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RESUMO

FERNANDEZ, Clarissa Christina Avelar. GENES CANDIDATOS AS ANOMALIAS
DENTARIAS EM PACIENTES PORTADORES DE MALOCLUSAO
ESQUELETICA. Rio de Janeiro, 2019 Tese (Doutorado em Odontologia — Area de
Concentragao: Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O objetivo do presente estudo foi verificar a presenca de associagdo fenotipo-genotipico
entre TGFA (Fator de Crescimento Transformante o) (C/T rs1523305), IRF6 (Fator
Regulatério Interferon 6) (A/C rs2013162) e MSX! (Segmento Muscular Homeobox 1)
(A/G 1rs12532) e anomalias dentarias em pacientes com malclusdo esquelética. Para tanto,
dois estudos prévios foram realizados com os objetivos de (I) determinar se individuos
com discrepancias esqueléticas de Classe II ou III apresentam uma maior frequéncia de
anomalias dentarias em comparacdo com individuos com maloclusdo de Classe I e (II)
comparar quatro diferentes métodos de coleta salivar e de células bucais [Expectoragdo da
Saliva (1), Expectoracdo da Saliva com Estimulo Lingual (2), Raspagem com Escova
Citologica (3) e Raspagem com Escova Citologica mais Expectoragdao da Saliva (4)] para
extracdo de DNA genOdmico, avaliando sua concentragdo e pureza. Na revisdo sistematica,
foi realizada uma busca nas principais bases de dados da literatura cientifica médica
eletronica. Estudos observacionais foram selecionados se fossem mencionadas anomalias
dentarias nos diferentes padrdes de maloclusdo esquelética. Foi adotado um conjunto de
critérios para elegibilidade do estudo, com base na estratégia PECOS (Populacio: maxila e
mandibula; Exposicdo: discrepancias esqueléticas; Comparagdo: padrao de normalidade; e
Resultado: anomalias dentarias). Cinco estudos retrospectivos contendo 7679 participantes
foram classificados e considerados elegiveis para a revisdo sistematica. A amostra do
estudo II foi composta por 20 participantes. As coletas foram realizadas com intervalo de
no minimo um dia entre elas ¢ foram armazenadas a -20°C até a extragdo do DNA ser
realizada (Qiagen®). O estudo III foi composto por uma amostra de 505 registros
ortodonticos. Dezenove pontos cefalométricos, serviram para a obtencdo dos angulos e
medidas utilizados para a caracterizacdo esquelética, utilizando-se o Software Dolphin.
Amostras de saliva foram coletadas de todos os participantes e 0o DNA foi extraido, diluido
e quantificado. Os genes TGFA, IRF6 e MSXI] foram usados para reacdes de PCR em
tempo real. Os testes Razdo de chance, Qui-quadrado, Exato de Fisher, T independente e
coeficiente de correlagdo (nivel de significancia = 95%) foram realizados. A partir da
revisdo sistematica, concluiu-se que individuos com padrdes de maloclusdo esquelética
tém mais anomalias dentdrias. Apos a andlise estatistica, ndo foi observado dimorfismo
sexual em relacdo a concentracdo de DNA (p = 0,76), idade (p = 0,91) e etnias (p = 0,72).
Nao houve diferenca significativa entre os métodos de coleta em relacdo a quantidade e
pureza do DNA extraido (p>0,05). O gene IRF6 foi associado com a ME Classe III (p =
0,04, OR = 0,69, IC 0,49-0,98) e o gene MSXI foi associado ao padrdo de crescimento
hipodivergente (p=0,003, OR=0,5, IC 0,36-0,74) e ME Classe II (p=0,0001, OR=0,6, IC
0,46-0,78). Em relagdo a AD, o gene MSX1 também foi associado a impactacdo (p=0,03,
OR=0,67, IC 0,47-0,96) e dilaceracao (p=0,04, OR=0,27, IC 0,07-0,977). MSX1 associou-
se ao padrdo de crescimento hipodivergente e Classe II, e impacta¢do e dilaceragdo,
mostrando que existe uma associacdo genética entre anomalias dentarias e maloclusdes
esqueléticas.

Palavras Chave: Anomalia Dentéria, Maloclusdo Esquelética, DNA, Genética, Saliva.



ABSTRACT

FERNANDEZ, Clarissa Christina Avelar. GENES CANDIDATOS AS ANOMALIAS
DENTARIAS EM PACIENTES PORTADORES DE MALOCLUSAO
ESQUELETICA. Rio de Janeiro, 2019 Tese (Doutorado em Odontologia — Area de
Concentragao: Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The objective of the present study was to verify the phenotype-genotype association
between TGFA (Transforming Growth Factor a) (C/T rs1523305), IRF6 (Interferon
Regulatory Factor 6) (A/C rs2013162) and MSX1 (Muscle Segment Homeobox 1) (A/G
rs12532) and dental anomalies in patients with skeletal malocclusion. Two previous
studies were carried out with the objective of (I) to determine if individuals with Class II or
IIT skeletal discrepancies present a higher frequency of dental anomalies compared to
individuals with Class I malocclusion and (II) to compare four different types of saliva and
oral buccal cell collecting methods for genomic DNA extraction: (1)Expectoration of
saliva, (2)Expectoration of saliva with lingual stimulation, (3)Scraping with cytological
brush, and (4)Scraping with cytological brush and expectoration of saliva, evaluating its
concentration and purity. In the systematic review, a search of the main electronic medical
scientific literature databases was conducted. Observational studies were selected if
mentioning dental anomalies in the different skeletal malocclusion patterns. A set of
criteria for the eligibility of the study was adopted, based on the PECOS strategy
(Population: maxilla and mandible, Exposure: skeletal discrepancies, Comparison:
normality pattern, and Outcome: dental anomalies). Five retrospective studies containing
7679 participants were classified and considered eligible for the systematic review. The
sample of study II was composed by 20 participants. The biological samples were
collected at intervals of at least one day between them and were stored at -20 ° C until
DNA extraction was performed (Qiagen®). Study III was composed of a sample of 505
orthodontic records. Nineteen cephalometric points were used to obtain the angles and
measurements used for the skeletal characterization, using Dolphin Software. Saliva
samples were collected from all participants and the DNA was extracted, diluted and
quantified. The TGFA, IRF6 and MSXI genes were used for real-time PCR reactions. The
odds ratio, chi-square, Fisher's exact, independent T and correlation coefficient
(significance level = 95%) tests were performed. From the systematic review, it was
concluded that individuals with skeletal malocclusion patterns have more dental anomalies.
After the statistical analysis, no sexual dimorphism (p = 0.76), age (p = 0.91) and ethnicity
(p = 0.72) was observed in relation to DNA concentration. There was no significant
difference between the collection methods in relation to the amount and purity of the
extracted DNA (p=>0.05). IRF6 was associated with Class III skeletal malocclusion
(p=0.04, OR=0.69, C.I. 0.49-0.98), and MSXI] was associated with hypodivergent growth
pattern (p=0.003, OR=0.5, 95% C.I. 0.36-0.74), and Class II skeletal malocclusion
(p=0.0001, OR=0.6, C.I. 0.46-0.78). In regards to dental anomalies, MSX/ was also
associated with tooth impaction (p=0.03, OR=0.67, 95% C.I. 0.47-0.96) and root
dilaceration (p=0.04, OR=0.27, 95% C.I. 0.07-0.97). MSXI/ was associated with both
hypodivergent growth pattern and Class II skeletal malocclusion (p=0.0001), and tooth
impaction (p=0.03) and root dilaceration (p=0.04), whereas /RF6 was associated with
Class III skeletal malocclusion.

Key Words: Dental Anomaly, Malocclusion, DNA, Genetics, Saliva.



RESUMEN

FERNANDEZ, Clarissa Christina Avelar. GENES CANDIDATOS AS ANOMALIAS
DENTARIAS EM PACIENTES PORTADORES DE MALOCLUSAO
ESQUELETICA. Rio de Janeiro, 2019 Tese (Doutorado em Odontologia — Area de
Concentragao: Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

El objetivo del presente estudio fue verificar la presencia de asociacion fenotipo-genotipica
entre TGFA (Factor de crecimiento transformante a) (C / T rs1523305), IRF6 (Factor
regulador de interferon 6) (A / C rs2013162) y MSX1 (Segmento muscular 1 de
Homeobox 1). ) (A / G rs12532) y anomalias dentales en pacientes con malclusion
esquelética. Con este fin, se realizaron dos estudios previos para (I) determinar si las
personas con discrepancias esqueléticas de Clase II o III tienen una mayor frecuencia de
anomalias dentales en comparacion con las personas con maloclusion de Clase I 'y (II) para
comparar cuatro métodos diferentes. y coleccion de células salivales [Esputo de saliva (1),
Estimulo lingual Saliva Esputo (2), Raspado con cepillo citolégico (3) y Raspado con
cepillo citolégico mas Esputo de saliva (4)] para extraccion de ADN gendmico , evaluando
su concentracion y pureza. En la revision sistematica, buscamos en las principales bases de
datos de la literatura cientifica médica electronica. Se seleccionaron estudios de
observacion si se mencionaban anomalias dentales en los diferentes patrones de
maloclusion esquelética. Se adoptd un conjunto de criterios para la elegibilidad del estudio,
basado en la estrategia PECOS (Poblacion: maxilar y mandibula; Exposicion:
discrepancias esqueléticas; Comparacion: patron de normalidad; y Resultado: anomalias
dentales). Cinco estudios retrospectivos con 7679 participantes fueron clasificados y
considerados elegibles para una revision sistematica. La muestra del estudio II consistio en
20 participantes. Se tomaron muestras con al menos un dia de diferencia y se almacenaron
a -20 ° C hasta que se realizd la extraccion de ADN (Qiagen®). El estudio III consistio en
una muestra de 505 registros de ortodoncia. Diecinueve puntos cefalométricos se utilizaron
para obtener los angulos y las medidas utilizadas para la caracterizacion esquelética
utilizando Dolphin Software. Se recogieron muestras de saliva de todos los participantes y
se extrajo, diluyo y cuantifico el ADN. Los genes TGFA, IRF6 y MSX1 se usaron para
reacciones de PCR en tiempo real. Se realizaron las pruebas de odds ratio, Chi-cuadrado,
exacta de Fisher, T independiente y coeficiente de correlacion (nivel de significancia =
95%). De la revision sistematica, se concluyd que las personas con patrones de
maloclusion esquelética tienen més anomalias dentales. Después del andlisis estadistico, no
se observéd dimorfismo sexual en relacion con la concentracion de ADN (p = 0,76), la edad
(p = 0,91) y el origen étnico (p = 0,72). No hubo diferencias significativas entre los
métodos de recoleccidon con respecto a la cantidad y pureza del ADN extraido (p=>0.05). El
gen IRF6 se asocié con ME Clase III (p = 0.04, OR = 0.69, CI 0.49-0.98) y el gen MSX1
se asocio con el patron de crecimiento hipodivergente (p = 0.003, OR = 0.5, CI 0.36-0.74)
y EM Clase II (p = 0.0001, OR = 0.6, CI 0.46-0.78). Con respecto a AD, el gen MSXI1
también se asocio con impactacion (p = 0.03, OR = 0.67, CI 0.47-0.96) y laceracion (p =
0.04, OR = 0.27, IC 0,07-0,977). MSX1 se asocid6 con un patréon de crecimiento
hipodivergente y de Clase II, impactacion y laceracion, lo que demuestra que existe una
asociacion genética entre las anomalias dentales y las maloclusiones esqueléticas.

Palabras clave: Anomalia dental, maloclusion esquelética, ADN, genética, saliva.
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1. INTRODUCAO

As anomalias dentarias (AD) sdo definidas como irregularidades odontogénicas ou
alteracdes dentdrias, encontradas com certa frequéncia por cirurgides dentistas no
transcorrer da denticdo mista. Essas anomalias podem se expressar de maneiras e
gravidades diferentes, indo desde o atraso cronoldgico na odontogénese até a auséncia
completa do germe dentdrio, também conhecido como agenesia dentaria (GARIB e
ALENCAR, 2013). Os defeitos e anomalias dentarias ocorrem durante os varios estagios
de desenvolvimento do ciclo de vida dental. A natureza do defeito depende do estagio de

desenvolvimento do dente no momento em que ela ocorre (SCHNEIDER, 1990).

A sua prevaléncia pode variar de 5,46% a 74,7% (USLU, AKCAM et al., 2009;
DIAZ-PEREZ ¢ ECHAVERRY-NAVARRETE, 2009), devido as diferentes etnias e
critérios de diagnostico (USLU, AKCAM et al., 2009; ALTUG-ATAC e ERDEM, 2007;
KIM, 2011). A etiologia especifica das AD permanece obscura (KUCHLER, RISSO et al.,
2008), porém, sabe-se que fatores genéticos e ambientais contribuem para o seu
desenvolvimento (BASDRA, KIOKPASOGLOU et al., 2000; KUCHLER, RISSO et al.,
2008; KATHARIYA, NIKAM et al., 2013).

Segundo Neville et al., (2004), as AD sdo divididas em dois grandes grupos: as
alteracdes dentarias por fatores ambientais e as alteragcdes no desenvolvimento do elemento
dentario. O primeiro grupo ¢ composto por alteragdes influenciadas por fatores ambientais
sistémicos ou locais. Os fatores sistémicos podem ser de natureza quimica, como
quimioterapia antineoplésica, flaor, chumbo, tetraciclina e vitamina D, alteracdes
metabolicas (cardiacas, gastrointestinais, diabetes, entre outras) e neuroldgicas (paralisia
cerebral, retardo mental e defeitos de audicdo sensorioneurais), ma nutricdo, trauma
relacionado ao nascimento (hipoxia, parto prematuro e etc), entre outros. J& os fatores
locais mais associados sdo trauma mecanico (quedas, acidentes e etc), queimadura elétrica,

irradiacdo e infecgdo local (NEVILLE, DAMM et al., 2004).
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Essas alteracdes por fatores ambientais sdo subdivididas de acordo com o
tipo/estrutura do dano em: alteracdes de desenvolvimento das estruturas dentais (hipoplasia
de Turner, hipoplasia causada por terapia antineopléasica e fluorose dental), descoloracdo
dentaria (manchas extrinsecas e intrinsecas), perda de estrutura dentdria pods
desenvolvimento (desgaste dos dentes, atricdo, abrasdo, erosdo, abfracdo e reabsorcdes
interna e externa) e disturbios localizados da erupcdo (impactagdo primdria e anquilose)

(NEVILLE, DAMM et al., 2004).

Ja as alteracoes no desenvolvimento do elemento dentario sdo de natureza
complexa. Estas alteragdes podem ser primarias ou surgirem apos influéncias ambientais,
ou seja, secundariamente. A subdivisdo dessas alteragdes ¢ feita em relacdo ao tipo e a
localizagdo do dano, resultando na seguinte divisdo: em relacdo a dimensdo (macrodontia e
microdontia), forma (geminagdo, fusdo, concrescéncia, cuspides acessorias — Carabelli, em
garra e dente evaginado, dente invaginado, esmalte ectdpico, esmalte ectopico — pérolas de
esmalte e extensoes cervicais de esmalte, taurodontia, hipercementose, dilaceragdo e raizes
supranumerdarias), estrutura (amelogénese imperfeita — hipoplasica, hipomaturada e
hipocalcificada, dentinogénese imperfeita, displasia dentinéria — tipo I e II, odontodisplaisa
regional), posi¢do (impactagdo, giroversdo, transposi¢cdo e inversdo) e numero dos dentes
(hipodontia — anodontia parcial, total e oligodontia, e hiperdontia - mésio dente)

(NEVILLE, DAMM et al., 2004).

A maloclusdo pode ser definida como uma alteragdo de crescimento no complexo
craniofacial ou desvio da oclusdo considerada normal ou ideal (ANDREWS, 1972). Os
dentes em ma posi¢do nao sdo mais que sintomas de um crescimento anormal do esqueleto
facial. Quatro sistemas simultaneamente podem ser afetados: dentes, 0ssos, musculos e
ligamentos (ARASHIRO, 2009). A oclusdo pode variar entre individuos de acordo com o
tamanho e forma dos dentes, posicdo dentaria, época e sequéncia de erupcdo, forma e
tamanho do arco dentario e padrdo de crescimento craniofacial, além de influéncias do

meio ambiente, modificacdes funcionais e patologicas (PIRES, 2001).

A prevaléncia da maloclusdo esquelética (ME) ¢ grande e varia bastante de acordo
com a populagdo estudada (MOSSEY, 1999). Um dos maiores desafios no tratamento de
pacientes com distirbios de crescimento craniofacial ¢ a sua previsio (WESTWOOD et

al., 2003). Na tentativa de estabelecer o diagnostico correto, ¢ necessario determinar se ha
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um excesso ou falta de crescimento esquelético entre as bases 0sseas. Especialmente para
aqueles que apresentam caracteristicas marcantes de crescimento maxilar e/ou mandibular,
fator que favorece o comprometimento da fungdo normal e estética (ALEXANDER,

2009).

E dificil classificar exatamente a etiologia da maloclusdo, pois suas causas sdo
frequentemente multifatoriais e impedem a diferenciacdo exata entre as mudangas
endogenas e exdgenas induzidas (RAKOSI, 1999). Em estudos anteriores, a etiologia da
maloclusdo tem sido atribuida a fatores ambientais e a padrdes de heranga genética

(STILES,1953; MOSSEY, 1999).

Em decorréncia de problemas odontologicos, as pessoas podem apresentar suas
atividades diarias prejudicadas, tais como: diminui¢do das horas de sono, ndo realizag¢do de
algumas atividades de lazer, restricdes alimentares e desordens psicologicas relacionadas a
queda da auto estima. Essas implicagdes podem estar diretamente relacionadas a

maloclusio (FRAZAO et al., 2002; JENNY, 1996).

As AD e as ME podem causar comprometimento estético, perturbacdes
comportamentais e distirbios psicossociais nos individuos afetados, resultando em um
impacto negativo na qualidade de vida desses individuos. O tratamento das ME ¢ um
desafio, em funcdo da dificuldade de previsdo do crescimento facial, pelo longo tempo de
tratamento envolvido e pelo custo que representa. Tal desafio se torna ainda maior em
presenga de AD associada, principalmente as agenesias, que comprometem a fungdo
normal e a estética. Vale ressaltar que as AD apresentam uma frequéncia aumentada em
pacientes portadores de ME (USLU, AKCAM et al., 2009; KUCHLER, RISSO et al.,
2008) podendo ser, portanto, relacionadas a ela. Neste contexto, a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na etiologia das AD e ME desempenha um papel

fundamental na ciéncia odontoldgica.

O DNA para fins de diagndstico ou pesquisa pode ser obtido a partir de varios
materiais biologicos. Nas ultimas décadas, o DNA utilizado em estudos moleculares foi
obtido, preferencialmente, a partir de amostras de sangue, pois fornecem um grande
namero de células e, consequentemente, um bom rendimento (WALTRICK-ZAMBUZZI
et al., 2012; DURDIAKOVA et al., 2012). No entanto, a coleta de amostras de sangue tem

algumas desvantagens, como a potencial ndo viabilidade em grandes estudos de base
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populacional. Por se tratar de um método invasivo, alguns pacientes podem ser resistentes
a coleta, necessitam de um profissional especializado para realizar o procedimento e ¢ mais
dificil realizd-lo em idosos e criancas (WALTRICK-ZAMBUZZI et al., 2012; VAN
WIEREN-DE WIJER et al., 2009; COZIER et al., 2004). Outro fator a ser ressaltado ¢ que
os ions ferrosos (Fe2 +) presentes no sangue competem com os ions Mg2 +, que sdo
inibidores da PCR (proteina C-reativa) (WALTRICK-ZAMBUZZI et al., 2012;
DURDIAKOVA et al., 2012).

A saliva tem sido cada vez mais utilizada como fonte de DNA gendmico adequado
para grandes estudos, pois ¢ ndo invasiva e tem potencial diagnostico. Além disso, quando
comparado ao método tradicional de coleta de DNA a partir do sangue, apresenta custo
reduzido e ¢ um método nao invasivo que pode ser realizado mais facilmente em criangas,
idosos e pacientes com necessidades especiais (KONI et al., 2011). A coleta de saliva
também ndo traz risco de infec¢des e tem o potencial de se tornar uma primeira linha de

diagnéstico clinico (PFAFFE et al., 2011).

Estudos genéticos de associagdo fornecem estratégias usadas comumente para
correlacionar o genotipo com a doenca, investigando a diferenca de distribuicao do alelo
ou haplétipo de polimorfismos entre casos e controles. Este método ¢ baseado na variante
comum/hipdtese da doenga, que descreve a doenga como consequéncia da variagdo
genética. A busca para essas associacdes tem contribuido para o avanco do diagnostico e

modalidades de tratamento de doengas complexas (CHAKRAVARTI, 1999).

Nestes estudos, o grupo caso consiste de individuos com uma doenga sob
investigacdo ou uma caracteristica particular. O grupo controle ¢ composto por sujeitos
livres da doenga ou trago, e 0 DNA ¢ extraido de amostras de sangue e saliva. Os genotipos
de interesse sdo sequenciados em todas as amostras. As ferramentas de estatistica sdo
usadas para comparar a diferenca de distribui¢do desses marcadores entre os grupos,

avaliando, assim, a associa¢ao com a doenga ou trago.

Os polimorfismos de nucleotideos unicos, também conhecidos como single
nucleotide polymorphisms (SNPs), sdo formas variantes da sequéncia de DNA que podem
estar presentes nos individuos de uma mesma populagdo, dentro de um espectro
biologicamente normal. Referem-se a existéncia de dois ou mais alelos em um dado locus,

com uma frequéncia alélica maior do que 01% na populagdo (QI LI, 2010).
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Genes que potencialmente representam um papel na etiologia de uma determinada
alteracdo de desenvolvimento, alteracio no quadro fisiolégico ou patoldgico sdo
determinados como candidatos. A hipotese de que a forma variante pode estar associada a
fungdo alterada de um gene e possa estar envolvido com a ocorréncia da maloclusdo, pode

ser analisada através das frequéncias desses polimorfismos (CRUZ et al., 2008).

Apesar do sequenciamento do genoma humano ter sido concluido em 2003,
(LANDER et al., 2001; CRUZ, 2008) o seu processo de entendimento de doengas estd
apenas iniciando. Neste momento, ¢ de grande importancia a identificacdo dos genes
envolvidos em condig¢des especificas, sua variagdo na populagdo e como interagem entre si
e com outros fatores. A identificacdo e o conhecimento do funcionamento dos genes
responsaveis pelas caracteristicas comuns e doencas hereditarias continuam a ser um dos

maiores objetivos da genética (BOTSTEIN e RISCH, 2003).

A quantidade de genes que possuimos ndo ¢ o mais importante, mas sim, a
capacidade do organismo humano de combind-los e transformar-se numa usina bioquimica
produtora de proteinas. A missdo de identifica-los, determinar sua localizacdo, fungdo e
como interagem € o principal alvo dos geneticistas. Os pesquisadores tém se preocupado
em identificar quais sdo os genes defeituosos causadores de anomalias. Identificar
mutacdes genéticas em familias com agenesia dentdria permitird, a longo prazo, propor
formas de corrigir problemas durante esse desenvolvimento através de terapias que
tivessem como alvo os genes defeituosos, impedindo o fendtipo de agenesia dentéria.
Além disso, permitira um melhor entendimento do modo de heranga, o que possibilitaria
um esclarecimento mais preciso para as familias de afetados por essa anomalia, sobre a
causa da falta de dentes especificos. A compreensao da genética dento-orofacial humana e
seu impacto no diagnostico, prevencdo e, eventualmente, terapéutica, ¢ parte integral do

cuidado em saude (VASTARDIS, 2000).

O evento mais importante durante a regulagem do desenvolvimento dentdrio ¢
interacdo entre o tecido epitelial e o tecido mesenquimal, e requer o envolvimento de
varios genes e suas proteinas. Moléculas sinalizadoras de diferentes familias s3o usadas em
sequéncia durante o desenvolvimento dentdrio e, reciprocamente, do epitélio para o
mesénquima. Além disso, varios fatores de transcri¢do tém sido identificados como os
alvos da sinalizagdo. Essas interagdes de sinais, que determinam localiza¢do, tamanho e

forma dos dentes, come¢am nos primeiros estdgios do desenvolvimento dentario. Os sinais
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mais estudados pertencem as familias dos FGFs (Fibroblast Growth Factors) e TGFB
(Transforming Growth & Factors) que inclui BMPs (Bone Morphogenetic Protein). Cada
familia consiste de varios sinais codificados por diferentes genes que sdao usados

reinteradamente (JERNVALL, J. THESLEFF, 1. 1981).

Os primeiros sinais sdo secretados pelo ectoderma oral iniciando assim a
odontogénese. Os sinais do mesénquima controlam o crescimento e a dobra do epitélio, e
também induzem a formagdo de centros de sinalizagdo no epitélio, nos quais sdo ativados
muitos genes que codificam sinais das moléculas. Um exemplo € o estdgio de casquete nos
dentes, que expressam mais de dez sinais diferentes. Como resultado dessa sinalizagao,
numerosos fatores de transcricdo tém sido identificados como os alvos dos tecidos. Um
exemplo ¢ o DNP no inicio da morfogénese dentaria fazendo com que o fator de
transcrigdo MSX1 (Muscle Segment Homeobox 1) se expressasse no mesénquima. FGF
(Fibroblast Growth Factors) também induz MSX1. Os numerosos fatores de transcrigdo
tém sido descobertos, os quais sdo ativados no mesénquima como resultado do BMP e do
FGF, assim como de outros sinais do epitélio (JERNVALL, J. THESLEFF, 1. 1981). A
primeira mutagdo genética do MSX/ associada a agenesia dentaria humana foi descrita por
Vastardis et al., em 1996. Neste estudo, os autores analisaram uma grande familia e

revelaram a presenca de uma mutacgdo localizada no cromossoma 4p no locus MSX].

Algumas centenas de genes foram associados ao desenvolvimento dentario e
mostraram associacdo entre anomalia dentaria, como agenesia, e variagdo genética em
MSXI1, PAX9, TGFA, IRF6, FGFRI, AXIN2, MMP1 ¢ MMP20 (VIEIRA et al., 2004,
PARDO et al., 2006, VIEIRA et al, 2007; VIEIRA et al., 2008; CALLAHAN et al.,
2009a e b; KUCHLER et al., 2011). Muitas vezes, disturbios nas relagdes craniofaciais e
oclusais aparecem juntamente com anomalias dentarias (SACERDOTI E BACETTI, 2004;
MERCURE et al., 2013; RAMIROet al., 2015; AMINI et al., 2017), apoiando a hipdtese
de que os mesmos genes e/ou vias podem contribuir para certos tipos de anomalias

dentarias e mas oclusdes esqueléticas (FERNANDEZ et al., 2018).

O maior desafio serd estudar a funcdo das proteinas produzidas pelos genes.
Aposta-se muito em uma nova forma de pratica terapéutica, a da medicina personalizada.
O tratamento e a prevencao serdo definidos sob medida para cada paciente, baseados em

sua andlise genomica (COSTA, 2001). No futuro, a terapia génica promete corrigir as
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mutagoes causadoras das doengas, com remédios que seriam uma versao correta do gene.
Isso mudard a conduta clinica e o diagndstico, contribuindo para uma medicina
personalizada. Nao é necessario novos tratamentos, mas sim, usar o melhor possivel. Nao
existirdo terapias génicas milagrosas, mas, com o diagndstico mais preciso, sera possivel a
utilizagdo melhor das drogas. Serd possivel, também, o desenvolvimento de mais remédios
por conceitos tradicionais, porém criados para as reais necessidades do paciente (JANSEN,

2003).

A ideia central ¢ fazer com que esses conhecimentos laboratoriais cheguem aos
pacientes, gerando beneficios diretos, como um diagnodstico mais preciso e a possibilidade
de uma intervencdo mais precoce. Essa intervencdo poderia ser realizada enquanto o
complexo craniofacial, ainda em desenvolvimento, estd mais sensivel a tratamentos
profilaticos e, at¢ mesmo, a prevencao dessas alteragdes. Desta forma, a eliminagdo de
perturbagdes funcionais e estéticas no individuo ficaria ao alcance de Cirurgides Dentistas,

contribuindo para uma melhor qualidade de vida desses pacientes.
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2. PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Verificar a presenca de associacdo fendtipo-genotipico entre TGFA (Fator de
Crescimento Transformante o) (C/T rs1523305), IRF6 (Fator Regulatério Interferon 6)
(A/C 1s2013162) e MSXI (Segmento Muscular Homeobox 1) (A/G rs12532) e anomalias

dentarias em pacientes com malclusdo esquelética.
2.2 Objetivos especificos

A fim de cumprir com os objetivos especificos da presente tese, estes foram

subdividos em fases de acordo com o concebido em cada estudo:
Estudo I:

*  Determinar se individuos com discrepancias esqueléticas de Classe II ou III apresentam
uma maior frequéncia de anomalias dentdrias em comparacdo com individuos com

maloclusdo de Classe 1.
Estudo II:

¢  Comparar quatro diferentes métodos de coleta salivar e de células bucais [Expectoragdo
da Saliva (1), Expectoragdo da Saliva com Estimulo Lingual (2), Raspagem com Escova
Citologica (3) e Raspagem com Escova Citoldgica mais Expectoracdo da Saliva (4)]

para extracdo de DNA gendmico, avaliando sua concentragdo e pureza.
Estudo III:

*  Avaliar a existéncia de dismorfismo sexual e etnia nas maloclusdes esqueléticas;
*  Verificar a associagdo entre polimorfismos no gene 7GFA em portadores de anomalia

dentéria e nas maloclusdes esqueléticas;
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Verificar a associag@o entre polimorfismos no gene MSX/ em portadores de anomalia
dentéria e nas maloclusdes esqueléticas;
Verificar a associagdo entre polimorfismos no gene /RF6 em portadores de anomalia

dentaria e nas maloclusdes esqueléticas.
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3. DELINEAMENTO DA PESQUISA

3.1 ESTUDOI

A presente revisdo sistematica foi registrada no Registro Prospectivo de Revisdes
Sistematicas (PROSPERO; Centro de Analises e Divulgacao, Universidade de York; e no
Instituto Nacional de Pesquisa em Satde) sob o nimero de registro CRD42016038916. e
seguiu os Itens de Relatorios Preferenciais para Revisdo Sistematica e Meta-Analises.

(PRISMA) checklist (MOHER et al, 2009).
Estratégia de Busca

Para a realizacdo da busca na literatura, a seguinte pergunta for formulada: “Existe
diferenga na frequéncia de anomalias dentarias em pacientes ortodonticos com Classe II ou
III versus Classe 1?". Para desenvolver a questao, foi adotado um conjunto de critérios para
elegibilidade do estudo, com base na estratégia PECOS (Populagdo: maxila e mandibula;
Exposigdo: discrepancias esqueléticas; Comparacdo: padrao de normalidade; e Resultado:

anomalias dentarias), usando MeSH, termos associados e palavras-chave.

A busca principal foi realizada em novembro de 2016 e atualizada até janeiro de
2019. As publicagdes de potencial relevancia para este estudo foram identificadas apos a
busca nas principais bases de dados eletronica da literatura cientifica, incluindo PubMed,
Scopus, LILACS, Web of Science, Cochrane Library e Literatura Cinza. Artigos adicionais
foram identificados por pesquisas manuais. Livros didaticos, dissertagdes, relatos de casos,
séries de casos, artigos de revisdo e resumos foram excluidos. Estudos em populagdes que
apresentavam doengas sistémicas especificas, condi¢cdes ou disturbios metabolicos e

auséncia das trés maloclusdes esqueléticas foram excluidos.

Dois investigadores (C.C.A.F. e M.G.M.) examinaram de forma independente cada

artigo através do titulo, resumo e palavras-chave. Se faltassem dados relevantes, os autores
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dos artigos em questdo eram contatados para obter informagdes adicionais. Nenhuma

restricao foi aplicada em relagdo ao idioma ou data de publicagdo.

Os estudos selecionados foram descritos em relacdo ao tipo de estudo, amostra
total, distribui¢do por género, como o diagndstico de maloclusdo esquelética e anomalias
dentarias foram realizados, e a frequéncia de anomalias dentdrias em cada maloclusdo. As

anomalias dentarias também foram agrupadas em anomalias de nimero, forma e posicao.
3.2 ESTUDO II:
Selecao da Amostra

Para este estudo, foram selecionados 20 individuos (10 homens ¢ 10 mulheres)
alunos e funcionarios da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. O recrutamento se deu na propria Universidade em dias alternados, através de
conversa informal, simples e objetiva, em uma sala reservada, com a pesquisadora
responsavel. Este processo foi realizado de maneira que o participante se sentisse 0 mais

confortavel e a vontade possivel.

A inclusdo destes pacientes ocorreu apds lerem e assinarem o Termo de
Consentimento Livre (Apéndice 1). Este projeto se caracteriza como um estudo piloto e
encontra-se aprovado no Comit¢é de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario

Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ) sob o nimero 619.096 (Anexo 1).
Coleta de Dados

Foram coletados dados como idade, género e etnia (caucasiano e outros) e a coleta
do material biologico foi realizada através de 04 protocolos diferentes para a coleta de

saliva e células bucais.
Coleta de Material Bioldgico

Nesta etapa, foram realizados 04 protocolos de coleta de saliva e células bucais,
por uma unica pesquisadora, com um intervalo de pelo menos 01 (um) dia. Os protocolos
de coleta salivar foram realizados aleatoriamente e os participantes foram orientados a ndo

fumar ou comer por pelo menos 30 minutos antes de cada coleta.
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1. Expectoracao de saliva,
2. Expectoragao de saliva com estimulo lingual;
3. Raspagem com escova citoldgica;

4. Raspagem com escova citologica + Expectoracdo da saliva.

1. Expectoracdo da Saliva

A coleta salivar por expectoracdo foi realizado com um tubo Falcon. A
pesquisadora orientou cada individuo a cuspir até a marcacdo de 2 ml. Em seguida foram
anotadas no tubo as informacdes de identificacdo da amostra. Apos a coleta, cada tubo foi
protegido por um saco plastico e armazenado a uma temperatura de -20°C. Esta etapa de

identificacdo e armazenamento foi realizada ao final de cada protocolo de coleta.
2. Expectoragdo de Saliva com Estimulo Lingual

Nesta coleta salivar, o individuo foi orientado a realizar uma estimulagdo com a
lingua prévia a expectoragdo de saliva. Esta modifica¢do (estimulag¢do lingual) consistiu
em esfregar a lingua na mucosa jugal e fundos de vestibulos por 10 vezes em cada lado e
nos dentes, com o objetivo de desprender as células bucais da mucosa oral. Em seguida, a

coleta salivar por expectoragao foi realizado com um tubo Falcon.
3. Raspagem com Escova Citologica

A coleta por raspagem das células bucais da mucosa oral foi realizado com uma
escova citologica, que em seguida foi armazenada em um tubo Falcon. O procedimento foi
realizado por uma tUnica pesquisadora que posicionou a escova confortavelmente na boca
do individuo e esfregou a gengiva inferior 10 vezes com movimentos rotatorios e para tras

e para frente.
4. Raspagem com Escova Citologica + Expectoragdo da Saliva

Este método consistiu na jun¢do dos métodos Raspagem com Escova Citologica

(item 4) e Expectoracdo da Saliva (item 1).
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Extracao de DNA

Para extracdo do DNA proveniente das amostras de expectoracdo da saliva,
expectoragdo da saliva com estimulo lingual, raspagem das células bucais da mucosa oral e
raspagem das células bucais da mucosa oral mais expectoracao da saliva, foram seguidos

os passos do Kit Qiagen® propostos pelo fabricante:

https://www.giagen.com/br/gdm/alp/allprep-selection-
guide?intcmp=ECOM_WEB_SelectionGuides 2610 teaser Tools AllPrepGuide

Quantificacio do DNA

A concentragdo e a pureza do DNA foram determinados por densidade Optica em
espectrofotometro (NanoDrop®2000c) utilizando-se 2 pL do material extraido. A
concentragdo de DNA foi avaliada em um comprimento de onda de 260nm. A razdo entre
os valores obtidos nos comprimentos de onda 260nm e 280nm foi usada para estimar a
pureza do DNA gendmico. Somente as amostras de DNA com razdo 260/280 acima de 1,7

foram consideradas satisfatorias quanto a pureza do DNA.
Analises Estatisticas

Estatistica descritiva foi aplicada, avaliando a frequéncia dos géneros, etnia e a
média de idade dos individuos estudados. Os Testes T e One-way ANOVA foram
utilizados para comparar a diferenga entre os grupos.. Além disso, para verificar a
possibilidade de associa¢do entre as variaveis dicotomicas, foi aplicado o teste do Qui-
quadrado e/ou exato de Fisher (p>0,05). O Teste de Correlagdo de Spearman foi realizado
para avaliar a possibilidade de correlagdo entre as varidaveis numéricas. Os dados foram
tabulados e analisados no programa estatistico SPSS versao 20.0 (Statistical Package for
Social Sciences, SPSS Inc, Chicago, III) e os testes foram empregados com nivel de

significancia de 95%.
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3.3 ESTUDO III:
Amostra e Método

Este estudo foi composto por uma amostra censitaria de 505 pacientes, com idade
igual ou superior a 08 anos, que estavam em tratamento (ativo ou de conten¢do) em
instituicdo publica de ensino (Departamento de Ortodontia da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRIJ). Esta institui¢do ¢ considerada um
centro de referéncia em ortodontia na cidade do Rio de Janeiro, devido as pesquisas,
atividades e tratamentos desenvolvidos pelos seus membros. Este trabalho possui
aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga

Filho (HUCFF) — UFRJ, sob o numero do parecer 619.096 (Anexo 1).
Critérios de Inclusiao
Os individuos participantes foram somente incluidos neste estudo:
Com idade igual ou superior a 08 anos;

Em presenca de tratamento ativo ou em periodo de conten¢do no Departamento de

Ortodontia da Faculdade de Odontologia — UFRJ;

Com auséncia de sindromes e/ou desequilibrios enddcrinos e/ou transtornos

metabolicos;

. Ap0s lerem e assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (e Termo

de Assentimento, em casos de criangas) (Apéndices 2 e 3, respectivamente).

Calibracao

A calibragdo para a realizacdo do diagndstico de anomalia dentaria e medidas
cefalométricas foi elaborada em um estudo prévio (FERNANDEZ et al., 2018) e
apresentou Kappa = 0,91 e ICC = 0,87. Apenas os pacientes matriculados a partir de 2014
necessitaram de coleta de dados referente ao diagndstico de anomalia dentdria, medidas
cefalométricas, entre outros, conforme a Ficha em anexo (Apéndice 4) (pois ndo foram

incluidos no estudo prévio).
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Coleta de Dados

O critério para selecdo da amostra relacionada a anomalia dentaria baseou-se na
condicdo de que as fichas contivessem uma radiografia panordmica com boa qualidade
técnica, possibilitando a visualizagdo de todos os elementos dentarios e estruturas
circunvizinhas. Um examinador procedeu a avaliagdo das radiografias, com o auxilio de
negatoscopio medindo 13 cm x 37 cm coberto com moldura de cartolina preta em
condi¢des de iluminagdo ideal, isto €, em uma sala cuja Unica luz era a do negatoscopio e
lupa. Dessas, foram excluidos os pacientes que apresentaram qualquer tipo de sindrome e
também aqueles nos quais ndo foi possivel um diagnostico confiavel de anomalia dentaria,
devido a ma qualidade da radiografia, idade dentaria atrasada ou falta de informagao
segura dos pais e/ou probando em relacdo a extracdo ou ndo do dente em questdo

(FERNANDEZ et al., 2018).

Para todos os individuos selecionados foram realizadas entrevistas com os proprios
responsaveis, através da aplicagdo de questiondrios para avaliacdo dos seguintes
parametros: informagdes socio-demograficas e culturais, presenga de alteragdes sistémicas,
uso de medicamentos e historico familiar de alteragdes oclusais. A avaliagdo clinica foi em
uma cadeira odontolégica com os equipamentos necessarios e aparatos especificos e foram
observadas as caracteristicas dento faciais, tais como: relagdo molar, presenca de

anomalias dentarias e habitos parafuncionais (Apéndice 5).

Caracterizacio Fenotipica - Medidas Cefalométricas

Para a caracterizacdo do padrdo esquelético dos pacientes foram digitalizados 19
pontos cefalométricos (Po, S, Or, Ls, Go, Pog, Pog, Me, D, A, B, Go, N, Gn, Ba, R1, R2,
R3 and R4) que serviram como marco anatdomicos para a obtencdao dos angulos e medidas
SNA, SNB, SND, ANB, Sn-GoGn, profundidade facial, profundidade mandibular e

convexidade facial na radiografia cefalométrica de perfil.
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Para caracterizar os padrdes de crescimento, os valores do angulo SN-GoGn
medidos na radiografia cefalométrica foram utilizados de acordo com Steiner (1953) e um

estudo anterior (FERNANDEZ et al., 2018):
- angulo SN-GoGn <32 ° = hipodivergente,
- angulo SN-GoGn = 32 ° = normal, e
- angulo SN-GoGn > 32 ° = hiperdivergente.

A classificagdo da maloclusdo esquelética foi definida utilizando-se os valores do
angulo ANB (SNA-SNB), de acordo com o padrido cefalométrico recomendado por Steiner

(1953) e proposto por alguns autores (FERNANDEZ et al., 2018):
- angulo ANB com valores entre 0 ° e 4 ° = Classe I,
- angulo ANB com valores >4 ° = Classe II, e
- angulo ANB com valores <0 ° = Classe III.

Todos os tragados foram realizados através do Software Dolphin (Dolphin

Imaging) por um tnico pesquisador calibrado.

Coleta de Material Bioldgico

As amostras de saliva e células descamadas da mucosa oral foram coletadas de
todos os participantes através do método de expectoracdo e armazenadas em tubos falcon
esterilizados. Os tubos contendo o material bioldgico foram mantidos resfriados (em caixas
de isopor com gelo) no local da coleta (clinica de Ortodontia FO/UFRIJ) até a chegada ao
Departamento de Odontopediatria, onde foi armazenado a temperatura de -20° C. Os
individuos participantes deste estudo foram devidamente informados sobre a
impossibilidade de ingestdo de alimentos, 4gua e escovacdo dentaria por até 30 minutos

antes da referida coleta salivar.
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Extracao de DNA

As etapas laboratoriais foram desenvolvidas no laboratério do Centro de Genética
Craniofacial e Odontoldgica, no Departamento de Biologia Oral, na Universidade de
Pittsburgh, através do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior, oferecido pela
CAPES (nimero do processo: 88881.132022/2016-01). A extracdo de DNA foi realizada
conforme estudo publicado previamente (TREVILLATO e LINE, 2000).

Avaliacao da Quantidade e Pureza do DNA

A concentragdo e a pureza do DNA foram determinados por densidade Optica em
espectrofotometro (NanoDrop®2000c) utilizando-se 2 pL do material extraido. A
concentragdo de DNA foi avaliada em um comprimento de onda de 260nm. A razdo entre
os valores obtidos nos comprimentos de onda 260nm e 280nm foram usadas para estimar a
pureza do DNA gendmico. Somente as amostras de DNA com razdo 260/280 acima de 1,7
foram incluidas neste estudo (caso a amostra ndo atinja o grau de pureza necessario, esta

sera reprocessada seguindo os mesmos parametros previamente descritos).

Genotipagem

Foram selecionados trés polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs): TGFA C/T
rs1523305, IRF6 A/C rs2013162 ¢ MSX1 A/G rs12532. Esses marcadores foram
escolhidos com base em informacdes sobre a estrutura génica e as relagdes de desequilibrio
de ligagdo que estdo disponiveis no site do International HapMap Project
(http://www.hapmap.org/). O PCR e a analise de ponto final foram realizadas em um
termociclador em tempo real (ABI PRISM® 7900HT, Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) (Stratagene Mx3005P). Apos a genotipagem, as amostras foram descartadas.
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Analise Estatistica

Analyzed: 364

Flagged: 0

Omitted by Analysis: 0 Omitted Manually: 0 Samples Used: 120 SNP Assays Used: 1

Os dados coletados foram submetidos aos testes Razdo de Chance ,Testes do Qui-

quadrado, Teste t independente e Exato de Fisher (nivel de significancia = 95%) para

verificar a presenga de diferenca na frequéncia dos genotipos nas anomalias dentarias e nas

maloclusdes esqueléticas. As variagdes das medidas cefalométricas e angulares dos

sujeitos do grupo Classe II e III, hipodivergentes e hiperdivergente (padrio de

crescimento), ¢ do grupo comparacdo (Classe I e padrao de crescimento normal) foram

testadas separadamente de acordo com sexo, etnia (teste t independente) e idade

(coeficiente de correlagcdo de Spearman). O teste Razao de chance foi utilizado para ajudar

a inferir o tamanho do efeito dos genotipos. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado

usando o Teste do Qui-quadrado. O software utilizado para andlise estatistica foi o

programa SPSS para Windows versdo 20.0.
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ABSTRACT

Objective: To determine whether individuals with skeletal discrepancies of Class
IT or III display a higher frequency of dental anomalies in comparison with individuals

with Class I malocclusion.

Design: A search of the main electronic medical scientific literature databases was
conducted. Observational studies were selected if mentioning dental anomalies in the

different skeletal malocclusion patterns.

Results: A total of 4,768 studies were found and the duplicated studies (1,279)
were removed, resulting in 3,489 papers to be analyzed. After screening by title, 138 were
fit for screening by abstract. After that, a total of 13 papers were carefully read in full. Five
studies included dental anomaly frequencies in orthodontic patients and included 7,679
participants. The frequency of dental anomalies ranged from 11.2% to 40.3%. It was
observed that individuals with skeletal discrepancies of Class II and III had more dental

anomalies when compared to individuals with Class I.

Conclusion: Individuals with skeletal malocclusion patterns have more dental
anomalies and there is an association between dental anomalies and skeletal Class 11 or

Class III malocclusion patterns.
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INTRODUCTION

Dental anomalies are clinical alterations resulting from disturbances during the
tooth formation process.' They represent disturbances of number, size, shape, position and
structure of the teeth.” The prevalence of dental anomalies can range from 5.46 to
74.7%,'” due to different ethnicities and diagnostic criteria."*” The etiology of dental

anomalies includes genetic and environmental factors. >

Skeletal malocclusions are usually categorized and described by disturbances in the
craniofacial and occlusal relationships’ and often appear together with the dental
anomalies, asserting their relation and complicating therapy.® It appears that dental
anomalies may be more likely to occur if individuals have Class II or Class III
relationships in comparison to Class I. This literature review aimed to confirm that
evidence exists that individuals with Class I skeletal malocclusion are less likely to have

dental anomalies.
MATERIAL AND METHODS

The present systematic review was registered at Prospective Register of Systematic
Reviews (PROSPERO; Centre for Reviews and Dissemination, University of York; and
the National Institute for Health Research) under the registry number CRD42016038916
and followed the Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta Analyses
(PRISMA) checklist.”

Search Strategy

The following focused question was formulated: “Is there a difference in the
frequency of dental anomalies in orthodontic patients with Class II or III versus Class I
malocclusion?” To develop the focused question, a set of criteria for study eligibility was
adopted, based on PECOS strategy (Population: maxilla and mandible; Exposition: skeletal
discrepancies; Comparison: standard of normality; and Outcome: dental anomalies), using

MeSH, entry terms and key words (Table 1).

The main search was conducted in November 2016 and was updated on January
2019. Publications of potential relevance to this study were identified after searching the

main electronic medical scientific literature databases, including PubMed, Scopus,
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LILACS, Web of Science, the Cochrane Library, and Grey Literature. Additional articles
of potential relevance were identified by manual searches. Textbooks, dissertations, case
reports, case series, review articles, and abstracts were excluded. Studies in populations
presenting specific systemic diseases, conditions, or metabolic disorders, and absence of

the three skeletal malocclusions were excluded.

Two examiners (C.C.A.F. and M.G.M.) independently screened each paper by
examining the title, abstract, and keywords. No restriction was applied regarding language

or date of publication.

The selected studies were described in relation to the type of study, total sample,
sex distribution, how the diagnosis of skeletal malocclusion and dental anomalies were
performed, and the frequency of dental anomalies in each malocclusion. Dental anomalies

were also grouped in anomalies of number, shape and position (Table 2).
RESULTS and DISCUSSION

The present systematic review was registered at Prospective Register of Systematic
Reviews (PROSPERO; Centre for Reviews and Dissemination, University of York; and
the National Institute for Health Research) under the registry number CRD42016038916
and followed the Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta Analyses

(PRISMA) checklist.”
Search Strategy

The following focused question was formulated: “Is there a difference in the
frequency of dental anomalies in orthodontic patients with Class II or III versus Class I
malocclusion?” To develop the focused question, a set of criteria for study eligibility was
adopted, based on PECOS strategy (Population: orthodontic patients; Exposition: skeletal
discrepancies; Comparison: standard of normality; and Outcome: dental anomalies), using

MeSH, entry terms and key words (Table 1).

The main search was conducted in November 2016 and was updated on January
2019. Publications of potential relevance to this study were identified after searching the
main electronic medical scientific literature databases, including PubMed, Scopus,

LILACS, Web of Science, the Cochrane Library, and Google Scholar. Additional articles
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of potential relevance were identified by manual searches. Textbooks, dissertations, case
reports, case series, review articles, and abstracts were excluded. Studies in populations
presenting specific systemic diseases, conditions, or metabolic disorders, and no

descriptions of the three skeletal malocclusions were excluded.

Two examiners (C.C.A.F. and M.G.M.) independently screened each paper by
examining the title, abstract, and keywords. No restriction was applied regarding language

or date of publication.

The selected studies were described in relation to the type of study, total sample,
sex distribution, how the diagnosis of skeletal malocclusion and dental anomalies were
performed, and the frequency of dental anomalies in each malocclusion. Dental anomalies

were also grouped in anomalies of number, shape and position (Table 2).
CONCLUSION

In summary, individuals with skeletal Class II or Class III malocclusion patterns
have more dental anomalies than individuals who are Class 1. In addition, there is an
association between dental anomalies and skeletal Class II or Class III malocclusion

patterns.
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. Table 1 - PECOS strategy (Population; Exposition; Comparison; and Outcome), using MeSH, entry
terms and key words

MeSH Entry Terms Key Words
P: Maxilla (25648) + (15289)  Bone Maxillary (21502)
Maxillae (1317)
Mandible e Maxilla
Jaw (92640) + (23972)
Jaws (10315)
Craniofacial Region (584)
Bone (560528)
Oral region (504)
Jawbone (465)
Mandible* (48910) + Anatomic regions (798)
(33401) Facial skeleton (1404)
E: Malocclusion, Angle Class  Angle Class II (408) Class II (49045)
11 (5272) + (03) Skeletal Class II
Skeletal Discrepancies Malocclusion (140)
Prognathism, Mandibular
(1604)
Malocclusion, Angle Class  Angle Class III (142) Class III (17141)
I (2961) + (134) Underbite (14) Skeletal Class III
Malocclusion (377)
Craniofacial
Prognathism (3102) + Abnormalities (786)
(1845)
C: Standard Pattern Malocclusion, Angle Class  Angle Class I (260) Class I (51655)

1(1267) + (207)

O: Dental Anomalies

Search String:

(MaxillalMeSH Terms]) OR Maxilla[Title/Abstract]) OR Bone Maxillary[Title/Abstract]) OR Maxillae[Title/Abstract]) OR Craniofacial
Region[Title/Abstract]) OR Bone[Title/Abstract]) OR Oral Region[Title/Abstract]) OR Jawbone[Title/Abstract]) OR Anatomic regions[Title/Abstract]) OR
Facial skeleton[Title/Abstract])) OR Jaw[MeSH Terms]) OR Jaw[Title/Abstract]) OR Jaws[Title/Abstract])) OR MandiblefMeSH Terms]) OR
Mandible*[Title/Abstract])) AND (((((((((((((((Malocclusion, Angle Class II[[MeSH Terms]) OR Malocclusion Angle Class II[Title/Abstract]) OR Angle
Class II[Title/Abstract]) OR Class II[Title/Abstract]) OR Skeletal Class II Malocclusion[Title/Abstract]) OR Malocclusion, Angle Class III[MeSH Terms])
OR Malocclusion Angle Class III[Title/Abstract])) OR Prognathism Mandibular[Title/Abstract]) OR Angle Class III[Title/Abstract]) OR
Underbite[Title/Abstract]) OR Class III[Title/Abstract]) OR Skeletal Class III Malocclusion[Title/Abstract]) OR Prognathism[MeSH Terms]) OR
Prognathism[Title/Abstract]) OR Craniofacial Abnormalities[Title/Abstract])) AND ((((Malocclusion, Angle Class I[MeSH Terms]) OR Malocclusion
Angle Class I[Title/Abstract]) OR Angle Class I[Title/Abstract]) OR Class I[Title/Abstract])




Table 2. Data extraction from the five selected studies
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Skeletal

Prevalence of

Males Females i dental
Studies Type of study Sample . . malocclusion Den(tﬁll agg;r;:hes anomalies
N (%) N (%) diagnosis &
N (%)
Uslu et al., . 352 548 cephalometric Paqoramlc/perlaplcal 363 (40.3)
2009 Observational 900 (39.1) tracin radiographs, photos,
' (60.9) cing records and dental models
. 597 . : : 237 (22.7
Celicoglu and Observational 146 449 cephalqmetrlc Panoramic radiographs (22.7)
Kamak, 2012 (42.9) (57.1) tracing and records
1205 Panoramic and periapical
Young, 2010 Observational 3055 (39.5) 1850 (60.5) not reported radiographs, and dental 344 (11.3)
' models
Chung et al., . 611 cephalometric Panoramic radiographs, 182 (11.2)
2008 Observational 1793 (377 1011(623) tracing and dental models
504 . Panoramic and periapical
Fle rr;e(l)nldgez et Observational 1047 (23;5 :;) cepltlr?;loirrrlletrlc radiographs, photos, 127 (15.7)
& ' (56.7) cing records and dental models
Studies Class I — no dental Class II —no Class III — no Class I — dental Class II — dental Class III — dental
anomalies dental anomalies dental anomalies anomalies anomalies anomalies
Uslu et al., 202 221 99 156 155 67
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2009

Celicoglu and
Kamak, 2012

Young, 2010

Chung et al.,
2008

Fernandez et
al., 2018

290

862

979

158

290

985

256

136

229

864

376

28

74

123

103

152

72

117

19

113

91

104

60

43

Studies

Class I —dental
anomalies of

Class II — dental
anomalies of

Class III — dental
anomalies or

Class I — dental
anomalies of

Class II — dental
anomalies of

Class III — dental
anomalies of

number number number shape shape shape
Uslu et al., 2009 83 73 41 163 73 31
Celicoglu and 72 74 e —
Kamak,
2012
Young, 2010 123 117 04 e
Chung et al., 2008 103 19 0 —
Fernandez et al., 58 38 13 21 15 12

2018
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Class I — dental anomalies

Class II — dental

Class III — dental

i iy . o } oo Study conclusion
Studies of position anomalies of position anomalies of position Y
A remarkably high rate of
dental anomalies was recorded
Uslu et al., 2009 17 6 8 in orthodontic patients.
Third molar agenesis depends
Celicoglu and Kamak, on sagital skeletal
2012 T T T malocclusions.
The prevalence of hypodontia
Young, 2010 e in Koreans is relatively high.
Hypodontia was associated
with third molar agenesis and
Chungetal.,, 2008  —— e e skeletal Class III malocclusion.
Microdontia was associated
with the skeletal Class
Fernandez et al.. 2018 73 60 18 III malocclusion pattern, and
V4 .

tooth agenesis was

associated with the
hypodivergent growth pattern.
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ABSTRACT

The use of saliva and oral cells as sources of biological material has gained
attention, due to advantages such as facility, non-invasiveness, and great patient
acceptance. The objective of the study was to compare four different types of saliva and
oral buccal cell collecting methods for genomic DNA extraction: (1)Expectoration of
saliva, (2)Expectoration of saliva with lingual stimulation, (3)Scraping with cytological
brush, and (4)Scraping with cytological brush and expectoration of saliva. The sample was
composed of students and employees from the Dental School of the Federal University of
Rio de Janeiro (n = 20, 10 men and 10 women with mean age of 47.60 £+ 15.70 and 20.50 +
2.1, respectively). The collections were performed with an interval of at least one day
between them and the participants were instructed to stay for less than 30 minutes without
eating food and brushing teeth. Samples were stored at -20°C until DNA extraction was
performed using a commercially available kit (Qiagen®). Differences in DNA yield
between methods were test for statistical significance with an alpha of 0.05. No sexual
dimorphism was observed in relation to the concentration of DNA (p=0.76), age (p=0.91),
and ethnicities (p=0.72). There was no significant difference between the collection
methods in relation to the quantity and purity of the extracted DNA (p>0.05). All methods
gave lower DNA yields than the ones obtained from blood or saliva collected through
comercial kits and may be carefully use for clinical diagnostic purposes or for research

experiements requiring higher DNA concentrations.
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INTRODUCTION

DNA for diagnostic or research purposes can be obtained from various biological
materials. In the last decades, the DNA used in molecular studies was preferentially
obtained from blood samples since they provide a large number of cells and, consequently,
a good yield [1,2]. However, collection of blood samples has some drawbacks such as the
potential non-viability in large population-based studies. Because it is an invasive method,
some patients may be resistant to collection, need a specialized professional to perform the
procedure, and it is more difficult to perform in the elderly and children [1,3,4]. Another
factor to be emphasized is that the ferrous ions (Fe2 +) present in the blood compete with

Mg?2 + ions, which are inhibitors of PCR (C-reactive protein) [1,2].

Saliva has been increasingly used as a source of genomic DNA suitable for large
studies because it is non-invasive and has diagnostic potential. In addition, when compared
to the traditional method of collecting DNA from blood, it presents a reduced cost and is a
non-invasive method that can be performed more easily in children, the elderly, and
patients with special needs [5]. Collecting saliva also brings no risk of infections and has

the potential to become a first line of clinical diagnosis [6].

A number of methods for collecting saliva and buccal cells have been reported:
swabs, brushes, mouthwashes [4], drainage method, spit method, suction method, and
stimulation by paraffin mastication and/or by applying citric acid to the tongue [6]. DNA
quality is essential for the success rates in analyzes and the amount of DNA collected is
extremely important and we must be attentive to these factors during the choice of DNA

collection method [7].

Despite the obvious practicality and advantages of saliva and oral cells in obtaining
DNA, there is a difference in the amount of DNA obtained depending on the method of
extraction of genomic DNA from saliva used. The objective of the present study was to
compare four different methods of collecting saliva and buccal cells for DNA extraction

evaluation of its concentration and purity.
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MATERIALS AND METHODS

1. SAMPLE SELECTION

Twenty participants [10 males and 10 females, mean age of 36.55 (+15.74) years, 13
White and 7 Black] who were students and employees at the School of Dentistry of the
Federal University of Rio de Janeiro were selected (convenience sample). The inclusion of
these individuals occurred after they read and signed a Term of Free Consent. This project
was approved by the Research Ethics Committee of the University Hospital Clementino

Fraga Filho (HUCFF/UFRJ) - number 619.096.
2. DATA COLLECTION

During the interview, data such as age, sex, and ethnicity were recorded. Then, four
different protocols randomized for the order that they were performed were used for the
collection of saliva and buccal cells by a single researcher (C.C.A.F.), with an interval of at
least one day between each other. Participants were instructed to not smoke, eat and brush

their teeth for at least 30 minutes before each saliva collection.
1. Expectoration of saliva;
2. Expectoration of saliva with lingual stimulus;
3. Scraping with a cytological brush; and,

4. Scraping with cytological brush + expectoration of saliva.

2.1 Expectoration of saliva

Saliva collected was stored in a falcon tube. The researcher instructed each
individual to spit until the marking of 2 ml. After the protocol collection was performed,

information such as the date of the collection, the method and the study identifier the
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participant were recorded on the tube and it was protected by a plastic bag and stored at -
20°C. This step was performed routinely in all the different protocols carried out in this

research.

2.2 Expectoration of saliva with lingual stimulus

In this salivary collection method, the individuals were instructed to perform
stimulation through the friction of their tongue against intraoral structures and after, they
were asked to spit. Step by step, this method consisted of rubbing the tongue in the teeth,
jugal mucosa, and roof of the mouth 10 times in each hemiarch in order to detach buccal

cells from the oral mucosa.

2.3 Scraping with a cytological brush

Scraping of buccal cells from the oral mucosa was performed with a cytological
brush that was then stored in a Falcon tube. The procedure was performed by a single
researcher (C.C.A.F.) who positioned the brush comfortably in the individual's mouth and

rubbed the lower gum 10 times with rotational movements and back and forth.

2.4 Scraping with a cytological brush + expectoration of saliva

This method consisted of the combination of the methods Scraping with a

cytological brush and Expectoration of saliva.

3. DNA EXTRACTION

To extract the DNA from the samples, the steps of the Qiagen® Kit proposed by

the manufacturer were followed:
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https://www.giagen.com/br/gdm/alp/allprep-selection-
guide?intcmp=ECOM_WEB_SelectionGuides 2610 teaser Tools AllPrepGuide

4. DNA QUANTIFICATION

The concentration and purity of the DNA were determined by optical density
spectrophotometer (NanoDrop® 2000c) using 2uLl. of the extracted material. The DNA
concentration was evaluated at a wavelength of 260nm. The ratio between the values
obtained at wavelengths 260nm and 280nm was used to estimate the purity of the genomic
DNA. Only DNA samples with a 260/280 ratio above 1.7 were considered satisfactory for
DNA purity.

5. STATISTICAL ANALYSIS

Descriptive statistics were applied evaluating the frequency of sex, ethnicity and
the mean age of all the studied individuals. One-way ANOVA and T-tests were used
determine differences between groups. In addition, chi-square and/or Fisher's Exact test
(p=0.05) were used to verify statistical differences in frequencies between the dichotomous
variables. The data were tabulated and analyzed in the statistical software SPSS version
20.0 (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc, Chicago, III) and all tests were

carried out with a 95% significance level.

RESULTS

The mean concentration of genomic DNA was not different between males [6.74
(£1.88) ng/ul] and females [6.88 (£2.31)ng/ul] (p=0.76). This shows that there is no sexual
dimorphism regarding the amount of genomic DNA recovered from saliva samples of
females and males (Table 1). The average amount of genomic DNA obtained from each
method can be observed in Table 1. There were no statistical differences between the

methods.
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DISCUSSION

The four methods of saliva and buccal cell collection did not show DNA yield
differences but the values obtained are remarkably lower than the ones obtained from kit-

based saliva collection methods [8].

Most of the studies reported in the literature collected buccal cells and saliva in
three ways: rubbing or scraping the oral mucosa with cytological brushes, mouthwash with
oral solution and saliva expectoration [1,3,9,10]. The collections are performed through
commercial kits and the details of each methodology depend on to the manufacturers'
instructions. The most commonly used commercial kit is Oragene® (DNA Genotek) where
assessed individuals need only expectorate in a small bottle. When the bottle is closed, a
solution containing bactericidal substances mix with the saliva and preserve the DNA,
allowing the sample to be held for several months at room temperature. This kit has
presented favorable amounts of genomic DNA and is easy to apply, allowing even self-
collection [5,7,11,12]. On the other hand, Oragene® kit is expensive, which represents a
disadvantage in studies with a large sample. In our study, we did not use a method that
included a commercial saliva collection kit, however DNA concentrations obtained were
much lower in comparison to these commercial saliva collection kits® and this suggests
these protocols potentially will not allow for analyses that require higher DNA

concentrations.

All methods gave lower DNA yields than the ones obtained from blood or saliva
collected through comercial kits and may be carefully use for clinical diagnostic purposes

or for research experiements requiring higher DNA concentrations.
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Table 1. Characterization of the sample in relation to age, ethnicity and its relationship with DNA
concentration according to sex.
_

Male Female Total p value
Age (£SD) 47.60+15.70 25.50+2.18 36.55+15.74 *A
Ethnicity: N(%)
White 4(40) 9(90) 13(65)
Black 6(60) 1(10) 7(35) *B
e Coneentration 6744189 6.89+2.31 6.81£2.10 057"
Protocol of Saliva
Collection
Expectoration of saliva g 75, 4 3¢ 5.06+1.28 5.39+1.33
Expectoration of saliva
with lingual stimulus 5.66+1.66 7.40£3.70 6.53+2.93
Scraping with a
cytological brush 8.10+1.56 7.89+1.02 8+1.29
Scraping with 0.68¢
cytological brush + 7.47+1.80 7.19+1.26 7.33+1.52 '

expectoration of saliva

Notes: * p value <0,001.
P-value obtained according to T- test”, Chi-square test® and ANOVA one-way test®
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ABSTRACT

Introduction: Our goal was to verify the association and phenotype-genotype
correlation between 7TGFA (Transforming Growth Factor o) (C/T rs1523305), IRF6
(Interferon Regulatory Factor 6) (A/C rs2013162) and MSX] (Muscle Segment Homeobox

1) (A/G rs12532) and dental anomalies in patients with skeletal malocclusion.

Methods: A total of 505 orthodontic records were evaluated. Nineteen
cephalometric points, which served as the anatomical framework for obtaining
cephalometric measurements were used for skeletal characterization. Samples of saliva and
buccal cells from oral mucosa were collected from all participants and the DNA was
extracted, diluted and quantified. Markers in 7GFA, IRF6 and MSXI were used and
genotypes were obtained using TagMan chemistry. Odds ratio, chi-square, Fisher's Exact,

independent ¢ and correlation coefficient tests (significance level = 95%) were performed.

Results: 285 (56.4%) individuals were females and 304 (60.2%) were White. The
mean age of the sample was 20.28 (£10.35) years. There was no association between
polymorphisms in the 7GFA with dental anomaly in patients with skeletal malocclusions.
IRF6 was associated with Class III skeletal malocclusion (p=0.04, OR=0.69, C.I. 0.49-
0.98), and MSX!/ was associated with hypodivergent growth pattern (p=0.003, OR=0.5,
95% C.I. 0.36-0.74), and Class II skeletal malocclusion (p=0.0001, OR=0.6, C.I. 0.46-
0.78). In regards to dental anomalies, MSX/ was also associated with tooth impaction
(p=0.03, OR=0.67, 95% C.I. 0.47-0.96) and root dilaceration (p=0.04, OR=0.27, 95% C.I.
0.07-0.97).

Conclusions: MSX/ was associated with both hypodivergent growth pattern and
Class II skeletal malocclusion, and tooth impaction and root dilaceration, whereas /RF6

was associated with Class III skeletal malocclusion.
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INTRODUCTION

Dental defects and abnormalities occur during the various stages of development of
the dental life cycle. The nature of the defect depends on the stage of development of the
tooth at the time it occurs.! A few hundred genes have been associated with dental
development and have shown association between a dental anomaly, like agenesis, and

genetic variation in MSX1, PAX9, TGFA, IRF6, FGFRI, AXIN2, MMPI, and MMP20.*®

Oftentimes, disturbances in craniofacial and occlusal relationships appear
together with dental anomalies,”'* supporting the hypothesis that the same genes and/or
pathways may contribute to certain types of dental anomalies and skeletal malocclusions."
Dental anomalies also present an increased frequency in patients with skeletal
malocclusion patterns.”'* IRF6 (Interferon Regulatory Factor 6), MSXI (Muscle Segment
Homeobox 1), and TGFA (Transforming Growth Factor o), are genes that have been

15,16

associated independently with tooth agenesis and cleft lip and palate and we

hypothesize that these genes may contribute to skeletal malocclusion as well.

MATERIALS AND METHODS
Sample

This study was composed of 505 patients, older than 8 years, who are undergoing
treatment (active or restraining) at the Department of Orthodontics, Universidade Federal
do Rio de Janeiro - UFRIJ). This study was approved by the Research Ethics Committee of
the University Hospital Clementino Fraga Filho (HUCFF) - UFRJ, under the number
619.096 and all participants had to read and sign an Informed Consent document. Patients

with syndromes and/or endocrine imbalances and metabolic disorders were excluded.

Calibration

The calibration for the diagnosis of dental anomalies and cephalometric measures

was performed as described previously (Kappa = 0.91 and ICC = 0.87)."
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Data collection

The criterion for selection of the sample related to dental anomalies was based on
the condition that the records contained a panoramic radiograph of good quality, allowing
the visualization of all the dental elements and surrounding structures. One single examiner
(CCAF) evaluated the radiographs with the help of a x-ray view measuring 13 cm x 37 cm
covered with a black cardboard frame in ideal lighting conditions, that is in a room whose
only light was that of the negatoscope and magnifying glass. Patients who did not have a
reliable diagnosis of a dental anomaly due to the poor quality of the radiograph, delayed

dental age or lack of reliable information about the parents were excluded.

For all the individuals selected, interviews were conducted with the patients
themselves and their parents, using questionnaires to evaluate the following parameters:
socio-demographic and cultural information, presence of systemic alterations, medication
use, and family history of occlusal changes. The clinical evaluation was done in a dental
chair located in a fully equipped room and facial features were observed, such as molar

relationship, presence of dental anomalies, and parafunctional habits.

Phenotype Characterization

For the characterization of the skeletal pattern, 19 cephalometric points were
determined (Po, S, Or, Ls, Go, Pog, Pog’, Me, D, A, B, Go, N, Gn, Ba, R1, R2, R3 and
R4), which served as the anatomical framework for obtaining the angles and
measurements, as follows, SNA, SNB, SND, ANB, Sn-GoGn, facial depth, mandibular
depth, and facial convexity in the cephalometric profile radiograph. All dental records had

to contain a lateral cephalometric radiograph with a good qualiy.

To characterize the growth patterns, the values of the mandibular plane angle

measured in the cephalometric radiograph (SN-GoGn) were used according to
Steiner (1953)' and a previous study':

- SN-GoGn angle < 32° = hypodivergent,
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- SN-GoGn angle = 32° = normal, and
- SN-GoGn angle > 32° = hyperdivergent.

The skeletal classification was defined by using the values of the sagittal
intermaxillary angle (SNA-SNB=ANB), according to the cephalometric standard for

skeletal type as recommended by Steiner (1953)'” and proposed by some authors'*:
- ANB angle with values between 0° and 4° = Class I,
- ANB angle with values > 4° = Class I, and
- ANB angle with values < 0° = Class III.

All cephalometric tracing was performed using the Dolphin Software (Dolphin

Imaging) by a single calibrated individual (CCAF).

Biological Sample Collection

Samples of saliva and buccal cells from oral mucosa were collected from all
participants using the method of expectoration and were stored in sterile falcon tubes. The
tubes containing the biological material were stored at -20°C. Participating individuals
were instructed not to ingesting food, water, or brush their teeth for up to 30 minutes prior

the collection.

DNA extraction

DNA extraction was performed according to a previously published study.'®

DNA Amount and Purity Evaluation

The concentration and purity of the DNA were determined by optical density
spectrophotometer (NanoDrop® 2000c) using 2 pl of the extracted material. The DNA
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concentration was evaluated at a wavelength of 260nm. The ratio between the values
obtained at wavelengths 260nm and 280nm were used to estimate the purity of the
genomic DNA. Only DNA samples with a 260/280 ratio above 1.7 were included in this
study (if the sample did not reach the required degree of purity, it was reprocessed

following the same parameters previously described).

Genotyping

Three single-nucleotide polymorphisms (SNPs) were selected: TGFA C/T
rs1523305, IRF6 A/C rs2013162, and MSXI A/G rs12532. These markers were chosen
based on information on the gene structure and linkage disequilibrium relationships that
use to be available at the International HapMap Project Web site
(http://www.hapmap.org/). PCR and end point analysis were performed on a real-time
thermocycler (ABI PRISM® 7900HT, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
(Stratagene Mx3005P).

Statistical analysis

Odds ratio calculations, chi-square, Fisher's Exact, and independent ¢ tests
(significance level = 95%) were used to verify the presence of genotype frequency
differences in the distribution of dental anomalies and skeletal malocclusion. The
variations of cephalometric measurements and angles of the skeletal Class II and III
subjects, and hypodivergent and hyperdivergent (growth pattern) and the comparison
group (Class I and normal growth pattern) were tested separately according to sex,
ethnicity (independent ¢ test), and age (correlation coefficient). Odds ratios were used to
help infer the effect size of genotypes. Hardy-Weinberg equilibrium was calculated using

chi-square. The SPSS program for Windows version 20.0 was used for all analyses.
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RESULTS

The sample consisted of 285 (56.4%) females, 220 (43.6%) males, 304 (60.2%)
Whites, with a mean age of 20.28 (+10.35) years. Sex and ethnicity were not statistically
significantly different between Class I, Class II, and Class III individuals. The majority of
subjects presented skeletal Class I malocclusion (n=251) and normal growth pattern

(n=239).

The frequency of dental anomalies in the total sample was 22% (n=111). Tooth
impaction (16%), dental agenesis (4.8%), and giroversion (4.2%) were the most prevalent
dental anomalies in the studied group (Table I). Table II summarizes the cephalometric
measurements depending on the presence of dental anomalies and dental agenesis. The
angles SNB (p=0.04), SND (p=0.04) and facial convexity (p<0.001) were statistically

significant and related to tooth agenesis.

There was no association between polymorphisms in the 7GFA with dental
anomaly in patients with skeletal malocclusions. /RF6 was associated with Class III
skeletal malocclusion (p=0.04, OR=0.69, 95% C.I. 0.49-0.98), and MSXI/ was associated
with hypodivergent growth pattern (p=0.003, OR=0.5, 95% C.I. 0.36-0.74) and Class II
skeletal malocclusion (p=0.0001, 95% OR=0.6, C.I. 0.46-0.78). In relation to dental
anomalies, MSX] was also associated with tooth impaction (p=0.03, OR=0.67, 95% C.I.
0.47-0.96) and root dilaceration (p=0.04, OR=0.27, 95% C.I. 0.07-0.97) (Table III).

DISCUSSION

Many studies reported the association between dental anomalies and skeletal

. 1,14, 19-23
malocclusions™ ™

, and a genetic contribution is widely accepted.”* Little is known
regarding the genes that may contribute to the presence of dental anomalies in patients
with skeletal malocclusion. We typed three polymorphisms from three loci in order to
determine phenotype-genotype association and in an attempt to unveil a common genetic
variant related to dental anomalies and skeletal malocclusion. We found evidence that the
genetic variation in /RF6 A/C rs2013162 contributes to skeletal Class III malocclusion
with mandibular prognathism and MSX/7 A/G rs12532 contributes to both horizontal (Class

IT skeletal malocclusion) and vertical (hypodivergent growth pattern) maxillomandibular
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discrepancies. We also found an association between MSX! A/G rs12532 and dental
anomalies of shape and position (root dilaceration and tooth impaction). Hence, it is
possible that certain dental anomalies and specific skeletal malocclusion patterns share the

same genetic contributions.'’

In adition, mutations in MSX! have been linked to more severe forms of human
tooth agenesis (oligodontia)** with preferential agenesis of second premolars and third
molars and we have found association between common variation in MSX/ and
hypodontia.® JRF6 gene deletions and point mutations are responsible for Van der Woude
and popliteal pterygium syndromes.”® Van der Woude syndrome is a disorder in which
lower-lip pits and less frequently tooth agenesis are the only features distinguishing the
syndrome from isolated cleft lip with or without cleft palate (CL/P).”” IRF6 common
variants have been associated with hypodontia.*” According to our results, tooth agenesis
was associated with facial convexity angle regarding to a convex profile and mandibular
retrognathims, both conditions may be related to a skeletal Class II malocclusion

phenotype.

Despite previous reports on dental anomalies in individuals with skeletal

: 1,13,28
malocclusion, >~

and skeletal malocclusion in the same cohort. We showed that MSXI A/G rs12532 is

this is the first study that investigated genetic variants, dental anomalies

associated with both skeletal Class II malocclusion and horizontal growth pattern as well
as dental anomalies, providing evidence they share the same genetic contributions. Other
hypothesis is that this association is related to the decrease of the arch perimeter, caused by
craniofacial disturbances (growth pattern and skeletal malocclusion), favoring the
development of dental abnormalities, such as position and shape anomalies (impaction and

giroversion).

CONCLUSION

IRF6 is associated with skeletal Class III malocclusion and MSX/ is associated
with hypodivergent growth pattern and skeletal Class II malocclusion. MSX/ is also

associated with tooth impaction and root dilaceration, showing that the same gene is
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associated with horizontal and vertical skeletal maxillomandibular discrepancies and dental

anomalies.
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Table 1. Aspects of the studied population.
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Sample N (%) Dental Anomalies P-value
Characteristics Yes No
Sex distribution
Males 220 (43.6) 53(48.2) 166(42.1)
Females 285 (56.4) 57(51.8) 228(57.9) 0.258"
Ethnicity
White 304 (60.2) 66(60) 237(60.2)
Others 201 (39.8) 44(40) 157(39.8) 0.977
Dentition
Mixed 90 (17.8) 31(28.2) 58(14.7)
Permanent 415 (82.2) 79(110) 335(85) *
Dental anomalies
Total 110 (21.8) 394 (78)
Agenesis 24 (4.8) 481 (95.2)
Third molar agenesis 9(1.8) 496 (98.2)
Giroversion 21 (4.2) 484 (96.8)
Supernumerary 11(2.2) 494 (97.8)
Impaction 81 (16) 424 (84)
Microdontia 4(0.6) 502 (99.4)
Macrodontia 2(0.4) 503 (99.6)
Dilaceration 5(1) 500 (99)
Dens invaginatus 1(0.2) 504 (99.8)
Fusion 2(0.4) 503 (99.6)
Transposition 8(1.6) 497 (98.4)
Taurodontism 2(0.4) 503 (99.6) b
Skeletal patterns
Class 1 49(44.5) 180(45.7)
Class I1 43(39.1) 114(28.9)
Class 111 17(15.5) 80(20.3) 0.159
Growth patterns
Normal 42(38.2) 1(0.3)
Hypodivergent 35(31.8) 85(21.6)
Hyperdivergent 29(26.4) 116(29.4) 0.393

Note: aChi-squalre test; b Independent ¢ test; * p-value<0.001

* Statistically significant.
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Table 2. Average of cephalometric measurements in patients with and without dental

anomalies and dental agenesis

Cephalometric Dental Anomalies P value Agenesis P value
measurements
Yes No Yes No
SNA 82.93 82.73 81.33 82.85
+5.02 +4.59 0.86 +6.49 +4.58 0.36
SNB 79.56 80.22 78.10 80.16
+4.85 +4.78 0.97 +6.43 +4.68 0.04
Maxillary Depth 96.88 97.25 93.25 97.25
+5.21 +4.55 0.36 +3.01 +4.73 0.08
Facial Angle 94.02 93.98 92.25 94.07
+3.87 4.52 0.13 +3.91 +4.34 0.73
ANB 3.32 2.52 3.19 2.69
+3.54 +4.09 0.08 +3.19 +2.69 0.47
Facial Convexity 6.56 7.01 13.88 6.32
+10 +10.9 0.96 +73.3 +9.61 ®
SND 76.80 77.54 75.53 77.46
+4.69 +4.63 0.64 +6.42 +4.52 0.04
SN GoGn 33.65 33.38 36.42 34.32
+6.14 +7.35 0.67 +5.77 +7.2 0.95

Note: * P-value<0.001. Bold values indicate statiscally significance.

Table 3. Genotype frequencies among dental anomalies and skeletal malocclusions.

) TGFA n(%) IRF6 n(%) MSXI n(%)
Dental anomalies

rs1523305 C/T rs2013162 A/C rs12532 A/G
Agenesis

CC7(29.2) AA14.2) AA 9 (37.5)

CT 11 (45.8) AC 16 (66.7) AG 11 (45.8)

TT 5 (20.8) CC 5 (20.8) GG 3 (12.5)

T allele 21 (45.6) A allele 18 (40.9) G allele 17 (36.9)
No agenesis

CC 102 (21.2) AA 68 (14.1) AA 176 (36.6)

CT 229 (47.6) AC 207 (43) AG 227 (47.2)

TT 143 (29.7) CC 186 (38.7) GG 76 (15.8)

T allele 515 (54.3) A allele 243 (29.6) G allele 379 (39.6)
OR (95% CD) 0.746>1.359>2.475 0.888>1.65>3.064 0.605>1.117>2.06
P-value 0.31 0.11 0.72
Third molar agenesis

CC1(11.1) AA 0 AA 4 (44.4)

CT 5 (55.6) AC 5 (55.6) AG 4 (44.4)

TT 2 (22.2) CC 4 (44.4) GG 0

T allele 9 (56.2) A allele 5 (29.41) G allele 4 (25)

No third molar agenesis
CC 108 (21.8) AA 69 (13.9) AA 181 (36.5)
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OR (95% CI)
P-value

Giroversion

No giroversion

OR (95% CI)
P-value

Supernumerary

No supernumerary

OR (95% CI)
P-value

Impaction

No impaction

OR (95% CI)
P-value

CT 235 (47.4)

TT 146 (29.4)

T allele 527 (53.9)
0.336>0.909>2.46
0.85

CC3(14.3)

CT 12 (57.1)
TT 5 (23.8)

T allele 22 (55)

CC 106 (21.9)

CT 228 (47.1)

TT 143 (29.5)

T allele 456 (50.9)
0.449>0.848>1.603
0.61

CC2(18.2)
CT 7 (63.6)
TT1(9.1)

T allele 9 (45)

CC 107 (21.7)

CT 233 (47.2)

TT 147 (29.8)

T allele 527 (54.1)
0.592>1.441>3.509
0.41

CC 16 (19.8)
CT 38 (46.9)
TT 26 (32.1)
T allele 76 (52)

CC 93 (21.9)
CT 202 (47.6)

TT 122 (28.8)

T allele 446 (53.5)
0.745>1.059>1.505
0.75

AC 218 (44)
CC 187 (37.7)

A allele 356 (37.5)
0.242>0.693>1.983
0.49

AA1(4.8)

AC 8 (38.1)

CC 12 (57.1)

A allele 10 (23.8)

AA 68 (14)
AC 215 (44.4)

CC 179 (37)

A allele 351 (34.7)
0.248>0.51>1.051
0.06

AA1(9.1)

AC 4 (36.4)

CC 6 (54.5)

A allele 6 (27.3)

AA 68 (13.8)
AC 219 (44.3)

CC 185 (37.4)

A allele 355 (44.8)
0.179>0.463>1.195
0.1

AA 6(7.4)
AC 36 (44.4)

CC 34 (42)

A allele 48 (31.6)

AA 63 (14.9)
AC 187 (44.1)

CC 157 (37)

A allele 313 (38.4)
0.51>0.739>1.07
0.1

AG 234 (47.2)
GG 79 (15.9)

G allele 392 (39.7)
0.632>1.973>6.162
0.23

AA 8(38.1)
AG9(42.9)

GG 4 (19)

G allele 17 (40.5)

AA 177 (36.6)
AG 229 (47.3)

GG 75 (15.5)

G allele 379 (39)
0.509>0.956>1.794
1

AA2(18.2)
AG 7 (63.6)
GG 2 (18.2)
G allele 11 (50)

AA 183 (37)
AG 231 (46.8)

GG 77 (15.6)

G allele 385 (39.2)
0.277>0.654>1.502
0.3

AA 29 (35.8)
AG 36 (44.4)
GG 16 (19.8)
G allele 68 (48.6)

AA 156 (36.8)
AG 202 (47.6)

GG 63 (14.9)

G allele 328 (38.9)
0.472>0.676>0.968
0.03*



Microdontia

No microdontia

OR (95% CI)
P-value

Dilaceration

No dilaceration

OR (95% CI)
P-value

Dens invaginatus

No dens invaginatus

OR (95% CI)
P-value

Fusion

cCco

CT 3 (100)
TTO

T allele 3 (50)

CC 109 (21.7)

CT 237 (47.2)

TT 148 (29.5)

T allele 533 (53.9)
0.235>1.171>5.832
0.84

CC 1 (20)

CT 4 (80)
TTO

T allele 4 (40)

CC 108 (21.6)

CT 236 (47.2)

TT 148 (29.6)

T allele 532 (54)
0.495>1.765>6.295
0.37

cCco

CT 1 (100)
TTO

T allele 1 (50)

CC 109 (21.6)

CT 239 (47.4)

TT 148 (29.4)

T allele 319 (41.1)
0.044>0.698>11.201
0.79

CC 1 (50)
CT 1 (50)
TTO

AA 0
AC 2 (66.7)
CC 1(33.3)
A allele 2 (33.3)

AA 69 (13.7)
AC 221 (44)

CC 190 (37.8)

A allele 359 (37.4)
0.153>0.837>4.593
0.83

AA 1(20)

AC 0

CC 2 (40)

A allele 2 (33.3)

AA 68 (13.6)
AC 223 (44.6)

CC 189 (37.8)

A allele 359 (37.4)
0.153>0.837>4.593
0.83

AA O

AC 1 (100)
cCco

A allele 1 (50)

AA 69 (13.7)
AC 222 (44)

CC 191 (37.9)

A allele 360 (37.3)
0.105>1.678>26.906
0.71

AA 1 (50)
AC 1 (50)
CcCo

69

AA2(66.7)
AG1(33.3)
GGO

G allele 1 (16.7)

AA 183 (36.5)
AG 237 (47.2)

GG 79 (15.7)

G allele 395 (39.6)
0.381>3.275>28.14
0.25

AA O

AG 3 (60)
GG 2 (40)

G allele 7 (70)

AA 185 (37)

AG 235 (47)

GG 77 (15.4)

G allele 389 (39.1)
0.071>0.276>0.972
0.04*

AA O

AG 1(100)
GG O

G allele 1 (50)

AA 185 (36.7)
AG 237 (47)

GG 79 (15.7)

G allele 395 (39.6)
0.041>0.659>10.565
0.76

AA 0
AG 1 (50)
GG 1 (50)
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No fusion

OR (95% CI)
P-value

Transposition

No transposition

OR (95% CI)
P-value

Taurodontism

No taurodontism

OR (95% CI)
P-value

Skeletal Class I malocclusion

Skeletal Class 11
malocclusion

T allele 1 (25)

CC 108 (21.5)

CT 239 (47.5)

TT 148 (29.4)

T allele 535 (54)
0.366>3.527>34.029
0.24

CC2(25)
CT 1(12.5)
TT 5 (62.5)
T allele 11 (68.7)

CC 107 (21.6)
CT 238 (48.1)

TT 142 (28.7)

T allele 522 (53.6)
0.181>0.525>1.522
0.22

cCco

CT 2 (100)
TTO

T allele 2 (50)

CC 109 (21.7)

CT 238 (47.3)

TT 148 (29.4)

T allele 534 (54)
0.164>1.171>8.347
0.87

CC 52 (20.7)
CT 118 (47)
TT 77 (30.7)
T allele 272 (55)

CC 38 (24.2)

A allele 3 (75)

AA 68 (13.5)
AC 222 (44.1)

CC 191 (38)

A allele 358 (37.2)
0.525>5.061>48.843
0.11

AA 0

AC 3 (37.5)

CC 5 (62.5)

A allele 3 (18.7)

AA 69 (13.9)
AC 220 (44.4)

CC 185 (37.4)

A allele 358 (37.8)
0.108>0.38>1.344
0.11

AA O

AC 2 (100)
cCco

A allele 2 (50)

AA 69 (13.7)
AC 221 (43.9)

CC 191 (38)

A allele 359 (37.3)
0.236>1.68>11.976
0.6

AA 32 (12.7)

AC 101 (40.2)

CC 107 (42.6)

A allele 165 (34.4)

AA 23 (14.6)

G allele 3 (75)

AA 185 (36.8)
AG 237 (47.1)

GG 78 (15.5)

G allele 393 (39.3)
0.022>0.216>2.082
0.14

AA 2 (25)
AG 4 (50)
GG 2 (25)
G allele 8 (50)

AA 181 (36.6)
AG 234 (47.3)

GG 77 (15.6)

G allele 388 (39.4)
0.242>0.651>1.749
0.39

AA1(50)
AG 1 (50)
GG O

G allele 1 (25)

AA 184 (36.6)
AG 237 (47.1)

GG 79 (15.7)

G allele 395 (39.5)
0.275>2.648>25.532
0.38

AA 91 (36.3)

AG 114 (454)
GG 45 (17.9)

G allele 204 (40.8)

AA 60 (38.2)
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OR (95% CI)
P-value

Skeletal Class 111

malocclusion

OR (95% CI)
P-value

Normal

Hypodivergent

OR (95% CI)
P-value

Hyperdivergent

OR (95% CI)
P-value

CT 73 (46.5)
TT 45 (28.7)
T allele 163 (52.2)

0.843>1.12>1.488
0.43

CC 19 (19.6)
CT 49 (50.5)
TT 26 (26.8)
T allele 101 (53.7)

0.753>1.055>1.478
0.75

CC 49 (20.4)
CT 120 (50)
TT 66 (27.5)
T allele 252 (53.6)

CC 21 (17.4)
CT 63 (52.1)
TT 37 (30.6)
T allele 137 (56.6)

0.826>1.129>1.542
0.44

CC 39 (27.1)
CT 57 (39.6)
TT 45 (31.3)
T allele 147 (56.3)

0.823>1.115>1.512
0.48

AC 71 (45.2)
CC 57 (36.3)
A allele 117 (38.7)

0.896>1.207>1.627
0.21

AA 14 (14.4)
AC 51 (52.6)
CC 27 (27.8)
A allele 79 (42.9)

0.492>0.696>0.985
0.04*

AA 35(14.6)
AC 103 (42.9)
CC 94 (39.2)

A allele 2 (37.3)

AA 18 (14.9)
AC 53 (43.8)

CC 46 (38)

A allele 89 (62.7)

0.24>1.35>1.522
1

AA 16 (11.1)
AC 67 (46.5)
CC 51 (35.4)
A allele 99 (36.9)

0.743>1.015>1.386
1

AG 72 (45.9)
GG 24 (15.3)
G allele 220 (53.4)

0.462>0.601>0.783
0.0001*

AA 34 (35.1)
AG 52 (53.6)
GG 10 (10.3)
G allele 72 (37.7)

0.623>0.878>1.237
0.45

AA 85 (35.4)
AG 110 (45.8)
GG 42 (17.5)

G allele 194 (40.9)

AA 50 (41.3)
AG 57 (47.1)
GG 14 (11.6)
G allele 57 (26.6)

0.36>0.524>0.747
0.003*

AA 50 (34.7)
AG 71 (49.3)

GG 23 (16)

G allele 117 (40.6)

0.733>0.988>1.33
1

* Statistically significant.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As AD sdo alteragdes clinicas frequentemente encontradas na rotina da clinica
odontolégica (GARIB, FILHO et al., 2013), que causam problemas funcionais,
oclusais e estéticos (KATHARIYA, NIKAM et al., 2013; OSUJI E HARDIE, 2002),
resultando em prejuizos na satide oral destes pacientes (KIM, 2011). A ME caracteriza-
se por uma complexa alteracdo de crescimento no complexo craniofacial (ANDREWS,
1972) e tem sido associada com as AD (CELIKOGLU E KAMAK, 2012), dificultando

ainda mais o seu tratamento quando em presenca de AD associada.

Os estudos genéticos destes pacientes podem ajudar na elucidacdo de sua
etiologia (USLU, ACKAM et al., 2009; BASDRA, KIAKPASOGLOU et al., 2000;
BASDRA, KIAKPASOGLOU et al., 2009). Assim, esses recursos podem servir como
uma resposta a sua origem e desenvolvimento (BASDRA, KIAKPASOGLOU et al.,
2001). Estudos relataram a associacdo entre AD e ME (KUCHLER, RISSO et al.,
2008; BASDRA, KIAKPASOGLOU et al., 2001) e seu fundo genético ¢ amplamente
conhecido (DIAZ-PEREZ e¢ ECHAVERRY-NAVARRETE, 2009). A correlagdo
gendtipo-fendtipo ¢ extremamente importante pois pode aumentar o conhecimento
sobre sua etiologia, contribuindo com um diagndstico mais preciso ¢ um plano de
tratamento mais eficiente, levando-se em consideragdo um menor de tempo de

tratamento.

Muitos estudos relataram a associag@o entre anomalias dentdrias e maloclusdes
esqueléticas (BASDRA et al., 2001, KIM, 2011, USLU et al., 2009, BASDRA et al.,
2000, DIAZ-PEREZ et al., 2009, ALTUG-ATAC et al., e seu conhecimento genético €
amplamente conhecido (DIAZ-PEREZ et al., 2009) Ha uma lacuna no conhecimento
sobre quais genes candidatos estdo relacionados ao AD em pacientes com maloclusao
esquelética devido a diferentes origens genéticas entre as populacdes. O presente
estudo investigou 3 polimorfismos de 3 loci candidatos a fim de caracterizar a
correlacdo fendtipo-genotipo e em uma tentativa de desvendar a variacdo genética
comum relacionada a AD e ME. Este estudo forneceu mais evidéncias de que a
variagdo genética no gene IRF6 (A/C rs2013162) foi associada com o prognatismo

mandibular (ME Classe III) e o MSXI (A/G rs12532) teve associacdo com as
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discrepancias maxilo mandibulares veticais (hipodivergentes) e horizontais (Classe II),
e também com anomalias dentdrias de forma e posi¢ao (dilaceracdo e impactacao).
Assim, ¢ possivel que certas anomalias dentérias e padrdes especificos de maloclusao

esquelética compartilhem as mesmas contribui¢cdes genéticas (BASDRA et al., 2000).

Este ¢ um estudo censitario que envolve todos os pacientes com documentagao
ortodontica completa, atendidos no Departamento de Ortodontia, de uma instituicao de
referéncia no Rio de Janeiro, Brasil. Essa instituicdo ¢ considerada um centro de
referéncia em Ortodontia na cidade, devido a atividades de pesquisa e a tratamentos
desenvolvidos por seus membros. Espera-se que os resultados apresentados neste
estudo fornegam informacdes relevantes para a caracterizagdo desta populagdo e para o
desenvolvimento de um plano de tratamento adequado para esses pacientes, visando

um bom progndstico.
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6. CONCLUSOES

Na revisdo sistematica, individuos com maloclusdo esquelética de Classe II ou Classe
IIT tém mais anomalias dentarias do que individuos da Classe 1.

Nao houve diferenca significativa entre os métodos de coleta em relagdo a quantidade e

pureza do DNA extraido (p=>0,05);

Nao houve dismorfismo sexual e étnico nas maloclusdes esqueléticas;

Nao houve associag@o entre polimorfismos no gene 7GFA em portadores de anomalia
dentéria e nas maloclusdes esqueléticas;

O gene MSXI foi associado ao padrdo de crescimento hipodivergente (p=0,003,
OR=0,5, IC 0,36-0,74) e ME Classe II (p=0,0001, OR=0,6, IC 0,46-9,78). Em relag¢ao
a AD, o gene MSX1 também foi associado a impactacdo (p=0,03, OR=0,67, IC 0,47-
0,96) e dilaceracao (p=0,04, OR=0,27, IC 0,07-0,97);

O gene IRF6 foi associado com a ME Classe III (p = 0,04, OR = 0,69, IC 0,49-0,98).
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9. APENDICES

Apéndice 1: TCLE — estudo 11

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Avaliagdo dos Métodos de Coleta Salivar e de Células Bucais para

Extracao de DNA Gendémico”.

Pesquisador Responsavel: Dra. Fernanda Farage da Costa Felipe, Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ) - Tel: 2562-2101.

O(A) Sr. () esta sendo convidado(a) a participar do projeto de “Avaliagao dos Métodos
de Coleta Salivar e de Células Bucais para Extracdo de DNA Genoémico”. O contato sera feito
por Fernanda Farage da Costa Felipe— Pd6s graduanda em Odontopediatria pela Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

1 — Por que e para que estudaremos isto:

Existem varios métodos de coletar DNA a partir da saliva. Porém cada método fornece
uma quantidade de DNA obtido da extragdo de DNA gendmico. Possivelmente, isso ocorre devido
a falta de padronizagdo na coleta, prejudicando os estudos, em genética. O nosso estudo visa

comparar os métodos de coleta salivar e de células bucais para obtengcdo de DNA gendmico.

2 — Como sera feito:

Primeiramente faremos perguntas simples e rapidas a respeito da sua histéria médica ( o
que ja aconteceu na sua vida, em relagdo a doengas, cirurgias, remédios que vocé toma ou ja
tomou e, também, doengas na sua familia), e, também, questdes sociais (perguntas sobre a sua
casa e seu trabalho). Em seguida, iremos coletar sua saliva de seis maneiras diferentes e em dias
diferentes. Os métodos serdo simples consistindo basicamente em expectoracdo da saliva e
bochecho de agua com sal. Das células presentes no cuspe, poderemos tirar apenas as partes
das células necessarias que serdo utilizadas nesta pesquisa. A sobra do cuspe sera jogada fora
apos ser usada neste estudo. Nao déi nada, ndo tem perigo nenhum e n&o faz mal. Pode ser que

vocé sinta apenas um gosto diferente na boca, por causa da agua com sal do bochecho.
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3- Beneficios:

A populagéo deve se beneficiar através da padronizagao do método de coleta de DNA a
partir da saliva para futuros estudos genéticos. Este € um projeto de pesquisa e nao uma forma de
tratamento ou diagndstico. Com este trabalho, acreditamos que, além dos riscos muito pequenos,

seus beneficios (mais demorados) serdo altamente importantes.

4- Confidéncia:

Os participantes que desejarem, poderédo ter acesso aos dados da pesquisa em qualquer
momento, ou mesmo ter suas informagdes pessoais removidas deste arquivo, fazendo apenas um
contato com os pesquisadores Dra. Fernanda Farage da Costa Felipe, Prof. Dr. Marcelo de
Castro Costa ou Dra. Clarissa Christina Avelar Fernandez, responsaveis por este projeto, pelo
telefone (21) 2562-2101.

Esta pesquisa garante o sigilo da sua participacao e os seus dados serdo mantidos, mas
de forma confidencial, através do uso de cédigos numéricos (uso de nimeros, ao invés, do nome)
e arquivos fechados (ninguém terd acesso aos seus dados, somente a pesquisadora
responsavel). Desta forma, vocé tera a sua privacidade garantida. Além disso, vocé tera garantia
de indenizagéo por qualquer dano ou prejuizo que possa acontecer durante esta pesquisa.Todos

os resultados, seréo publicados em literatura cientifica especializada.

Vocé nao é obrigado(a) a participar deste projeto e este consentimento pode ser retirado a
qualquer momento, sem prejuizos a continuidade do seu tratamento. Assim, se quiser desistir, é
s6 falar e vocé vai continuar sendo tratado normalmente. As informagbes fornecidas pelo

senhor(a) serdo confidenciais, assim como os resultados obtidos pela pesquisa.

Qualquer duvida ou informagao podera ser fornecida pela pesquisadora responsavel, Dra.
Fernanda Farage da Costa Felipe, Prof. Dr. Marcelo de Castro Costa ou Dra. Clarissa
Christina Avelar Fernandez, através do telefone (21)2562-2101. Se vocé tiver alguma
consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFRJ — R. Prof.
Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 — Cidade Universitaria/llha do Fundao - Sala 01D-46/1° andar -
pelo telefone (21) 2562-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as 15 horas, ou através do e-mail:
cep@hucff.ufrj.br; Caso seja de interesse do participante, os resultados gerais da pesquisa lhes

serao enviados tdo logo a pesquisa seja concluida. Além disso, estes ficardo disponiveis na
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biblioteca do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFRJ localizado na Cidade Universitaria, llha

do Fundao — Rio de Janeiro, RJ.

Eu, )

responsavel pelo (a) menor, )

acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes sobre o estudo acima

citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com a Dra. Fernanda Farage da Costa Felipe sobre a minha decisdo quanto a

participacdo do(a) nesse

estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que a participagéo ¢ isenta de despesas e que tenho garantia

de acesso a tratamento odontolégico quando necessario.

Concordo voluntariamente com a participagdo do meu filho(a) neste estudo, ciente de que
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a
perda do atendimento odontolégico nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido. Eu receberei uma coépia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a
outra ficara com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que

eu e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na

ultima folha.
Rio de Janeiro, de de 2016.
Assinatura do Responsavel
RG
do Responsavel
Fernanda Farage da Costa Felipe
Pés Graduanda em Odontopediatria — FO/UFRJ
Clarissa
Christina Avelar Fernandez Doutoranda em

Odontopediatria - FO/UFRJ Pesquisadora Responsavel
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Apéndice 2. TCLE - Estudo I1I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Genes Candidatos as Anomalias Dentarias em Pacientes

Portadores de Maloclusao Esquelética”

Pesquisador Responsavel: Dra. Clarissa Christina Avelar Fernandez, Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) - Tel: 2562-2101.

O(A) Sr. (%) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de “Genes Candidatos as
Anomalias Dentarias em Pacientes Portadores de Maloclusao Esquelética”. O contato sera
feito por Clarissa Christina Avelar Fernandez — doutoranda em Odontologia — Area de

Concentragéo: Odontopediatria - pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
1 — Por que e para que estudaremos isto:

Existem estudos que mostram que alteragdes nos ossos da face podem estar
relacionadas a algumas alteragdes genéticas (mudangas na células). Na populagédo do Estado do
Rio de Janeiro este tipo de estudo ainda nao foi realizado. Nosso estudo pretende verificar se
alguns genes (algumas partes das células) poderiam aumentar o risco para o aparecimento de

alteragdes nos dentes em pacientes com essas alteragdes nos ossos da face.

2 — Como sera feito:

Primeiramente iremos avaliar sua radiografia panoramica (raio-x da boca toda) arquivada
no seu local de tratamento. Em seguida, faremos um exame da boca (visual) em vocé e uma
entrevista (conversa simples) com perguntas simples e rapidas a respeito da sua histéria médica
(o que ja aconteceu na sua vida, em relacdo a doengas, cirurgias, remédios que vocé toma ou ja
tomou e, também, doengas na sua familia), e, também, questdes sociais (perguntas sobre a sua
casa e seu trabalho). Depois, vocé vai cuspir num copo. Das células presentes no cuspe,
poderemos tirar apenas as partes das células necessarias que serdo utilizadas para esta
pesquisa. A sobra do cuspe sera jogada fora apds ser usada neste estudo. Nao doi nada, nao tem

perigo nenhum e nao faz mal.

3- Beneficios:

Aqueles pacientes que, durante o exame da cavidade bucal, apresentarem necessidade
de tratamento odontolégico serdo agendados para atendimento na Clinica de Odontopediatria da
Faculdade de Odontologia/lUFRJ. A populagdo deve se beneficiar através do conhecimento de
mudangas na células associadas as alteragbes nos dentes. Este € um projeto de pesquisa e nao
uma forma de tratamento ou diagndstico. Com este trabalho, acreditamos que, além dos riscos

muito pequenos, seus beneficios (mais demorados) serdo altamente importantes.
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4- Confidéncia:

Os participantes que desejarem, poderéo ter acesso aos dados da pesquisa em qualquer
momento, ou mesmo ter suas informagdes pessoais removidas deste arquivo, fazendo apenas um
contato com os pesquisadores Dra. Clarissa Christina Avelar Fernandez ou Prof. Dr. Marcelo
de Castro Costa, responsaveis por este projeto, pelo telefone (21) 2562-2101.

Esta pesquisa garante o sigilo da sua participacao e os seus dados serdo mantidos, mas
de forma confidencial, através do uso de cédigos numéricos (uso de numeros, ao invés, do nome)
e arquivos fechados (ninguém terd acesso aos seus dados, somente a pesquisadora
responsavel). Desta forma, vocé tera a sua privacidade garantida. Além disso, vocé tera garantia
de indenizag&o por qualquer dano ou prejuizo que possa acontecer durante esta pesquisa. Todos
os resultados seréo publicados em revistas da area da saude e da odontologia.

Vocé nao é obrigado(a) a participar deste projeto e este consentimento pode ser retirado a
qualquer momento, sem prejuizos a continuidade do seu tratamento. Assim, se quiser desistir, é
s6 falar e vocé vai continuar sendo tratado normalmente. As informagbes fornecidas pelo

senhor(a) serdo confidenciais, assim como os resultados obtidos pela pesquisa.

Qualquer duvida ou informagao podera ser fornecida pela pesquisadora responsavel, Dra.
Clarissa Christina Avelar Fernandez ou Prof. Dr. Marcelo de Castro Costa, através do
telefone (21)2562-2101. Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho/HUCFF/UFRJ - R. Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 — Cidade Universitaria/llha do
Fundao - Sala 01D-46/1° andar - pelo telefone (21) 2562-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as
15 horas, ou através do e-mail: cep@hucff.ufrji.br; Caso seja de interesse do participante, os
resultados gerais da pesquisa lhes serdo enviados tao logo a pesquisa seja concluida. Além disso,
estes ficarao disponiveis na biblioteca do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFRJ localizado

na Cidade Universitaria, llha do Fundio — Rio de Janeiro, RJ.

Eu, )

responsavel pelo (a) menor, ,

acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes sobre o estudo acima

citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com a Dra. Clarissa Christina Avelar Fernandez sobre a minha decisdo quanto a

participacdo do(a) nesse

estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que a participagéo ¢é isenta de despesas e que tenho garantia

de acesso a tratamento odontolégico quando necessario.
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Concordo voluntariamente com a participagdo do meu filho(a) neste estudo, ciente de que
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a
perda do atendimento odontolégico nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido. Eu receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a
outra ficara com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que

eu e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na

ultima folha.
Rio de Janeiro, de de 2017.
Assinatura
do Responsavel
RG do
Responsavel
Clarissa
Christina Avelar Fernandez Doutoranda em

Odontopediatria - FO/UFRJ Pesquisadora Responsavel
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Apéndice 3. Termo de Assentimento — Estudo II1

TERMO DE ASSENTIMENTO

Este formulario de assentimento informado € para criangas/adolescentes entre as idades de 08 a 17
anos que comparecerdo aos servigos de ortodontia e que estamos convidando a participar do projeto de
pesquisa: “Genes Candidatos as Anomalias Dentdrias em Pacientes Portadores de Maloclusdo

Esquelética”.

Nome da crianga/adolescente:

Nome do responsavel legal:

Pesquisador Responsavel: Dra. Clarissa Christina Avelar Fernandez - Universidade Federal do

Rio de Janeiro — Faculdade de Odontologia — Departamento de Odontopediatria. Tel: (21) 2562-2101.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do estudo “Genes Candidatos as Anomalias Dentdrias
em Pacientes Portadores de Maloclusdo Esquelética”. O contato sera feito por Clarissa Christina Avelar

Fernandez — doutoranda em Odontologia pela Universidade Federal do Rio de Janeiro.

1 - Por que e para que estudaremos isto:

Existem estudos que mostram que alteracdes nos ossos da face podem estar relacionadas a algumas
alteragdes genéticas (mudangas nas células). Na popula¢do do Estado do Rio de Janeiro este tipo de estudo
ainda ndo foi realizado. Nosso estudo pretende verificar se alguns genes (algumas partes das células)
poderiam aumentar o risco para o aparecimento de alteragdes nos dentes em pacientes com essas alteragdes

nos ossos da face.

2 - Como sera feito:

Primeiramente iremos avaliar sua radiografia panordmica (raio-x da boca toda) arquivada no seu
local de tratamento. Em seguida, faremos um exame da boca (visual) em vocé e uma entrevista (conversa
simples) com perguntas simples e rapidas a respeito da sua historia médica (o que ja aconteceu na sua vida,

em relacdo a doengas, cirurgias, remédios que vocé toma ou ja tomou e, também, doengas na sua familia), e,
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também, questdes sociais (perguntas sobre a sua casa e seu trabalho). Depois, vocé vai fazer cuspir num
copo. Das células presentes no cuspe, poderemos tirar apenas as partes das células necessarias que serdo
utilizadas para esta pesquisa. A sobra do cuspe sera jogada fora apos ser usada neste estudo. Ndo doi nada,

ndo tem perigo nenhum e ndo faz mal.

3- Beneficios:

Aqueles pacientes que, durante o exame da cavidade bucal, apresentarem necessidade de tratamento
odontologico serdo agendados para atendimento na Clinica de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia/UFRJ. A populacdo deve se beneficiar através do conhecimento de mudancas nas células
associadas as alteragdes nos dentes. Este ¢ um projeto de pesquisa € ndo uma forma de tratamento ou
diagnostico. Com este trabalho, acreditamos que, além dos riscos muito pequenos, seus beneficios (mais

demorados) serdo altamente importantes.

4- Confidéncia:
Ndo falaremos para outras pessoas que vocé estd nesta pesquisa e também nio
compartilharemos informacgdo sobre vocé para qualquer um que nio trabalha na pesquisa. Depois que

a pesquisa acabar, os resultados serdo publicados em revistas da area de satide e de dentistas.

As informacgdes sobre vocé serdo coletadas na pesquisa e ninguém, exceto os investigadores
poderio ter acesso a elas. Qualquer informacgdo sobre vocé terd um nimero, ao invés de seu nome. S6

os investigadores saberdo qual é o seu nimero e manteremos em segredo.

Os participantes que desejarem poderdo ter acesso aos dados da pesquisa em qualquer momento, ou
mesmo ter suas informagdes pessoais removidas deste arquivo, bastando para isso um contato com o0s
pesquisadores Dra. Clarissa Christina Avelar Fernandez ou Prof. Dr. Marcelo de Castro Costa,

responsaveis por este projeto, pelo telefone (21) 2562-2101.

Vocé pode escolher se quer participar ou ndo. Conversamos sobre essa pesquisa com seus pais
ou responsaveis e eles sabem que também estamos pedindo seu acordo. Para vocé participar da
pesquisa, seus pais ou responsaveis também terdo que concordar. Mas se vocé ndo desejar fazer parte
da pesquisa, ndo é obrigado, até mesmo se seus pais concordarem. Assim, se quiser desistir, é so falar e

vocé vai continuar sendo tratado normalmente.

Vocé pode discutir qualquer coisa deste formuldrio com seus pais, amigos ou qualquer um
com quem vocé se sentir a vontade de conversar. Vocé pode decidir se quer participar ou ndo depois
de ter conversado sobre a pesquisa e ndo é preciso decidir imediatamente. Pode haver algumas
palavras que ndo entenda ou coisas que vocé quer que eu explique mais detalhadamente porque vocé

ficou mais interessado ou preocupado. Por favor, pe¢a que pare a qualquer momento e eu explicarei.
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Se vocé tiver alguma considerag¢ido ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFR] -
R. Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 - Cidade Universitaria/Ilha do Fundao - Sala 01D-46/1° andar -
pelo telefone (21) 2562-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as 15 horas, ou através do e-mail:
cep@hucff.ufrj.br; Caso seja de interesse do participante, os resultados gerais da pesquisa lhes serdo
enviados tdo logo a pesquisa seja concluida. Além disso, estes ficardo disponiveis na biblioteca do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFR] localizado na Cidade Universitaria, [lha do Fundao - Rio de

Janeiro, RJ.

Eu, , RG n?

declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntario, do

projeto de pesquisa acima descrito.

Estou ciente de que poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou
prejuizos e sem a perda do atendimento odontoldgico nesta Institui¢do ou de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido. Eu receberei uma cdpia desse Termo de Assentimento (TA) e a outra ficara com o pesquisador
responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu e o pesquisador responsavel deveremos
rubricar todas as folhas desse TA e assinar na ultima folha.

Rio de Janeiro, de de 2017

Assinatura do Paciente

Assinatura do Responsavel
RG do

Responsavel

Clarissa

Christina Avelar Fernandez Doutoranda em

Odontopediatria - FO/UFRJ Pesquisadora Responsavel
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Apéndice 4. Ficha de Coleta de Dados

Ficha de Coleta de Dados — 2?Etapa

PRONTUARIO N°: BANCO DNA N°:

INSTITUICAO

NOME DO PACIENTE: IDADE :
ENDERECO:

CIDADE: ESTADO: CEP: TELEFONES:

E-MAIL : DATA DE NASCIMENTO:

NOME DA MAE: ESCOLARIDADE:
NOME DO PATI: ESCOLARIDADE:

RENDA MENSAL FAMILIAR (SALARIOS MINIMOS): 0-1 ( ); 2-4( ); 5-8 ( ); MAISDE 8 ( )

( ) TRATAMENTO ( )POS TRATAMENTO INICIO DO TRATAMENTO EM:

QUESTIONARIO:
SEXO0: ( ) MASCULINO () FEMININO ( )

ETNIA: () CAUCASIANA () NEGRA ( )PARDA ( )OUTROS

O PACIENTE E PORTADOR DE ALGUMA SIDROME? ( )SIM ( )NAO

QUAL?

O PACIENTE APRESENTA ALGUMA ALTERACAO SISTEMICA? ( )SIM ( )NAO

QUAL?

O PACIENTE ESTA SOB TRATAMENTO MEDICO? ( )SIM ( )NAO

POR QUE?

O PACIENTE OU ALGUEM DA FAMILIA NASCEU COM ALGUMA ALTERACAO CONGENITA?
( )SIM ( )NAO ( )NAO SEI

QUAL? GRAU DE PARENTESCO?

ALGUEM DA FAMILIA NASCEU COM DENTE A MENOU OU A MAIS?
( )SIM ( )NAO ( )NAO SEI

QUAL? GRAU DE PARENTESCO?




VOCE OU ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU JA TEVE CANCER?  ( )SIM ( )NAO ( )NAO SEI

QUEM? TIPO/REGIAO DO CANCER:

O PACIENTE, OU ALGUEM DA FAMILIA APRESENTA OU APRESENTOU ALGUM DESEQUILIBRIO
ENDOCRINO?
( )sSIM ( )NAO ( )NAO SEI

QUEM? QUAL?
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O PACIENTE, OU ALGUEM DA FAMILIA APRESENTA OU APRESENTOU ALGUM TRANSTORNO
METABOLICO?

()SIM ( )NAO ( )NAO SEI

QUAL? ( )PROTEINAS ( )LIPIDEOS ( )CARBOIDRATOS ( ) AVITAMINOSES

OBS:

PERGUNTAS SOBRE A GESTACAO DA MAE DO PACIENTE (PRIMEIRO TRIMESTRE):
MEDICAMENTOS? ( )SIM ( )NAO

QUAL?

INGERIU BEBIDAS ALCOOLICAS? ( )SIM ( )NAO FUMOU? ( )SIM ( )NAO

EXAME CLINICO:

TIPO FACIAL: ( ) MESOFACIAL ( )DOLICOFACIAL ( )BRAQUIFACIAL
DENTICAO:  ( )MISTA ( )PERMANENTE
RELACAOMOLAR ; ( )CLASSEI  ( )CLASSEIl () CLASSEIII

RELACAO CANINA: ( )CLASSET  ( )CLASSEINl () CLASSEIII

( )JAPINHAMENTO ( )DIASTEMA

ANALISE RADIOGRAFICA:

-> RADIOGRAFIA CEFALOMETRICA DE PERFIL:

SNA: SNB: ANB: SN-GOGN:

TIPO DE MALOCLUSAO ESQUELETICA HORIZONTAL: ( ) CLASSEI ( ) CLASSEII ( ) CLASSEIII

TIPO DE MALOCLUSAO ESQUELETICA VERTICAL: () HIPO DIVERGENTE ( ) NORMAL ( )HIPER

DIVERGENTE

RELACAO MOLAR: ( ) CLASSE I ( ) CLASSE II ( )CLASSE III
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SUBDIVISAO: ( ) DIREITA () ESQUERDA
RELACAO CANINA: ( ) CLASSE I ( )CLASSEII ( )CLASSE III

SUBDIVISAO: ( ) DIREITA () ESQUERDA

> RADIOGRAFIA PANORAMICA:

( ) APINHAMENTO ( ) DIASTEMA

ELEMENTOS ENVOLVIDOS:

ANOMALIA DENTARIA: ( ) SIM ( )NAO

TIPO DE ANOMALIA / ELEMENTO(S) ENVOLVIDO(S):

AGENESIA: ( )SIM  ( )NAO ELEMENTOS ENVOLVIDOS:
( )UNI ( )BILATERAL ( )DIR. ()EsQ. ( )MAX. () MAND.

AGENESIA DE TERCEIRO MOLAR: ( ) SIM ( ) NAO ELEMENTOS:
( )UNI ( )BILATERAL ( )DIR. ()EsQ. ( )MAX. () MAND.






