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RESUMO

A agenesia de dentes permanentes constitui uma das anormalidades mais comuns no
desenvolvimento dos seres humanos e é causada por fatores ambientais e genéticos. Objetivo:
Caracterizar a mutacdo responsavel pela agenesia dentéaria familiar, particularmente em
irmdos gémeos e seus pais, e identificar correlacGes entre genotipo e fen6tipo que possam
melhorar a compreenséo dos processos normais de formagéo dos dentes. Metodologia: Relato
de caso clinico de irmdos gémeos que apresentam agenesia de segundos pré-molares e
terceiros molares. Foi analisado o material genético (DNA) destes pacientes e seus pais, 0
qual foi extraido da saliva, apds a escovagdo dos dentes. A amostra de DNA foi analisada
através de métodos laboratoriais especificos para identificar os genes relacionados com a
auséncia de dentes. Sugere-se que 0s genes MSX1 e PAX9 estariam relacionados com a
agenesia dentéaria desta familia e, para estabelecer esta relacdo, foram investigados os exons 2,
3 e 4 do PAX9 e 0 exon 2 do MSX1. O tratamento ortoddntico realizado nestes pacientes
também foi relatado. Resultados: Os gémeos sdo monozigdticos (geneticamente idénticos),
mas apresentam diferentes formas de auséncia dentaria, provavelmente devido a um modelo
multifatorial de influéncias genéticas, epigenéticas e ambientais. O PAX9 ndo apresentou
alteracdes em nenhum integrante da familia. Para 0 MSX1 foi encontrado, nos gémeos, o
polimorfismo conhecido rs1095. Conclusdo: Embora o0 MSX1 e o PAX9 sejam 0s mais
comumente associados com agenesia dentéaria, neste relato de caso clinico ndo foi encontrada
nenhuma variacao nestes genes que justificasse a agenesia. Sugerem-se outros genes, menos

estudados, que poderiam ser responsaveis pela agenesia nesta familia.

Palavras-chave: Agenesia dentaria. MSX1. PAX9. Gémeos monozigoticos.



ABSTRACT

Agenesis of permanent teeth is one of the most common abnormalities in the human
development and is caused by environmental and genetic factors. Objective: To characterize
the mutation responsible for familial tooth agenesis, especially in twins and their parents, and
to identify correlations between genotype and phenotype that may improve to understand the
processes of normal tooth formation. Methods: Case report of twins who have agenesis of
second premolars and third molars. It was analyzed the genetic material (DNA) of these
patients and their parents, which was extracted from saliva after tooth brushing. The DNA
sample was analyzed by laboratory methods to identify the specific genes that are related to
missing teeth. It is suggested that the genes MSX1 and PAX9 were related to tooth agenesis
in this family, and to establish this relationship exons 2, 3 and 4 of PAX9 and exon 2 of
MSX1 were investigated. Orthodontic treatment performed in these patients was also
reported. Results: The twins are monozygotic (genetically identical), but they have different
forms of tooth absence, probably due to a multifactorial model of genetic, epigenetic and
environmental factors. The PAX9 showed no alterations to any family member. Rs1095
known polymorphism was found in the MSX1 of the twins. Conclusion: Although MSX1
and PAX9 genes are most commonly associated with tooth agenesis, in this case report it did
not show any variation that could explain the agenesis. It is suggested that less studied genes

could be responsible for agenesis in this family.

Keywords: Dental agenesis. MSX1. PAX9. Monozygotic twins.



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ......co oot e ettt n et 5
2. OBUIETIVOS .o et e e e e e e e e s e r e e e e e e 7
3. MATERIAIS E METODOS ..ottt 8
3.1 PARTICIPANTES E LOCAL DO ESTUDO .....oovviiiiiiiiiiiiiieieeee e 8
3.2 ANALISE DA DOCUMENTAGAO ORTODONTICA .....cooviiieiiiniieieireieseieiean, 8
3.3 COLETA DE DADOS GENETICOS ...ttt e, 8
3.3. 1 EXErag80 de DINAL. ... ettt 8
3.3.1.1 Protocolo para extragao de DNA .. ......ooiiiiiii e 9
3.3.2  Reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) — reag&o de amplificagdo ....................... 9
4, RELATO DE CASO CLINICO ..ottt 12
O N - Uo] 1< | (= PP SSURTSRRUR 12
4.1.1  Anélise das fotografias e radiografias INICIAIS.............ceereeiiieiiieiie e 12
4.1.2  Anélise das fotografias e radiografias de progreSso .........ccevveerveereeiiieenineenee s 15
4.2 PACIENTE Tl . 16
4.2.1  Andlise das fotografias e radiografias iNiCIAIS.............ccveiiireiiiiesiiie e 16
4.2.2  Andlise das fotografias e radiografias de progresso ..........cccveevveeeiineeiiueeesieeesinnens 18
5. RESULTADOS ...ttt sttt ettt ettt b et e be e bt e sbeaneesreenneenne e 21
B.  DISCUSSAD ...ttt 24
7. CONCLUSOES........coiiiiiitieieine ettt 28
8. REFERENCIAS.......oieeteeeeeeeeeeeee ettt s sttt s sttt es s anans 29
GLOSSARIO ..ot 33

APENDICE — Aprovacio pelo COMIite de ELICA ........cccvvvvvevieeeeeeceeeee e, 35



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento dentario é regulado por interagdes indutivas entre as células
epiteliais e mesenquimais (JERNVALL; THESLEFF, 2000) e estd sob controle genético
(THESLEFF; NIEMINEN, 1996), que determina posicdo, numero, tamanho e forma dos
dentes (THESLEFF; NIEMINEN, 1996; VASTARDIS, 2000). Séo conhecidos diversos genes
que se expressam no processo de desenvolvimento dentario (JERNVALL; THESLEFF, 2000;
PETERS; BALLING, 1999). Esta complexa regulacdo geram numerosas aberragdes dentérias,
hereditarias ou congénitas (LAMMI et al., 2003).

A agenesia de dentes permanentes constitui uma das anormalidades mais comuns no
desenvolvimento dos seres humanos. A agenesia dentaria envolve mais comumente terceiros
molares e afeta de 10 a 25% da populacdo, enquanto que a prevaléncia da auséncia de dentes
permanentes, excluindo os terceiros molares, varia de 2 a 10% (MOSTOWSKA; BIEDZIAK;
TRZECIAK, 2006; VASTARDIS, 2000). Na maioria dos casos, um ou dois segundos pre-
molares e incisivos laterais superiores estdo ausentes, enquanto que a agenesia de caninos e
primeiros molares é rara (HANSEN et al., 2007).

As alteracbes anatdmicas, estruturais e funcionais dentarias como crescimento
deficiente do processo alveolar, associado com dentes faltantes e espaco adicional dentro dos
arcos dentais, podem resultar em malocluséo pela posi¢édo inadequada dos dentes (KAPADIA
et al., 2006; NIK-HUSSEIN, 1989).

A compreensdo atual dos mecanismos moleculares subjacentes a odontogénese
implica em uma série de fatores de transcricdo e moléculas sinalizadoras, como por exemplo,
os fatores de crescimento e seus receptores. Diversos tipos de evidéncias indicam que
ocorrem multiplas e recursivas interagdes sinérgicas e antagdnicas de moléculas de
sinalizacdo no desenvolvimento dos dentes e, como consequéncia, ocorre ativacdo ou inibicao
local de fatores de transcricdo, tanto no epitélio quanto no mesénquima dentario
(JERNVALL; THESLEFF, 2000; OGAWA et al.,, 2005; PETERS; BALLING, 1999;
THESLEFF, 2003). Entre os fatores de transcri¢cdo dentaria mesenquimal mais estudados
estdo os genes MSX1 e PAX9. Estes parecem ter funcdo mestre de regulacdo nas fases
iniciais da odontogénese (JERNVALL; THESLEFF, 2000; OGAWA, et al., 2005; PETERS;
BALLING, 1999).

As mutacdes no PAX9 tem sido relatadas, principalmente, em pacientes com auséncia
de molares permanentes (FRAZIER-BOWERS et al., 2002; LAMMI et al., 2003) e, também,



tém sido associada com a falta de segundos pré-molares e incisivos (JUMLONGRAS et al.,
2003).

As agenesias dentérias de segundos pré-molares e terceiros molares, principalmente,
tém tido envolvimento de mutagdes no MSX1 (LAMMI et al., 2003).

Os mecanismos patogenéticos das agenesias dentarias e de mutacdes, assim como as
mutacdes nos genes PAX9 e MSX1, ndo tém sido bem caracterizados até 0 momento atual
(HANSEN et al., 2007).

Na maioria das familias onde sdo observadas agenesias dentéarias, 0 mecanismo mais
comum parece ser autossomico dominante com penetrancia incompleta e expressividade
variavel (GRAHNEN, 1958; XUAN et al., 2008). A variabilidade de expressdo do traco inclui
0 nimero de dentes ausentes, 0s locais das auséncias e varias outras caracteristicas dentarias
associadas com dita anomalia (HU et al., 1998; XUAN et al., 2008).

Apos pesquisar na literatura, observa-se que existem poucos estudos relacionando
irmdos gémeos, agenesia de dentes permanentes e a mutacdo genética envolvida neste

processo, por este motivo sera realizado este relato de caso clinico.



2. OBJETIVOS

Caracterizar a mutagdo responsavel pela agenesia dentaria familiar, particularmente
em irmaos gémeos e seus pais, e identificar correlagfes entre gendtipo e fenotipo que possam

melhorar a compreensdo dos processos normais de formacdo dos dentes.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 PARTICIPANTES E LOCAL DO ESTUDO

Este trabalho é um relato de caso clinico de dois pacientes gémeos do sexo masculino
(pacientes | e Il) que realizaram tratamento ortodontico na Faculdade de Odontologia (FO) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) no Departamento de Cirurgia e
Ortopedia — &rea de Ortodontia. Os dados genéticos foram analisados no Laborat6rio de
Genética e Biologia Molecular do Departamento de Genética da UFRGS.

3.2 ANALISE DA DOCUMENTAGCAO ORTODONTICA

A analise da documentacdo ortododntica dos pacientes gémeos foi realizada através de
coleta de dados no prontuario dos mesmos na FO-UFRGS.

3.3 COLETA DE DADOS GENETICOS

A coleta de dados foi realizada atraves de amostra de saliva dos irmdos gémeos e de
seus pais. Foi utilizado um protocolo especifico para extracio de DNA da saliva.
Inicialmente, os pacientes foram instruidos a realizar a escovacao dos dentes com a finalidade
de provocar a descamacdo das células dos tecidos moles da cavidade bucal. A coleta de 600
microlitros de saliva dos pacientes foi obtida através do ato de cuspir em um microtubo de 1,5
ml (Eppendorf). Este recipiente foi imediatamente tamponado, identificado e colocado em
congelador para garantir a manutencdo das caracteristicas da amostra e de transporte até a sua
analise.

Cabe salientar que estes procedimentos foram realizados pelo pesquisador responsavel
pelo projeto “O gene PAX9 e seu papel na agenesia dentéria do terceiro molar em populagdes
humanas” aprovado pelo CONEP parecer nimero 576/2004 e, ap0s anélise do DNA, os dados
foram cedidos para utilizacdo neste relato de caso clinico (APENDICE).

A fim de procurar mutacdes no gene PAX9 e MSX1 foi realizado o sequenciamento

dos exons 2, 3 e 4 do PAX9 e 0 exon 2 do MSX1 da familia (gémeos, pai e mae).

3.3.1 Extracdo de DNA



Para a extracdo de DNA foi utilizado o protocolo usado no Departamento de Genética
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, através do kit QlAamp DNA mini Kit da
Qiagen e o procedimento foi feito conforme recomendacdes descritas pelo fabricante.

3.3.1.1 Protocolo para extragcdo de DNA

Pipetar 20 pl de proteinase K no fundo de um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml;

o

Adicionar 200 pl da amostra no tubo de centrifugacéo;

o

Adicionar 200 pl de buffer AL a amostra. Misturar em vértex por 15 segundos;

e

Incubar a 56°C por 10 minutos;

e. Centrifugar brevemente o tubo de 1,5 ml para microcentrifuga para remover pequenas
quantidades de liquido da parte de dentro da tampa;

f. Adicionar 200 ul de etanol (96-100%) a amostra e misturar novamente um pulso no
vortex por 15 segundos. Depois de misturar, centrifugar brevemente o tubo 1,5 ml
para microcentrifuga para remover pequenas quantidades de liquido de dentro da
tampa;

g. Aplicar cuidadosamente a mistura do passo f para 0 QIAamp spin columns (tubo de 2
ml da colecdo) sem molhar a borda do tubo, fechar a tampa e centrifugar a 6000xG
(8000 rpm) por 1 minuto. Colocar o QlAamp spin columns em um tubo da colecédo
(fornecido) de 2 ml limpo e descartar o tubo contendo o liquido filtrado;

h. Abrir cuidadosamente o QIAamp e adicionar 500 ul do buffer AW1 (solugdo de
lavagem) sem molhar a borda do tubo. Fechar a tampa e centrifugar a 8000 rpm por 1
minuto. Colocar QlAamp em um tubo fornecido de 2 ml limpo e descartar o tubo de
colecdo que contém o liquido filtrado;

i. Abrir cuidadosamente o QIAamp e adicionar 500 pl de buffer AW?2 (solugdo de

lavagem) sem molhar a borda do tubo. Fechar a tampa e centrifugar em alta

velocidade (20000xG, 14000 rpm) por 3 minutos.

3.3.2 Reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) — reacdo de amplificacédo

A reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) € um método de amplificacdo (de criacao
de milhares ou milhdes de copias) de moléculas de DNA (&cido desoxirribonucléico) de uma
forma bastante rapida e através de uma técnica relativamente simples. Todo o procedimento é

realizado in vitro, gerando DNA em quantidade suficiente para analises posteriores. A técnica
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é extremamente sensivel, possibilitando a amplificacdo de DNA a partir de uma quantidade
minima de amostra. Tal caracteristica tem possibilitado a aplicacdo da técnica ndo somente na
pesquisa basica, mas também na pesquisa aplicada, como em testes de identificacdo genética,
medicina forense, diagnostico de doencas infecciosas, controle de qualidade industrial, como
também, para analisar a expressdo do gene em um determinado tipo de célula ou tecido
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2003).

A amplificacdo dos exons 2, 3, 4 do PAX9 e do exon 2 do MSX1 foi feita em um
volume total de 25ul por reagdo, 50 pmol de cada primer, PCR Master Mix segundo
especificagdes dos fabricantes e 100 ng de DNA gendmico. Os componentes da reagdo foram
misturados e a amostra foi colocada em um termociclador. O termociclador € um aparelho que
possibilita o aquecimento e resfriamento rdpido das amostras (ZAHA; FERREIRA,;
PASSAGLIA, 2003). O PCR foi realizado nas seguintes condic@es: 35 ciclos de desnaturacéao
do DNA a 94°C, anelamento dos iniciadores a 58°C — 59°C e a extensdo da cadeia de DNA
(polimerizacao) a 72°C.

A duracdo de cada passo dos ciclos serd de 50 segundos, com excec¢do do primeiro
passo de desnaturacdo com 2 minutos e, da Ultima etapa de extensdo, de 10 minutos. Ajustes
nas condi¢cdes de amplificacdo, particularmente relacionadas a temperatura de anelamento,
foram realizados sempre que necessario. O resultado foi analisado através de uma eletroforese
em gel de agarose.

Repetindo-se varias vezes as etapas de desnaturacdo, anelamento e polimerizagédo (20
a 30 ciclos) permite-se a amplificacdo do DNA (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2003).

Cuidados especiais devem ser tomados com possiveis contaminacdes com DNAS
estranhos. As possibilidades de contaminacdo, através de formacdo de aerossois e
manipulacdo, devem ser eliminadas. A separacdo de materiais e solugdes especificas para 0s
experimentos de PCR é altamente recomendavel. A area de preparacdo das reacfes deve,
preferencialmente, ser diferente da area em que sdo feitos os trabalhos de analise do material
ja amplificado (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2003). A técnica de PCR foi realizada no

Laboratorio de Genética e Biologia Molecular da UFRGS, conforme figura 1.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Eletroforese
http://pt.wikipedia.org/wiki/Agarose
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Figura 1 — Fotografias do Laboratério de Genética e Biologia Molecular da UFRGS: (a) Laboratorio onde é
realizada a técnica de PCR; e (b) termociclador.

Para determinar se 0s gémeos eram monozigéticos ou dizigoticos utilizou-se o Kit
AmpF{STR® Identifiler™ PCR Amplification (Applied Biosystems®), oriundo da Califérnia
(USA), que compara marcadores genéticos: D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358,
THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818 e FGA,
sendo utilizado conforme orientacdes descritas pelo fabricante. Apds realizar a amplificacéo
(PCR), os resultados foram analisados no Genetic Analyzer ABI Prism 3130x| (Applied
Biosystems®) através do GeneMapper Software® (Applied Biosystems®).
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4. RELATO DE CASO CLINICO

Ambos pacientes, de oito anos, do sexo masculino, foram examinados em maio de
2007 e apresentavam degluticdo atipica por interposi¢do de lingua, ndo apresentavam mordida

aberta, mas eram respiradores oro nasais.

4.1 Paciente |

4.1.1 Anélise das fotografias e radiografias iniciais

O paciente | apresentava um rosto simétrico e um perfil levemente convexo (figura 2).
As arcadas dentarias tinham formato semi-eliptico, eram assimétricas e o primeiro molar
permanente superior direito (dente 16), assim como, o primeiro molar permanente inferior
esquerdo (dente 36) encontravam-se mesializados. Em ocluséo, os primeiros molares
permanentes estavam em relacdo de classe | de Angle e a relacdo entre caninos deciduos
também era de classe I. A linha média inferior estava desviada 3 mm para esquerda. A
sobremordida e o trespasse horizontal estavam dentro dos padrdes de normalidade (figura 3).
A discrepancia de modelos superior era de -11 mm e, a inferior, de -10 mm.

Na radiografia panoramica, conforme a figura 4, observou-se a auséncia dos germes
dentarios dos segundos pré-molares inferiores (dentes 35 e 45) e dos terceiros molares

superiores e inferiores (dentes 18, 28, 38 e 48).

(@) (b)

Figura 2 — Fotografias extra-orais inicias: (a) de frente; (b) sorrindo; e (c) de perfil.



Figura 3 — Fotografias intrabucais: (a) lado direito; (b) em oclusdo de frente; (c) lado esquerdo; (d) oclusal
superior; e (e) oclusal inferior.

Figura 4 — Radiografia panordmica de 2007. Os dentes ausentes estdo marcados com um X.

Sumario do diagnostico: o paciente | apresentava diastema interincisal superior, perda
de perimetro nos arcos superior e inferior devido a mesializacdo dos dentes 16 e 36 e falta de
espaco para erupcao dos incisivos laterais permanentes superiores direito e esquerdo (dentes
12 e 22).

Objetivos da primeira fase de tratamento: recuperar espago na regido dos dentes 16 e

36 e fechar diastemas entre 0s incisivos superiores.
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Plano de tratamento: verticalizar os dentes 16 e 36 com mola em gota, fechar os
diastemas superiores com molas na distal dos incisivos centrais permanentes superiores
(dentes 11 e 21) e acompanhar as trocas dentarias.

Tratamento executado: a maloclusédo foi primeiramente tratada com um aparelho
removivel superior com duas molas digitais para fechar o diastema entre os dentes 11 e 21 e
uma mola em gota para recuperar espago na mesial do dente 16. Concomitantemente, foi

instalado um aparelho inferior para recuperar espaco na mesial do dente 36 (figura 5).

Figura 5 — Aparelho removivel inferior com mola em gota na mesial do dente 36.

Apos a erupcao dos dentes 12 e 22, observou-se que 0s mesmos estavam em mordida
cruzada e instalou-se um aparelho removivel superior com molas digitais na palatina dos
dentes 12 e 22 para realizar a vestibularizacdo destes dentes. A exodontia dos caninos
deciduos superiores direito e esquerdo (dentes 53 e 63) foi realizada para possibilitar o

descruzamento dos dentes 12 e 22 (figura 6).

Figura 6 — Aparelho removivel superior com molas digitais nos dentes 12 e 22.
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4.1.2 Andlise das fotografias e radiografias de progresso

Na figura 7, é possivel analisar as fotografias de progresso do paciente I, realizadas em
novembro de 2009.

Figura 7 — Fotografias extra-orais de progresso: (a) de frente; (b) sorrindo; e (c) de perfil.

Nas fotografias intrabucais, conforme figura 8, observa-se a evolucdo das trocas
dentéarias, a vestibularizacdo dos dentes 12 e 22 e a recuperacao de espaco na arcada inferior,
assim como, a presenca de um arco lingual inferior que tem a finalidade de manter o espago
até o momento da segunda fase de tratamento ortodéntico.

Figura 8 — Fotografias intrabucais: (a) lado direito; (b) em oclusdo de frente; (c) lado esquerdo; (d) oclusal
superior; e (e) oclusal inferior.
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Na radiografia panoramica de controle (figura 9), confirma-se a auséncia congénita
dos dentes: 35, 45, 18, 28, 38 e 48.

Figura 9 — Radiografia panoramica de 2009. Os dentes ausentes estdo marcados com um X.

4.2 Paciente Il

4.2.1 Analise das fotografias e radiografias iniciais

O paciente Il apresentava um rosto simeétrico e um perfil levemente convexo (figura
10). Apresentava arcadas de formato semi-eliptico, assimétricas, onde os dentes 16, 36 e 53
estavam mesializados. Em oclusdo, os primeiros molares permanentes estavam em relacdo de
classe | de Angle no lado esquerdo e, em classe Il, no lado direito e a relacdo entre caninos
deciduos era de classe I. Tinha desvio mandibular da linha média de 2 mm para a esquerda. A
sobremordida e o trespasse horizontal eram de zero e, também, apresentava mordida cruzada
anterior e posterior (incisivos centrais permanentes superiores direito e esquerdo e incisivos
centrais permanentes inferiores esquerdo e direito — dentes 11, 21, 31 e 41 e canino deciduo
superior direito, canino deciduo inferior direito, primeiro molar deciduo inferior direito —
dentes 53, 83 e 84). A discrepancia do modelo inferior era de -2 mm (figura 11).

Na radiografia panoramica, conforme a figura 12, observou-se a auséncia dos germes
dentarios dos segundos pré-molares superiores e inferiores (dentes 15, 25, 35 e 45) e dos

terceiros molares superiores e inferiores (dentes 18, 28, 38 e 48).



Figura 11 — Fotografias intrabucais: (a) lado direito; (b) em oclusdo de frente; (c) lado esquerdo; (d) oclusal
superior; e (e) oclusal inferior.

Figura 12 — Radiografia panordmica de 2007. Os dentes ausentes estdo marcados com um X.

17
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Sumario do diagndstico: O paciente Il tinha perda de espaco pela mesializacdo do
dente 16 e 36 e mordida cruzada anterior e posterior (dentes 11, 21, 31, 41, 53, 83 e 84).
Apresentava, também, linguoversdo do incisivo lateral permanente inferior esquerdo (dente
32), diastema entre os dentes 11 e 21 e palatoversdo do dente 22. Devido a auséncia dos
segundos pré-molares superiores, optou-se por ndo realizar recuperacdo de espaco posterior
superior.

Objetivos da primeira fase de tratamento: recuperar espaco dos dentes 16 e 36,
descruzar os dentes anteriores e posteriores que apresentavam mordida cruzada.

O plano de tratamento consistiu em realizar um aparelho expansor para o arco superior
com mola digital nos incisivos laterais permanentes superiores (dentes 12 e 22) para realizar a
vestibularizacdo destes dentes. No arco inferior, recuperar espaco no lado esquerdo com mola
em gota para verticalizar o dente 36.

Tratamento executado: inicialmente, foi realizado expansdo lenta da maxila e
fechamento do diastema interincisal. Ap6s a erupcao dos dentes 12 e 22, foi feito um novo
aparelho com parafuso expansor na linha média para continuar a expansao lenta e utilizou-se,
também, uma mola digital na palatina do dente 12 para descruza-lo. Ao mesmo tempo, o
paciente utilizou um aparelho removivel inferior com mola em gota para recuperar espago na

mesial do dente 36 (figura 13).

Figura 13 — (a) Aparelho removivel superior com parafuso expansor e mola digital no dente 12; e (b) aparelho
removivel inferior com mola em gota na mesial do dente 36.

4.2.2 Andlise das fotografias e radiografias de progresso

Na figura 14, pode-se observar as fotografias de progresso do paciente Il, realizadas

em novembro de 2009.
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Figura 14 — Fotografias extra-orais de progresso: (a) de frente; (b) sorrindo; e (c) de perfil.

Nas fotografias intrabucais (figura 15), observa-se o descruzamento da mordida e dos
incisivos laterais superiores, como também, a evolucdo das trocas dentarias, assim como a
recuperacgdo de espaco na arcada inferior. O arco lingual inferior presente tem a finalidade de
manter o espaco até a segunda fase do tratamento ortoddntico.

Fig. 15 — Fotografias intrabucais: (a) lado direito; (b) em ocluséo frontal; (c) lado esquerdo; (d) arcada superior;
e (e) arcada inferior.

Na radiografia panoramica de controle (figura 16), confirma-se a auséncia congénita
dos dentes: 15, 25, 35, 45, 18, 28, 38 e 48.



Figura 16 — Radiografia panoramica de 2009. Os dentes ausentes estdo marcados com um X.

20
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5. RESULTADOS

Para identificar os genes que estdo envolvidos no desenvolvimento dentario humano,
uma familia com agenesia dentéaria congénita foi estudada. Esta caracteristica foi encontrada
na denticdo permanente dos individuos afetados.

Os pacientes | e Il, de oito anos, procuraram a FO-UFRGS para realizar tratamento
ortodéntico. Exames clinicos e radiograficos revelaram que eles eram portadores de agenesia
dentéria, excluindo outras causas para estas auséncias dentarias, como carie, trauma e doenca
periodontal agressiva. O paciente | tinha auséncia congénita dos segundos pré-molares
inferiores e terceiros molares. Por sua vez, o paciente Il, apresentava agenesia dos segundos
pré-molares tanto superiores quanto inferiores e, também, dos terceiros molares. ApoOs
conversar com o0s pais dos pacientes gémeos, descobriu-se que o pai deles tambem
apresentava agenesia dentaria congénita de um incisivo permanente inferior.

Acredita-se que a agenesia dentaria que afeta esta familia caracteriza-se por ser
autossomica dominante, apresentando trés individuos com o trago (o pai e os dois filhos
gémeos) e um individuo sem esta caracteristica (a mée).

A andlise da zigosidade, conforme a tabela 1, determinou que os gémeos eram
monozigdticos, portanto idénticos, portadores de um Unico genoma (BELL; SPECTOR, 2011;
TOWNSEND et al., 2005; TOWNSEND et al., 2009). Os gémeos, apesar de serem iguais

geneticamente, apresentam diferentes dentes ausentes.

Tabela 1 — Resultados da analise genética dos gémeos (I e I1) através do Kit AmpF{STR® Identifiler™
PCR Amplification kit (Applied Biosystems®) mostrando que eles sio gémeos monozigéticos.

Marcadores Paciente | Paciente Il
D8S1179 1 13 13
D8S1179 2 14 14
D21S11 1 30 30
D21S112 30 30
D7S820 1 8 8
D7S820 2 12 12
CSF1PO 1 11 11
CSF1PO 2 12 12
D3S1358 1 15 15
D3S1358 2 15 15

THO11 6 6

THO1 2 9 9
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D13S317 1 8 8
D13S317 2 12 12
D16S539 1 11 11
D16S539 2 12 12
D2S1338 1 20 20
D2S1338 2 21 21
D19S433 1 13 13
D19S433 2 14 14
VWA 1 17 17
VWA 2 17 17
TPOX 1 8 8
TPOX 2 8 8
D18S51 1 14 14
D18S51 2 17 17
AMEL 1 X X
AMEL 2 Y Y
D5S818 1 9 9
D5S818 2 11 11
FGA1 19 19
FGA?2 25 25

A investigacdo dos exons 2, 3 e 4 do PAX9 ndo encontrou nenhuma mutacao nova ou
polimorfismo conhecido em nenhum dos segmentos sequenciados nos quatro integrantes da
familia. Analisando o exon 2 do gene MSX1, foi encontrado um polimorfismo, em
heterozigose (dois alelos em um mesmo lécus) ja descrito (GRIFFITHS et al., 2002), o
rs1095, uma troca de C—T na posi¢do 4915839 do cromossomo 4. O polimorfismo rs1095
estd numa regido que é transcrita, mas nao é traduzida, ou seja, ndo ha alteracdo na sequéncia
da proteina codificada por este gene e parece nao ter importancia funcional. Portanto, ndo foi
encontrada nenhuma variacao genética que, por si so, justificasse a agenesia apresentada pelos
gémeos. Na figura 17, é possivel observar o sequenciamento do exon 2 do MSX1 nos gémeos
e no pai. O pai apresenta agenesia de um incisivo permanente inferior, mas ndo mostrou

alteracdes.
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TGTACCCCCGACGTG“TCCCCTGCTCGGCACCGCC

Figura 17 — Cromatograma do exon 2 do MSX1: (a) gémeos; e (b) pai.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo € um relato de caso clinico de uma familia de quatro integrantes
(pai, mae e dois filhos gémeos do sexo masculino). Nesta familia, trés pessoas (o pai e os dois
filhos) apresentam agenesia congénita de dentes permanentes e uma pessoa (a mae) esta isenta
deste traco. Sabe-se, entdo, que a auséncia congénita de um ou mais dentes permanentes é a
anomalia oral mais comum (VALINOTI, 1958).

O segundo pré-molar inferior € o dente mais frequentemente ausente, excluindo os
terceiros molares, seguido do incisivo lateral superior e do segundo pré-molar superior
(POLDER et al., 2004; ROSE, 1966). No entanto, Muller et al. (1970) e Nik-Hussein (1989),
encontraram que os dentes mais frequentemente ausentes sdo 0s incisivos laterais superiores,
seguido dos segundos pré-molares inferiores, segundos pré-molares superiores e, por ultimo,
0s incisivos centrais inferiores. Entretanto, quando os terceiros molares ndo sdo excluidos,
encontra-se que estes so os dentes mais comumente ausentes (BRAGA, 2009; PAIXAO-
CORTES, 2011).

Neste caso clinico, foi relatado que os dentes ausentes foram os terceiros molares e 0s
segundos pré-molares tanto superiores quanto inferiores, coincidindo com os relatos na
literatura descritos acima.

Symons e Taverne (1996) relataram que a anomalia dentaria mais comumente
associada com auséncia congénita de segundo pré-molar foi auséncia congénita de outro
dente, particularmente, o incisivo lateral superior e terceiros molares.

Segundo Garn e Lewis (1962) pacientes com agenesia de terceiros molares apresentam
uma maior prevaléncia de agenesia de outros dentes permanentes, sendo 13 vezes maior em
comparagdo com o grupo controle. No grupo de pacientes com agenesia de segundos pré-
molares, a prevaléncia de agenesia de outros dentes permanentes aumenta significativamente,
descrevendo a situacdo do caso clinico deste trabalho.

Uma correlacdo interessante foi feita por Muller et al. (1970), com base numa coleta
de 14.940 adolescentes. Eles notaram que incisivos laterais superiores sao 0s dentes mais
frequentemente ausentes, quando apenas um ou dois dentes estdo ausentes, enquanto
segundos pré-molares sdo os dentes mais comumente ausentes quando mais de dois dentes
ndo estdo presentes. Neste mesmo estudo, constataram que mais dentes estdo ausentes na
maxila do que na mandibula. Porém, em outro estudo, a prevaléncia de auséncia dentéaria entre
arcadas superior e inferior ndo é significativamente diferente (BRAGA, 2009; PAIXAO-
CORTES et al., 2011).
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O segundo pré-molar inferior é mais frequentemente ausente em mulheres, sendo 77%
contra 60% dos homens. Terceiros molares sdo, por vezes, ausentes; sendo 99% ausentes em
meninas e 89%, em meninos (BEN-BASSAT; BRIN, 2009). No entanto, neste relato de caso
clinico, dos quatro integrantes da familia (trés homens e uma mulher), os trés homens
apresentavam o traco em questdo. No entanto, quando somente os segundos pré-molares sao
considerados, 0os homens sdo ligeiramente mais afetados que as mulheres, mas ha mais dentes
ausentes por caso entre as mulheres (ROSE, 1966).

Hipodontia familiar, isto é, a auséncia de um a seis dentes permanentes, excluindo os
terceiros molares (KIST et al., 2005) é mais comumente transmitida como um traco
autossdmico dominante, com penetrancia incompleta e expressividade varidvel (GRAHNEN,
1958), como neste relato de caso clinico.

A agenesia dentaria hereditaria é provavelmente causada por uma deficiéncia de um
ou mais dos processos moleculares que regulam a formacéo dos dentes (HU et al., 1998).

Mudancas na expressao e/ou estrutura dos fatores de transcricdo sdo causas genéticas
comuns da auséncia de um ou mais dentes em agenesias ndo sindromicas. Mutagfes nos
fatores de transcricdo PAX9 e no MSX1 tém sido associado a falha no desenvolvimento dos
dentes (GERITS et al.,, 2006; KIM et al., 2006; KLEIN et al., 2005; MOSTOWSKA,
BIEDZIAK; TRZECIAK, 2006; STOCKTON et al., 2000; VASTARDIS et al., 1996).

MSX1 e PAX9 parecem influenciar de maneira diferente nos fendtipos de agenesia
dentaria. Apesar de ambos genes afetarem terceiros molares (BRAGA, 2009; KIM et al.,
2006; PAIXAO-CORTES et al., 2011), a auséncia dos quatro terceiros molares ndo é usual e
sugere que a causa tem relacdo com mutacdo no MSX1 (VASTARDIS et al., 1996).
Frequéncias significativamente maiores de agenesia de segundos pré-molares e primeiro pré-
molar superior foram encontradas associadas a mutacdes no MSX1 (BRAGA, 2009; KIM et
al., 2006; PAIXAO-CORTES et al., 2011). Por outro lado, acredita-se que mutacdes no PAX9
estdo associados com auséncia de molares permanentes (STOCKTON et al., 2000; XUAN et
al., 2008).

No entanto, nenhuma mutacdo nova ou polimorfismo conhecido foi encontrado no
PAX9, mas no exon 2 do MSX1 foi encontrado um polimorfismo conhecido, nos gémeos, o
rs1095. O rs1095 estd numa regido que € transcrita, mas ndo é traduzida e parece ndo ter
importancia funcional. Embora, em um estudo realizado por Paixao-Cortes et al. (2011), este
polimorfismo sé foi encontrado na amostra de pacientes portadores de agenesia e ndo foi
encontrado na amostra controle. Portanto, ndo foi encontrada nenhuma variacdo genética que,

por si sO, justificasse a agenesia, apesar de 0s genes MSX1 e PAX9 serem 0S mais



26

comumente relacionados com auséncia congénita de dentes permanentes (GERITS et al.,
2006; KIM et al., 2006; KLEIN et al., 2005; MOSTOWSKA; BIEDZIAK; TRZECIAK,
2006; STOCKTON et al., 2000; VASTARDIS et al., 1996).

O reconhecimento da heterogeneidade genética € importante porque aponta para a
identificacdo de outros genes que podem participar ou produzir um fendtipo semelhante
(VASTARDIS, 2000). Paix&o-Cortes et al. (2011) sugerem uma rede com 42 genes da
odontogénese que podem influenciar o fendtipo da agenesia. Mais estudos serdo necessarios
para identificar a causa de agenesia nesta familia.

Gémeos monozigbticos compartilham o mesmo conjunto de genes, enquanto gémeos
dizigéticos compartilham somente a metade de seus genes (BELL; SPECTOR, 2011,
TOWNSEND et al, 2005, TOWNSEND et al, 2009). Além disso, ambos gémeos
monozigoticos e dizigoticos compartilham o mesmo Utero, data de aniversario e estdo
expostos a fatores ambientais semelhantes no seu desenvolvimento inicial (BELL,;
SPECTOR, 2011; MACGREGOR, 2000).

Markovic (1982) relatou um alto percentual de concordancia para expressdo de
hipodontia entre 0s gémeos monozigoticos, enquanto os dizigdticos apresentaram
discordancia para esta anomalia dentaria. Por outro lado, Gravely e Johnson (1971), assim
como Markovic e Trisovic (1979) encontraram diferentes expressoes de agenesia dentaria em
gémeos monozigoticos. Townsend et al. (2005) analisaram 278 pares de @gémeos
monozigéticos, dos quais 24 apresentavam no minimo um dente ausente. Destes 24 pares, 21
(87,5%) tinham expressdes de agenesia discordantes. Neste relato de caso clinico, 0s gémeos
eram geneticamente iguais (monozigoticos), mas apresentavam diferentes dentes ausentes,
isto &, tinham fenotipos distintos.

Supondo-se que a hereditariedade desempenha um papel etiolégico importante na
hipodontia, seria de se esperar que 0s pares de gémeos monozigdticos mostrassem uma
concordancia muito maior para esta condicdo (BORUCHOV; GREEN, 1971). Além disso,
estes pesquisadores ndo encontraram diferenca significativa na concordancia entre 0s gémeos
monozigdticos e os dizigoticos, mas o tamanho das amostras foi pequeno. No entanto, fatores
ambientais podem desempenhar um papel mais importante do que se pensava anteriormente,
havendo, frequentemente, interacdo entre fatores genéticos e ambientais (TOWNSEND et al.,
2009).

Mesmo sabendo que existe uma base genética relativamente forte para a auséncia de
dentes, o nimero e a posicdo dos dentes afetados pode ser influenciada por fatores

epigenéticos e deve-se esclarecer a relacdo entre a constituicdo genética individual e seu
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fendtipo (TOWNSEND et al. 2005; TOWNSEND; BROOK, 2008). Epigenética, hoje em dia,
define alteracdes celulares e na expressdo dos genes, que podem ser hereditarias, mas parecem
ndo estar relacionadas com alteragbes na sequéncia de DNA e pode ser modificada por
estimulos ambientais (TOWNSEND et al., 2005). Sugere-se que a minima variagdo num
evento epigenético local durante a odontogénese pode levar a diferencas importantes na
aparéncia final da denticdo de gémeos monozigdticos (TOWNSEND; BROOK, 2008;
TOWNSEND et al., 2005; TOWNSEND et al., 2009). Acredita-se que o0 modelo multifatorial,
com influéncias genéticas, epigenéticas e ambientais, fornece a melhor explicacdo para
diferentes expressGes de hipodontia em gémeos monozigoticos (TOWNSEND; BROOK,
2008; TOWNSEND et al., 2005).

A identificacdo das mutagdes nos genes que causam agenesia dentaria familiar permite
realizar estudos para avaliar o mecanismo pelo qual os fatores ambientais modificam a
expressdo do gene e resulta em fenotipos clinicos semelhantes (VASTARDIS, 2000).
Segundo Townsend e Brook (2008), os parentes de individuos que tem agenesia sdo mais
suscetiveis a apresentar auséncias dentarias, dando suporte ao conceito de predisposicao
genética da hipodontia.

A mutacdo encontrada no exon 2 do gene MSX1 pode estar contribuindo para o
fenoOtipo de agenesia dentaria nestes pacientes. Alguma mutacdo em um dos genes que
participam na cascata de formacdo dentaria deve ser responsavel pela agenesia apresentada,
mas a diferenca na agenesia destes pacientes deve estar sendo determinada por algum fator

regulatorio, possivelmente algum mecanismo epigenético e/ou ambiental.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho, relatou-se o tratamento ortoddntico e a presenca de agenesia dentéria
congénita em dois irmdos gémeos monozigdticos, que apesar de serem geneticamente
idénticos apresentam diferentes expressdes de dita anomalia. Este fato pode-se explicar,
provavelmente, devido a um modelo multifatorial de influéncias genéticas, epigenéticas e
ambientais.

Embora os genes MSX1 e PAX9 sejam 0s mais comumente associados com auséncia
congénita de dentes na denticdo permanente, particularmente relacionados a agenesia de
segundos pré-molares e terceiros molares como neste relato de caso clinico, ndo foi
encontrada nenhuma variacao genética que justificasse a agenesia na familia estudada.

Em suma, outros genes estdo envolvidos com o desenvolvimento dentério e, por
conseguinte, com auséncia de dentes. Portanto, mais estudos devem ser realizados para

identificar qual gene esta relacionado com a agenesia nesta familia.
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GLOSSARIO

Alelo: Uma das formas variantes de um gene em um ld6cus especifico em um dado
cromossomo. Os alelos diferentes podem produzir variagdes nas caracteristicas herdadas, tais
como a cor dos olhos, do cabelo ou o tipo sanguineo. Em organismos hapldides, cada alelo é
herdado separadamente, um do pai e 0 outro da mée. Se os alelos herdados forem iguais, o

individuo € homozigoto, mas se forem diferentes, o individuo é heterozigoto.

Autossdmico dominante: Padrdo de heranca mendeliana onde um individuo afetado possui
somente uma copia de um alelo mutante e outra de um alelo normal e, ainda assim, manifesta
o0 carater mutante. Individuos com doencas autossdbmicas dominantes tém uma chance de 50%

de transmitir o alelo mutante e, consequentemente, o distdrbio para seus filhos.

Cromossomo: Longa seqiiéncia de DNA que contém, além dos genes, outras seqliéncias de
nucleotideos. Diferentes tipos de organismos apresentam diferentes numeros de
cromossomos. Os humanos possuem 23 pares de cromossomos, 46 no total: 44 autossomos e

2 cromossomos sexuais (X e Y).

DNA: Molécula responsavel pelo armazenamento da informacédo hereditaria.

Eletroforese: Processo pelo qual moléculas podem ser separadas de acordo com o tamanho e
carga elétrica. A aplicacdo de uma corrente de alta voltagem forca as moléculas a se
deslocarem através dos poros de uma fina camada de gel. Os fragmentos menores correm com

maior velocidade que os maiores. E um processo capaz de separar fragmentos de DNA.

Exon: Regido codificadora do gene, ou seja, fragmento que sera transcrito e traduzido. Em
eucariotos (incluindo os humanos), os exons de um gene, normalmente, estdo separados por
longos segmentos de DNA (introns) cuja funcéo é controversa.

Gémeos dizigdticos: Compartilham a metade de seus genes.

Gémeos monozigdbticos: Compartilham o mesmo conjunto de genes. Sdo geneticamente

idénticos.
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Gene: Unidade funcional e fisica da heranca passada dos pais aos seus filhos. Genes
representam a por¢do do genoma com informacg&o para fabricar uma proteina especifica.

Geno6tipo: E a identificacio genética de um individuo.

intron: Seqiiéncia de DNA no-codificadora que é copiada inicialmente para RNAmM , mas é
cortada no final do processamento do RNAm.

Lécus: Localizagdo de um gene especifico em um cromossomo.

Mutacdo: Alteracdo permanente na estrutura do DNA. Em muitos casos, mudangas no DNA
podem ou ndo causar danos. Ocasionalmente, uma mutacdo pode aumentar as chances de

sobrevivéncia de um organismo, podendo ser mantida e transmitida para seus descendentes.

Nucleotideo: Um dos componentes da estrutura do DNA ou RNA. O nucleotideo consiste em
uma base: adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T), uma molécula de agicar e um

grupo fosfato.

Fendtipo: Tragos ou caracteristicas que podem ser observadas em um organismo.
Polimorfismo: Variacdo comum na seqiiéncia de DNA entre os individuos. Significa a
presenca de mais de um alelo a nivel populacional com a frequéncia do alelo menos frequente

maior que 1%.

Seqiienciamento do DNA: Determinacdo da ordem exata dos nucleotideos (bases: A, C, G e

T) em um segmento do DNA.



APENDICE — Aprovacao pelo Comité de Etica

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Naclonal de Saude
Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N.° 576/2004
Registro CONEP: 9365 (Esie n® deve ser citado nas correspondénciac refarentes 2 2sla projeto |

Registro CEP:42/03 Processo n.° 25000.129152/2003-75
Projeto de Pesquisa:. ‘O gene PAX 9 e seu papel na agenesia dentaria do terceiro
molar em populagoes humanas.”

Pesquisador Responsavel: Dr. Carlos Alberto Mundstock

Institulgdo: Faculdade de Odontologia Universidade Fadaral do Rio Grande do Sul/

RS

Area Temética Especial: Genética Humana

Ao se proceder a andlise das respostas ao Parecer CONEP n® 1958/2003, relativo a0

projeto em queslao, considerou-se que:

a- Foram atendidas as solicitacoes do referido parecer. O TCLE foi reformulado.

b- O projeto preenche os requisitos fundamentais da Resolugao CNS 196/96 sobre
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos

c- O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituigio

supracitada.

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de
acordo com as atribuigoes definidas na Resolugao CNS 196/96, manifesta-se

pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Projeto aprovado

Brasilia, 24 de margo de 2004
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