada de um inibidor de B-lactamases, a sua agéo torna-se

ineficaz caso a bactéria em causa seja produtora dessas enzimas. Os inibidores utilizados tém
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a capacidade de se ligarem cles proprios as B-lactamases, deixando a amoxicilina livre para a
sua atuacdo, melhorando a sua eficiéncia. Um exemplo de um inibidor bastante utilizado é o
do &cido clavulénico (GEDDES et al., 2007, REYNS; DE BAERE et al., 2006), que apresenta
uma estrutura molecular bastante semelhante a das penicilinas (Figura 13).

an.
o

HO

Figura 13: Estrutura molecular do acido clavulanico.

E possivel que a degradacdo da amoxicilina em acido amoxiciloico conduza, por sua vez, a
outros compostos: o acido amoxiloico (o correspondente na amoxicilina ao acido peniloico) e
a amoxicilina dicetopiperazina (VALVO; CIRANNI et al.; 1998, DE BAERE, S., CHERLET,
M. et al.; 2002, NAGELE; MORITZ, 2005a; 2005b; 2005c, REYNS; DE BAERE et al.,

2008). A figura 14 apresenta os principais metabdlitos da amoxicilina.
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Figura 14: Degradacdo da amoxicilina. A- Amoxicilina; B — Acido amoxicil6ico; C — Acido Amoxildico; D —
Amoxicilina dicetopiperazina

2.7. Uso de antibioticos e malformag6es congénitas

O uso de medicamentos durante a gestacdo compreende uma situacdo Unica, na qual a
exposicao a determinada droga envolve dois organismos - mée e feto. A exposicéo do feto ao

medicamento pode ter consequéncias imprevisiveis e irreversiveis, como alteragdes no
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desenvolvimento fisico e neurocomportamental do recém-nascido (MANTOVANI,;
CALAMANDREI, 2001).

Alguns estudos conduzidos no Brasil mostram que entre 83,8% (MENGUE, et al., 2001) e
97,6% (GOMES et al., 1999) das gestantes no pais sdo expostas a, pelo menos, um
medicamento durante a gestacdo, com uma meédia de 4,2 medicamentos por gestacdo
(MENGUE, et al., 2001). Nestes estudos, a exposicao a antibidticos no periodo gestacional
esteve em torno de 11% a 15% das gestantes, sendo que a grande maioria foi motivada por
infeccOes urinarias ou respiratorias (MENGUE, et al., 2001).

Os exemplos de infeccBes mais comuns durante a gestacdo sdo as do trato urinario, que
devem ser tratadas adequadamente para que ndo comprometam a salde materna e fetal. Tais
infeccOes, se ndo forem tratadas, podem ser transferidas ao feto, induzir nascimentos
prematuros e de criangas com baixo peso (CHRISTENSEN, 2000). Alguns autores relatam
que infeccBes urinarias ndo tratadas em gestantes estdo associadas a um aumento de até 50%
no risco de nascidos de baixo peso e de parto prematuro, eclampsia, hipertensdo e anemias,
além de endometriose pos-parto (CHRISTENSEN, 2000).

As infeccOes urinérias, como bacteremias, cistites e pielonefrites, estdo entre as mais comuns,
estimando-se que 2% a 7% de todas as mulheres desenvolvem algum tipo de infeccdo urinaria
na gestacao, as quais deverdo ser tratadas com o auxilio de farmacos de acdo antibacteriana
(DASHE; GILSTRAP, 1997).

O risco fetal pelo uso de farmacos sempre vai existir, pois os antibiéticos, em geral,
apresentam baixo peso molecular facilitando sua difusdo através da placenta e excrecdo pelo
leite, expondo o feto e 0 neonato aos seus possiveis efeitos toxicos (DASHE; GILSTRAP,
1997). H& necessidade de se estabelecer uma relagdo risco-beneficio ao utilizar antibi6ticos
em gestantes, ou seja, deve-se questionar se o beneficio da utilizacdo de um antibi6tico na
gestante € maior do que o risco de possiveis alteracdes no feto. Se a resposta for afirmativa e a
terapéutica estabelecida, hd a necessidade de o clinico conhecer muito bem os possiveis riscos
a que o feto estara exposto em funcdo do antibiético que seré escolhido para iniciar a terapia
(CZEIZEL et al., 1998).

Os dados relativos a seguranca e eficicia do uso de antibidticos durante a gestacdo ainda séo
muito escassos em virtude da dificuldade de se estudar a agdo desses farmacos em fetos e
neonatos. Os estudos clinicos e epidemioldgicos relacionados a seguranca de antibidticos, por
questdes éticas e legais, sdo realizados em mulheres ndo gestantes e seus resultados
extrapolados para gestantes. Alem disso, diversas alteracdes fisioldgicas que ocorrem na

gestante interferem diretamente na farmacocinética dos antibiéticos, podendo levar a
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aumentos na concentracdo plasmatica e efeitos tdxicos desses farmacos ou, ainda, a
concentragfes plasmaéticas inibitdrias, anulando o feito do antibidtico, trazendo como
consequéncia 0 insucesso terapéutico e o0 aparecimento de resisténcia bacteriana
(LOEBSTEIN et al., 1997).

O grupo das penicilinas é, sem davida, o grupo de antibioticos mais prescrito para gestantes
(CZEIZEL et al., 2001). Todas as penicilinas sdo classificadas na categoria B do FDA (Food
and Drug Administration). As razfes para isso sdo seu proprio mecanismo de acdo, atuando
em uma estrutura - parede celular, presente apenas na bactéria, 0 que aumenta muito sua
toxicidade seletiva e, finalmente, por ser a classe de antibidticos mais antiga, com pelo menos
60 anos de experiéncia clinica (CZEIZEL et al., 2001).

As penicilinas sdo utilizadas em gestantes principalmente para o tratamento de sifilis,
infeccOes das vias aéreas superiores associadas a estreptococos do grupo B, infecgdes
enterococicas e em regimes profilaticos para endocardite bacteriana (DASHE; GILSTRAP,
1997). Para o tratamento de infec¢des urinarias, o0 uso de agentes beta-lactdmicos, como as
penicilinas, tem sido cada vez menor em virtude do constante aumento nos indices de
resisténcia de Escherichia coli, principal agente causador dessas infeccdes. Os farmacos mais
prescritos do grupo sdo: a penicilina G, fenoximetilpenicilina, ampicilina, amoxicilina,
associada ou ndo ao 4cido clavulanico (CHRISTENSEN, 2000), utilizado principalmente para
combater a resisténcia mediada por beta-lactamases (SA DEL FIOL, et al., 2000).

Um estudo realizado na Hungria monitorou o uso de antibidticos por gestantes durante 16
anos e concluiu que das 38.151 mulheres participantes do programa, 17,2% fizeram uso de
algum antibidtico e que deste nimero, 84,3% fizeram uso de algum tipo de penicilina
(CZEIZEL et al., 1998). Estudo semelhante foi realizado no Brasil e mostra que dos
antibidticos utilizados por gestantes, as penicilinas representaram 54%, seguido das
cefalosporinas com 23,4% (FONSECA et al., 2002).

A seguranca das penicilinas tem sido estabelecida em muitos estudos clinicos conduzidos nos
ultimos anos. Esses trabalhos relatam a seguranca da fenoximetilpenicilina (penicilina V)
(CZEIZEL et al., 1998), pivampicilina (LARSEN et al., 2000), oxacilina (CZEIZEL et al.,
1999), amoxicilina (JEPSEN et al., 2003), amoxicilina associada ao acido clavulanico
(CZEIZEL et al., 2001), ampicilina (CZEIZEL et al., 1998) e mostraram a seguranga do uso

destes farmacos durante o periodo gestacional.
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2.8. Amoxicilina e associacao com fissuras labiopalatinas

A amoxicilina € uma penicilina sintética do grupo das aminopenicilinas. As aminopenicilinas
atravessam a barreira placentdria e desta forma pode potencialmente influenciar na
organogénese (NATHANSON et al., 2000). Os antibioticos estdo entre as drogas mais
prescritas durante a gravidez (MITCHELL et al., 2011). Dentre os antibioticos a amoxicilina
é a droga de escolha para o tratamento de infec¢des respiratorias e urindrias (COOPER et al.,
2009), condigdes frequentemente encontradas em mulheres em idade fértil. Desta forma, é de
suma importancia para médicos, gravidas e gestores do sistema de saude terem informacdes
sobre o potencial efeito teratogénico da amoxicilina, visando melhor julgamento entre os
riscos e beneficios da droga (CZEIZEL et al., 2001).

Segundo classificagdo do FDA (Food and Drug Administration), 6rgdo governamental dos
Estados Unidos da América responsavel pelo controle dos alimentos (tanto humano como
animal), medicamentos (humano e animal), a amoxicilina é da categoria B, ou seja, estudos
em animais ndo mostraram risco para o feto, porém ndo ha estudos controlados em mulheres
gravidas (BRIGGS et al., 2005). Ela tem sido utilizada em todo mundo, durante décadas, para
tratamento de infec¢bes em gravidas, conduta embasada em estudos epidemioldgicos prévios
gue ndo mostravam associacdo da droga com nenhuma malformacdo congénita especifica
(CZEIZEL et al., 2001). No entanto, em 2001, Czeizel et al. verificaram que o uso de
ampicilina durante o segundo e terceiro més de gravidez aumenta a prevaléncia de FL/P,
mostrando que a exposicdo materna as aminopenicilinas podem aumentar o risco desta
malformacdo (CZEIZEL et al., 2001).

Em estudo realizado por Lin et al. (2012), levantou-se a hipotese que o grupo aminobenzil
presente nas aminopenicilinas pode estar relacionados com o desenvolvimento de fissuras
labiopalatinas. Esta hipdtese foi baseada no fato de que ao se pesquisar 0 uso das penicilinas
na gravidez foi encontrado aumento no risco de FL/P nos fetos expostos a aminopenicilinas e
ndo as penicilinas (CZEIZEL et al., 2001). Para fortalecer esta associacdo entre 0 grupo
aminobenzil e a ocorréncia de FL/P, o autor mostra que aminas aromaticas presentes no
tabaco, que apresentam estruturas quimicas similares, também sdo relacionadas a esta
malformacdo (LITTLE et al., 2004, HONEIN et al., 2007).

Pela importancia que o tema representa e pela escassez dos estudos atuais, justifica-se a
realizacdo de mais pesquisas para melhor esclarecimento sobre a real seguranca das
aminopenicilinas, em especial a amoxicilina, durante a gestacdo, principalmente no primeiro

trimestre de gravidez.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar fatores de risco associados a ocorréncia de fissuras labiopalatinas nao sindrémicas.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o risco do uso materno de amoxicilina durante o primeiro trimestre
gestacional para a ocorréncia de fissuras labiopalatinas ndo sindrémicas.

e Avaliar o risco da histéria familiar positiva para fissura labiopalatina como fator de
risco associado a ocorréncia de fissuras labiopalatinas nao sindrémicas.

e Avaliar o risco da exposicdo materna ao tabaco e ao alcool durante o primeiro

trimestre gestacional para a ocorréncia de fissuras labiopalatinas ndo sindrémicas
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4 METODOLOGIA

Foi realizado estudo epidemioldgico do tipo caso-controle. Todos os participantes do grupo
caso foram recrutados no Centro de Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais “Centrinho” de
Alfenas no periodo de 2013 a setembro de 2015. Foram entrevistadas 1.212 mées, que foram
divididas em dois grupos: (1) Casos: Mae de criancas com fissura labiopalatina (n=606), e (2)
Controles: mées de criancas sem fissura labiopalatina (n=606). Todos pacientes com fissuras
labiopalatina foram diagnosticados de forma independente e avaliadas pela presenca ou néo
de anomalias associadas ou sindromes por equipe multidisciplinar. As entrevistas foram
realizadas em uma Unica sessdo, sendo incluidas perguntas sobre o uso de amoxicilina,
historia familiar de fissuras labiopalatina, exposicdo ao alcool e ao tabaco. As fissuras foram
categorizadas em trés grupos tendo como o forame incisivo a referéncia: (1) Fissura labial
(FL); (2) Fissura labiopalatina e (3) fissura palatina.

As informacdes coletadas foram armazenadas no banco de dados e analisadas utilizando o
programa SPSS® versdo 21.0 para Windows®. A analise estatistica foi baseada na
apresentacdo de dados analiticos. Para determinar as associacOes entre os fatores de risco
foram calculadas as prevaléncias e odds ratios. Foi utilizado o teste de Qui Quadrado, com
intervalo de confianga de 95%. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. O estudo foi aprovado pelo Parecer n°73/2007 de 27 de agosto de 2013. Todos
participantes foram informados sobre as propostas do estudo antes de assinarem o termo de

consentimento.
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Introduction: Cleft lip and/or palate (CL/P) represent the most common congenital
anomalies of the face

Objective: The purpose of this study was to evaluate the relationship between maternal use of
amoxicillin and CL/P

Methods: The study design was an epidemiological case-control single-center study. All
participants were recruited from the same institution. We interviewed 1,212 mothers, who
were divided into 2 groups: (1) cases: mothers of children with CL/P (n=606), and (2)
controls: mothers of children without CL/P (n=606). The information collected was stored in
a database and analysed using statistical program SPSS® version 19.0. Statistical analysis was
initially based on the presentation of descriptive data. To determine association among
maternal use of amoxicillin, and occurrence of CL/P, prevalence odds ratios were calculated
Results: Of the 606 patients with clefts, 340 (56.10%) were born with CLP, 157 (25.9%) with
CL and 109 (17.98%) with isolated CP. Of all participants (n=1,212), 225 (18.6%) presented
a positive history of cleft in their families and 975 (80.4%) presented a negative history and
12 (1%) not inform. With respect to maternal use of amoxicillin, of 1,212 mothers, 1,153
(95.1%) was assessed, these, 561 (48.7%) cases and 592 (51.3%) controls. The proportion the
mothers with amoxicillin use in the first trimester of pregnancy was smaller in the cases (32;
5.70%) than in the controls (35; 5.91%).

Conclusion: Our results found no association between maternal use of amoxicillin in the first
trimester of pregnancy and CL/P. The identification of modifiable risk factors for CL/P, such
as maternal use of amoxicillin, is the first step toward primary prevention.

Key words: Cleft lip, cleft palate, pregnancy, amoxicillin.
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Introduction

The embryological development of face relies on the interplay of a vast range of
factors including cell differentiation, growth, apoptosis, cell to cell adhesion, and
inter/intracellular signaling. Disruption of a gene that controls one or more of these factors,
inhibition of cell function by environmental teratogens or a combination of both situations is
likely to be the etiological cause of craniofacial malformations such as nonsyndromic cleft lip
and/or palate (NSCL/P)".

NSCL/P (OMIM #119530) represents the most frequent congenital malformation in
head and neck region, with a prevalence ranging from 1:500 to 1:2500 live births?. It varies
according to ethnicity (Africans: 0.3:1,000; Europeans: 1.3:1,000; Asians: 2.1:1,000; Native
Americans: 3.6:1,000) and socioeconomic level®. In Brazil, the prevalence of NSCL/P ranges
from 0.36 to 1.54:1,000 live births**,

Around 70% of NSCL/P and 50% of cleft palates (CP) are considered nonsyndromic,
i.e., consisting of isolated anomalies with no other apparent cognitive or structural
abnormalities®. Although it is not a major cause of mortality in developed countries, NSCL/P
does cause considerable morbidity in affected children and imposes substantial expenses
specially for families with low socioeconomic status®. Individuals with NSCL/P are subject to
difficulties with eating, speaking, hearing and social integration and increased risk of
cancer”’.

NSCL/P is caused by a complex interplay between environmental exposure, genetic
and epigenetic factors. Even though in the past decade multiple genetic variants were
associated with NSCL/P, providing valuable insights into its genetic etiology, the
susceptibility genes identified so far only account for a small percentage of cases®. The
identification of modifiable risk factors for NSCL/P is the first step toward primary

prevention. Risk factors such as maternal exposure to tobacco smoke, alcohol, poor nutrition,
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gender, maternal age and medicinal drugs in the workplace or at home in early pregnancy
have been investigated®**,

Antibiotics are frequently prescribed during pregnancy'®. In observational studies,
maternal use of antibiotics has been associated with an increased risk of several
malformations including NSCL/P***. Among antibiotics, amoxicillin has been the preferred
drug for treatment of respiratory and urinary tract infections™, which are frequent in women
of childbearing age. Thus, it is particularly important for clinicians, pregnant women and
public-health officials to know potential teratogenic effects of amoxicillin in order to make
risk-benefit judgments on its use early in pregnancy™®.

Very few studies have evaluated the influence of environmental factors in Brazilian
individuals with NSCL/P, specially use of antibiotics during pregnancy. The purpose of this

study was to evaluate the relationship between maternal use of amoxicillin and NSCL/P.

Methods

The study design was an epidemiological case-control single-center study. All
participants were recruited from the same institution (Centre for Rehabilitation of Craniofacial
Anomalies, Minas Gerais State, Brazil), between August 2013 and September 2015, in an
attempt to select cases and control individuals with similar ethnicities and social-culture
backgrounds. The aforementioned Reference Center treats exclusively patients from the
public health care system (SUS), being certified by the Ministry of Health.

We interviewed 1,212 mothers, who were divided into 2 groups: (1) cases: mothers of
children with NSCL/P (n=606), and (2) controls: mothers of children without NSCL/P
(n=606) (these patients were assisted in General Clinics). All mothers were further classified

as use or not use of amoxicillin during the first trimester of pregnancy.
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All of the subjects were from Minas Gerais, Brazil, where there is an admixed
population of Europeans (mostly from Portugal and Italy) and Africans, with a small
percentage of native Brazilian Indians'’. With regard to skin color, most of the patients in
both groups were non-Caucasian.

All cleft patients were diagnosed independently and screened for the presence of
associated anomalies or syndromes by a multidisciplinary team of specialists. From both
groups we excluded the mothers who did not accept to participate in the study, children with
syndromes and parents from consanguineous marriages. Mothers who were unsure of the use
of amoxicillin in the first trimester of pregnancy were also excluded.

The interviews were conducted at a single time and after the scheduled attendance at
that session. The interview includes questions on maternal use of amoxicillin, family history
of clefts, exposure to tobacco smoke, and alcohol. Mothers with exposure to tobacco and
alcohol were classified as users or non-users. To the question on use of amoxicillin was
presented a list with the trade names available. We defined exposure as systemic use of
amoxicillin during the first trimester of pregnancy. The measurements were undertaken by a
team of trained research assistants at Center for Rehabilitation of Craniofacial Anomalies.
Intraclass correlation coefficients were calculated to check concordance intra and
interobserver. The concordances were high and significant.

The clefts were categorized into three groups with the incisive foramen as reference:
(1) Cleft Lip (CL): includes complete or incomplete pre-foramen clefts, either unilateral or
bilateral; (2) Cleft Lip and Palate (CLP): includes unilateral or bilateral transforamen clefts
and pre- or post-foramen clefts; (3) Cleft Palate (CP): includes all post-foramen clefts,
complete or incomplete™.

The information collected was stored in a database and analysed using statistical

program SPSS® version 19.0 (Statistical Package for Social Sciences for Windows, Inc.,
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USA). Statistical analysis was initially based on the presentation of descriptive data. To
determine association among maternal use of amoxicillin, and occurrence of NSCL/P,
prevalence odds ratios were calculated. Analyses were then performed, using the chi square
test, with a confidence interval of 95% and p value <0.05 considered statistically significant.
Then also was tested the association between the family history of clefts, exposure to tobacco
smoke, alcohol, and the occurrence of NSCL/P.

This study was approved by the Ethics Committee in Research of the University
(761.621/2014). All patients were informed about the study’s purpose before they consented

to participate.

Results

A total of 1,212 women were interviewed including 606 mothers of children with
NSCL/P (cases) and 606 mothers of infants with no major birth defects (controls). Of 1,212
children included in the analysis, there was a predominance of males (54.78%). In the group
case, 273 (45.04%) were female and 333 (54.95%) male, while, in the control group, 272
(44.9%) children were female and 334 (55.1%) male. No differences were found between
groups (p=0.942).

Of the 606 patients with clefts, 340 (56.10%) were born with CLP, 157 (25.9%) with
CL and 109 (17.98%) with isolated CP. Of all participants (n=1,212), 225 (18.6%) presented
a positive history of cleft in their families and 975 (80.4%) presented a negative history and
12 (1%) not inform. Of 225 patients with positive family history of clefts, 184 (81.8%) were
in the case group and 41 (18.2%) in the control group (p=0.000).

Of 1,212 mothers, 1,192 (98.4%) was assessed for tobacco use in the first trimester of
pregnancy, these, 591 (49.6%) were cases and 601 (50.4%) were controls. The most evaluated

mothers (1.062; 89.1%) have not had exposure to tobacco. Into the case group, a greater
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proportion of mothers (97; 16.4%) were exposed to tobacco in the first trimester of pregnancy
compared to control group, where only 33 (5.5%) them were exposed to tobacco in the first
trimester pregnancy (p=0.000). Considering the association between maternal smoking and
clefts in gender separately, also, was founded association in both genders, female (p=0.004)
and male (p=0.000).

Of 1,212 mothers, 996 (82.2%) was assessed for alcohol use in the first trimester of
pregnancy, 426 (41.8%) cases and 580 (58.2%) controls. There was association between cases
and controls (p=0,000), with greater proportion of cases (59 — 13.84%) than controls (45 —
7.75%) with alcohol use during the first trimester of pregnancy. Evaluating the genders
separately, the association between maternal alcohol using and clefts was significant in both,
females (p=0.037) and males (p=0.009).

With respect to maternal use of amoxicillin, of 1,212 mothers, 1,153 (95.1%) was
assessed, these, 561 (48.7%) cases and 592 (51.3%) controls. The proportion the mothers with
amoxicillin use in the first trimester of pregnancy was smaller in the cases (32; 5.70%) than in

the controls (35; 5.91%) (p=0.008). The results are presented in Table 1.

Discussion

Most nonsyndromic oral clefts are thought to be caused by interaction between
polygenic and environmental factors, but the exact mechanisms remain unknown®*°. The
patients described in this study were recruited from the Centre for Rehabilitation of
Craniofacial Anomalies, Minas Gerais State, Brazil. This Service is considered one of the
largest cleft repair centres in Brazil, and performs all procedures of rehabilitation that pass

through the Brazilian Public Health System®*

. With a population exceeding 190 million
people and 3 million babies born every year, NSCL/P is an important public health problem in

Brazil, with approximately 4,000 new cases of clefts every year™.
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In the present study, the group with NSCL/P included 333 (54.95%) male and 273
(45.04%) female. Of the 606 patients with clefts, 340 (56.10%) were born with CLP, 157
(25.9%) with CL and 109 (17.98%) with isolated CP. In a previous study that we carried out
with the Brazilian population, 126 patients with oral cleft showed a 1:3 ratio of males to
females. Males were 2.57 times more affected by CLP than females. CLP, with a prevalence
of 39.68%, and isolated CL, with a prevalence of 38.09%, were the most common anomalies,
followed by isolated CP (22.23%)%. In another recent study by us also in a Brazilian
population, involving 843 patients with oral clefts, 474 (56.2%) were male and 369 (43.8%)
were female'!. With respect to the distribution of clefts, it was found that of the 843 NSCL/P,
680 (80.7%) were CL/P and 163 (19.3%) were isolated CP'. These results confirm the
findings of this study.

With respect to family history for oral clefts, our study showed that 225 (18.60%)
patients presented a positive history of cleft in their families. Of 225 patients with positive
family history, 184 (81.80%) were in the case group and 41 (18.20%) of the control group. In
a study in Brazil, between 2004-2008 years, a positive familial history of cleft malformation
was found in 35.13% of cases?®. A study investigating 4,557 affected children born in
Czechoslovakia over a period of 29 years, registered a positive familial history in 18% of
cases?. In one study comprised of 540 individuals with NSCL/P in Poland, also registered a
positive familial history in 18% of cases®. In another study comprised of 153 individuals with
NSCL/P in Thailand, registered a positive familial history in 17.7% of cases®®. The results of
these various studies in different countries, showed results similar to our observed in a
Brazilian population.

Maternal smoking has long been considered a risk factor for the occurrence of oral
clefts®*?*. In our study, the mothers group case (n=591), 97 (16.40%) were exposed to

smoking in the first trimester of pregnancy, while in the control group, of 601 mothers, only
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33 (5.50%) were exposed to smoking in the first trimester pregnancy (p=0.000). This result is
relevant and consistent with previous literature data. In a previous study, we evaluated 1,519
mothers, and 25% of them in the case group were smoker. There was an association between
maternal smoking and clefts (odds ratio, OR=2.02, C195%, 1.54-2.63). Maternal smoking
was also associated with CLP (OR= 2.08, CI195%, 1.58-2.75) and with CP (OR=1.92, C195%,
1.26-2.92)". Honei et al (2007)** have shown that periconceptional smoking was associated
with CLP (OR=1.3; 95% CI, 1.0 —1.6), and more strongly associated with bilateral CLP (1.7,
1.2-2.6), with a weaker association observed for CP.

Of 1,212 mothers, 996 (82.2%) was assessed for alcohol use in the first trimester of
pregnancy, 426 (41.8%) cases and 580 (58.2%) controls. There was association between cases
and controls (p=0,000), with greater proportion of cases (59 — 13.84%) than controls (45 —
7.75%) with alcohol use during the first trimester of pregnancy. In animal model, a study on
eight pregnant mice provided with alcohol and cocaine found a significant increase in the
number of dead fetuses and anomalies of the head such as hydrocephaly and complete

orofacial craniofacial®

. The evidence about alcohol consumption and NSCL/P was tenuous
when the mother had not a ‘binge’ drinking patterns (high doses of alcohol in short periods of
time). Likewise, the risk estimates were only minimally influenced after simultaneous
adjustment for maternal cigarette smoking, race and ethnicity, education and multivitamin
USEZG'ZY.

The most commonly prescribed drugs in pregnancy, after prenatal vitamins, are
antibiotics®®. Among antibiotics, amoxicillin has been the preferred drug for the treatment of
respiratory and urinary tract infections, conditions frequently encountered in women of
childbearing age™. Thus, it is particularly important for clinicians, pregnant women, and

public health officials to have information on the potencial teratogenic effects of amoxicillin

in order to make risk-benefit judgments on its use early in pregnancy*?. Amoxicillin can cross
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the placenta and could potentially influence fetal organogenesis®®, and the development of
oral clefts'®.

In the present study, with respect to maternal use of amoxicillin, of 1,212 mothers,
1,153 (95.10%) was assessed, these, 561 (48.70%) cases and 592 (51.30%) controls. The
proportion the mothers with amoxicillin use in the first trimester of pregnancy was smaller in
the cases (32; 5.70%) than in the controls (35; 5.90%). Lin et al (2012)"® showed that maternal
use of amoxicillin was associated with an increased risk of CL/P (adjusted OR=2.0 [95%
CI=1.0-4.1]), with an OR of 4.3 (1.4-13.0) for third-gestational-month use. For CP, the OR
for first-trimester amoxicillin was 1.0 (0.4-2.3), with an OR of 7.1 (1.4-36.4) for third-
gestational-month use. In another study it was shown that major congenital malformations
identified from computerized records were confirmed through medical record review. Overall,
869 (2.9%) of infants in the cohort had a confirmed major congenital malformation, with
major malformations ranging from 2.5%-3.0% among the antibiotic-specific exposure
groups™.

However, other studies showed no association between amoxicillin and oral clefts.
Results from the National Birth Defects Prevention Study did not focus on amoxicillin
specifically and did not identify a positive association between penicillins and oral clefts®.
Nielsen and Hviid (2012)% conducted a cohort study of 806011 live births in Denmark from
1996 through September 2008. Overall, they didn't find antibiotic use in the first trimester to
significantly increase the risk of NSCL/P. Czeizel et al (2001)%* observed that treatments with
ampicillin during the second and third months of gestation, which is the critical period for
major congenital abnormalities, pose little if any teratogenic risk in human beings. Only a
higher prevalence of isolated CP was found in the study and is considered as a hypothesis-
generating findings. Our results found no association between maternal use of amoxicillin in

the first trimester of pregnancy and NSCL/P. Limitations of our study were the relatively



44

small number of patients that made use of amoxicillin. Studies with larger samples are needed
to better understand the possible relationships between maternal use of amoxicillin and oral

clefts.

Conclusion

In summary, the study found no association between maternal use of amoxicillin in the
first trimester of pregnancy and NSCL/P. The identification of modifiable risk factors for
NSCL/P such as maternal use of amoxicillin is the first step toward primary prevention.

Further studies are necessary to confirm or exclude this possible association.
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Table 1. Factors associated with the occurrence of nonsyndromic cleft lip and/or palate between the case and

control groups.

Case Control
Variables OR IC p-value
n (%) n (%)
Gender
Female 273 (45.04) 272 (44.90) 1.00
Male 333 (54.95) 334 (55.10) 1.01 0.80-1.27 0.942
Family history
of cleft
Yes 184 (30.9) 41 (6.80) 1.00
No 411 (69.1) 564 (93.2) 6.16 4.29-8.84 p<0.001
Maternal
smoking
No 494 (83.6) 568 (94.5) 1.00
Yes 97 (16.4) 33 (5.50) 0.30 0.20-0.45 p<0.001
Maternal
alcohol use
No 367 (86.15) 535 (92.24) 1.00
Yes 59 (13.84) 45 (7.75) 0.49 0.29-0.84 0.009
Maternal use
of amoxicillin
No 529 (94.29) 557 (94.08) 1.00
Yes 32 (5.70) 35(5.91) 3.05 1,42-6,51 0,8
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6 CONCLUSOES

Apos a realizacdo do estudo e conforme os objetivos propostos e os resultados apresentados,
concluiu-se que néo se encontrou associacdo entre o uso materno de amoxicilina no primeiro
trimestre da gravidez e fissuras de labio e/ou palato ndo sindrémicas. Foi demonstrado que o
uso de tabaco no primeiro trimestre de gestacdo tem associagdo com fissuras de labio e/ou
palato ndo sindrémicas, reforcando achados na literatura. A histéria familiar positiva para
fissuras de labio e/ou palato ndo sindrémicas é fator de risco para a ma formacdo. N&o foi
encontrada associacdo entre o uso materno de alcool no primeiro trimestre de gestacdo e

fissuras de l&bio e/ou palato ndo sindrémicas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As limitagdes do presente estudo foram o ndmero limitado de gestantes que fizeram uso de
amoxicilina no primeiro trimestre de gravidez. Estudos com amostras maiores s&0 necessarios
para entender melhor as possiveis associacGes entre as fissuras de labio e/ou palato nédo

sindromicas e o uso de amoxicilina no primeiro trimestre de gestacao.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Titulo da pesquisa: Avaliacdo de antibidticos como fatores de risco para fissuras labiopalatinas
nao sindromicas.

Atencado: Antes de aceitar participar ou autorizar a participacdo nessa pesquisa, é importante que vocé
leia e compreenda a seguinte explicagdo sobre os procedimentos propostos. Essa declaragdo descreve
0 objetivo, metodologia/procedimentos, justificativa, beneficios, desconfortos e riscos e danos do
estudo. Também descreve os procedimentos alternativos que estdo disponiveis a vocé e o seu direito
de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o0s
resultados do estudo.

1-Objetivo: Avaliar o uso de medicamentos como fatores de risco associados a ocorréncia de fissuras
labiopalatinas ndo sindrémicas.

2-Metodologia/procedimentos: Serdo aplicados questionarios aos pais das criancas ao final do
atendimento clinico e as criancas serdo avaliadas por examinadores treinados e calibrados, que irdo
classificar o tipo de fissura.

3-Justificativa: O desenvolvimento de estudos que busquem conhecer melhor a etiologia de doencas e
agravos por meio da identificacdo dos fatores associados a ocorréncia dos mesmos é justificada uma
vez tais resultados podem servir de subsidio para sua prevengao.

4-Beneficios: Os resultados irdo proporcionar um melhor conhecimento da etiopatogénese das fissuras
labiopalatinas, contribuindo para a prevencao de novos casos.

5-Desconfortos e riscos: Sera realizado um exame clinico na crianca.

6-Danos: Néo existem.

7-Metodologia/procedimentos alternativos disponiveis: Nao existem.

8-Confidencialidade das informagdes: Os dados individuais ndo serdo divulgados em nenhuma
hipétese.

9-Compensacao/indenizacdo: Nao se aplica.

10-Outras informagdes pertinentes: Nao existem.

11-Consentimento: Li e entendi as informagdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Este formulario estd sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando meu consentimento para participar nesta pesquisa, até que eu
decida o contrario. Receberei uma copia assinada deste consentimento.

Nome do responsével Assinatura responsavel Data

Nome da testemunha Assinatura testemunha Data

Pesquisador(a)
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ANEXO A — Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa.

U\ UNIFENAS

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER N° 73/2007

O COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP — da UNIFENAS,
constituido de conformidade com a Portaria n° 32, de 19 de abril de 2001, da
Reitoria, e nos termos da Resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude,
tendo analisado, vinte e dois de junho de 2007, o protocolo do projeto de pesquisa
intitulado AVALIAGAO DOS FATORES DE RISCO PARA A OCORRENCIA DE
FISSURAS LABIO-PALATAIS, NAQO SINDROMICAS. ESTUDO DE CASO, de
autoria do Prof. Hercilio Martelli Junior, -resolveu enquadra-lo na categoria de

aprovado.

Alfenas, 27 de agosto de 2013.

e

PFof.\Qr. Marcelo Reis da Costa
Coordenador do CEP

Comité de Etica em Pesquisa— UNIFENAS — (35) 3299-3137 comitedeetica@unifenas.br
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