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RESUMO

As fissuras labiais e/ou palatinas (FL/P) sdo as anomalias congénitas mais comuns da regiao
craniofacial, dentre os tipos, as fissuras labiais (FL) e labiopalatinas (FLP), por terem origem
embrionaria semelhante, podem ser agrupadas sob a denominagao de fissura labial com ou sem
envolvimento de palato (FL£P). Nos casos de fissuras ndo sindromicas (FL/PNS), observa-se
frequentemente a presen¢a de anomalias dentarias associadas, localizadas tanto dentro quanto
fora da area do defeito da fissura. Dentre essas anomalias, destacam-se os defeitos de
desenvolvimento do esmalte (DDE), a agenesia dentaria (AD) e alteracdes na cronologia de
formagao dentaria (idade dentaria — ID). Sugere-se que a coexisténcia de FL/PNS e anomalias
dentarias esteja relacionada a fatores genéticos comuns no desenvolvimento craniofacial e
dentario. Diante do exposto, o objetivo deste estudo transversal com grupo de comparacao foi
avaliar a associagdo entre anomalias dentarias, considerando DDE, AD e ID, e polimorfismos
genéticos em pacientes com FL/PNS, por meio de quatro estudos. O primeiro estudo investigou
a associacdo entre FL£PNS e DDEs, incluindo hipomineralizagdo molar-incisivo (HMI) e
hipomineralizacao dos segundos molares deciduos (HSMD). Foram incluidas 164 criangas com
FL£PNS e 328 controles, com idade média de 8,09 + 1,39 anos. A prevaléncia de DDE foi
significativamente maior nas criancas com FL+PNS (76,8%) em comparag¢do ao grupo controle
(66,2%) (p < 0,01). Hipoplasia, opacidades demarcadas e HMI/HSMD foram mais frequentes
no grupo com FLEPNS (p <0,01), sendo a HMI o DDE mais prevalente nesse grupo (29,3%).
A fluorose foi significativamente mais comum no grupo controle (p<0,01). DDEs em dentes
anteriores foram significativamente associados a lateralidade da fissura, sendo mais comuns
nas fissuras bilaterais (p < 0,01). O segundo estudo avaliou a associacdo entre FL+PNS,
HMI/HSMD e polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em genes relacionados a
homeostase do calcio. Foram analisados os SNPs rs1544410, rs7975232, rs2228570 (VDR);
15927650 (CYP24A1); 156256, 1s307247, rs694 (PTH) e rs1801197 (CALCR) em 230 criangas,
sendo 142 com FL£PNS e 105 sem. A prevaléncia de HMI/HSMD nao foi significantemente
maior no grupo com FL£PNS (44,8%) do que no grupo controle (37,1%). Nenhum dos SNPs
avaliados apresentou associagcdo significativa com HMI/HSMD ou FL+PNS na anélise
multivariada (p > 0,05). No entanto, interagdes entre rs1801197 (CALCR) e 1927650
(CYP24A1), e entre 15307247 (PTH) e 1s927650 (CYP24A41) foram significativamente
associadas a presenca de FL+PNS (valor de p permutado = 0,009 e 0,04, respectivamente). A
interacao entre rs6256 (PTH) e rs1801197 (CALCR) foi significativamente associada a presencga
simultanea de FL£PNS e HMI/HSMD (valor de p permutado = 0,007). O terceiro estudo
analisou a associagdo entre FL+PNS, AD e polimorfismos em genes codificadores de fatores
de crescimento. Foram incluidas 243 criangas — 127 com FL£PNS (idade média = 8,80 + 2,14
anos) ¢ 116 sem FLEPNS (idade média = 8,58 + 2,03 anos). A frequéncia de AD foi maior no
grupo com FL£PNS (23,8%) do que no grupo controle (6,2%) (p < 0,01). O polimorfismo
rs2237051 no gene EGF foi significativamente associado a presenca de FL£PNS,
independentemente das demais variaveis (RPa = 1,41; p = 0,042). Em rela¢do a AD, apenas a
presenca da fissura foi associada a uma maior prevaléncia da condi¢do, independentemente das
demais variaveis analisadas (RPa = 3,70; p = 0,001). Nao foram observadas associagdes entre
a AD e os polimorfismos genéticos investigados. Quando considerada a ocorréncia conjunta de
AD e FL£PNS, observou-se uma associag@o limitrofe com o polimorfismo rs1800470 no gene
TGFBI (p=0,06). O quarto estudo teve como objetivo comparar a ID entre criangas com e sem
FL£PNS e verificar a associagdo com polimorfismos genéticos em genes codificadores de
fatores de crescimento. Foram avaliadas 209 criangas (100 com FL+PNS e 109 sem FL+PNS),
com média de idade cronologica de 8,66 anos (DP = 1,92). A ID foi estimada segundo o método
de Demirjian (1973), e as andlises foram realizadas por examinadores calibrados (kappa > 0,80).



O grupo com FL£PNS apresentou ID significativamente atrasada (média = -0,23; DP = 0,71)
em comparagao ao grupo controle (média = -0,01; DP = 0,88) (p = 0,049). O SNP rs4803455
no gene TGFBI foi significativamente associado a variacdao da ID nas criangas sem FLEPNS
(p <0,01). No grupo com FL£PNS, nao foram observadas diferencas significativas na ID entre
os genotipos. Em conjunto, os resultados deste trabalho indicam que criangas com FL+PNS
apresentam maior frequéncia de DDEs, AD e atraso na ID. Além disso, interacdes entre
polimorfismos genéticos estiveram associadas a alguns desses fenotipos, mesmo na auséncia
de associacdes isoladas. Especificamente, observou-se que interagdes entre os SNPs rs1801197
(CALCR) e 15927650 (CYP24A1), bem como entre rs307247 (PTH) e 1s927650 (CYP24A1),
estiveram associadas a presenca de FL+PNS, enquanto a interacdo entre rs6256 (PTH) e
rs1801197 (CALCR) foi associada a presenca simultanea de FL+PNS e HMI/HSMD. O
polimorfismo rs2237051 no gene EGF foi associado a presenca de FL£PNS, e o polimorfismo
rs4803455 no gene TGFBI foi associado a variagao da ID em criangas sem FL+PNS. Esses
achados reforgam a hipdtese de uma base genética compartilhada entre as alteragdes
craniofaciais e dentarias, destacando a relevancia de abordagens integradas que considerem
fatores genéticos e morfoldgicos no acompanhamento clinico de individuos com FL/PNS.

Palavras-chave: fenda labial; fissura palatina; anormalidades dentérias; polimorfismo
genético.



ABSTRACT

Cleft lip and/or palate (CL/P) are the most common congenital anomalies of the craniofacial
region. Among the subtypes, cleft lip (CL) and cleft lip and palate (CLP), due to their similar
embryonic origin, may be grouped under the term cleft lip with or without cleft palate (CL£P).
In nonsyndromic cases (NSCL/P), dental anomalies are frequently observed, located both
within and outside the cleft area. Among these anomalies, developmental defects of enamel
(DDE), tooth agenesis (TA), and changes in tooth formation chronology (dental age — DA) are
noteworthy. The coexistence of NSCL/P and dental anomalies is suggested to be related to
shared genetic factors in craniofacial and dental development. In this context, the aim of this
cross-sectional study with a comparison group was to evaluate the association between dental
anomalies (DDE, TA, and DA) and genetic polymorphisms in individuals with NSCL/P
through four studies. The first study investigated the association between NSCL+P and DDEs,
including molar-incisor hypomineralization (MIH) and hypomineralization of second primary
molars (HSPM). A total of 164 children with NSCL+£P and 328 controls were included, with a
mean age of 8.09 = 1.39 years. DDE prevalence was significantly higher in children with
NSCL=£P (76.8%) compared to controls (66.2%) (p < 0.01). Hypoplasia, demarcated opacities,
and MIH/HSPM were more frequent in the NSCL+P group (p <0.01), with MIH being the most
prevalent DDE (29.3%). Fluorosis was significantly more common in the control group
(p<0.01). Anterior tooth DDEs were significantly associated with cleft laterality, being more
common in bilateral clefts (p < 0.01). The second study evaluated the association between
NSCL+P, MIH/HSPM, and single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes related to
calcium homeostasis. SNPs rs1544410, rs7975232, 152228570 (VDR); 1927650 (CYP24A41);
1$6256, 15307247, rs694 (PTH); and rs1801197 (CALCR) were analyzed in 230 children, 142
with NSCL+£P and 105 without. The prevalence of MIH/HSPM was not significantly higher in
the NSCL+P group (44.8%) than in the control group (37.1%). None of the evaluated SNPs
showed a significant association with MIH/HSPM or NSCL+P in multivariate analysis (p >
0.05). However, interactions between rs1801197 (CALCR) and rs927650 (CYP24A1), and
between rs307247 (PTH) and rs927650 (CYP24A1) were significantly associated with NSCL+P
(permuted p = 0.009 and 0.04, respectively). The interaction between rs6256 (PTH) and
rs1801197 (CALCR) was significantly associated with the simultaneous presence of NSCL+P
and MIH/HSPM (permuted p = 0.007). The third study analyzed the association between
NSCL4P, TA, and polymorphisms in growth factors encoding genes. A total of 243 children
were included — 127 with NSCL+P (mean age = 8.80 + 2.14 years) and 116 without NSCL+P
(mean age = 8.58 + 2.03 years). TA frequency was higher in the NSCL+£P group (23.8%) than
in the control group (6.2%) (p < 0.01). The rs2237051 polymorphism in the EGF gene was
significantly associated with NSCL+P, independently of other variables (PR.=1.41; p =10.042).
Regarding TA, only cleft presence was associated with greater prevalence of the condition,
independently of other variables (PR, = 3.70; p = 0.001). No associations were observed
between TA and the investigated polymorphisms. When considering the combined occurrence
of TA and NSCL#P, a borderline association with the rs1800470 polymorphism in the TGFB1
gene was observed (p = 0.06). The fourth study aimed to compare DA between children with
and without NSCL+P and verify the association with polymorphisms in growth factors
encoding genes. A total of 209 children were evaluated (100 with NSCL£P and 109 without),
with a mean chronological age of 8.66 years (SD =1.92). DA was estimated using the Demirjian
method, and analyses were performed by calibrated examiners (kappa > 0.80). The NSCL+P
group had significantly delayed DA (mean = -0.23; SD = 0.71) compared to the control group
(mean = -0.01; SD = 0.88) (p = 0.049). The SNP rs4803455 in the 7TGFBI gene was
significantly associated with DA variation in children without NSCL£P (p < 0.01). No



significant differences in DA among genotypes were observed in the NSCL+P group. Overall,
the results indicate that children with NSCL+P present higher frequency of DDEs, tooth
agenesis, and delayed dental age. Moreover, interactions between genetic polymorphisms were
associated with some of these phenotypes, even in the absence of isolated associations.
Specifically, interactions between rs1801197 (CALCR) and 1s927650 (CYP24A1), and between
1s307247 (PTH) and 1927650 (CYP24Al), were associated with NSCL+P, while the
interaction between rs6256 (PTH) and rs1801197 (CALCR) was associated with the
simultaneous presence of NSCL+P and MIH/HSPM. The rs2237051 polymorphism in the EGF
gene was associated with NSCL+P, and the rs4803455 polymorphism in the TGFBI gene was
associated with DA variation in children without NSCL+P. These findings support the
hypothesis of a shared genetic background between craniofacial and dental alterations,
highlighting the importance of integrated approaches that consider both genetic and
morphological factors in the clinical management of individuals with NSCL/P.

Keywords: cleft lip; cleft palate; tooth abnormalities; polymorphism, genetic.
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1 INTRODUCAO

As fissuras labiais e/ou palatinas (FL/P) constituem as anomalias congénitas mais
frequentes da regido craniofacial, com prevaléncia global estimada entre um caso a cada 1.000
a 1.500 nascimentos (Salari ef al., 2022). Essas malformacdes sdo classicamente categorizadas
em trés grupos principais: fissura labial (FL), fissura palatina (FP) e fissura labiopalatina (FLP).
Considerando suas origens embrioldgicas distintas das FP, as FL e FLP sao frequentemente
agrupadas sob a designagdo de fissura labial com ou sem envolvimento do palato (FL+£P)
(Martinelli et al., 2020). Além da classificacdo quanto aos tecidos afetados, FL/P também sao
subdivididas conforme a lateralidade, podendo ser unilaterais ou bilaterais. Do ponto de vista
etioldgico, as fissuras podem ser classificadas como sindromicas, quando associadas a outras
anomalias estruturais ou cognitivas, ou nao-sindromicas (FL/PNS), quando ocorrem de forma
isolada, sem associacdo com sindromes reconheciveis — sendo esta ultima forma a mais
prevalente (Mossey et al., 2009).

Assim como as FL/P, as anomalias do desenvolvimento dentario também representam
alteracdes comuns na regido craniofacial. Essas anomalias podem ser classificadas em
numéricas, morfologicas, estruturais, de tamanho ou de erup¢do (De La Dure-Molla et al.,
2019). Individuos com FL/PNS apresentam maior frequéncia de anomalias dentarias em
comparacao aqueles sem fissura, incluindo agenesia dentaria (AD), dentes supranumerarios,
defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE), microdontia, taurodontismo (Fonseca-Souza
et al., 2022), além de atraso na idade dentaria (ID) (Van Dyck et al., 2019).

A coexisténcia entre FL/PNS e anomalias dentarias pode estar relacionada tanto a
fatores locais quanto a fatores genéticos, conforme apontado na literatura (Chu et al., 2016;
Farias et al., 2023; Hovorakova et al., 2018; Liang et al., 2016; Phan et al., 2016). Dentre os
fatores locais, destacam-se eventos traumaticos, principalmente os multiplos procedimentos
cirtirgicos aos quais esses individuos sdo submetidos ao longo da vida. Esses procedimentos
geralmente implicam o uso de anestesia geral, manipulacdo direta dos tecidos bucais, além de
alteragdes no fluxo sanguineo local e processos inflamatorios, os quais podem impactar
negativamente a formagao e a mineralizagdo dos dentes em desenvolvimento (Farias et al.,
2023). Ademais, o proprio defeito da fissura pode estar associado a anomalias dentarias,
especialmente nos dentes anteriores superiores. Isso se deve ao fato de que os processos nasais
mediais e maxilares — responséaveis pela formacdo do 1abio superior e do rebordo alveolar —

também fornecem os tecidos envolvidos na formacao desses dentes (Hovorakova et al., 2018).



Assim, falhas na fusdo desses processos podem constituir um fator local relevante para o
surgimento de anomalias dentarias.

Em relacdo aos fatores genéticos envolvidos na etiologia das FL/PNS e anomalias
dentarias, ha evidéncias de que a associagdo entre essas condi¢cdes pode estar relacionada a
atuacgdo de genes pleiotropicos. A pleiotropia ¢ definida como o fendmeno em que um unico
locus genético afeta dois ou mais tragos fenotipicos distintos (Stearns, 2010). No contexto do
desenvolvimento craniofacial e dentario, diversos genes com agdo pleiotrdpica tém sido
associados a coocorréncia de FL/P e anomalias dentarias, principalmente anomalias de ordem
numérica, como agenesia e dentes supranumerarios (Chu et al., 2016; Liang et al., 2016; Phan
et al.,2016). Visando explorar essa associagdo como uma ferramenta adicional para elucidar o
envolvimento genético na etiologia das FL/PNS, subfenotipos de fissuras baseados na presenca
concomitante de anomalias dentarias tém sido propostos (Germec Cakan et al., 2018; Howe et
al.,2015; Konstantonis et al., 2022; Kiichler ef al., 2011). A caracterizagao desses subfenotipos
pode contribuir significativamente para o avanco da compreensdo dos mecanismos genéticos
subjacentes as fissuras orofaciais, permitindo uma abordagem mais precisa e individualizada

nos estudos genéticos e no acompanhamento clinico.

Considerando a complexidade das alteragdes dentarias em pacientes com FL/PNS,
torna-se evidente o impacto funcional, estético e psicossocial dessas condi¢des sobre os
individuos afetados. Dentre as consequéncias mais relevantes, destacam-se prejuizos a
mastigacdo, fala, autoestima e qualidade de vida relacionada a satide bucal (De Oliveira Janior
et al., 2023). Pacientes com anomalias craniofaciais requerem acompanhamento odontologico
continuo, tanto em razao das caracteristicas proprias da condi¢ao quanto como parte integrante
do tratamento multidisciplinar (American Academy of Dentistry, 2024). Nesse contexto, ¢
fundamental que os profissionais compreendam as alteragdes bucais associadas as FL/PNS, de
modo a viabilizar abordagens terapéuticas eficazes, bem como oferecer orientacdo adequada
aos pacientes e seus familiares.

Para além da relevancia clinica, a investigacdo das anomalias dentdrias associadas as
FL/PNS constitui um recurso adicional para aprofundar a compreensao dos mecanismos
genéticos envolvidos no desenvolvimento craniofacial e dentario, processos estes intimamente
relacionados do ponto de vista temporal e anatdmico durante a embriogénese. Até o momento,
a maioria das pesquisas tem se concentrado na avaliagdo da AD, enquanto outras condigdes
relevantes, como os DDEs, incluindo a hipomineralizacao molar-incisivo (HMI), permanecem

pouco investigadas, apesar de sua natureza multifatorial e complexa. Ademais, alteragdes no



ritmo de desenvolvimento dentdrio, como variacdes na ID, também podem refletir
interferéncias genéticas relevantes e ainda carecem de estudos mais aprofundados nesse grupo
especifico. Considerando que tais anomalias compartilham janelas temporais e vias biologicas
com os processos de formacao das fissuras, a avaliacdo ampliada desses fenotipos pode oferecer
informagoes valiosas sobre os mecanismos etiolégicos comuns. Diante dessa lacuna, justifica-

se a realizagdo do presente estudo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISSURAS LABIAIS E/OU PALATINAS NAO SINDROMICAS

A formagao do labio e do palato ¢ resultado de uma série de processos embrioldgicos
altamente coordenados, que envolvem a migragao, proliferagao e fusao de estruturas derivadas
de células da crista neural (Nanci, 2019a). O labio superior e o palato primario originam-se da
fusdo dos processos nasais mediais com os processos maxilares, os quais se dirigem a linha
média e se unem por volta da sexta semana de vida intrauterina (VIU) (Hammond; Dixon, 2022;
Katchburian; Arana, 2023a). O palato secundario, por sua vez, desenvolve-se a partir da fusdao
medial dos processos palatinos da maxila. Entre a sétima e a oitava semana de VIU, esses
processos inicialmente se projetam verticalmente, posicionados posteriormente ao palato
primario e lateralmente a lingua em desenvolvimento. Com a progressdo do crescimento
craniofacial e o rebaixamento da lingua, os processos palatinos reorientam-se para a posicao
horizontal, permitindo a fusdo entre si, com o palato primario e com o septo nasal (Martinelli
et al., 2020; Katchburian; Arana, 2023a).

Falhas na fusdo entre o processo maxilar e o processo nasal lateral podem levar a
formacgdo da FL (Figura 1A). Quando ha comprometimento do 1abio e da maxila, as mudangas
no desenvolvimento facial podem impedir que os processos palatinos laterais se aproximem
adequadamente durante seu posicionamento horizontal. Como resultado, as fissuras do palato
primario sdo frequentemente acompanhadas por fissuras do palato secundério — estrutura
embriondria que dard origem aos palatos duro e mole — caracterizando as FLP (Figura 1B). Por
outro lado, quando a FP ocorre isoladamente (Figura 1C), sem associacdo com fissura labial,
os mecanismos envolvidos parecem ser distintos. Essas fissuras podem resultar da auséncia de
crescimento adequado dos processos palatinos ou de falhas na sua elevacao, o que compromete

o contato com o septo nasal. Também podem decorrer da falta de adesdo entre os processos



palatinos e o septo devido a ndo reabsorc¢ao do epitélio que recobre essas estruturas. Em outros
casos, a ruptura do palato apds fusdo inicial ou falhas na integracdo e consolidagao do
mesénquima subjacente podem comprometer a fusdo adequada dos processos envolvidos

(Nanci, 2019a).

FIGURA 1 — Classificacdo das fissuras labiais e/ou palatinas. A. Fissura labial isolada; B. Fissura labiopalatina;
C. Fissura palatina isolada.

Fonte: Adaptado de Mossey et al. (2009).

As FL/P sao as malformacgdes craniofaciais congénitas mais comuns, com prevaléncia
global estimada entre 1 a cada 1.000 — 1.500 nascimentos. Quando analisadas por tipo, estima-
se uma prevaléncia de aproximadamente 3/10.000 nascidos vivos para FL, 3,3/10.000 para FP
e 4,5/10.000 para FLP (Salari et al., 2022). No Brasil, a prevaléncia dessas malformagdes ¢ de
6,73/10.000 nascidos vivos, sendo 1,90/10.000 para FL, 2,79/10.000 para FP e 2,04/10.000 para
FLP (Vieira et al., 2025).

Diversas classificacdes foram propostas ao longo dos anos para categorizar as FL/PNS,
com base em critérios anatdmicos, embrioldgicos e clinicos (Allori ef al., 2017). No Brasil, €
comumente utilizada a classificagdo proposta por Spina (1973), que tem como referéncia
anatomica o forame incisivo. De acordo com esse sistema, as FL/P sdo subdivididas em: pré-
forame, transforame, pos-forame e fissuras faciais raras. As fissuras pré-forame envolvem graus
variados de fissura labial e/ou do processo alveolar. As fissuras transforame afetam
simultaneamente o labio e o palato, atravessando o forame incisivo. Ja as fissuras pos-forame
comprometem exclusivamente o palato, posterior ao forame. As fissuras faciais raras englobam
formas menos frequentes, como as fissuras obliquas (oro-orbitarias), transversais (oro-
auriculares), do labio inferior e outras variantes incomuns (Spina, 1973). Na literatura
internacional, entretanto, predomina uma classificagdo mais simplificada, baseada na

morfologia clinica e na embriologia, que agrupa as FL/PNS em trés categorias principais: FL,



FLP e FP (Mossey; Catilla, 2003). Essas fissuras podem se apresentar de forma unilateral ou
bilateral, variando em extensdo e complexidade.

Além de serem classificadas com base em aspectos anatdmicos e embrioldgicos, as FL/P
também podem ser categorizadas etiologicamente em sindromicas e nao-sindromicas. As FL/P
sindrOmicas estdo associadas a desordens genéticas bem definidas, incluindo sindromes
mendelianas e cromossdmicas, como a sindrome de Van der Woude, sindrome de DiGeorge e
a sequéncia de Pierre Robin (Babai; Irving, 2023), representando aproximadamente 30% dos
casos totais de FL/P. Por outro lado, os casos ndo sindromicos — denominados assim pela
auséncia aparente de outras anomalias estruturais ou cognitivas associadas — correspondem a
maioria dos casos de FL/P (Leslie, 2022). Essas formas ndo sindromicas apresentam etiologia
multifatorial e poligénica, resultante da interacdo entre fatores genéticos e ambientais (Beames;
Lipinski, 2020). Entre os fatores ambientais descritos na literatura, destacam-se o consumo
materno de alcool e tabaco, o estresse durante a gestacdo, a idade materna avangada e a
deficiéncia de acido folico (Bezerra et al., 2015; Fell et al., 2022; Herkrath et al., 2012; Talal
Alsharif; Abdullah Alamoudi; Jafar Sabbagh, 2023).

Em relagdo aos fatores genéticos, diversas regides cromossomicas ¢ genes tém sido
implicados na patogénese das FL/PNS. Dentre os mais frequentemente relatados, destacam-se
os genes MSXI (Phan et al., 2016), IRF6 (Assis Machado et al., 2018; Golshan-Tafti et al.,
2024; Machado et al., 2025) e BMP4 (Alade; Awotoye; Butali, 2022; Assis Machado ef al.,
2018), os quais desempenham papéis centrais na regulagdo do desenvolvimento craniofacial

durante a embriogénese.

2.2 ANOMALIAS DENTARIAS ASSOCIADAS AS FISSURAS LABIAIS E/OU
PALATINAS NAO SINDROMICAS

Grande parte dos eventos criticos envolvidos na formagao dos labios e dos palatos
primario e secundario ocorre de forma concomitante ao inicio da odontogénese. Por volta da
quinta semana de VIU, o epitélio oral primitivo inicia um processo proliferativo que da origem
a banda epitelial primaria. Essa estrutura se subdivide nas laminas vestibular e dentaria, sendo
esta ultima responsavel pelo desenvolvimento dos dentes. Apos sua proliferacao inicial, a
lamina dentaria passa a apresentar zonas de atividade mitotica diferenciada e, a partir da oitava
semana de VIU, inicia-se a formacao dos germes dentarios deciduos, caracterizando o estagio
de botdo. Na sequéncia, ocorrem o0s estdgios subsequentes da odontogénese — fase de capuz,

campanula, coroa e raiz (Katchburian; Arana, 2023b).



A sequéncia de desenvolvimento ¢ essencialmente a mesma para dentes deciduos e
permanentes. No caso dos dentes permanentes que possuem predecessores deciduos, o
desenvolvimento se dd a partir de uma proliferacao epitelial localizada na face palatina ou
lingual do germe deciduo, conhecida como broto do permanente, cuja formacdo ocorre
enquanto o dente deciduo encontra-se na fase de capuz. Por outro lado, os molares permanentes,
que ndo possuem antecessores, se desenvolvem diretamente a partir da lamina dentaria original,
a qual se estende posteriormente no arco dentario. Assim, embora compartilhem o mesmo
padrao de desenvolvimento, os dentes das denti¢cdes decidua e permanente se formam em
periodos distintos. O inicio de formacao da denticao decidua ocorre entre a sexta ¢ a oitava
semana do desenvolvimento embrionario; enquanto os dentes permanentes sucessores sao
iniciados entre a vigésima semana de gestacao e os dez meses de vida pds-natal, de acordo com
os grupos dentdrios, sendo que os molares permanentes iniciam seu desenvolvimento entre a
vigésima semana intrauterina (primeiro molar) e aproximadamente os cinco anos de idade
(terceiro molar). Distarbios em qualquer uma dessas fases podem comprometer o
desenvolvimento dentario, resultando em diversas anomalias dentarias (Nanci, 2019b) (Figura

2).

FIGURA 2 — Casos de anomalias dentarias associadas as FL/PNS. A. Agenesia dos dentes 12 e 45; B.
Hipoplasia do esmalte no elemento 21; C. Hipomineralizagao nos elementos 16 e 26; D. Dente supranumério
entre os elementos 21 e 22.

Fonte: Centro de Atendimento Integral ao Fissurado Labiopalatal (CAIF), Curitiba, PR.



Individuos com FL/PNS apresentam maior frequéncia de anomalias dentéarias
comparados aqueles sem fissura, englobando DDE, AD, dentes supranumerarios, microdontia,
taurodontismo (Fonseca-Souza et al., 2022), e atraso da ID (Van Dyck et al., 2019).

As anomalias dentarias em individuos com FL/PNS sdo observadas tanto dentro quanto
fora da érea da fissura (De Stefani et al., 2019; Mangione et al., 2018). Sugere-se que as
anomalias localizadas dentro da area da fissura estdo relacionadas a fatores locais, como
traumas cirurgicos durante intervengdes primdrias, bem como ao suprimento sanguineo
reduzido associado ao defeito da fissura (Korolenkova; Starikova; Udalova, 2019). Quanto as
alteragdes dentarias observadas além da area da fissura, levanta-se a hipotese de que genes
pleiotropicos, isto €, genes cuja atividade € capaz de gerar mais de um fenotipo (Ittisoponpisan
et al., 2017) estdo envolvidos no desenvolvimento tanto da FL/PNS quanto das anomalias
dentdrias.

Estudos prévios reforcam tal hipdtese: Kiichler et al. (2021), encontraram uma
associacao significantes entre polimorfismos genéticos em BMP2 e SMAD6 e AD (Kiichler et
al.,2021), enquanto Kan et al. (2019) observaram que o polimorfismo rs4791774 em NTN1 foi
associado a presenga de dentes supranumerarios (Kan et al., 2019). Reporta-se ainda na
literatura genes associados a coexisténcia de AD e FL/P, incluindo MSX1, PAX9, IRF6, TP63,
KMT2D, KDM6A, SATB2, TBX22, TGFA, TGFf3, TGFBRI, TGFBR2, FGFS8, FGFRI,
KISSIR, WNT3, WNT5A4, CDHI, CHD7, AXIN2, TWISTI, BCOR, OFDI, PTCHI, PITX2 ¢
PVRLI (Phan et al., 2016).

Apesar dos avangos na identificagdo de genes relacionados as anomalias dentarias em
individuos com FL/PNS, a maioria dos estudos genéticos ainda se concentra exclusivamente na
AD, havendo escassez de investigacdes voltadas a outras alteragdes dentarias frequentemente
observadas nessa populagdo. A alta prevaléncia dessas alteragdes ressalta a importancia de
estudos abrangentes que caracterizem nao apenas a agenesia, mas também demais distarbios do
desenvolvimento dentario. A andlise detalhada dessas condigdes, aliada a investigacao dos
fatores genéticos associados, pode permitir a identificacao de padrdes fenotipicos e genéticos
especificos, contribuindo para abordagens diagndsticas, preventivas e terapéuticas mais
eficazes. Ao reconhecer precocemente individuos com maior risco para anomalias dentdrias
relacionadas as fissuras, ¢ possivel planejar intervengdes odontologicas mais individualizadas,
favorecendo melhores desfechos funcionais, estéticos e psicossociais ao longo do

desenvolvimento craniofacial.



2.2.1 Defeitos de Desenvolvimento do Esmalte (DDEs)

Os DDEs resultam de disturbios durante a formag¢ao da matriz do esmalte ou durante
sua mineralizagdo. Esses defeitos sdo classificados em dois grandes subtipos: defeitos
quantitativos, caracterizados por uma quantidade reduzida de esmalte formado, denominados
hipoplasia do esmalte; e defeitos qualitativos, nos quais a espessura do esmalte ¢ preservada,
mas ha alteragdo na sua composi¢do mineral, sendo denominados hipomineraliza¢des ou
opacidades (Ghanim et al., 2015).

As hipomineralizagdes podem ser subdivididas clinicamente em dois padrdes
principais, opacidades difusas e demarcadas. As opacidades difusas, também denominadas
fluorose dentdria, apresentam-se com um padrao mosqueado ou linhas verticais na superficie
do esmalte, com margens indefinidas, estando frequentemente associadas a exposicao sist€émica
ao fluor. As opacidades demarcadas, por sua vez, possuem coloragdo variavel (branca/creme a
amarela/marrom), limites bem definidos e contraste com o esmalte adjacente. Dentre essas
ultimas, destacam-se a Hipomineralizacdo de Molares e Incisivos (HMI), que afeta pelo menos
um primeiro molar permanente, podendo ou ndo comprometer os incisivos, € a
Hipomineralizagao dos Segundos Molares Deciduos (HSMD), que acomete molares deciduos.
Ha ainda o grupo das hipomineraliza¢des ndo-HMI/HSMD, que incluem defeitos demarcados
semelhantes, mas presentes em dentes que ndo se enquadram nos critérios clinicos desses
subtipos (Ghanim et al., 2015).

A etiologia dos DDEs ¢ considerada multifatorial, envolvendo fatores ambientais,
locais, sistémicos e genéticos (Lopes-Fatturi et al., 2024). A hipoplasia do esmalte e as
hipomineralizagdes ndo-HMI/HSMD sao comumente associadas a eventos traumaticos locais,
que podem causar injurias diretas aos germes dentarios durante o desenvolvimento (Farias et
al., 2023). Por outro lado, a HMI ¢ a HSMD tém sido descritas como condi¢des de origem
complexa, nas quais estdo envolvidos fatores sistémicos e genéticos. Entre as exposi¢des
sist€émicas associadas, destacam-se doencas infecciosas na infancia, episodios febris, uso
prolongado de antibidticos, desordens nutricionais e complicagdes neonatais (Feltrin-Souza et
al., 2024).

Como esperado, individuos com FL/PNS possuem maior prevaléncia de DDEs,
apresentando até trés vezes mais chances de desenvolver tais defeitos em comparagao aqueles
sem fissura (Fonseca-Souza et al., 2022). A frequéncia de hipoplasia e de opacidades
demarcadas nao-HMI/HSMD varia entre 20,7% ¢ 50,7% na literatura (Farias ef al., 2023; Ruiz

et al., 2013), sendo essas alteragdes mais comumente observadas nos dentes anteriores



superiores permanentes (Lavor et al., 2020). Esses achados sugerem uma possivel associagao
com fatores locais, especialmente relacionados as cirurgias corretivas precoces, que
frequentemente envolvem anestesia geral, uso de medicamentos, manipulacao dos tecidos orais
e alteragdes no suprimento sanguineo, fatores que podem interferir nos processos de
amelogénese (Farias ef al., 2023).

Ja defeitos de origem complexa, como a HMI e a HSMD, sdao poucos os estudos que os
relacionam a FL/PNS. Os trabalhos existentes também reportam alta prevaléncia desses
defeitos entre individuos com FL/PNS, variando de 52,1% a 67,8% (Farias et al., 2023;
Wanderley Lacerda et al., 2024). Essa associacdo pode estar relacionada a maior exposicao
desses pacientes a fatores sist€émicos associados ao desenvolvimento desses DDEs, como
infecgOes respiratorias, otite média, hospitalizagdes e uso frequente de antibidticos (Azman;
Manuel, 2020; Laager et al., 2024). Além disso, polimorfismos genéticos nos genes ENAM e
AMELX, previamente associados a HMI (Lopes-Fatturi et al., 2025), também tém sido
implicados na etiologia das fissuras labiopalatinas (Oliveira et al., 2014; 2024), sugerindo uma
base genética comum entre essas condigdes, possivelmente associada a um efeito pleiotropico
desses genes.

Do ponto de vista clinico, os DDEs — especialmente a HMI e a HSMD - trazem
impactos significativos para a saude bucal, incluindo aumento da suscetibilidade a cérie
dentdria (Americano et al., 2017), hipersensibilidade (Santos et al., 2024), fraturas poOs-
eruptivas do esmalte (Jorge; Reis; Soviero, 2024), dificuldade no controle da dor e necessidade
precoce de intervengdes restauradoras (Mendonga et al., 2024), impactando negativamente na
qualidade de vida dos individuos afetados (Jilevik; Sabel; Robertson, 2022). Esses efeitos sao
potencialmente agravados em pacientes com FL/PNS, cuja condi¢do implica em maiores

desafios odontologicos, funcionais e psicossociais.

2.2.2 Agenesia dentéria (AD)

Assim como as FL/P, a AD representa uma das anomalias de desenvolvimento mais
comuns entre seres humanos, sendo a coocorréncia desses defeitos reportada tanto em humanos,
quanto em animais (Phan ez al., 2016). A AD ¢ caracterizada pela auséncia do desenvolvimento
de um ou mais dentes, podendo variar desde a falta de um tUnico elemento dentario até a
auséncia completa da dentes. Essa condigdo ¢ classificada de acordo com o numero de dentes

ausentes: hipodontia, quando ha auséncia de um a cinco dentes; oligodontia, quando seis ou



mais dentes ndo se desenvolvem; e anodontia, quando todos os dentes estdo ausentes (Meade;
Dreyer, 2023).

Na populagdo em geral, a prevaléncia estimada de AD ¢ de 6,4% (Khalaf et al., 2014),
porém, este numero varia consideravelmente entre diferentes populacdes, sendo de 4,4% na
América do Norte e de 13,4% na Africa (Meade; Dreyer, 2023). Em individuos com FL/PNS a
prevaléncia de agenesia ¢ ainda maior, uma revisao sistematica da literatura com metanalise,
reportou que esses individuos possuem uma chance quase 20 vezes maior de apresentar AD do
que individuos ndo afetados, com prevaléncia variando entre 13,1% e 77,3% (Fonseca-Souza
etal.,2022).

Individuos com FL/PNS podem apresentar AD tanto na regido diretamente afetada pela
fissura quanto em areas distantes dessa anomalia. Na 4area da fissura, o dente cuja auséncia ¢é
mais frequentemente relatada ¢ o incisivo lateral (Bartzela ef al., 2013; Mangione ef al., 2018).
Nessa localizagdo, a propria presenga da fissura, associada a possiveis traumas cirurgicos, pode
interferir na integridade do tecido mesenquimal e na vascularizag@o local, elementos essenciais
para o desenvolvimento dentario (Korolenkova; Starikova; Udalova, 2019). J4 em regides nao
afetadas pela fissura, a agenesia costuma envolver, com maior frequéncia, os segundos pré-
molares (Kiichler et al., 2011; Sa et al., 2016). A manifestacdo da AD em locais distantes da
fissura reforga a hipotese de que anomalias dentarias e fissuras craniofaciais podem
compartilhar determinantes genéticos comuns (Phan et al., 2016).

Mais de 26 genes foram associados simultaneamente a presenca de FL/P e a AD,
incluindo MSXI, PAX9, IRF6, TP63, BMP2, BMP4, WNT104A, WNT3 e AXIN2, todos
envolvidos em vias que participam do desenvolvimento craniofacial e orofacial (Fan et al.,
2019; Howe et al., 2022; Phan et al., 2016). Porém, ¢ importante pontuar que nem todos os
estudos avaliam separadamente os casos de agenesia que ocorrem dentro e fora da area da
fissura, o que pode comprometer e interpretacdo dos resultados que associam essa alteracdo
dentaria a fatores genéticos.

A AD pode gerar impactos funcionais significativos, comprometendo a oclusao, a
estética e a fonética. Nesse contexto, o estudo de sua ocorréncia em individuos com FL/P é
essencial para o planejamento de abordagens terapéuticas interdisciplinares mais eficazes.
Além disso, compreender os mecanismos responsaveis pela coocorréncia entre essas condigdes
pode contribuir para o avanco no entendimento dos processos bioldgicos subjacentes ao seu

desenvolvimento, os quais ainda ndo sdo completamente elucidados.



2.2.3 Idade dentaria (ID)

A ID ¢ um marcador biologico util para a avaliacao do estagio de crescimento infantil,
com aplicacdes na pratica clinica odontoldgica e na area forense (Kiichler et al., 2022). Durante
a infancia, pacientes com FL/PNS necessitam de diversas intervengdes na regido craniofacial,
incluindo procedimentos ortodonticos e cirtirgicos (Mundra; Lowe; Khechoyan, 2022). Nesses
casos, o estagio de maturacdo ¢ um importante indicador para determinar o momento mais
adequado para os tratamentos e obter melhores desfechos (Mundra; Lowe; Khechoyan, 2022).
Assim, a ID pode ser uma ferramenta inicial para estimar o estagio de crescimento infantil
(Barreto et al., 2022).

Em criangas com FL/PNS, estudos sugerem que ha um atraso na ID em comparacao aos
individuos ndo afetados. Uma revisdo sistematica identificou essa tendéncia de retardo no
desenvolvimento dentario em pacientes com fissura (Van Dyck et al., 2019). Embora os
mecanismos ainda ndo estejam completamente elucidados, esse atraso pode estar relacionado a
fatores genéticos subjacentes as fissuras ou a fatores locais e sist€émicos (Park et al., 2023;
Torlinska-Walkowiak et al., 2021).

Alguns estudos tém investigado o papel de polimorfismos genéticos na variagdo da ID
na populacdo em geral. Kiichler et al. (2022) e Madalena et al. (2025) analisaram variantes em
genes relacionados ao metabolismo da vitamina D, ndo encontrando associagdes significativas
com a ID. Da mesma forma, Madalena et al. (2023) avaliou polimorfismos em genes que
codificam receptores de estrogénio, também sem identificar associagdao. No entanto, a literatura
ainda carece de estudos que explorem essa possivel relacdo na populacio de individuos com

fissuras orais.

2.3 POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO
DENTARIO E CRANIOFACIAL

Variagdes na sequéncia do DNA que ocorrem com frequéncia na popula¢do sio
denominadas polimorfismos. Dentre eles, os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs —
single nucleotide polymorphisms) constituiem o tipo mais comum no genoma humano,
caracterizando-se por uma alteracdo em uma Unica base nitrogenada e estando presentes em

pelo menos 1% da populagdo (Karki et al., 2015).



Os SNPs podem ocorrer tanto em regides codificantes quanto ndo codificantes do
genoma. Quando presentes em regioes codificantes, podem resultar em alteracdes na sequéncia
de aminodcidos da proteina (SNPs nao sindnimos) ou ndo causar mudangas funcionais
detectaveis (SNPs sindnimos). Além disso, SNPs localizados em regides regulatdrias ou ndo
codificantes podem afetar a atividade de promotores, a expressdo génica, a conformagdo e a
estabilidade do RNA mensageiro (mRNA), bem como a localizag¢do subcelular de mRNAs e/ou
proteinas (Shastry, 2009). Esses mecanismos podem, direta ou indiretamente, contribuir para a
susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas e malformacgdes, como as FL/P e as anomalias
dentarias associadas.

Além da andlise do impacto isolado de polimorfismos genéticos na ocorréncia de
condi¢cdes de origem multifatorial, as interacdes génicas, conhecidas como epistasias
(Motsinger; Ritchie, 2006), tém ganhado relevancia crescente nas pesquisas genomicas,
incluindo os estudos sobre anomalias dentdrias e craniofaciais (Lara ef al., 2024; Machado et
al., 2022). Nesse contexto, o efeito de uma variante genética sobre determinado fenotipo pode
ser modulado pela presenga concomitante de variantes em outros genes, evidenciando a
complexidade das redes genéticas envolvidas na determinagdo fenotipica (Motsinger; Ritchie,
20006).

Diversos polimorfismos genéticos tém sido associados a distirbios do desenvolvimento
dentdrio e craniofacial na populacdo em geral, incluindo aqueles localizados em genes
relacionados a homeostase mineral — gene do receptor da vitamina D (VDR), gene da familia
24 do citocromo P450, subfamilia A, membro 1 (CYP24A1), gene do paratormoénio (PTH) e
gene do receptor da calcitonina (CALCR) — (Elzein et al., 2022; Gerber et al., 2023; Kiichler et
al.,2021; Lopes-Fatturi et al., 2024; Nireeksha et al., 2022; Sadeghi et al.,2021) e a codificacao
de fatores de crescimento — gene do Fator de Crescimento Transformador Beta 1 (TGFBI),
gene do Receptor do Fator de Crescimento Transformador Beta 2 (TGFBR?2), gene do Fator de
Crescimento Epidérmico (EGF) e do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)
(Gerber et al., 2021; Kirschneck et al., 2022). Esses achados reforcam a relevancia de se
explorar com maior profundidade os polimorfismos genéticos que atuam em vias criticas do
desenvolvimento craniofacial, especialmente em diferentes populagdes, como ¢ o caso das

FL/P.

2.3.1 Genes associados a homeostase mineral



O célcio (Ca) desempenha papel essencial na formagao e mineralizagao dos tecidos
dentdrios, especialmente durante a amelogénese. Além dos ions calcio (Ca*") serem necessarios
para o crescimento dos cristais de hidroxiapatita, participando da mineralizagdo do esmalte,
atuam também na regulagdo da atividade dos ameloblastos (Kim; Hong, 2018).

A homeostase do Ca ¢ regulada por uma interacao coordenada entre trés hormonios:
vitamina D, paratormonio, calcitonina. Para que essa regulagcdo ocorra adequadamente, alguns
genes exercem papel essencial, como os genes VDR, CYP2441, PTH CALCR (Costanzo, 2024).

Os genes VDR e CYP24A1 estdao envolvidos no metabolismo da vitamina D. Esta ¢ um
pro-hormonio caracterizado por metabolismo e regulacdo complexos, sendo conhecida por sua
atuacdo no metabolismo do Ca e fosfato e na manutencdo da satide 6ssea. Entretanto, estudos
tém atribuido a vitamina D diversas fungdes extraesqueléticas, como a regulagdo da
proliferagao celular em determinadas vias oncogénicas, além de efeitos antioxidantes e
imunomoduladores (Voltan ef al., 2023). A vitamina D atua na regulacdo dos niveis de Ca no
organismo por meio de trés mecanismos principais: aumento da absor¢do intestinal de Ca,
mobilizacao de Ca dos ossos e reabsor¢ao de Ca pelos rins (Bikle, 2021). A maioria de seus
efeitos ¢ mediada pelos receptores de vitamina D (VDR), que regulam a expressao de muitos
genes-alvo. O VDR esta presente em quase todos os tipos celulares humanos e modulam a
transcri¢ao de aproximadamente 3% dos genes humanos (Voltan et al., 2023). Enquanto o VDR
atua em associacdo com a forma ativa da vitamina D, o CYP24A1 ¢ responsdvel por seu
catabolismo. Esta enzima mitocondrial converte a vitamina D em um metabolito inativo,
limitando a quantidade de sua forma ativa nos tecidos (Voltan ef al., 2023).

O gene PTH ¢ responsavel pela codificagao do paratormdnio, um hormoénio essencial
na regulacdo do metabolismo do Ca. A secrecao do paratormdnio pelas glandulas paratireoides
¢ estimulada pela diminui¢do da concentragdo plasmatica de Ca*". Uma vez liberado, o
hormonio atua em tecidos-alvo como o0s 0ssos, rins € intestino, promovendo ag¢des coordenadas
que aumentam e normalizam os niveis de Ca?* no plasma. O gene CALCR, por sua vez, codifica
o receptor da calcitonina. A liberacdo da calcitonina ocorre em resposta ao aumento da
concentracdo plasmatica de Ca’*, sendo sua principal ag¢do a inibicio da reabsorcio dssea
mediada por osteoclastos, o que contribui para a reducao dos niveis de Ca circulante (Costanzo,
2024).

A literatura indica que os genes VDR, CYP24A1, PTH e CALCR apresentam fungdes
durante a formacgdo dentaria. Estudos em modelos animais mostram que o VDR € expresso em

ameloblastos, controlando sua diferenciacdo, além de regular a expressao de genes



fundamentais do esmalte, como a amelogenina (Berdal et al., 1995; Houari et al., 2016; Zhang
et al., 2009). O CYP24A1 parece estar presente em células da polpa dentaria humana e em
células do foliculo dentario, além de participar da mineralizacdo dos tecidos duros dentarios
(Khanna-Jain et al., 2010). O PTH, participa da formacdo da dentina, atuando sobre os
odontoblastos (Guimardes et al., 2014; Sakakura et al., 1989), e parece exercer papel no
transporte de céalcio durante a amelogénese (Bawden; Deaton; Crenshaw, 1983). Por fim, o
CALCR ¢ possivelmente expresso na papila dentaria dos germes dentarios em desenvolvimento
(Sakakura et al., 1989).

Algumas condigdes dentarias tém sido associadas a polimorfismos em genes
relacionados ao metabolismo do Ca. No gene VDR, os polimorfismos rs10735810 e 1rs2228570
foram associados a suscetibilidade ao desenvolvimento de lesdes de carie (Nireeksha et al.,
2022; Sadeghi et al., 2021). Ainda no gene VDR, os polimorfismos rs739837 e rs78783628
foram associados a uma maior prevaléncia de HMI e HSMD, defeito caracterizado por uma
deficiéncia na mineralizagdo do esmalte dentario (Elzein et al., 2022; Fatturi et al., 2020; Lopes-
Fatturi et al., 2024). Além disso, os polimorfismos rs694 e rs307247 em PTH tém sido
relacionados a variagdes no tamanho da coroa dentaria (Gerber et al., 2023).

Além do papel desempenhado pelo VDR, CYP24A1, PTH e CALCR no desenvolvimento
dentario, tem sido levantada a hipdtese de uma possivel participacdo desses genes na formagao
de outras estruturas da face e do cranio. Essa possibilidade ¢ sustentada, por achados que
identificaram associagcdo entre polimorfismos nos genes VDR e PTH e retrognatismo
mandibular (Kiichler et al., 2021). No entanto, as evidéncias disponiveis ainda sdo limitadas e
ndo permitem afirmar, de forma conclusiva, a atuagdo direta desses genes na morfogénese

craniofacial.

2.3.2 Genes que codificam fatores de crescimento

Fatores de crescimento sao moléculas bioativas que regulam diversos processos
celulares, como proliferagdo, diferenciagdo, migracao e apoptose (Antonioli; Bublil; Yarden,
2008). Dentre esses fatores, destacam-se o fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-
B1), codificado pelo gene TGFBI; o receptor do tipo II do TGF-B (TGF-BRII), codificado pelo
gene TGFBR2; o fator de crescimento epidérmico (EGF), codificado pelo gene EGF; e o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), codificado pelo gene EGFR.

O TGF-B ¢ uma citocina amplamente expressa que desempenha um papel essencial na

regulacao de diversos processos celulares, incluindo organogénese, diferenciacao, crescimento



celular, hemostasia, produ¢do de matriz extracelular e modulagao da resposta imune (Krivicka;
Pilmane; Akota, 2013; Massagué, 2000). A sinaliza¢ao adequada do TGF- ¢ fundamental para
a manutencao do estado fisioldgico celular, e sua desregulacdo pode contribuir para diversas
patologias (Chia et al., 2024). A superfamilia TGF-B compreende trés isoformas principais —
TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3 — codificadas por genes localizados em cromossomos distintos. O
gene TGFBI codifica a proteina TGF-B1, e atua por meio da ligagao ao TGF-BRII, regulando
processos de proliferagdo, diferenciacdo e crescimento celular em multiplos tecidos, incluindo
os tecidos Osseo, epitelial e conjuntivo (Krivicka; Pilmane; Akota, 2013).

O EGF ¢ um fator mitogénico que estimula a proliferacao celular por meio de sua
interacao com o receptor especifico EGFR. A sinalizagdo decorrente da ligacdo EGF/EGFR ¢
essencial para a regulacdo de diversos processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento
embriondrio, a regeneracdo de células-tronco e o transporte de ions em tecidos epiteliais.
Devido a sua ampla atuacdo em mecanismos de crescimento e reparo tecidual, disfungdes nessa
via de sinalizacdo tém sido associadas a disturbios do desenvolvimento e a diversas condigdes
patologicas (Zeng; Harris, 2014).

Estudos com modelos animais e investigacdes genéticas em humanos tém destacado a
importancia de fatores de crescimento, como o TGF-B1 e o EGF, no desenvolvimento da regiao
craniofacial. Esses fatores participam de processos fundamentais, como o fechamento do palato
e a formacdo adequada da denticdo (Barrio ef al., 2014; lamaroon; Tait; Diewert, 1996; Ito et
al., 2003; Krivicka; Pilmane; Akota, 2013; Kronmiller, 1995; Miettinen ef al., 1999; Yapijakis
et al.,2023; Zhang; Qu; Zhang, 2014). No que se refere a palatogénese, o TGFBI e seu receptor
TGFBR?2 estao envolvidos em etapas cruciais, como prolifera¢do, crescimento e fusdo dos
processos palatinos (Ito et al., 2003; Tarr et al., 2018; Yapijakis et al., 2023). Esse fator também
apresenta expressao durante a odontogénese, sendo expresso tanto no epitélio quanto no
mesénquima, com papel regulador na proliferagdo celular ao longo de todo o desenvolvimento
dentario (Zhang; Qu; Zhang, 2014).

De modo semelhante, os genes que codificam o EGF e EGFR sao expressos durante a
formacao do palato e evidéncias experimentais demonstram que alteracdes na sinalizag¢ao dessa
via estdo relacionadas a falhas na fusdo dos processos palatinos (Barrio et al., 2014; Miettinen
et al., 1999). No desenvolvimento dentario, o EGF ¢ detectado na mandibula antes mesmo da
formac¢do da lamina dentaria, indicando seu papel na indu¢do desse processo (Kronmiller,
1995), além de atuar inibindo a diferenciacdo de células precursoras dos odontoblastos e

ameloblastos (Partanen; Ekblom; Thesleff, 1985).



Embora os mecanismos funcionais desses fatores estejam bem estabelecidos, ainda sdo
escassos os estudos que avaliam a associagdo entre polimorfismos em genes codificadores
desses fatores de crescimento e caracteristicas craniofaciais em humanos. Um estudo de Gerber
et al. (2021) apontou associagdo entre variantes nos genes TGFBI (rs1800470) e EGF
(rs4444903) e variagdes no tamanho dentario. Além disso, Kirschneck et al., (2022)
identificaram que o polimorfismo rs3087465, situado na regido promotora do gene TGFBR?2,

estd relacionado ao retrognatismo mandibular.

3 PROBLEMA DE PESQUISA

Observa-se que, embora diversos estudos apontem a participacdo de anomalias dentdrias
e de fatores genéticos no desenvolvimento craniofacial, ainda sdo necessarios mais estudos que
explorem de forma integrada esses aspectos em populagdes com FL/PNS. Nesse contexto, o
presente estudo busca contribuir para o aprofundamento do conhecimento sobre as possiveis
interagdes entre alteragcdes dentarias e variantes genéticas, conforme descrito nos objetivos a

seguir.



4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo transversal com grupo de comparagao foi avaliar a associacio
entre anomalias dentarias, considerando DDE, AD e ID, e polimorfismos genéticos em

pacientes com FL/PNS.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a associacao entre DDE e FL/PNS.

e Avaliar a associac¢do entre HMI/HSMD e polimorfismos em genes associados a homeostase
mineral em criangas com ¢ sem FLE£PNS.

e Avaliar a associacao entre AD e FLEPNS.

e Avaliar a associacdo entre AD e polimorfismos em genes que codificam fatores de
crescimento em criancas com e sem FLEPNS.

e (Comparar ID entre criancas com e sem FL+PNS.

e Avaliar a associacdo entre variacdes na ID e polimorfismos em genes que codificam fatores

de crescimento em criangas com e sem FLEPNS.
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Fissura labiopalatina esta associada a uma maior prevaléncia de hipomineralizacio

molar-incisivo: um estudo transversal com grupo de comparacio

Resumo

Objetivo: Avaliar a associagdo entre fissura labial e/ou palatina ndo sindromica (FL/PNS) e
defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE), incluindo os subtipos de DDE, como
hipomineralizacdo molar-incisivo (HMI) e hipomineraliza¢do dos segundos molares deciduos

(HSMD).

Métodos: Este estudo transversal com grupo de comparacdo incluiu individuos com e sem
FL/PNS — denominados “grupo FL/PNS” e “grupo controle”, respectivamente. O grupo
FL/PNS foi recrutado em um centro especializado em anomalias craniofaciais, enquanto o
grupo controle foi selecionado aleatoriamente a partir de uma amostra populacional de
escolares, na propor¢do de 1:2. Os DDEs foram avaliados por examinadores calibrados, por
meio de exame clinico. A associac¢ao entre FL/PNS e DDE foi analisada utilizando-se modelo

de regressao de Poisson univariada com variancia robusta (o = 5%).

Resultados: A amostra incluiu 164 criancas com FL/PNS e 328 controles (idade média = 8,09
+ 1,39 anos). Os DDEs foram mais prevalentes no grupo FL/PNS (76,8%) do que no grupo
controle (66,2%) (p < 0,01). Hipoplasia, opacidades demarcadas ¢ HMI/HSMD foram
significativamente mais frequentes no grupo FL/PNS (p < 0,01). A fluorose foi
significativamente mais prevalente no grupo controle (p < 0,01). A HMI foi o DDE mais
frequente no grupo FL/PNS (29,3%). Os DDEs em dentes anteriores foram significativamente

associados a lateralidade da fissura, sendo mais comuns nas fissuras bilaterais (p<0,01).

Conclusao: Criangas com FL/PNS apresentam maior prevaléncia de DDE do que aquelas sem

FL/PNS, especialmente HMI.

Palavras-chave: Fenda labial; Fissura palatina; Defeitos de desenvolvimento do esmalte
dentario; Hipomineralizagdo molar; Hipomineralizacdo do esmalte dentario; Hipoplasia do

esmalte dentario.



Introduciao

A fissura labial e/ou palatina (FL/P) ¢ uma condicdo congénita complexa, influenciada
por fatores genéticos e ambientais. Essa anomalia ¢ classificada em trés tipos principais: fissura
labial isolada (FL), fissura labial e palatina (FLP) e fissura palatina isolada (FP) (Salari et al.,
2022). A prevaléncia global dessas alteracdes ¢ estimada em aproximadamente 3 a cada 10.000
nascidos vivos para FL, 3,3/10.000 para FP e 4,5/10.000 para FLP (Salari et al., 2022). A FL/P
pode ser classificada em formas sindrémicas e nao sindromicas. A forma ndo sindromica
(FL/PNS) ocorre como defeito isolado, sem a presenga de outras anomalias congénitas, sendo
a apresentacdo mais comum. Em contraste, a forma sindromica esta associada a sindromes
genéticas e a outras anomalias estruturais ou do desenvolvimento, correspondendo a cerca de

15% dos casos (Mossey & Modell, 2012).

Individuos com FL/PNS apresentam maior risco de apresentarem anomalias dentdrias,
incluindo alteragdes no numero de dentes, variagdes morfologicas e defeitos de
desenvolvimento do esmalte (DDEs) (Fonseca-Souza et al., 2025; 2022). Uma revisdo
sistematica prévia indicou que individuos com fissuras apresentam trés vezes mais chances de
desenvolver DDE em comparagdo aqueles sem a anomalia (Fonseca-Souza et al., 2022). Os
DDEs sao definidos como alteragdes do esmalte dentdrio, decorrentes de disturbios na
amelogénese. Clinicamente, os DDEs manifestam-se por alteragdes na espessura ou na

translucidez do esmalte (FDI, 1992).

Os DDEs sdo classificados em dois grandes subtipos: defeitos quantitativos,
caracterizados pela hipoplasia do esmalte, e defeitos qualitativos, caracterizados pela
hipomineralizacdo (Manton & Vieira, 2023). A hipomineraliza¢do pode ser subclassificada em
opacidades difusas ou demarcadas. As opacidades difusas apresentam padrao linear, irregular,
com bordas indistintas, incluindo opacidades devido a fluorose. Em contraste, as opacidades
demarcadas possuem limites bem definidos, distinguindo-se nitidamente do esmalte
aparentemente saudavel ao redor. Subtipos especificos de opacidades demarcadas incluem a
Hipomineralizagdo Molar-Incisivo (HMI), que afeta os primeiros molares permanentes, com
ou sem envolvimento dos incisivos permanentes, ¢ a Hipomineralizagdo de Segundos Molares
Deciduos (HSMD), que acomete os segundos molares deciduos (Ghanim et al., 2015). Ambos
os defeitos apresentam alteracdes na translucidez do esmalte, com coloragdo variando de
branco/creme a amarelo/marrom. Em casos mais severos, pode haver fratura do esmalte pos-

eruptiva, restauragdes atipicas, carie ou até mesmo extragdes atipicas (Ghanim et al., 2015).



A amelogénese ¢ influenciada por fatores locais, sist€émicos e genéticos. Considerando
que individuos com fissuras sdo submetidos a intervengdes cirirgicas nos primeiros meses e
anos de vida — periodo critico para a formacdo e mineralizagdo do esmalte — esses
procedimentos podem atuar como fator de risco para os DDEs, especialmente hipoplasias e
opacidades demarcadas em dentes anteriores (Wanderley Lacerda et al., 2024). Além disso,
alguns tipos de DDE, como HMI e HSMD, possuem envolvimento genético em sua etiologia
(Lopes-Fatturi et al., 2025). Polimorfismos genéticos envolvidos na amelogénese também tém
sido associados a ocorréncia de fissuras, o que pode contribuir ainda mais para a alta prevaléncia

de DDE nessa populacao (Oliveira et al., 2014; 2024).

Apesar da existéncia de estudos que avaliam os DDE em individuos com FL/PNS
(Carpentier et al., 2014; Kulas et al., 2016; Ruiz et al., 2013; Shen et al., 2019; Sundell et al.,
2016; Wanderley Lacerda et al., 2024), muitos apresentam limitagdes, como auséncia de grupo
controle, falta de examinadores calibrados e restri¢do na avaliacdo de determinados grupos
dentarios. Além disso, alguns estudos nao classificaram adequadamente os tipos de DDE, o que
¢ essencial para o diagndstico preciso e o manejo clinico adequado. Diante disso, este estudo
transversal teve como objetivo avaliar a associa¢do entre FL/PNS e DDE, incluindo os seus

subtipos, como a HMI.

Métodos
Aspectos éticos

Este estudo transversal com grupo de comparacio foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Secretaria de Estado da Satude do Parana (protocolo n® 5.100.185), pelo Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Parana (protocolo n°® 4.095.306) e pelo Comité de Etica da Secretaria Municipal da
Satde de Curitiba, PR. Todos os pacientes e responsaveis que participaram da pesquisa
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este estudo foi conduzido conforme

a diretriz STROBE (Von Elm et al., 2008).

Selecdo da amostra

O célculo do tamanho amostral foi baseado em dados prévios sobre a associagao entre

fissuras e anomalias dentdrias (Fonseca-Souza et al., 2022). A prevaléncia estimada de



anomalias dentdrias em individuos com fissura foi de 38,8%, considerando-se um poder
estatistico de 80%, intervalo de confianga de 95% (IC95%) e razdo de chances (odds ratio —
OR) de 3,14. Para compensar possiveis perdas amostrais, o tamanho calculado da amostra foi

acrescido de 20%. Dessa forma, a amostra final estimada variou de 100 a 120 criangas por
grupo.

A amostra do estudo foi composta por individuos com e sem FL/PNS, denominados
“grupo FL/PNS” e “grupo controle”, respectivamente, com idades entre 5 e 12 anos. Os
participantes do grupo FL/PNS foram recrutados no Centro de Atendimento Integral ao
Fissurado Labio Palatal (CAIF, Curitiba, Parana, Brasil) ¢ selecionados aleatoriamente
conforme a ordem de chegada para o atendimento. A classificagdo do tipo de fissura (FL, FLP
ou FP) foi realizada por exame clinico e confirmada por prontuario médico. Individuos com
sindromes, outras anomalias craniofaciais além da fissura e aqueles com amelogénese

imperfeita ndo foram incluidas.

O grupo controle foi selecionado aleatoriamente a partir de uma amostra populacional
de escolares dos nove distritos administrativos de Curitiba (Parana, Brasil) (n=568). Utilizou-
se um método de amostragem por conglomerados em dois estadgios: no primeiro, duas escolas
foram sorteadas por distrito; no segundo, duas a trés turmas foram aleatoriamente selecionadas
em cada escola, com base na propor¢ao de escolares por distrito. A randomizagao foi realizada

utilizando o site www.randomizer.org. A partir dessa amostra populacional, duas criangas

foram sorteadas para cada participante do grupo FL/PNS, mantendo-se uma razio de 2:1 entre
os grupos controle e FL/PNS. Individuos com sindromes, anomalias craniofaciais e

amelogénese imperfeita foram excluidos.

Calibracao dos examinadores e coleta de dados

Quatro examinadoras (GFS, VST, TZCR e LGS) foram calibrados para avaliar os DDEs
utilizando o método proposto por Ghanim et al. (2015) para estudos epidemioldgicos sobre
hipomineralizagdo do esmalte. Esse sistema de classifica¢do categoriza os DDE em opacidades
difusas (fluorose dentaria), hipoplasia, amelogénese imperfeita, opacidades demarcadas e
HMI/HSMD. Adicionalmente, as lesdes de HMI e HSMD sao classificadas quanto a gravidade,
em opacidades brancas ou creme, opacidades amarelas ou marrons, fratura pos-eruptiva do

esmalte, restauragdes atipicas, carie atipica e extragoes atipicas.



O processo de calibracdo teve inicio com um treinamento tedrico, no qual 20 fotografias
intraorais com diferentes manifestacdes de DDEs foram analisadas. Em seguida, os
examinadores avaliaram de forma independente 30 fotografias distintas, com diferentes
apresentagdes clinicas de DDEs. Uma semana depois, esse mesmo conjunto de imagens foi
reavaliado de forma independente por cada examinadora. As avaliagdes foram comparadas com
as de um examinador de referéncia. A confiabilidade das avaliagdes foi determinada por meio
do coeficiente kappa para concordancia inter e intraexaminadores, obtendo-se valores

superiores a 0,80.

A presencga de DDE foi avaliada por meio de exame clinico oral. Os participantes do
grupo FL/PNS foram examinados em ambiente odontoldgico, sob iluminagao artificial € com
auxilio de espelho bucal, enquanto os do grupo controle foram avaliados no ambiente escolar,

sob condi¢des semelhantes. O periodo de recrutamento e coleta de dados ocorreu entre maio de
2021 e junho de 2024.

Analise estatistica

A variavel independente, FL/PNS, foi categorizada tanto por grupo (“FL/PNS” e
“controle”) quanto por tipo de fissura (FL£P e FP) A categoria FL£P englobou os casos de FL
e FLP, por compartilharem origem embriologica distinta da FP. A variavel dependente, DDE,
foi classificada como “sim” ou “ndo”, com base na presenca de diferentes tipos de defeitos na
denticao decidua e permanente, incluindo fluorose dentaria, hipoplasia, opacidades demarcadas
e HMI/HSMD. Os casos de HMI/HSMD foram ainda categorizados quanto a gravidade em:
opacidades brancas ou creme, opacidades amarelas ou marrons, fratura pos-eruptiva do esmalte,

restauragdes atipicas, carie atipica e extragdes atipicas.

A associagao entre FL/PNS e DDE, assim como a relagdo entre os diferentes tipos de
FL/PNS e os DDE, foi analisada utilizando modelo de regressao de Poisson univariada com
variancia robusta, com estimativa da razao de prevaléncia (RP) e intervalo de confianga de 95%
(IC 95%). Adicionalmente, o teste U de Mann-Whitney foi utilizado para comparar o nimero

de primeiros molares permanentes afetados por HMI entre os grupos FL/PNS e controle.

Considerando que certos tipos de DDE, como hipoplasia e opacidades demarcadas em
dentes anteriores, estdo associados a fatores locais — e que a presenca da fissura pode influenciar
o desenvolvimento dos dentes adjacentes a regido fissurada —, realizou-se o teste do qui-

quadrado para avaliar a associagdo entre o lado da fissura e a ocorréncia de DDE no mesmo



lado. A andlise dos dados foi realizada utilizando o software Statistical Package for the Social
Sciences (versao 25.0; SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), adotando-se nivel de significancia de 5%

para todas as analises.

Resultados

Um total de 181 individuos foi inicialmente avaliado para inclusdo no grupo com
FL/PNS. Destes, 17 foram excluidos devido a presenca de sindromes ou outras anomalias
craniofaciais distintas da fissura, resultando em 164 participantes incluidos no grupo com
FL/PNS. Para o grupo controle, 587 individuos foram avaliados a partir da amostra
populacional. Dezenove foram excluidos devido a presenca de sindromes ou outras anomalias
craniofaciais, totalizando 568 participantes elegiveis. A partir dessa amostra elegivel, 328
criancas foram selecionadas aleatoriamente para manter a propor¢ao de 2:1 em relacdo ao grupo

com FL/PNS. Assim, a amostra final do estudo foi composta por 492 participantes (Fig. 1).

Fig.1 Selecdo da amostra do estudo.
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Entre os participantes, 254 (51,6%) eram do sexo masculino. A idade média geral foi
de 8,09 anos (DP = 1,39). No grupo FL/PNS, conforme a classificacdo das fissuras, 45
individuos (27,4%) apresentavam FL, 97 (59,1%) FLP e 22 (13,5%) FP. As caracteristicas

detalhadas da amostra estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 Caracteristicas da amostra.
Grupo n (%)

Variavel Categoria FL/PNS Controle Total
Sexo Feminino 72 (30,3) 166 (69,7) 238
Masculino 92 (36,2) 162 (63,8) 254
FL 45 (100) - 45
Classificacdo a fissura FLP 97(100) - 97
FP 22 (100) - 22
Direita 32 (100) - 32
Lateralidade da fissura ~ Esquerda 58 (100) - 58
Bilateral 52 (100) - 39
- Decidua 19 (51,4) 18 (48,6) 37(7,5)
Denti¢do Mista 145 (31,9) 310 (68,1) 455 (92,5)
Idade Média (DP) 8,71 (2,03) 7,77 (0,73) 8,09 (1,39)

Legenda: FL/P — Fissura labial e/ou palatina ndo-sindrdmica; FL — Fissura labial; FLP — Fissura labiopalatina;
FP — Fissura Palatina; DP — Desvio padrao.

Um total de 343 criancas apresentou ao menos um dente acometido por algum tipo de
DDE. Esses defeitos foram significativamente mais frequentes no grupo com FL/PNS (76,8%)
em comparacao ao grupo controle (66,2%) (p = 0,015). Na denticdo permanente, os primeiros
molares e os incisivos foram os mais acometidos pelos DDE (Fig. 2a). Na denti¢do decidua, os

caninos, primeiros e segundos molares foram os dentes mais frequentemente afetados (Fig. 2b).

Todos os tipos de DDE avaliados, tanto na denti¢do permanente quanto na decidua,
foram significativamente mais frequentes no grupo FL/PNS, com excec¢do da fluorose, que foi
significativamente mais prevalente no grupo controle. Na denti¢do permanente, a fluorose foi
observada em 21,3% dos individuos com FL/PNS e em 48,8% dos controles (p < 0,001). Um
padrao semelhante foi observado na denti¢ao decidua (p <0,001). Em contrapartida, hipoplasia,
opacidades demarcadas, HMI e HSMD foram significativamente mais frequentes no grupo
FL/PNS (p < 0,05) (Tabela 2). Em relag¢do ao tipo de fissura, nenhum dos DDEs avaliados

apresentou associagao significativa (Tabela Suplementar 1).



Fig. 2 Frequéncia de individuos com DDE de acordo com os dentes afetados na dentigdo permanente (A) ¢ na

dentigdo decidua (B).
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A HMI foi o DDE mais prevalente no grupo com FL/PNS. A gravidade mais
frequentemente observada da HMI foi as opacidades brancas ou creme, significativamente mais
frequentes no grupo FL/PNS (23,8%) do que no grupo controle (13,4%) (p = 0,004). Da mesma
forma, em relacdo a HSMD, as opacidades brancas ou creme foram mais frequentes no grupo
FL/PNS (12,8%) em comparacdo aos controles (5,2%) (p = 0,003). Entre as demais
classificagoes de gravidade da HMI, a fratura pos-eruptiva do esmalte e as restauragdes atipicas
foram significativamente mais comuns no grupo FL/PNS do que no grupo controle (p < 0,05)
(Tabela 3). Considerando o nimero de primeiros molares permanentes acometidos por HMI, o
teste U de Mann-Whitney indicou que o grupo FL/PNS apresenta mais dentes afetados do que
o grupo controle (p = 0,028).

Tabela 3 Severidade da HMI ¢ HSMD entre os grupos.

HMI HSMD
. Valor . Valor de

Grupo Opacidades brancas ou creme dep Opacidades brancas ou creme p*

Sim Nio Total Sim Nio Total
FL/P 39 (23,8) 125 (76,2) 164 0.004 21 (12,8) 143 (87,2) 164 0.003
Controle 44 (13,4) 284 (8,6,6) 328 ’ 17 (5,2) 311 (94,8) 328 ’

. Opacidades amarelas ou
Opacidades amarelas ou marrons
marrons

Sim Niao Total Sim Niao Total
FL/P 13 (7,9) 151 (92,1) 164 0.386 12 (7,3) 152 (92,7) 164 0.076
Controle 34 (10,4) 294 (89,6) 328 ’ 12 (3,7) 316 (96,3) 328 ’

Fratura pés-eruptiva Fratura pés-eruptiva

Sim Niao Total Sim Niao Total
FL/P 8 (4,9) 156 (95,1) 164 0.029 5(3,0) 159 (97,0) 164 0.691
Controle 5(1,5) 323 (98,5) 328 ’ 8(2,4) 320 (97,6) 328 ’

Restauracio atipica Restauracao atipica

Sim Niao Total Sim Niao Total
FL/P 10 (6,1) 154 (93,9) 164 0,002 6 (3,7) 158 (96,3) 164 0,443
Controle 4(1,2) 324 (98,8) 328 8(2,4) 320 (97,6) 328

Cirie atipica Cirie atipica

Sim Nio Total Sim Niao Total

FL/P 5(3,0) 159 (97,0) 164 0.727 6 (3,7) 158 (96,3) 164 0.443

Controle 12 (3,7) 316 (96,3) 328 8(2,4) 320 (97,6) 328
Legenda: FL/P — Fissura labial e/ou palatina; HMI — Hipomineralizagdo molar-incisivo, HSMD —
Hipomineraliza¢ao de segundos molares deciduos.

Negrito significa valores estatisticamente significantes.

Considerando a ocorréncia de hipoplasia do esmalte e opacidades demarcadas nos
dentes anteriores superiores (incisivos € caninos), observou-se associacao significativa entre o
lado da fissura e a presenga desses DDE (p < 0,001). Casos de fissura bilateral apresentaram
maior prevaléncia de DDE acometendo dentes anteriores superiores de ambos os lados (direiro
e esquerdo) (25,0%), enquanto essa condi¢do foi menos frequente nas fissuras do lado direito

(3,1%) e ausente nas fissuras do lado esquerdo (p < 0,001) (Tabela 4).
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Discussao

Sabe-se que pacientes com FL/PNS apresentam maior prevaléncia de anomalias
dentarias, especialmente alteragcdes numéricas, morfologicas e estruturais (Fonseca-Souza et al.
2022). No presente estudo, individuos com FL/PNS apresentaram maior prevaléncia de DDE
em comparagao ao grupo controle, com maior ocorréncia de hipoplasia do esmalte, opacidades
demarcadas e HMI/HSMD tanto na denticdo permanente quanto na decidua. Cerca de 78% das
criancas do grupo com FL/PNS apresentaram ao menos um dente acometido por DDE.
Pesquisas anteriores também relataram alta prevaléncia desses defeitos em individuos com

fissura, com taxas variando de 39,7% a 93,8% (Ruiz et al. 2013).

No presente estudo, a fluorose dentéria foi o unico tipo de DDE significativamente mais
prevalente no grupo controle em relagdo ao grupo com FL/PNS. Essa condicdo, caracterizada
por opacidades difusas, resulta da ingestdo excessiva de flaor durante a formac¢do dentaria,
sendo a agua potavel a principal fonte de exposi¢do (Aoun et al. 2018). No Brasil, a
concentragcdo recomendada de fltor na dgua de abastecimento publico varia de 0,55 a 0,84
mg/L, visando maximizar a prevencao da carie ¢ minimizar o risco de fluorose (Pinto et al.
2021). As criangas incluidas neste estudo sdo oriundas do estado do Parand, onde
aproximadamente 96% dos municipios possuem acesso a agua fluoretada (Pinto et al. 2021). O
grupo controle, selecionado aleatoriamente a partir de uma amostra populacional, foi composto
por residentes de Curitiba, capital do Parana, onde 88,8% do abastecimento publico de agua
contém niveis 6timos de fltior (Pinto et al. 2024). Por outro lado, embora o grupo com FL/PNS
tenha sido recrutado em um Unico centro especializado, seus participantes sao provenientes de
diferentes regides do estado, muitas das quais apresentam concentragdes de fluor abaixo do
recomendado (Pinto et al. 2024). De acordo com uma revisdo sistematica, em areas com
concentragdo de fltior entre 0,7 e 1 mg/L na dgua, a prevaléncia de fluorose, em qualquer grau
de severidade, pode chegar a aproximadamente 40% (Iheozor-Ejiofor et al. 2015). Assim, as
diferencas regionais na exposi¢cdo ao fluor podem explicar a disparidade observada entre os

grupos.

A hipoplasia do esmalte e as opacidades demarcadas nao relacionadas a HMI/HSMD
foram mais frequentes no grupo com FL/PNS em comparacdo ao grupo controle. A hipoplasia
representa um defeito quantitativo, caracterizado por redugdo localizada na espessura do
esmalte, enquanto as opacidades demarcadas sdo defeitos qualitativos, resultantes da
hipomineralizacio do esmalte (Ghanim et al. 2015). Esses DDEs foram observados

principalmente nos dentes anteriores superiores permanentes, em ambos 0s grupos, € estdo



principalmente associados a fatores etioldgicos locais, como eventos traumaticos. Individuos
com fissuras orofaciais frequentemente sao submetidos a multiplos procedimentos cirtrgicos
ao longo da vida. Essas intervencdes envolvem anestesia geral, manejo farmacologico peri e
pos-operatorio, manipulacdo mecanica dos tecidos orais, alteragdes no suprimento sanguineo
local e respostas inflamatorias — todos fatores que podem simular traumas locais e interferir no
processo normal de amelogénese (Farias et al. 2023). A alta frequéncia desses defeitos nos
dentes anteriores adjacentes a fissura observada neste estudo reforca essa hipotese. Resultados
semelhantes foram relatados em estudos prévios, sugerindo que a hipoplasia do esmalte e as
opacidades demarcadas na regido anterior estao provavelmente relacionadas a fatores locais

(Farias et al. 2023; Lavor et al. 2020; Ruiz et al. 2013).

Neste estudo, a HMI e a HSMD foram significativamente mais prevalentes no grupo
com FL/PNS (29,3%) em comparagdo ao grupo controle (18,3%). Embora poucos estudos
tenham focado especificamente nessas alteracdes do esmalte em individuos com fissura,
pesquisas anteriores relataram prevaléncias ainda maiores, variando de 52,1% (Farias et al.
2023) a 67,8% nessa populacdo (Wanderley Lacerda et al. 2024). No entanto, ¢ importante
destacar que esses estudos ndo incluiram grupos controle, o que limita a for¢a das comparagdes.
Diferentemente dos DDEs em dentes anteriores, cuja etiologia € principalmente local, a HMI e
a HSMD possuem origem multifatorial e complexa, envolvendo fatores sistémicos, ambientais

e genéticos (Feltrin-Souza et al. 2024; Lopes-Fatturi et al. 2025).

Exposicdes sistémicas durante os periodos pré, peri e pds-natal — como doencas
sistémicas, uso de antibidticos e episodios de febre alta na infancia — estdo associadas ao
aumento do risco de HMI e HSMD (Feltrin-Souza et al. 2024; Fonseca-Souza et al. 2021,
Juarez-Lopez et al. 2023). Criangcas com FL/PNS s3o particularmente vulneraveis a essas
exposigoes, pois apresentam maiores taxas de hospitalizagao por infecgdes respiratorias (Laager
et al. 2024), maior propensao a otite média (Azman e Manuel 2020) e risco elevado de infecgdes
poOs-operatorias apoOs cirurgias corretivas, com uso frequente de antibidticos — fatores que
podem contribuir para o desenvolvimento da HMI e da HSMD. Além disso, variantes genéticas
implicadas na HMI, como nos genes ENAM e AMELX (Lopes-Fatturi et al. 2025), também tém
sido associadas a patogénese das fissuras labiopalatinas (Oliveira et al. 2014; Oliveira et al.
2024). A elevada frequéncia de HMI e HSMD em individuos com FL/PNS pode, portanto, ser
parcialmente explicada por mecanismos patogénicos sobrepostos, ja que ambas as condigdes
sdo influenciadas por vias genéticas multifatoriais que regulam a amelogénese e a palatogénese

(Wanderley Lacerda et al. 2024).



Embora varios estudos tenham investigado a frequéncia de DDE em individuos com
FL/PNS, ¢ necessario considerar importantes variagdes metodologicas entre eles. Diversos
estudos carecem de grupo controle, concentram-se apenas em grupos especificos de dentes ou
ndo diferenciam os tipos de DDE, o que limita a interpretacdo e a generaliza¢do dos resultados.
Em contraste, o presente estudo adotou uma abordagem metodologica mais robusta,
discriminando os tipos de DDE e as denti¢cdes afetadas. Um dos principais pontos fortes deste
trabalho esta na inclusao de um grupo controle com base populacional, com uma propor¢ao de
2:1 em relag@o ao grupo FL/PNS, o que amplia a validade externa dos achados. Além disso, o
uso de examinadores calibrados e a avaliagdo padronizada de cada tipo de DDE contribuem

para a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados.

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas na interpretagdo
dos achados. Primeiramente, o delineamento transversal ndo permite estabelecer relacdes de
causalidade entre os DDEs e a presenca de FL/PNS. Além disso, a amostra foi composta por
individuos atendidos em um tnico centro de referéncia, o que pode limitar a generalizagao dos
resultados para outras populacoes. Estudos futuros devem adotar delineamentos longitudinais
e incluir amostras mais abrangentes, a fim de aprimorar a compreensao da relagao entre FL/PNS
e DDE. A inclusdo de dados sobre exposi¢des ambientais e genéticas podera esclarecer melhor

a etiologia multifatorial dos DDEs nesta populagao.

Conclusao

Em conclusdo, individuos com FL/PNS apresentaram uma prevaléncia significativamente
maior de todos os tipos de DDE. O reconhecimento da presenca desses defeitos nessa populagio
¢ essencial para o diagnostico precoce e o manejo adequado, especialmente nos casos de HMI

e HSMD, que podem impactar negativamente a saude bucal e a qualidade de vida.
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Associacdo entre polimorfismos genéticos e hipomineraliza¢do de molares e incisivos e de
segundos molares deciduos em crian¢as com fissuras labiais com ou sem envolvimento de

palato

Resumo

Objetivo: Avaliar a associagdo entre polimorfismos genéticos de nucleotideo tnico (SNPs) em
genes relacionados a homeostase do calcio e a presenga de hipomineralizagdo molar-incisivo e
de segundos molares deciduos (HMI/HSMD) em criancas com fissuras labiais com ou sem
envolvimento de palato nao sindromicas (FLEPNS). Além de analisar a associagdo entre esses
SNPs e a presenca de FL£PNS, bem como interagdes entre SNPs e sua relagdo com
HMI/HSMD e FL£PNS.

Métodos: Neste estudo transversal com grupo de comparagao, a presenca de HMI/HSMD foi
avaliada por duas examinadoras calibradas, segundo os critérios de Ghanim et al. (2015). Foram
analisados os SNPs rs1544410, rs7975232, rs2228570 (VDR), 1s927650 (CYP24A1), rs6256,
1s307247, 1s694 (PTH) e rs1801197 (CALCR), por PCR em tempo real. As analises estatisticas
incluiram o teste do qui-quadrado, regressao de Poisson com variancia robusta e o método
model-based multifactor dimensionality reduction (mbmdr), com nivel de significancia de 5%.
Resultados: Foram incluidas 230 criangas entre 6 ¢ 14 anos, sendo 142 com FL+PNS e 105
sem FL+PNS. A prevaléncia de HMI/HSMD foi maior no grupo FL£PNS (44,8%) em
comparacao ao controle (37,1%), sem significancia estatistica (p = 0,240). Nenhum dos SNPs
avaliados apresentou associagdo significativa com HMI/HSMD ou FL+PNS na andlise
multivariada (p > 0,05). Interagdes entre rs1801197 (CALCR) e 15927650 (CYP24A1), e entre
1307247 (PTH) e 15927650 (CYP24A1) foram significativamente associadas a presenca de
FL£PNS (p permutado= 0,009 e 0,04, respectivamente). A interagdo entre 1s6256 (PTH) e
rs1801197 (CALCR) foi significativamente associada a presenca simultanea de FL+PNS e
HMI/HSMD (p permutado = 0,007).

Conclusao: Nao foram observadas associagdes entre os SNPs isolados e a presenca de
HMI/HSMD ou FL+PNS. No entanto, interagdes entre os genes CALCR e CYP24A 1 mostraram
associacdo com FLEPNS, e a interacdo entre PTH e CALCR foi associada a presenga simultdnea

de FL+PNS e HMI/HSMD.

Palavras-chave: fenda labial; fissura palatina; hipomineralizagdo molar; polimorfismo

genético; vitamina d.



1 Introducio

A hipomineraliza¢cdo molar-incisivo (HMI) foi definida em 2001 como um defeito
qualitativo do esmalte que afeta de um a quatro primeiros molares permanentes, estando
frequentemente associada a incisivos afetados (Weerheijjm et al. 2001). Clinicamente,
caracteriza-se alteragdes na translucidez e aumento da porosidade do esmalte, podendo levar a
sensibilidade dentaria, fraturas pds-eruptivas e dificuldades restauradoras (Mendonga et al.
2024). Essas alteragdes comprometem significativamente a qualidade de vida dos pacientes e
representam um desafio clinico, exigindo maior demanda por tratamentos odontolégicos e risco
aumentado de falhas dos tratamentos realizados (Jilevik et al. 2022). Defeitos similares a HMI
sao também observados em segundos molares deciduos, recebendo o nome de
hipomineralizacdo de segundos molares deciduos (HSMD), sendo a presenca de HSMD

considerada preditiva para a HMI (Garot et al. 2018; Jilevik et al. 2022).

Estudos tém demonstrado uma maior prevaléncia de defeitos do desenvolvimento do
esmalte (DDE), incluindo HMI e HSMD, em populacdes com anomalias craniofaciais, como
as fissuras labiais com ou sem envolvimento de palato nao sindromicas (FL£PNS) (Farias et al.
2023; Wanderley Lacerda et al. 2024). Essas malformacdes, consideradas as anomalias
congénitas mais comuns que afetam a regido orofacial (Wang et al. 2025), resultam da falha na
fusdo dos processos faciais durante a embriogénese, apresentando origem multifatorial. Além
das alteragdes morfofuncionais decorrentes das fissuras, individuos com FL£PNS
frequentemente apresentam anomalias dentdrias, incluindo agenesias dentarias, dentes
supranumerarios, taurodontismo e DDE (Fonseca-Souza et al. 2022). A ocorréncia
concomitante de FL£PNS e HMI/HSMD sugere a possivel participagdo de mecanismos
biolégicos compartilhados, o que reforca a necessidade de investigagdes que explorem os

fatores genéticos envolvidos na formagao do esmalte nesses individuos.

A etiologia da HMI/HSMD ainda ndo estd completamente elucidada, sendo considerada
multifatorial, envolvendo fatores ambientais, sistémicos e genéticos (Lopes-Fatturi et al. 2025;
Fatturi et al. 2019). Estudos tém demonstrado que a adequada homeostase mineral,
especialmente dos niveis de célcio (Ca) e fosfato (P), ¢ fundamental para a formagdo e
mineraliza¢do do esmalte, garantindo na sua composi¢ao mais de 90% do contetido inorgénico,
e, portanto, determinando a sua alta dureza. A regulacao da homeostase do Ca envolve uma
complexa rede de interacdes moleculares, destacando-se atuacdo da vitamina D, do
paratormonio e da calcitonina (Yu & Sharma 2023), cujos efeitos sdo mediados por diversos

genes como VDR, CYP24A1, PTH e CALCR. Além de seu papel no equilibrio de ions essenciais



ao desenvolvimento dentdrio, esses genes apresentam expressdo durante a odontogénese,
incluindo nos processos de formacao do esmalte (Houari et al. 2016; Zhang et al. 2009; Foster
et al. 2014; Sakakura et al. 1989; Bawden et al. 1983). Dessa forma, € plausivel considerar que
alteracdes genéticas, como polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs), podem afetar a
mineralizacdo dentaria, aumentando a susceptibilidade de ocorréncia de defeitos de
desenvolvimento dentario. Embora alguns estudos tenham investigado a associagao entre essas
variantes genéticas com alteragdes dentarias e craniofaciais, como carie dentaria (Sadeghi et al.
2021), HMI (Renostro-Souza et al. 2024; Fatturi et al. 2020), atraso na ID (Madalena et al.
2025) e retrognatismo mandibular (Kiichler et al. 2021), ainda nao ha evidéncias disponiveis

sobre essas associagdes em populacdes com FLEPNS.

Condigdes complexas, como a HMI/HSMD, ndo ocorrem apenas de forma isolada, mas
também por meio de interagcdes entre variantes genéticas, um fendmeno conhecido como
epistasia, na qual ocorre a modula¢do de um gene ou variante genética pela presenga do outro
(Motsinger & Ritchie 2006). No contexto da mineralizacdo dentdria, a analise de interagdes
entre SNPs pode fornecer informagdes mais precisas sobre 0s mecanismos geneéticos
envolvidos, especialmente quando multiplas vias fisiologicas, como as reguladas por VDR,

CYP24A1, PTH e CALCR, convergem para o0 mesmo processo bioldgico.

Diante do exposto, este estudo transversal com grupo de comparagao teve como objetivo
principal avaliar a associacao entre SNPs nos genes envolvidos na homeostase do calcio — VDR,
CYP24A1, PTH ¢ CALCR ¢ a ocorréncia de HMI/HSMD em criangas com FLEPNS. Além
disso, buscou-se investigar se interagdes genéticas entre pares de SNPs nesses mesmos genes
estdo associadas a presenca de HMI/HSMD. Como objetivo secundario, avaliou-se a possivel
associacdo entre esses polimorfismos, isoladamente ou em combinagdo, ¢ a ocorréncia de

FL+PNS.

2 Metodologia
2.1 Aspectos éticos

Este estudo transversal com grupo de comparacao foi conduzido em conformidade com
as diretrizes do checklist STREGA (Strengthening the Reporting of Genetic Association
Studies) (Little et al. 2009). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria de Estado da Saude do Parana (protocolo n°% 5.100.185) e pelo Comité de Etica em

Pesquisa com Seres Humanos da area de Ciéncias da Satide da Universidade Federal do Parana



(protocolo n° 3.752.172), ambos localizados na cidade de Curitiba, Parand, Brasil. A
participagdo na pesquisa ocorreu mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido pelos responsaveis legais e do Termo de Assentimento pelas criangas.

2.2 Selecio da amostra

A amostra do estudo foi composta por criangas de ambos os sexos, com idades entre 6
e 14 anos divididas em dois grupos: um grupo formado por criangas com FL£PNS e um grupo
de comparagdo, constituido por criangas sem presenca de fissuras (grupo de
comparagdo/controle). Os participantes do grupo FLEPNS foram selecionados no Centro de
Atendimento Integral ao Fissurado Labiopalatal (CAIF), localizado em Curitiba, Parand, Brasil.
O grupo controle, por sua vez, foi recrutado na clinica de Odontopediatria da Universidade
Federal do Parana (UFPR), na mesma cidade. A auséncia de FL+PNS foi confirmada por exame
clinico. Individuos com sindromes e outras malformagdes craniofaciais que ndo envolvessem

fissuras ndo foram incluidos.

O grupo FL+PNS incluiu diferentes formas de manifestacao clinica da fissura: labial
isolada (FL) e labiopalatina (FLP). Casos de fissura palatina isolada (FP) ndo foram incluidos,
uma vez que essa condi¢do apresenta origem embrioldgica distinta das demais (Martinelli et al.
2020). A categorizagdo das fissuras foi realizada por meio de exame clinico, com confirmagao

por registro em prontudrio. A coleta dos dados ocorreu entre janeiro de 2022 e agosto de 2023.

Para defini¢ao do tamanho amostral, foram utilizados dados prévios sobre a frequéncia
de anomalias dentarias em individuos com fissura, com prevaléncia estimada de 38,8%
(Fonseca-Souza et al. 2022). Foram adotados nivel de confianga de 95%, poder estatistico de
80% e razdo de chances (odds ratio) estimada de 3,14. Considerando a possibilidade de perdas
amostrais, foi aplicado um acréscimo de 20% a estimativa inicial. Dessa forma, definiu-se como

tamanho ideal da amostra um total entre 100 e 120 participantes por grupo.

2.3 Coleta de dados clinicos

A presenga de HMI/HSMD foi avaliada por meio de exame clinico oral utilizando-se o
critério proposto por Ghanim et al. (2015) para estudos epidemioldgicos sobre
hipomineralizacdo do esmalte. Os participantes foram examinados em ambiente odontoldgico,

sob iluminagao artificial e com auxilio de espelho bucal.



Previamente a coleta de dados, duas examinadoras (GFS e VST) foram calibradas de
acordo com o protocolo de Ghanim et al. (2015). Esse sistema de classificagao categoriza as
lesdes de HMI e HSMD de acordo com sua gravidade, englobando opacidades brancas ou
creme, opacidades amareladas ou marrons, fraturas pos-eruptivas do esmalte, restauragdes
atipicas, lesdes de carie atipica e extragdes atipicas. Além da HMI e HSMD, o critério
contempla outros DDE, como opacidades difusas, hipoplasia, amelogénese imperfeita e

opacidades demarcadas (Ghanim et al. 2015).

A calibracao foi conduzida em duas etapas. Inicialmente, as avaliadoras participaram de
um modulo teodrico, no qual 20 fotografias intraorais de diferentes tipos de DDE foram
analisadas. Em seguida, cada examinadora avaliou, de forma independente, um conjunto
distinto de 30 fotografias clinicas com diferentes apresentagoes de DDE. Ap6s um intervalo de
sete dias, esse mesmo conjunto de fotografias foi reavaliado individualmente. As respostas
obtidas foram comparadas as de um examinador considerado padrdo de referéncia. A
confiabilidade das avaliagcdes foi medida pelo coeficiente kappa, sendo os indices de
concordancia intra e interexaminadores superiores a 0,80, indicando excelente

reprodutibilidade.

2.4 Analise genética

Amostras celulares foram obtidas por meio de enxague bucal com 5 mL de solugdo
salina estéril, a partir do qual foi realizada a extragdo do DNA gendmico, seguindo o protocolo

descrito por Kiichler et al. (2012).

Foram selecionados SNPs em genes associados & homeostase do calcio — rs1544410,
1s7975232 e rs2228570 no VDR; 15927650 no CYP4AI; rs6256, rs307247 e rs694 no PTH; ¢
rs1801197 no CALCR. A escolha dos SNPs baseou-se na frequéncia do alelo menor (minor
allele frequency >10%) e em evidéncias de sua possivel influéncia sobre o processo de
amelogénese (Houari et al. 2016; Zhang et al. 2009; Foster et al. 2014; Sakakura et al. 1989;
Bawden et al. 1983). Partiu-se da premissa de que esses genes podem estar envolvidos no
desenvolvimento do esmalte dentario, ¢ que variantes genéticas comuns poderiam contribuir
para o aparecimento da HMI/HSMD. As informacdes detalhadas sobre os genes e seus

respectivos SNPs estdo apresentadas na Tabela 1.

A genotipagem foi realizada por meio do PCR em tempo real, com ensaios de

discriminacdo alélica, utilizando o sistema StepOnePlus™ Real-Time PCR (Thermo Fisher



Scientific, Waltham, MA, EUA). A taxa de sucesso dos ensaios genéticos ficou entre 96,9% e

99,1% (Tabela suplementar 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos genes e SNPs selecionados.

Frequéncia global

Gene SNP Posicao Alelos Funcao SNP
do alelo menor
rs1544410 chr12:47846052  T/C Variante T=0,381
Intronica
Vitamin D Receptor 157975232 chrl2:47845054  A/C Variante C=0,464
(VDR) intronica
Variante no
rs2228570 chrl2:47879112  A/G codon de A=0,377
iniciacao
Cytochrome P450 family .
. Variante
24 subfamily A member 1 1rs927650 chr20:54156202 C/T intrénica T=0,451
(CYP24A1) ’
$6256 chr11:13492506  G/T Stop gained T=0,127
) Variante a _
Parathyroid hormone rs307247  chrl1:13491931 A/G 500pb a jusante A=0,393
(PTH) rs694  chrl0:77790869  C/T Variante C=0,429
intronica
Calcitonin receptor 1s1801197  hr7:93426441  A/G Missense G=0,306

(CALCR)

2.5 Analise estatistica

Para avaliar a associacdo entre a FLEPNS e HMI/HSMD, aplicou-se o teste do qui-
quadrado. A analise da relagdao entre essas variaveis dependentes (FL=PNS e HMI/HSMD) e
as variaveis independentes — como sexo e gendtipos relacionados a genes associados a
homeostase do célcio — foi conduzida por meio de regressdo de Poisson com variancia robusta.
As variaveis FLEPNS ¢ HMI/HSMD foram tratadas de forma dicotomica (presenga = “sim”;

auséncia = “nao”).

Os SNPs genéticos foram analisados de acordo com trés modelos de heranca:
codominante, dominante e recessivo. Para a construgdo dos modelos multiplos, adotou-se o
método stepwise, incluindo no modelo final as varidveis independentes que apresentaram valor
de p inferior a 0,20 na andlise univariada. O nivel de significincia estatistica adotado foi de 5%
(p < 0,05). As analises estatisticas foram executadas no programa Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS), versao 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi testado para cada SNP por meio do teste do

qui-quadrado, utilizando a ferramenta online disponivel em https://wpcalc.com/en/equilibrium-



hardy-weinberg. Foram considerados desvios do EHW os casos em que o valor de qui-quadrado

ultrapassou 3,84 (Tabela Suplementar 1).

As interagdes entre os SNPs dos genes VDR (rs1544410, rs7975232 e rs2228570),
CYP24A1 (rs927650), PTH (rs6256, 1s307247 e 1s694) e CALCR (rs1801197) foram avaliadas
por meio do teste model-based multifactor dimensionality reduction (mbmdr), utilizando o
pacote mbmdr no sofiware R. As analises foram ajustadas pelo sexo e etnia com aplicagdo de
validagdo cruzada e 1000 permutagdes, a fim de minimizar a ocorréncia de interagdes falso-
positivas. O software STRING, uma ferramenta para analise de redes de interagdo proteina-
proteina, foi utilizado para investigar as interagdes funcionais entre os genes analisados (https://

string-db.org/) (Szklarczyk et al. 2023).

3 Resultados

Um total de 292 criangas participou da fase de recrutamento e triagem. Foram excluidas
62 delas por apresentarem condi¢des como sindromes (n = 13), outras anomalias craniofaciais
que nao a fissura oral (n = 5), FP (n = 20), por ndo possuirem exame clinico completo (n = 13)
ou amostra de DNA disponivel (n =11). Dessa forma, a amostra do estudo foi composta por
230 criangas, sendo 142 FL+PNS e 105 controles. A distribui¢do por sexo foi equilibrada, com
predominio do sexo masculino no grupo FL+PNS (58,4%) e do sexo feminino no grupo
controle (52,3%). Em relagdo a classificacdo das fissuras no grupo FL+PNS, 42 criancas
apresentavam FL e 83 FLP. A média de idade foi semelhante entre os grupos, sendo 8,85 anos
(DP=2,12) no grupo FL+PNS e 8,60 anos (DP=2,01) no grupo controle, resultando em uma
média geral de 8,74 anos (DP=2,07) (Tabela Suplementar 2).

Embora a presenca de HMI/HSMD tenha sido mais frequente no grupo com FLEPNS
(44,8%) em comparagdo ao grupo controle (37,1%), ndo foi observada associacdao
estatisticamente significativa entre essas variaveis (p=0,240) (Tabela Suplementar 3).

Na analise univariada avaliando a associacdo entre HMI/HSMD e as variaveis
independentes, foi identificada uma associagdo estatisticamente significativa com o SNP
rs7975232 no gene VDR, sob o modelo de heranca dominante. Individuos com o genétipo AA
apresentaram menor frequéncia de HMI/HSMD em comparagdo aqueles que possuiam pelo
menos um alelo C (AC+CC) (p = 0,024). No entanto, essa associagdo ndo se manteve

significativa na andlise multivariada (Tabela 2).



Em relacdo a presenca de FL+PNS, apenas o SNP rs694 no gene PTH apresentou
associacao significativa no modelo recessivo. Individuos com o gendtipo CC apresentaram
menor frequéncia de FL+PNS em relacdo aqueles com pelo menos um alelo T (CT+TT) (RP.
=0,68; 1C95% = 0,47-0,99; p = 0,043). Contudo, essa associacdo ndo se manteve significativa
na andlise multivariada (RP. = 0,71; IC95% = 0,48—1,05) (Tabela Suplementar 4).

Buscou-se verificar se interagdes entre pares de SNPs nos genes avaliados poderiam
aumentar o risco preditivo para FL+PNS e para FL£PNS associada 8 HMI/HSMD. Todas as
combinagdes possiveis entre pares foram analisadas, porém apenas aquelas com valores de p
nominais (p < 0,05) estdo apresentadas na Tabela 3. Para FL£PNS, as interacdes entre os SNPs
151801197 (CALCR) e 15927650 (CYP24A1) (pperm = 0,009), bem como entre rs107247 (PTH)
e 15927650 (CYP24A1) (pperm = 0,04), permaneceram estatisticamente significativas apos os
testes de permutacdo. Considerando a presenga simultinea de FL+PNS e HMI/HSMD,
observou-se associacao significativa entre os SNPs rs6256 (PTH) e rs1801197 (CALCR),

também confirmada apds o teste de permutacao (pperm = 0,007) (Tabela 3).
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4 Discussao

Pacientes com FL+PNS possuem alta frequéncia de anomalias dentarias se
comparados a individuos sem fissura (Fonseca-Souza et al. 2022). Dentre as anomalias
dentarias observadas, destacam-se os DDE, como a HMI/HSMD. No presente estudo, embora
a frequéncia de HMI/HSMD tenha sido maior no grupo com FL+PNS (44,8%) em relacdo ao
grupo controle (37,1%), essa diferenca ndo foi estatisticamente significante. Estudos prévios
também relataram alta prevaléncia desses defeitos entre individuos com fissuras orais. Farias et
al. (2023) observaram a presenga desses defeitos em 52,1% da amostra, enquanto Wanderley-
Lacerda et al. (2024) relataram prevaléncia de 67,7%. No entanto, nenhum dos estudos
mencionados apresentaram grupo controle para fins de comparagao. A auséncia de associacao
significativa entre HMI/HSMD e FL+PNS no presente estudo pode estar relacionada ao perfil
do grupo controle, recrutado em uma clinica escola, referéncia no diagnéstico e tratamento de
DDEs, o que pode ter superestimado a prevaléncia desses defeitos em criancas sem FL+PNS.
Cabe destacar que, em uma amostra populacional de escolares sem fissura da cidade de
Curitiba-PR (Brasil), onde o estudo foi conduzido, a prevaléncia de HMI/HSMD ¢ de
aproximadamente 12% (Reyes et al. 2019).

A HMI/HSMD sao defeitos qualitativos do esmalte, que ocorrem devido a falhas no
processo de mineralizagdo da matriz do esmalte durante a amelogénese (Gongalves et al. 2024).
A mineralizagdo dentaria depende de mecanismos complexos, nos quais o Ca exerce papel
central, atuando tanto na formagdo dos cristais de hidroxiapatita quanto na regulacdo da
atividade dos ameloblastos (Kim & Hong 2018). Considerando que a mineralizagdo do esmalte
¢ regulada por mecanismos complexos, nos quais o calcio exerce um importante papel, o
presente estudo investigou também a associa¢ao entre HMI/HSMD e polimorfismos em genes

envolvidos nessa via metabolica em criangas com sem FL+PNS.

A regulacdo da homeostase de Ca envolve hormodnios como a vitamina D, o
paratormonio e a calcitonina (Yu & Sharma 2023). A vitamina D promove o aumento da
absor¢ao intestinal de Ca e sua reabsorcao renal; o paratormonio ¢ secretado em resposta a
hipocalcemia e atua mobilizando Ca dos ossos e aumentando sua reabsor¢do nos rins; ja a
calcitonina, liberada diante da hipercalcemia, inibe a reabsorcdo Ossea osteoclastica,
contribuindo para a redugdo dos niveis séricos de Ca (Yu & Sharma 2023; Voltan et al. 2023).
Os efeitos desses hormodnios sdao mediados por genes como VDR, que codifica o receptor da
vitamina D; CYP24A1, responsavel pelo catabolismo da forma ativa da vitamina D; PTH, que

codifica o paratormonio; e CALCR, que codifica o receptor da calcitonina. Além de suas



funcdes sistémicas, esses genes apresentam expressdo durante a odontogénese. O VDR ¢
expresso em ameloblastos, influenciando sua diferenciagao e a expressao de genes do esmalte,
como a amelogenina (Berdal et al. 1995; Houari et al. 2016; Zhang et al. 2009). O CYP2441
estd presente em células da polpa e do foliculo dentério, além de participar da mineralizagdo
dos tecidos duros (Khanna-Jain et al. 2010). O PTH atua sobre odontoblastos na formacao da
dentina e esta implicado no transporte de Ca durante a amelogénese (Bawden et al. 1983;
Guimaraes et al. 2014; Sakakura 1987). Por fim, o CALCR apresenta expressdo na papila
dentaria de germes dentdrios em desenvolvimento, sugerindo possivel papel regulador no

processo de odontogénese (Sakakura et al. 1989).

Apesar do papel descrito dos genes relacionados ao metabolismo do calcio no
desenvolvimento dentario, nenhum dos SNPs avaliados no presente estudo apresentou
associacdo com a ocorréncia de HMI/HSMD de forma individual, contrastando com achados
prévios da literatura. Fatturi et al. 2020 e Elzein et al. 2022 identificaram associagdo entre os
polimorfismos rs739837 e rs78783628, no gene VDR, e a presenga de HMI. Além da HMI,
variantes nesses genes também foram associadas a outros desfechos dentarios. No VDR, os
polimorfismos rs10735810 e rs2228570 foram associados a suscetibilidade a carie dentaria
(Nireeksha et al. 2022; Sadeghi et al. 2021), enquanto os polimorfismos rs694 e rs307247, no
gene PTH, mostraram associagdo com variagdes no tamanho da coroa dentéaria (Gerber et al.
2023). Embora esses genes estejam principalmente envolvidos no desenvolvimento dentério,
ha hipoteses sobre sua possivel participagdo em alteracdes do crescimento facial, como o
retrognatismo mandibular (Kiichler et al. 2021). No entanto, as evidéncias nessa area ainda sdao
escassas € nao permitem afirmar sua atuacdo direta na morfogénese craniofacial. No presente

estudo, nenhum dos SNPs avaliados apresentou associagdo com a presenca de FL£PNS.

Ao investigar a interacdo entre pares de SNPs em genes relacionados a homeostase do
Ca, observou-se que determinadas combinacdes genotipicas estiveram associadas a presenga
de FL£PNS, mesmo na auséncia de associagdo individual entre os polimorfismos avaliados.
Especificamente, as interacdes entre rs1801197 (CALCR) e 1927650 (CYP24A1), bem como
entre rs107247 (PTH) e 1s927650 (CYP24A1I), apresentaram associacdo significativa com
FL+PNS. Além disso, quando considerada a presenca simultanea de FL=PNS e HMI/HSMD,
identificou-se associagdo significativa entre os SNPs rs6256 (PTH) e rs1801197 (CALCR).
Embora nio tenham sido identificadas interag¢des fisicas diretas entre os genes PTH, CALCR e
CYP24A41 na analise realizada por meio do banco de dados STRING, foi possivel observar
evidéncias de coexpressdo entre PTH e CYP24A1 e PTH e CALCR (Figura 1).



A coexpressdo entre PTH e CYP24A1 pode ser explicada pela atuacdo coordenada
desses genes na modulagdo do metabolismo da vitamina D e do calcio. O PTH, secretado em
resposta a queda de ions cdlcio, estimula enzimas como CYP27B1, ativando a vitamina D,
enquanto CYP24A1 promove sua inativacao, permitindo um ajuste equilibrado dos niveis de
vitamina D ativa, especialmente em tecidos como o rim (Agrawal et al. 2024). J4 a coexpressao
observada entre PTH e CALCR reflete a regulagdo do cdlcio por essas vias hormonais: o PTH
aumenta os niveis de Ca** por meio da reabsor¢do 0ssea e renal, enquanto o CALCR inibe a
reabsor¢do osteocldstica. Evidéncias mostram que o receptor do PTH ¢é expresso em
osteoblastos e osteoclastos, assim como CALCR nesses tecidos, sugerindo presenca conjunta
funcional que possibilita um mecanismo de contrarregulagdo fisiologica essencial na

homeostase mineral (Babi¢ Leko et al. 2021).

CYPZ7B1

CYP24A1

Figura 1. Rede de interagéo entre os genes PTH, CALCR e CYP24A1, gerada pelo software STRING (https://string-db.org/). As
conexdes indicam possiveis interagdes funcionais entre os genes: linhas pretas representam coexpressGo génica e linhas
amarelas, associagdo com base na coocorréncia em textos cientificos (text mining).

Os achados do presente estudo sustentam a hipotese de que um possivel efeito epistatico
entre variantes genéticas envolvidas na regulacdo mineral possa contribuir para a
suscetibilidade as FL=PNS e a HMI/HSMD, no entanto os mecanismos biologicos envolvidos
no desenvolvimento dessas condi¢cdes permanecem pouco compreendidos, sendo necessarios

estudos adicionais. Ambas as condi¢des apresentam etiologia complexa, resultante da interagao



entre fatores genéticos e ambientais, o que dificulta a identificagdo de mecanismos causais

isolados e reforca a necessidade de investigagdes que considerem essa multifatorialidade.

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas na interpretagao
dos resultados. O nimero reduzido de individuos em algumas comparagdes pode ter limitado o
poder estatistico para detectar associagdes mais sutis. Para minimizar esse impacto, os defeitos
HMI e HSMD foram agrupados, a fim de evitar analises com subgrupos demasiadamente
pequenos. Apesar dessas limitagdes, o estudo apresenta pontos fortes importantes, destacando-
se o uso de um grupo controle e a aplicagdo de analises ajustadas, que contribuem para a
robustez dos resultados. Além disso, de acordo com 0 nosso conhecimento, ¢ uma das primeiras
investigacdes a explorar a interacdo entre variantes em genes relacionados a homeostase
mineral em individuos com e sem FL+PNS, ampliando o conhecimento sobre possiveis

mecanismos genéticos envolvidos na ocorréncia simultanea de anomalias dentérias e fissuras.

Os achados deste estudo refor¢am a importancia da analise de interagdes gé€nicas em
fenotipos complexos. Sugere-se que estudos futuros com amostras maiores e delineamentos
multicéntricos sejam realizados para confirmar os achados do presente estudo. Investigacdes
que avaliem a expressao e o papel bioldgico dessas variantes genéticas também s3o necessarias
para melhor compreender os mecanismos envolvidos. Clinicamente, a identificagdo de
marcadores genéticos associados a essas condigdes pode, no futuro, contribuir para estratégias
de triagem precoce, prevengdo e planejamento odontolégico mais individualizado para

populacdes de risco.

5 Conclusao

Conclui-se que os SNPs avaliados em genes relacionados ao metabolismo do Ca nao
apresentaram associacdo com a presenca de HMI/HSMD ou FL+PNS de forma isolada. No
entanto, interagdes entre os genes CALCR e CYP24A 1 mostraram associacao significativa com
FL£PNS, e a interacdo entre PTH e CALCR foi associada a presenga concomitante de FL=PNS
e HMI/HSMD.
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Tabela Suplementar 1. Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW).

EHW Taxa de sucesso

” o
SNP Grupo Genétipo n (%) (Chi?)  da genotipagem
TT TC CC
rs1544410 (VDR) Controle 13 (12,4) 43 (41,0) 49 (46,7) 0,542 98.7%
FL+PNS 14 (11,5) 62 (50,8) 47 (37,7) 0,917 ’
AA AC CC
rs7975232 (VDR)  Controle 38 (36,9) 41 (39,8) 24 (23,3) 3,675 96.9%
FL+PNS 44 (36,7) 55 (45,8) 21(17,5) 0,281 ’
AA AG GG
rs2228570 (VDR)  Controle 14 (13,3) 51 (48,6) 40 (38,1) 0,128 99.1%
FL£PNS 20 (16,3) 60 (48,8) 43 (35,0) 0,015 ’
CcC CT TT
ESC?%}ZSZ; D Controle 28 (24,3) 61 (53,0) 26 (22,6) 0,431 98.7%
FL+PNS 41 (26,7) 67 (46,9) 35(24,5) 0,537 e
AA AG GG
Esgjgé,?; Controle 43 (41,7) 40 (38,8) 20 (19,4) 3,432 99.1%
FL+PNS 43 (34,4) 63 (50,4) 19 (15,2) 0,271 e
GG GT TT
rs6256 (PTH) Controle 74 (71,8) 24 (23,3) 5(4,9) 2,461 98.3%
FL+PNS 96 (78,0) 25(20,3) 2 (1,6) 0,064 ’
AA AG GG
rs307247 (PTH) Controle 22 (21,2) 49 (47,1) 33 (31,7) 0,230 99.1%
FL+PNS 18 (14,5) 53 (41,9) 54 (43,5) 0,709 ’
CC CT TT
rs694 (PTH) Controle 29 (27,6) 52 (49,5) 24 (22,9) 0,006 99.1%
FL+PNS 19 (15,3) 63 (50,8) 42 (33,9 0,340 ’
Abreviaturas: FLEPNS — fissura labial com ou sem envolvimento de palato ndo-sindromica.
Tabela Suplementar 2. Caracteristicas da amostra (n=230).
. . Grupo n (%)
Varidvel Categoria FL+PNS (n=142)  Controle (n=105) Total
Sexo Feminino 52 (47,7) 57 (52,3) 109
Masculino 73 (58,4) 48 (41,6) 125
Classificagdo da fissura IEII:P ‘;23((11 (()) (()))) - gg
Idade Média (DP) 8,85 (2,12) 8,60 (2,01) 8,74 (2,07)

Abreviaturas: FL+PNS — fissura labial com ou sem envolvimento de palato ndo sindrémica; FL — fissura labial;
FLP — fissura labiopalatina; DP — desvio padrao.

Tabela Suplementar 3. Associacdo entre HMI/HSMD e o grupo (n=230).

HMI/HSMD

Grupo Sim n (%) Niio n (%) Total Valor de p*
HMI/HSMD total

FL+PNS 56 (44,8) 69 (55,2) 125 0.240
Controle 39 (37,1) 66 (62,9) 105 ’
Opacidade branca/creme

FL+PNS 41 (32,8) 84 (67,2) 125 0.489
Controle 30 (28,6) 75(71,4) 105 ’
Opacidade amarela/marrom

FL+PNS 15 (12,0) 110 (88,0) 125 0.474
Controle 16 (15,2) 89 (84,8) 105 ’
Fratura pos-eruptiva

FL+PNS 11 (8,8) 114 (91,2) 125 0.951

Controle 9 (8,6) 96 (91,4) 105




Restauracio atipica

FL+PNS 15 (12,0) 110 (88.0) 125

Controle 10 (9,5) 95 (90,5) 105 0,548
Cirie atipica

FL+PNS 7 (5,6) 118 (94,4) 125 0.736
Controle 7 (6,7) 98 (93,3) 105 ’
Extracio atipica

FL+PNS 3(24) 122 (97,6) 125 0.379*
Controle 1 (1,0) 104 (99,0) 105 ’

Abreviaturas: FL+PNS — fissura labial com ou sem envolvimento de palato ndo-sindromica; HMI —
hipomineralizagdo molar-incisivo, HSMD — hipomineralizag¢ao de segundos molares deciduos.
Valor de p: teste chi-quadrado *Teste exato de Fisher.
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Explorando polimorfismos em genes codificadores de fatores de crescimento associados a fissura

labiopalatina niao-sindrémica e a agenesia dentaria
Resumo

Objetivo: Avaliar a associagdo entre fissura labial ndo-sindromica com ou sem envolvimento de palato
(FL+PNS) e agenesia dentaria (AD), bem como a associagao de ambas as condi¢des com polimorfismos em

genes codificadores de fatores de crescimento.

Metodologia: Este estudo transversal incluiu criangas com FL+PNS e um grupo controle de criangas sem
FLP£NS. AD de dentes permanentes (excluindo terceiros molares) foi avaliada por meio de radiografias
panoramicas analisadas por um examinador treinado. No grupo com FL£PNS, foram consideradas apenas
as agenesias localizadas fora da area da fissura. Os polimorfismos genéticos nos genes do Fator de
Crescimento Transformador Beta 1 (TGFBI) — rs1800470 e rs4803455 —, do Receptor do Fator de
Crescimento Transformador Beta 2 (TGFBR2) — rs3087465 e 1s764522 —, do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF) — 154444903 e rs2237051 — e do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)
— 152227983 — foram genotipados por PCR em tempo real com discriminagdo alélica, a partir de amostras
de células da mucosa bucal. As associagdes foram testadas por meio de modelos de regressdo de Poisson

uni e multivariados (nivel de significancia de 5%).

Resultados: Foram incluidas 243 criangas — 127 com FL£PNS (idade média = 8,80 + 2,14 anos) e 116 sem
FL£PNS (idade média = 8,58 + 2,03 anos). A frequéncia de AD foi maior no grupo com FLP£NS (23,8%)
do que no grupo controle (6,2%) (p<0,01). O polimorfismo rs2237051 no gene EGF foi significativamente
associado a FL£PNS, independentemente das demais variaveis (RP,= 1,41; p = 0,042). Em relagdo a AD,
apenas a presenca da fissura foi associada a uma maior prevaléncia da condi¢do, independentemente das
demais variaveis analisadas (RP, = 3,70; p = 0,001). Ndo foram observadas associagdes entre a AD ¢ os
polimorfismos genéticos investigados. Quando a ocorréncia conjunta de AD e FL+PNS foi considerada,

observou-se uma associagao limitrofe com o polimorfismo rs1800470 no gene TGFBI (p = 0,06).

Conclusao: FL£PNS foi associada a presenca de AD fora da area da fissura. O polimorfismo 152237051 no
gene EGF foi associado @ FLEPNS. Polimorfismos em genes codificadores de fatores de crescimento nao

foram associados a AD.

Palavras-chave: Fenda labial. Fissura palatina. Familia de proteinas EGF. Fatores de Crescimento

Transformadores. Anodontia.

Introducao



O desenvolvimento dos dentes e das estruturas faciais, incluindo o ldbio e o palato,
apresenta uma proxima relagdo, especialmente considerando o periodo de formagdo e a posicao
anatdmica durante a embriogénese humana.! O palato primario, responsavel pela formacio do labio
superior e do processo alveolar dos incisivos superiores, ¢ formado pela fusdo dos processos nasais
mediais e maxilares entre a quarta e a sexta semana do desenvolvimento embrionario.
Subsequentemente, o palato secundario ¢ formado entre a sétima e a décima segunda semana, por
meio da fusdo dos processos palatinos da maxila." > Enquanto os dentes deciduos iniciam seu
desenvolvimento por volta da sexta semana, os dentes permanentes t€ém inicio aproximadamente
na vigésima semana de vida intrauterina.’ Interrup¢des nesses processos podem resultar em fissura
fissura labial ndo-sindrémica com ou sem envolvimento de palato (FL+£PNS) e em anomalias
dentarias, incluindo agenesia dentaria (AD), dentes supranumerarios, defeitos de desenvolvimento

do esmalte, microdontia e taurodontismo.*

FL+PNS e a AD sdo consideradas as anomalias congénitas do desenvolvimento craniofacial
mais frequentemente relatadas em humanos.® Uma revisdo sistematica prévia* observou que
individuos com fissuras orais apresentam uma chance quase 20 vezes maior de apresentar AD do

ue individuos na , valéncia vari ,1% ,3%. Paci
e individuos ndo afetados, com prevaléncia variando entre 13,1% e 77,3%. Pacientes com
FL£PNS podem apresentar AD tanto na regido da fissura quanto fora dela. Na area da fissura, o
dente mais frequentemente ausente ¢ o incisivo lateral.® 7 Nessa regidio, o proprio defeito da fissura,
bem como traumas cirurgicos podem comprometer o tecido mesenquimal e o suprimento sanguineo

Ari d lvimento dentario.® Fora d ido da fi b - i t
necessarios ao desenvolvimento dentario.® Fora da regido da fissura, observa-se mais comumente
a auséncia de segundos pré-molares.” '° A ocorréncia de AD fora da fissura pode sugerir que essas

anomalias craniofaciais compartilham do mesmo fator genético.’

Evidéncias de estudos com modelos animais e estudos genéticos em humanos vém
demonstrando o papel crucial dos fatores de crescimento, como o fator de crescimento
transformador beta 1 (TGFB1) e o fator de crescimento epidérmico (EGF), no desenvolvimento
craniofacial, incluindo o fechamento do palato e o desenvolvimento dentario adequado.!''® O
TGFBI pertence a uma superfamilia de proteinas secretadas que se ligam ao receptor do fator de
crescimento transformador beta 2 (TGFBR2)," atuando na proliferacdo, diferenciacio e
crescimento celular em diversos tecidos, incluindo o tecido 6sseo, epitelial e conjuntivo.'* Essa

proteina e seu receptor exercem fun¢do durante o desenvolvimento do palato, atuando na



proliferacdo celular, crescimento e fusdo processos palatinos.!* !> 2° Durante todas as fases da
odontogénese, o TGFBI também regula a proliferacdo celular, sendo expresso tanto no

mesénquima quanto no epitélio oral.'s

O EGF ¢ um fator mitogénico que estimula a proliferacao celular por meio da ligagdo ao
seu receptor (Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico — EGFR). Ambos os genes
codificadores do EGF e do EGFR sio expressos durante a palatogénese.'? Estudos em animais
demonstram que alteragdes na expressao dessas proteinas estdo associadas a falhas na fusdo dos
processos palatinos.'" ' Em relagdo ao desenvolvimento dentario, um estudo observou que o EGF
¢ expresso na mandibula antes do aparecimento da lamina dentaria, influenciando no
desenvolvimento dessa estrutura.'> Além disso, o EGF parece inibir a diferenciacio celular de

odontoblastos e ameloblastos.?!

Poucos estudos investigaram a associagdo de polimorfismos em genes codificadores de
fatores de crescimento com fendtipos craniofaciais em humanos. Gerber et al.?? encontraram uma
associagdo entre variagdes no tamanho dentario e os polimorfismos rs1800470 no TGFBI e
154444903 no EGF. Kirschneck et al.”® identificaram que o rs3087465, localizado na regido

promotora do gene TGFBR?2, esta associado ao retrognatismo mandibular.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a associagdo entre AD e FLEPNS
e investigar se essas alteragdes craniofaciais estao associadas a polimorfismos genéticos nos genes
TGFBI (rs4803455 e 1s1800470), TGFBR2 (rs764522 e 1s3087465), EGF (rs4444903 e
1s2237051) e EGFR (1s2227983).

Materias e Métodos
Aspectos éticos

Este estudo transversal com grupo de comparagdo foi descrito conforme o checklist
STREGA - Strengthening the Reporting of Genetic Association Study Statement Checklist>* A
pesquisa seguiu os principios da Declaragdo de Helsinque e foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Secretaria de Estado da Saude do Parand (protocolo n° 5.100.185) e pelo Comité de

Etica em Pesquisa com Seres Humanos da area de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do



Parana (protocolo n° 3.752.172), ambos sediados em Curitiba, Parand, Brasil. O termo de
assentimento das criangas ¢ o termo de consentimento livre e esclarecido dos responsaveis legais

foram devidamente obtidos.

Sele¢do da amostra

A amostra incluiu criancas de ambos os sexos, com idades entre 6 ¢ 14 anos, sem historico
de extragdes de dentes permanentes. Foram avaliados dois grupos: um grupo de criangas com
FL£PNS (grupo FL+PNS) e um grupo controle composto por criancas sem FL+PNS (grupo
controle). O grupo com FL+PNS foi recrutado no Centro de Atendimento Integral ao Fissurado
Labiopalatal (CAIF), em Curitiba, Parana, Brasil, caracterizado por ser o primeiro centro integrado
de tratamento de anomalias craniofaciais da regido sul do pais. O CAIF recebe pacientes de 18
estados brasileiros, oferecendo atendimento inter ¢ multiprofissional, incluindo tratamento médico
e odontolédgico, aconselhamento genético e assisténcia psicolédgica e social.”> O grupo controle foi
recrutado na clinica de Odontopediatria da Universidade Federal do Paranad (Curitiba, Parana,
Brasil). Criangas com sindromes ou outras anomalias craniofaciais que ndo envolvessem fissuras

orais, bem como anomalias dentarias ndo foram incluidas.

O grupo FL£PNS incluiu casos de fissura labial isolada (FL), fissura labial com
envolvimento do processo alveolar (FLA) e fissura labiopalatina (FLP). A fissura palatina isolada
(FP) ¢ considerada uma malformacdo congénita distinta, com origem embrioldgica diferente da
FL+PNS,? e, por isso, ndo foi incluida neste estudo. A classificacdo do tipo de fissura foi baseada
em exame clinico e confirmada por prontuario médico. A coleta de dados foi realizada entre janeiro

de 2022 e agosto de 2023.

O célculo do tamanho amostral considerou dados prévios de associacdo entre fissuras e
anomalias dentarias.* A propor¢do estimada de anomalias dentarias entre individuos com fissura
foi de 38,8%, estabeleceu-se poder estatistico de 80%, intervalo de confianga de 95% (1C95%) e
razao de chances (odds ratio — OR) de 3,14. Para compensar possiveis perdas, houve acréscimo de
20% a amostra estimada. Assim, o tamanho final da amostra foi estimado entre 100 e 120 criangas

por grupo.



Avaliagdo da Agenesia Dentaria

Foram incluidos na avaliagdo pacientes com pelo menos uma radiografia panoramica
disponivel. Uma unica examinadora (G.F.S), cirurgia-dentista, foi treinada para diagnosticar AD
nas radiografias panoramicas de ambos os grupos. A avaliacdo da AD de dentes permanentes
(excluindo terceiros molares) foi realizada a partir de radiografias obtidas nos prontuarios dos
pacientes, sendo o diagnoéstico definido com base na idade cronoldgica da crianga e na expectativa
de visualizacdo da formacdo inicial dos germes dentarios, conforme a cronologia de

desenvolvimento dentario.?’

No grupo com FL+PNS, foram consideradas apenas as agenesias localizadas fora da area
da fissura. Assim, em casos de FL unilateral ou bilateral, qualquer auséncia de dentes permanentes
foi considerada. Nos casos de FLA ou FLP direitas, todos os dentes permanentes foram
considerados, exceto o incisivo lateral superior direito; para os casos FLA e FLP esquerdas, todos
os dentes foram considerados, exceto o incisivo lateral superior esquerdo. Nos casos bilaterais de
FLA ou FLP, ambos os incisivos laterais superiores foram desconsiderados. No grupo controle,

considerou-se a auséncia de qualquer dente permanente.

Todas as radiografias avaliadas apresentavam critérios de alta qualidade e foram
analisadas digitalmente, em ambiente escuro, por um tnico examinador treinado. Quando mais de
uma radiografia panoramica estava disponivel para a mesma crianga, todas foram utilizadas para
confirmacao diagndstica. A reprodutibilidade intraexaminador foi avaliada por meio da reanalise
de dez radiografias panoramicas selecionadas aleatoriamente, com intervalo de um més entre as

avaliagoes. O coeficiente Kappa indicou concordancia perfeita entre os dois momentos (kappa =

1.

Extracdo do DNA e genotipagem

Células da mucosa bucal foram obtidas com enxdgue bucal utilizando 5 ml de solucdo
salina. O DNA gendmico foi extraido conforme o protocolo descrito por Kiichler et al. (2012).28 A
concentracao ¢ a pureza do DNA foram determinadas por espectrofotometria (Nanodrop 2000,

Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).



Foram selecionados polimorfismos genéticos nos genes TGFBI1 (rs4803455 e rs1800470),
TGFBR2 (rs764522 e 1s3087465), EGF (rs4444903 e rs2237051) e EGFR (rs2227983),
possivelmente associados ao desenvolvimento craniofacial.” ' 13 16 17,20, 21,2932 10 (g
polimorfismos genéticos foram escolhidos com base na frequéncia do alelo menor (>10%) e no seu
possivel impacto sobre os processos de palatogénese e odontogénese. Assim, partiu-se da hipotese
de que esses genes desempenham um papel na odontogénese e que polimorfismos comuns

poderiam estar envolvidos na ocorréncia de AD. As caracteristicas dos genes e dos polimorfismos

selecionados estdo descritas na Tabela 1.

Os testes de discriminacao alélica foram realizados por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real para genotipagem, utilizando o sistema StepOnePlus Real-Time PCR
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A taxa de sucesso na genotipagem variou entre

97,2% € 99,5%.
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Analise Estatistica

A associacdo entre FL+PNS e AD foi analisada por meio do teste do qui-quadrado.
Regressao de Poisson com variancia robusta foi utilizada para avaliar a relagdo das variaveis
dependentes FL£PNS e AD com as variaveis independentes “sexo” e “fenotipos relacionados aos
genes codificadores de fatores de crescimento”. As variaveis FL+PNS e AD foram categorizadas
de acordo com sua presenga como “sim” ou “ndo”. Os genotipos foram analisados nos modelos
aditivo, dominante e recessivo. Modelos multiplos foram construidos utilizando o método stepwise,
considerando as variaveis independentes com p<0,20 no modelo univariado. Adotou-se nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o software Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS), versao 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi avaliado para cada polimorfismo genético

por meio do teste do qui-quadrado, utilizando a ferramenta online wpcalc.com/en/equilibrium-

hardy-weinberg, para a amostra total. Foram considerados desvios do EHW quando o valor de qui-

quadrado foi superior a 3,84.

O potencial impacto funcional dos polimorfismos associados as variaveis dependentes foi
estimado utilizando o PolyPhen-2,** uma ferramenta que prevé a probabilidade de uma variante

afetar a fungdo da proteina com base nos dados de sequéncia e estrutura proteica.

Resultados

Um total de 292 criangas foi inicialmente avaliado. Dessas, trinta e sete (n=37) foram
excluidas pelos seguintes motivos: presenga de sindromes ou outras anomalias craniofaciais que
nao envolviam fissura (n=17) e presenc¢a de fissura palatina isolada (FP) (n=20). Assim, duzentos
e cinquenta e cinco (n=255) pacientes foram avaliados quanto a disponibilidade de amostras de
DNA e radiografias panoramicas. Dentre esses, 243 apresentaram amostras de DNA validas e
foram incluidos na andlise de genotipagem para FL+PNS, sendo 127 pacientes com FL=PNS e 116
sem FL+PNS. Além disso, 216 pacientes apresentaram tanto DNA quanto radiografia panoramica
e foram incluidos na analise genética para AD (Figura 1). As caracteristicas da populacdo do estudo

constam na Tabela 2.



n=292

Pacientes avaliados

I

Excluidos (n =37)

Presenca de sindrome ou outras anomalias
craniofaciais além da fissura (n = 17)
Fissura palatina (n = 20)

panoriamica

n=255

Pacientes avaliados quanto a
disponibilidade de DNA e radiografia | _

N

*  Auséncia de amostra de DNA (n = 12)
*  Sem radiografia panoramica (n = 49)

Incluidos na analise
genética para
FL£PNS

(n=243)

Incluidos na
analise genética
para AD

(n=216)

Figura 1 — Sele¢do dos participantes do estudo.

A AD foi significativamente mais frequente no grupo com FL+PNS (23,8%) em
comparacao ao grupo controle (6,2%) (p<0,01). Na amostra, os dentes mais acometidos por AD
foram os incisivos laterais superiores (considerando-se apenas os localizados fora da area da fissura
no grupo com FL+PNS) e os segundos pré-molares superiores e inferiores. A auséncia de segundos

pré-molares superiores foi observada apenas no grupo com FL£PNS (n=17). Dois pacientes do

grupo com FLEPNS apresentaram mais de uma agenesia dentéria (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas da populagdo de estudo de acordo com os grupos (Curitiba, Parand, Brazil, n=243, 2024)*.

Variaveis Categorias

Grupo n (%) Valor de p

FL£PNS (n=127) Controle (n=116)

Tipo de fissura FL

42 (33,1) - -



FLP 85 (66,9) -
Feminino 52 (40,9) 64 (55,2)

Sexo Masculino 75 (59.1) 52 (44.8) 0,027
Idade (anos) Média (DP) 8,80 (2,14) 8,58 (2,03) 0,385%*
. Sim 25 (23,8) 7 (6,2)
Um ou mais dentes NE 80 (76.2) 105 (93.8) <0,01
ILS S1~m 5(4,8) 3(2,7) 0.326*
AD Nao 100((95,2)) 109 (9733)
o Sim 17 (16,2 0 (0,0 "
2* PMS Nao 88 (83,8) 112 (100) <0,01
o Sim 5 (4,8) 4 (3,6) «
2" PMSI Nao 100 (95.2) 108 (96.4) 0,460

Negrito significa valores estatisticamente significantes.

Abreviaturas: FLEPNS, fissura labial com ou sem fissura palatina ndo sindromica; FL, fissura labial isolada; FP,
fissura palatina; AD, agenesia dentaria; ILS, incisivo lateral superior; 2°PMS, segundo pré-molar superior; 2°PMI,
segundo pré-molar inferior; DP, desvio padrdo.

AD: 216 pacientes apresentaram radiografia panoramica e foram avaliados em relagdo a presenga de AD.

Valor de p: teste chi-quadrado, *Teste exato de Fisher, **Teste U de Mann-Whitney U.

Na analise univariada, ao se considerar a associacdo entre FL+PNS e as variaveis
independentes, observou-se uma associagao significativa entre a presenga da fissura e o sexo (RP
=1,35; p=0,016), com maior prevaléncia de FLXPNS em individuos do sexo masculino (60,2%)
em comparacao aos do sexo feminino (44,6%) (Tabela 3). Na anélise multivariada, o polimorfismo
rs2237051 no gene EGF apresentou associacao significativa com FL£PNS, independentemente das
demais variaveis (RP, = 1,41; p = 0,042). Individuos portadores de pelo menos um alelo A
(AA/AG) apresentaram menor prevaléncia de FL+PNS em comparagdo aos individuos com o
genotipo GG (Tabela 3). A analise de predicao bioinformatica para o rs2237051 indicou que esse
polimorfismo provavelmente ndo afeta a fungdo da proteina, sendo classificado como de impacto
benigno.

Em relagdo aos dados de AD, apenas a presenca da fissura esteve associada a uma maior
prevaléncia desta anomalia dentaria, independentemente das demais variaveis (RP. = 3,70; p =
0,001). Nao foi observada associagdo entre AD e os polimorfismos genéticos investigados (Tabela
4). Apenas o polimorfismo rs1800470 no gene 7GFBI apresentou uma associagdo limitrofe com a

presenga de AD quando considerada também a presenga da fissura (p = 0,065).
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Discussao

O desenvolvimento craniofacial e a odontogénese sdo processos complexos e inter-
relacionados, coordenados e regulados por diversos fatores genéticos.!® Alteracdes nesses
processos podem resultar em anomalias nas estruturas orofaciais e dentarias, como a FL=PNS
e a AD.* Neste estudo, individuos com FL+PNS apresentaram uma prevaléncia de AD 270%
maior fora da area da fissura, corroborando com estudos anteriores em diferentes populacdes.®
7.9.10.35 Na Holanda, Bartzela et al. (2023)” observaram que a AD fora da 4rea da fissura estava
presente em 20,9% dos pacientes com FL+PNS unilateral. Mangione et al.® identificaram que
54,7% dos pacientes franceses com fissuras orais apresentavam AD fora da area da fissura. Na

populacdo brasileira, a prevaléncia relatada de AD fora da regido fissurada varia de 28,6% a

47,5%.%10-33

Neste estudo, apenas os casos de AD ocorrendo fora da area da fissura foram
considerados, ou seja, ndo foram incluidas agenesias de incisivos laterais localizados dentro da
area fissurada. Em humanos, os incisivos laterais sao frequentemente afetados por anomalias
de desenvolvimento. Os processos nasais mediais € maxilares, responsaveis pela formacao do
labio superior e rebordo alveolar, fornecem os tecidos para a formagao dos incisivos laterais.
Assim, falhas na fusdo desses processos podem ser um fator local associado a agenesia desses
dentes.! A AD, por sua vez, localizada fora da regido da fissura pode indicar que essa anomalia

dentaria compartilha uma base genética semelhante a das fissuras orofaciais.

No presente estudo, individuos com o genétipo GG para o polimorfismo rs2237051 no
gene EGF apresentaram uma prevaléncia estatisticamente maior de FL£PNS em comparacao
aos individuos com os genotipos AA/AG. Esse polimorfismo ¢ uma variante do tipo missense,
resultando em uma substituicdo conservadora do aminoacido metionina por isoleucina na
posicdo 708 da proteina, o que geralmente ndo afeta sua fungdo. A analise preditiva por
bioinformética utilizando o PolyPhen-2*° indicou que essa variante tem baixo potencial de
impacto funcional. No entanto, mesmo substitui¢des conservadoras podem influenciar
propriedades bioquimicas da proteina, como a cinética enzimatica ou a estabilidade estrutural,
sem eliminar completamente a sua fungdo.*® A literatura aponta que o EGF é necessario para o
crescimento e diferenciagdo de células epiteliais, incluindo a degeneragdo das células epiteliais
durante a fusdo dos processos palatinos na formagdo do palato secundario.!” '® Assim, é
possivel sugerir que alteragdes nesse gene possam comprometer o desenvolvimento adequado

do palato, resultando em FL+PNS. Segundo nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo a



investigar a associagdo desse polimorfismo com alteragdes no desenvolvimento craniofacial,

destacando a importancia de estudos futuros em diferentes populagdes.

Nenhuma associagao foi observada entre FLE=PNS e o polimorfismo rs4444903, o que
¢ consistente com achados prévios em estudo realizado também na populacio brasileira.®” Por
outro lado, uma pesquisa em populagio chinesa®® encontrou associagio protetiva do gendtipo
GA para esse mesmo polimorfismo. Sabe-se que a expressividade de variantes genéticas pode
ser influenciada por fatores ambientais, levando a uma ampla variedade de fenodtipos em

diferentes individuos e populagdes,®® que pode explicar os achados divergentes entre os estudos.

A AD nao foi associada aos polimorfismos genéticos avaliados. Apenas o polimorfismo
rs1800470 no gene TGFBI apresentou uma associacdo limitrofe com a presenca de AD, quando
considerada também a presenca da fissura. Durante a odontogénese, o TGFBI regula a

? e a formacdo radicular.’> O rs1800470 ¢ uma mutacio

diferenciacdo de odontoblastos,>
missense nao conservadora, onde ocorre a substituicdo do nucleotideo citosina por timina.
Estudos anteriores em humanos relacionaram esse polimorfismo a diminui¢do do tamanho
dentario.?? Como a AD e a redu¢dio do tamanho dos dentes podem compartilhar mecanismos
genéticos semelhantes,*’ isso pode justificar os achados do presente estudo. No entanto, essa
associagdo limitrofe deve ser interpretada com cautela, visto o tamanho amostral limitado.

Estudos com amostras maiores sao necessarios para confirmar o possivel papel desse

polimorfismo na ocorréncia de AD.

Estudos em animais sugerem que os genes TGFBR2 e EGFR participam do

desenvolvimento craniofacial, sendo expressos durante a palatogénese': 3% 4!

nos estagios
iniciais da odontogénese.?! *> Em humanos, muta¢des no TGFBR2 estio associadas a sindrome
de Loeys-Dietz, caracterizada pela triade de hipertelorismo, fissura palatina ou tvula bifida,
aneurismas arteriais e tortuosidade vascular.*® Além disso, o polimorfismo rs3087465 nesse
gene ja foi associado ao retrognatismo mandibular.®> No entanto, As evidéncias envolvendo
EGFR em humanos sdo ainda escassas e contraditorias.** No presente estudo, nenhum dos
polimorfismos avaliados em 7GFBR2 e EGFR mostrou associagdo com FL£EPNS ou AD. Novas

investigacdes sdo necessarias para elucidar o papel desses genes nas malformagdes

craniofaciais.

Uma revisio sistematica prévia® demonstrou que genes envolvidos no desenvolvimento
craniofacial, como MSX1, PAX9 e IRF6, também estao implicados na coocorréncia de fissuras

e AD em humanos. No entanto, devido a baixa ocorréncia de AD no grupo sem FL£PNS, ndo



foi possivel avaliar essa coocorréncia na analise genética do presente estudo, o que representa

uma limitagao.

Estudos com pacientes com FLEPNS enfrentam muitos desafios metodologicos, pois os
participantes geralmente sao recrutados em centros especializados, resultando em amostras de
conveniéncia com tamanho limitado. Considerando a imprevisibilidade na frequéncia dos
polimorfismos genéticos analisados, o equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado para
detectar possiveis desequilibrios. Ainda assim, o poder estatistico para as comparagdes
envolvendo os polimorfismos variou substancialmente. Por outro lado, o objetivo principal do
estudo — avaliar a associagdo entre FLPNS e AD — apresentou alto poder estatistico. E
importante destacar que o estudo foi realizado em uma populagao especifica, o que pode limitar
a generalizacdo dos resultados para outras populagdes. Isso refor¢a a necessidade de novas
pesquisas bem delineadas para explorar os fatores genéticos associados aos fenotipos dentarios

em individuos com FL+PNS.

Os achados deste estudo contribuem para uma compreensao mais abrangente dos fatores
genéticos e fendtipos relacionados as alteragdes craniofaciais. Considerando que o tipo de
fissura e a localiza¢do da AD podem impactar os resultados, foram excluidos individuos com
FP, devido a sua origem embrioldgica distinta, e ndo foi considerada a AD na regido da fissura,
evitando viés nos achados. Além disso, o grupo controle foi recrutado de uma populagao

semelhante a dos individuos com FL£PNS, permitindo comparagdes mais precisas.

A alta prevaléncia de AD em individuos com FL+PNS reforca a importincia da
avaliagdo e interven¢do odontoldgica precoce nesses pacientes. Ademais, compreender os
fatores genéticos envolvidos nessas condi¢des pode permitir o desenvolvimento de estratégias
terap€uticas mais personalizadas, possibilitando a identificacdo de pacientes com maior risco

de anomalias dentarias e aprimorando o cuidado de individuos com alteragdes craniofaciais.

Conclusao

Com base nos achados desta populacdo, conclui-se que a FL+PNS esta
significativamente associada a AD fora da area da fissura e ao polimorfismo rs2237051 no gene
EGF, enquanto os polimorfismos avaliados nos genes TGFBI, TGFBR2, EGF ¢ EGFR nao

foram associados a AD.
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Polimorfismos genéticos e variacdes na idade dentaria em criancas com fissura

labiopalatina nao-sindromica: Um estudo transversal

Resumo

Introducio: Criangas com fissura labial com ou sem acometimento de palato ndo-sindromica
(FL£PNS) podem apresentar alteragdes no desenvolvimento dentario. O objetivo deste estudo
transversal foi comparar a idade dentéria (ID) entre criancas com e sem FL+PNS e verificar se
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em genes codificadores de fatores de crescimento
estao associados a variacoes na ID.

Métodos: Criangas entre 5 e 14 anos, com e sem FL+PNS, foram recrutadas para este estudo.
A ID foi avaliada por examinadores calibrados (kappa > 0,80), utilizando o método proposto
por Demirjian et al. (1973). O DNA gendmico foi extraido de células bucais, ¢ os SNPs nos
genes do Fator de Crescimento Epidérmico (EGF —rs4444903 e rs2237051), Receptor do Fator
de Crescimento Epidérmico (EGFR —1s2227983), Fator de Crescimento Transformador Beta 1
(TGFBI —1s1800470 e rs4803455) e Receptor do Fator de Crescimento Transformador Beta 2
(TGFBR2 — 1s3087465) foram genotipados por PCR em tempo real com ensaio TagMan. O
teste t de Student foi utilizado para comparar a ID entre os grupos com e sem FL+PNS, e a
analise de variancia (ANOVA) de dois fatores avaliou as variacdes da ID entre os genotipos (o
= 0,05), com analise post-hoc utilizando corre¢ao de Bonferroni.

Resultados: Um total de 209 criancas (100 com FL+PNS e 109 sem FL£PNS), com média de
idade cronoldgica de 8,66 anos (desvio padrao — DP = 1,92), foi incluido. O grupo com FL+PNS
apresentou ID significativamente atrasada (média = -0,23; DP =0,71) em comparagdo ao grupo
sem FLEPNS (média =-0,01; DP = 0,88) (p = 0,049). As distribui¢des genotipicas estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg. O SNP rs4803455 em TGFB] foi significativamente associado
a variacdo da ID nas criangas sem FL+PNS (p < 0,01). No grupo com FL+PNS, ndo foram
observadas diferencgas significativas na ID entre os genotipos.

Conclusao: Criancas com FLEPNS apresentaram atraso na ID em comparagdo com criancas
sem FL+PNS. O SNP rs4803455 no gene TGFB1 esta associado a variagdes na ID em criangas
sem FL+PNS.

Palavras-chave: fenda labial; fissura palatina; anormalidades dentérias; determinagao da idade

pelos dentes; polimorfismo genético.



Introduciao

As fissuras orais ndo-sindromicas estdo entre as anomalias congénitas mais comuns em todo
o mundo, resultantes de falhas no desenvolvimento do palato primario e secundario [1], sdo
classificadas como fissura labial (FL), fissura labiopalatina (FLP) e fissura palatina (FP).
Considerando que o labio e o palato primario tém origens embriondrias distintas do palato
secundario, a FL e a FLP geralmente sdo agrupadas sob o termo “fissura labial com ou sem

palato” nao sindromicas (FL£PNS) [2].

Tanto fatores genéticos quanto ambientais influenciam a formagao do palato primario,
secundario ¢ dos dentes. Qualquer alteracdo nesse processo pode resultar em anomalias
craniofaciais e/ou dentarias [3]. Diversas alteracdes dentarias estdo associadas as fissuras orais,
especialmente a FL£PNS [4]. Uma revisdo sistematica prévia relatou que pacientes com essas
malformagdes tendem a apresentar atraso na idade dentaria (ID) em comparagdo aos nao
afetados [5]. A ID é um marcador bioldgico util para a avaliagdo do estagio de crescimento
infantil, com aplica¢des na pratica clinica odontoldgica e na area forense [6]. Durante a infancia,
pacientes com FLEPNS necessitam de diversas intervengdes na regiao craniofacial, incluindo
procedimentos ortodonticos e cirurgicos [7]. Nesses casos, o estagio de maturacdo ¢ um
importante indicador para determinar o momento mais adequado para os tratamentos e obter
melhores desfechos [5]. Assim, a ID pode ser uma ferramenta inicial para estimar o estagio de
crescimento infantil [8].

Genes que codificam fatores de crescimento apresentam atividade pleiotropica,
desempenhando papéis na formacdo dentaria e craniofacial. O Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF) e seu receptor (EGFR) sao essenciais para a fusdo palatina adequada [9],
desenvolvimento e a erup¢ao dentaria [10-12]. O Fator de Crescimento Transformador Beta 1
(TGFBI) atua durante a proliferacao celular e o crescimento dos processos palatinos [13], bem
como na diferenciacdo de odontoblastos e ameloblastos [14, 15]. O TGFBI age por meio de
ligagcdo ao receptor TGFBR2, expresso no palato durante sua fusdo [16], na polpa dentéria
embriondria e nos pré-odontoblastos radiculares [17, 18]. Polimorfismos de nucleotideo inico
(SNPs) nesses genes vém sendo associados a alteragdes na regido craniofacial, como FL£PNS
(rs4444903 no EGF) [19], retrognatismo mandibular (rs3087465 no TGFBR?2), e variagdes no
tamanho dental (rs4444903 no EGF e rs1800470 no TGFBI) [20].

Apesar de existirem estudos que investigam a associacao entre ID e SNPs na populacao
geral [6, 21, 22], ainda h4d uma lacuna no entendimento de como essas variagdes genéticas

influenciam a ID em criangas com FL£PNS. Essa lacuna limita o conhecimento sobre como



esses fatores genéticos contribuem para o desenvolvimento dentdrio desses pacientes, que
frequentemente enfrentam alteracdes nesse processo. Portanto, este estudo tem como objetivo
comparar a ID entre criangas com e sem FLEPNS e avaliar a associagdo entre SNPs em genes

codificadores de fatores de crescimento e variagdes na ID.

Materiais e métodos
Aspectos éticos

Este estudo transversal com grupo de comparagio foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da area de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Parana (namero do protocolo 3.752.172) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de
Estado da Saude do Parana (nimero do protocolo 5.100.185), ambos localizados em Curitiba,
Parana, Brasil. O termo de assentimento e o termo de consentimento livre ¢ esclarecido foram
obtidos, das criancas e de seus responsaveis legais, respectivamente. Este estudo estd sendo
reportado de acordo com o checklist Strengthening the Reporting of Genetic Association Study

Statement (STREGA) [23]. A coleta de dados ocorreu entre janeiro de 2022 e agosto de 2023.

Critérios de elegibilidade e calculo do tamanho amostral

Criancas com FL+PNS, com idades entre 5 e 14 anos, foram recrutadas em um centro
de referéncia para o tratamento de deformidades craniofaciais localizado no Brasil (Centro de
Atendimento Integral ao Fissurado Labiopalatal - CAIF —, Curitiba, Parana, Brasil). Esse centro
foi o primeiro do sul do Brasil destinado ao tratamento de anomalias craniofaciais, oferecendo

atendimento médico e odontoldgico, aconselhamento genético, bem como suporte psicologico

e social [24].

O tipo de fissura foi classificado com base no exame clinico e confirmado por meio dos
prontudrios médicos. Casos de FP nao foram incluidos, devido a origem embriologica distinta
desse tipo de defeito [2]. Um grupo de comparagdo composto por criancas sem FLEPNS,
também com idades entre 5 e 14 anos, foi selecionado nas clinicas odontologicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR, Curitiba, Parana, Brasil), tendo a auséncia de fissura
sido confirmada por exame clinico. Foram excluidas criangas com sindromes, anomalias

craniofaciais diferentes das fissuras orais ou que ndo possuiam radiografia panoramica.



O calculo amostral foi realizado com base em dados da associacdo entre fissuras
orofaciais e anomalias dentarias [4]. A estimativa considerou um poder estatistico de 80%, um
intervalo de confianca de 95% (IC 95%), uma razao de chances (odds ratio — OR) de 3,14 ¢
uma taxa de anomalias dentarias de 38,8% entre individuos sem fissura oral. Considerando uma
perda amostral estimada de 20%, o tamanho final da amostra deveria ser de no minimo 100 e
no maximo 120 criangas por grupo. Os participantes foram selecionados por conveniéncia,

sendo convidados a participar aqueles que estavam presentes nos locais de recrutamento.

Avaliacao da ID

Radiografias panoramicas obtidas dos prontudrios odontoldgicos das criangas foram
avaliadas por duas examinadoras para a determinagdo da ID [2]. As examinadoras classificaram
os dentes permanentes da hemiarcada mandibular esquerda (excluindo o terceiro molar) em
uma escala de A a H, de acordo com o estdgio de mineralizacdo dentaria, conforme proposto
por Demirjian et al. (1973) [25]. Quando um dente permanente do lado esquerdo da mandibula
estava ausente, o dente permanente contralateral do lado direito foi avaliado. Criangas com

auséncia bilateral de um ou mais dentes foram excluidas.

Antes da avaliacdo das radiografias panoramicas, as examinadoras — duas
odontopediatras (G.F.S. e L.A.S.) — passaram por um processo de treinamento e calibragao.
Esse processo teve inicio com uma discussdo tedrica sobre o método de Demirjian [25],
conduzida por uma examinadora de referéncia com experiéncia na metodologia. A calibragao
consistiu na andlise de 20 radiografias panoramicas apresentando diferentes estagios de
mineralizagdo dentdria. As avaliadoras analisaram cada imagem de forma independente e
repetiram as avaliagdes ap6s um intervalo de uma semana para calculo da reprodutibilidade
intraexaminadora. Para a reprodutibilidade interexaminadora, os escores obtidos foram
comparados aos da examinadora de referéncia. Os coeficientes kappa intra e interexaminadores

foram, respectivamente, 0,90 e 0,82.

A ID foi calculada por meio do aplicativo Dental Age [26], que, de acordo com o sexo
da crianca, converte a pontuagao atribuida aos sete dentes avaliados em um valor de ID, baseado
nas tabelas propostas por Demirjian et al. [25]. A varia¢do na ID foi determinada por um delta,

obtido pela diferenga entre a ID e a idade cronoldgica (IC) (ID — IC). Valores positivos,



negativos ou nulos indicam que a crianga apresenta uma idade dentaria avangada, atrasada ou

compativel com a idade cronoldgica, respectivamente [22].

A literatura reporta que o método de Demirjian et al. tende a superestimar a ID em
relagdo a IC [27]. Assim, avaliou-se a correlagdo entre ID e IC na amostra deste estudo, por
meio do teste de correlagdo de Spearman. Observou-se uma correlacao positiva e forte entre IC
e ID em ambos os grupos — com e sem FLEPNS (p<0,01) (Tabela 1), confirmando a

aplicabilidade do método de Demirjian et al. na populacdo estudada.

Tabela 1. Correlacio entre a IC e ID de acordo com o grupo (n=209).

D Grupos
Com FL+PNS Sem FL+PNS
IC r* 0,886 0,905
Valor de p <0,01 <0,01

*Coeficiente de Spearman. Negrito indica resultados estatisticamente significantes.
Abreviaturas: FLEPNS — fissura labial com ou sem acometimento de palato nao-sindromica; IC — Idade
cronologica; ID — Idade dentaria.

Extraciao de DNA e analise de genotipagem

O DNA foi extraido a partir de células bucais coletadas por meio de bochecho com 5
mL de solugdo salina [28]. A concentracdo ¢ a pureza do DNA foram determinadas por
espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A
genotipagem foi realizada por meio da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Todas as analises laboratoriais foram

conduzidas de forma cega em relagdo a condigao clinica dos participantes.

Os SNPs nos genes EGF (1s2237051 e 1rs4444903), EGFR (rs2227983), TGFBI
(rs1800470 e rs4803455) e TGFBR2 (rs3087465 e rs764522) foram selecionados com base na
frequéncia do alelo menor (minor allele frequency — MAF) e na fungdo bioldgica desses
marcadores. As caracteristicas dos genes e dos SNPs selecionados estdo apresentadas na Tabela

2. A taxa de sucesso da genotipagem encontra-se descrita na Tabela S1 (material suplementar).

Analise estatistica

A variavel dependente “ID” foi analisada como uma variavel continua. As variaveis

independentes foram avaliadas como categoricas: o fenotipo foi dicotomizado nos grupos “com



FL£PNS” e “sem FL+PNS”, e o genoétipo foi categorizado de acordo com o par de alelos de
cada SNP. O teste t de Student foi utilizado para comparar as variagdes na ID entre os grupos

fenotipicos. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Para os dados de genotipagem, o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi testado por

meio do teste do qui-quadrado (https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/). O teste

ANOVA de dois fatores foi aplicado para analisar o efeito das varidveis independentes
“fendtipo” e “gendtipo”, bem como a interagdo entre essas variaveis na variagao da ID (a =
5%). Para reduzir a ocorréncia de falsos positivos, foi adotada a corre¢do de Bonferroni, com
nivel de significancia ajustado para 0,016. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no

software Statistical Package for the Social Sciences, versao 20.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA).
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Resultados

Ao todo, 292 criangas foram recrutadas e avaliadas. Destas, 83 foram excluidas pelos
seguintes motivos: presenca de sindromes (n=13), presenca de outras anomalias craniofaciais
além da fissura oral (n=5), presenca de FP (n=20), auséncia de radiografia panoramica (n=41)
e auséncia bilateral de dentes na mandibula (n=4). A amostra final foi composta por 100
criangas (61 meninos e 39 meninas) com FLEPNS e 109 criangas (52 meninos e 57 meninas)

sem FL+PNS. A Figura 1 ilustra o fluxograma do estudo.

< Excluidas (n=18)
o s .
2 = Criangas avaliadas (n=292) e Presenca de sindromes (n=13)
o O —> .
L=t e Presenca de  anomalias
A" craniofaciais além da
fissura(n=5)

]

5 ,

£ Prontudrios avaliados (n=274) |, | Excluidos (n=61) .

o e Auséncia de radiografias
[ panoramicas (n=41)

~ e  FP (n=20)

Radiografias analisadas (n = 213)

Excluidos (n=4)
e Com FL£PNS (n=104) — | Auséncia bilateral de dentes na
*  Sem FL£PNS (n=109) mandibula (n=4)

!

Anélise
radiografica

@)
S Pacientes incluidos na avaliacdo da ID (n = 209)
g «  Com FL£PNS (n=100)
2 *  Sem FL£PNS (n=109)
S
- l
=
o
g
=3 Pacientes incluidos na genotipagem
% (n=198)
G} *  Com FL£PNS (n=93)
*  Sem FL£PNS (n=105)

Fig. 1 Selegdo dos participantes do estudo.

No grupo com FL£PNS, 35 criancas (35%) apresentavam apenas FL e 65 (65%)
apresentavam FLP. A média de IC da amostra total foi de 8,66 anos — desvio padrao (DP) =

1,92. O grupo com FL+PNS demonstrou ID significativamente atrasada (média = -0,23; DP =



0,71) em comparagdo com o grupo sem FLEPNS (média =-0,01; DP = 0,88) (p =0,049) (Tabela
3).

Tabela 3. Comparacio da IC, ID e delta de acordo com o grupo (n=209).

Group IC ID Delta (DA-CA)
Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Sem FL£PNS 8,52 (1,69) 8,29 (1,80) -0,23 (0,71)
Com FL+PNS 8,82 (2,12) 8,81 (1,96) -0,01 (0,88)
Valor de p* 0,207 0,036 0,049

*Teste t de Student. Negrito indica resultados estatisticamente significantes.
Abreviaturas: FL£P — Fissura labial com ou sem acometimento de palato ndo-sindromica; IC — Idade
cronologica; ID — Idade dentaria; DP — Desvio padrao.

A andlise genotipica foi viavel em amostras de DNA de 198 criangas (93 com FL+PNS
e 105 sem FL+PNS). A distribuicdo dos genotipos esta apresentada na Tabela S1 (material
suplementar). A Tabela 4 apresenta os resultados da ANOVA de dois fatores, realizada para
analisar o efeito das varidveis independentes "fendtipo" e "genotipo", bem como a interagao
entre essas variaveis na variagdo da ID. O teste de efeito principal simples indicou que nenhum
dos SNPs avaliados apresentou efeito significativo sobre a variagdo da ID (p > 0,05). No
entanto, ao considerar a interagdo "fendtipo-gendtipo", foi identificada uma interagao
estatisticamente significativa entre os efeitos do SNP rs4803455 e o fenotipo na variagdo da ID
(p < 0,01). A analise post-hoc com corregdo de Bonferroni indicou que, no fendtipo “sem
FL+PNS”, a ID foi significativamente mais avangada em crian¢as com o genotipo AA no
rs4803455 (delta médio = 0,66; DP = 1,02) em comparagdo com aquelas com os genotipos CA
(delta médio = -0,10; DP = 0,77) ou CC (delta médio = -0,20; DP = 0,88) (p < 0,01). Contudo,
no fendtipo “com FL+PNS”, ndo foram observadas diferengas significativas na ID entre os

diferentes genotipos.
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Discussao

Individuos com fissuras orais apresentam maior prevaléncia de anomalias dentérias do
que aqueles sem essas malformacdes [4]. No presente estudo, criancas com FL+PNS
apresentaram ID atrasada em relagdo as criangas sem FL+PNS. Uma revisdo sistematica prévia,
que incluiu 36 estudos, relatou que 32 deles encontraram atraso no desenvolvimento e na
erupcao dentaria em pacientes com fissuras [5]. Contudo, de acordo com o nosso conhecimento,
este € o primeiro estudo a investigar a ID em individuos com FL+PNS considerando também

sua base genética.

O método proposto por Demirjian et al. (1973) é o mais utilizado para avaliagdo da ID
[29] e foi adotado neste estudo. Nesse método, avaliam-se os sete dentes mandibulares
esquerdos [3]. A escolha pela arcada inferior € preferivel, uma vez que, na maxila, a
superposi¢do de estruturas dsseas pode interferir na andlise [5]. Em pacientes com FLEPNS, a
presenga da fissura e as frequentes alteragdes morfologicas dos dentes na arcada superior
também podem dificultar a avaliagdo [4]. A presenca de anomalias dentérias fora da regido da
fissura, inclusive na mandibula, sugere que fatores genéticos comuns participam do
desenvolvimento dentario e do palato [30,31]. Assim, as variacdes de ID observadas apenas
com base nos dentes inferiores reforgcam a hipotese de uma base genética compartilhada entre

as alteracOes dentarias ¢ as fissuras orofaciais.

Fatores de crescimento e seus receptores, moléculas envolvidas em diversos processos
celulares como proliferagdo, diferenciagcdo, migracdo e apoptose [32], tém sido relacionados a
odontogénese e a palatogénese [9-11,13-17,33]. O presente estudo avaliou o efeito de SNPs em
genes codificadores de fatores de crescimento e da presenca de FL+PNS sobre a varia¢dao da
ID. Entre os SNPs avaliados, apenas o rs4803455 no gene TGFB1 foi associado a variagdes na
ID, e isso ocorreu apenas em criangas sem FLEPNS. Nesse grupo, criangas com o genotipo AA
apresentaram ID mais avangada em compara¢do com aquelas com os genotipos CA ou CC. Este
SNP, localizado em um intron, ndo possui fun¢do codificadora, mas pode atuar na regulacao da
expressao génica, no splicing alternativo, transporte de RNA mensageiro e organizagdo da
cromatina [34]. Na literatura, esse SNP foi associado a diversas condi¢cdes de satide, como
artrite reumatoide [35,36], doenca arterial coronariana [37] e cancer de pulmdo [38]. No
entanto, ha pouca evidéncia relacionada a fenotipos dentarios e craniofaciais; apenas um estudo
associou 0 SNP rs1800470 a variagdes no tamanho dentario [20]. Assim, € possivel sugerir que
o 154803455 esteja relacionado ao desenvolvimento dentario em individuos sem FL+PNS,

sendo necessario investigar essa associagdo em outras populacdes.



No grupo com FL£PNS, nenhum dos SNPs avaliados mostrou associagao significativa
com a ID. As diferengas entre os grupos podem ser atribuidas a influéncia combinada de fatores
genéticos e ambientais sobre a expressao dos genotipos [39]. A etiologia de FL+PNS ¢
complexa, envolvendo fatores genéticos e ambientais [40]. Portanto, ¢ plausivel considerar que
individuos com e sem FL+PNS estejam expostos a diferentes fatores durante o
desenvolvimento, o que pode impactar no desenvolvimento dentdrio. Ademais, € possivel que
outros polimorfismos genéticos estejam envolvidos no atraso da ID observado nesse grupo. A
auséncia de associacdo significativa entre os SNPs avaliados pode refletir essa complexidade,

além de possiveis limitagdes do tamanho amostral.

Ha evidéncias em estudos com embrides humanos e murinos de que os genes EGF,
EGFR e TGFB2 desempenham papéis importantes na diferenciagdo celular e formacao dos
tecidos dentérios [10,11,15,17,18,33]. No entanto, estudos em humanos investigando a
associagdo entre SNPs nesses genes e o desenvolvimento dentdrio ainda sdo escassos. Apenas
a associagao entre o 154444903 no gene EGF e variagdes no tamanho dentario foi descrita [20].

No presente estudo, nao foi observada associagao entre esses SNPs e a ID.

Estudos prévios com individuos sem FL+PNS investigaram a associacdo entre ID ¢
SNPs nos genes do receptor de vitamina D (VDR) [6], dos receptores de estrogénio alfa e beta
(ESRI e ESR2) [22], e da familia dos fatores de crescimento fibrobléstico (FGF) [21]. Os SNPs
em VDR, ESRI e ESR2 nao apresentaram associacao com a ID [6,22]. Por outro lado, o SNP
154073716 no FGF18 foi associado a ID avangada [21].

Além dos fatores genéticos, exposi¢des ambientais como desequilibrios hormonais [41],
obesidade [42], doenca celiaca [43] e tratamentos oncoldgicos [44] também tém sido associadas
a variagdes na ID. No presente estudo, essas exposi¢des ndo foram consideradas, o que
representa uma limitagdo. O método de Demirjian é frequentemente criticado por superestimar
a ID [27]; contudo, foi observada forte correlagdo entre ID e idade cronoldgica em ambos os
grupos. Embora os grupos ndo tenham sido pareados por idade, foram incluidas criancas de
faixas etarias semelhantes ¢ da mesma regido geografica, o que minimiza possiveis vieses
comparativos [5]. Outra limitagdo esta relacionada a generalizacao dos achados, que podem nao
se aplicar a populagdes com diferentes origens genéticas ou exposi¢cdes ambientais. Estudos
futuros devem considerar o pareamento por idade, explorar a interagao entre fatores ambientais
e genéticos e realizar avaliagdes longitudinais para entender melhor a progressao da ID em

pacientes com FL+PNS.



Apesar das limitacdes, foi possivel observar que criangas com FL£PNS apresentaram
ID atrasada em relacdo as criangas sem a malformacao. Clinicamente, essa caracteristica pode
impactar o tempo adequado de intervengdes como cirurgias de labio e palato, enxertos dsseos
e tratamentos ortodonticos [7]. Além disso, a ID pode ser uma ferramenta util na area forense,
auxiliando na estimativa da idade em casos de registros de nascimento incertos [5]. O SNP
rs4803455 em TGFBI foi associado a ID apenas no grupo sem FL£PNS, sugerindo que
diferentes fatores genéticos podem influenciar o desenvolvimento dentario nos distintos grupos
avaliados. Compreender a base genética de caracteristicas dentarias fornece subsidios
importantes para identificar fatores de risco associados a anomalias dentarias. Esses achados
destacam o potencial da integracdo entre dados genéticos e de ID na pratica clinica, visando um

cuidado mais personalizado e efetivo para pacientes com FL+PNS.

Conclusao

Criangas com FL+PNS apresentaram ID mais atrasada em comparacdo aquelas sem a
malformagdo. O SNP rs4803455 no gene 7GFBI mostrou-se associado a variagdes na ID em
criancas sem FL+PNS. Esses achados contribuem para o aprofundamento da compreensdo
sobre os mecanismos genéticos ¢ do desenvolvimento craniofacial e dentario. Estudos futuros
devem investigar essas variaveis em diferentes populagdes, com o objetivo de aprimorar o

cuidado personalizado de pacientes com FL+PNS.
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6 CONCLUSAO

Os achados deste trabalho evidenciam que individuos com FL/PNS apresentam maior
frequéncia de anomalias dentarias, incluindo DDE, AD e atraso na cronologia de formacao
dentaria. Embora a maioria dos polimorfismos analisados isoladamente ndo tenha se associado
de forma significativa a essas alteragdes, interagdes entre variantes localizadas em genes
relacionados a homeostase mineral — como CALCR, CYP24A41 e¢ PTH — mostraram-se
associadas tanto a presenga de FLEPNS quanto a ocorréncia simultainea de FL+PNS e
HMI/HSMD. Por outro lado, os genes que codificam fatores de crescimento, como EGF e
TGFBI1, apresentaram associacdes isoladas com a presenca de FLEPNS e com a variagao da
idade dentaria, respectivamente.

O uso de diferentes fendtipos dentarios como marcadores auxiliares contribuiu para
uma abordagem mais abrangente do papel dos fatores genéticos na etiologia das fissuras
labiopalatinas. A identificagdo de interacdes genéticas relevantes, mesmo na auséncia de
associagdes diretas em andlises individuais, ressalta a complexidade das vias moleculares
envolvidas e a importancia de modelos analiticos que considerem essas interacoes.

Dessa forma, este conjunto de estudos oferece subsidios relevantes para a compreensao
da etiologia multifatorial das FL+PNS, propondo uma perspectiva integrada que associa dados
morfoldgicos, clinicos e genéticos. A adog¢do dessa abordagem pode colaborar com a
estratificagdo fenotipica de individuos com FL+PNS, contribuir para o avango do conhecimento
sobre a biologia do desenvolvimento craniofacial e orientar estratégias mais personalizadas no

acompanhamento clinico e na pesquisa genética futura.
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- PAIS E/OU RESPONSAVEL
LEGAL

A crianga/ o(a) adolescente . sob sua responsabilidade, esta
sendo convidado por nés, Juliana Felirin de Souza, Rafaela Scariot de Moraes, Aluhé Lopes Fatturi e
Gabriela Fonseca de Souza da Universidade Federal do Parana, a participar de um estudo intitulado
“Condi¢des bucais associadas as fissuras labio palatais na infincia: Anomalias dentérias e fatores
genéticos.” Este estudo ¢ importante para que possamos avaliar o impacto das fissuras labio palatais na
vida da crianga e do adolescente do ponto de vista da saide bucal.

a. O objetivo dessa pesquisa é avaliar as condigdes bucais de criangas e adolescentes com fissuras
labio palatais.

b. Caso o(a) senhor(a) autorize a participagdo de seu(sua) filho(a). sera necessario que vocé
responda verbalmente a um questiondrio que sera aplicado previamente a consulta odontolégica
de seu(sua) filho(a). Além disso, seu filho(a) participara de um exame bucal realizado no
ambiente do CAIF, onde também serd coletado a saliva do mesmo, para avaliar as possiveis
associagdes genéticas da fissura ldbio palatal.

c¢. Para tanto vocé ¢ seu filho(a) deverdo estar presentes no CAIF para sua consulta de rotina
(Avenida Republica Argentina, 4334, bairro Nove Mundo, Curitiba — PR, CEP 81050-000), para
responder ao questiondrio, realizagdo do exame bucal e coleta de saliva. o que levara
aproximadamente 10 minutos.

d. E possivel que o(a) senhor(a) apresente algum desconforto ou constrangimento em responder ao
questiondrio. No entanto, caso alguma destas possibilidades ocorra, o senhor(a) poder optar por
deixar a resposta em branco em questdes que possam lhe constranger, ou suspender
imediatamente o preenchimento do questiondrio. Em relagiio ao exame bucal e coleta de saliva,
estes ndlo oferecerdo riscos ao(a) seu(sua) filho(a). Na eventualidade de seu(sua) filho(a)
mostrar-se contrario(a) a realizacdo do exame ou constrangido(a), este serd interrompido
imediatamente.

e.  Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser a presenca de desconforto, constrangimento e
cansago durante a aplicagdo do questiondrie, ou no decorrer do exame bucal e coleta de saliva
que seréio realizados em seu(sua) filho(a). O tempo necessario para responder o questiondrio setd
de aproximadamente 15 minutos e o exame bucal levara cerca de 5 minutos.

f. Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo: caso seu filho(a) apresentar alguma alteragfio na
boca que indique necessidade de tratamento, vocé serd informado(a) e orientado(a) a levar
seu(sua) filho(a) para buscar atendimento nas clinicas de Odontologia da Universidade Federal
do Parand. Indirctamente, os resultados desta pesquisa poderfio beneficiar a sociedade e

pacientes com fissuras ldbio palatais, uma vez que estratégias de prevengiio e tratamento podem ?ﬁ- T
ser adotadas focadas nas necessidades destes pacientes, e assim, reduzir o impacto negativo das é’- :Z; ~ Y
fissuras e alteragdes decorrentes destas na qualidade de vida desses pacientes. 28 m
8- Os pesquisadores Juliana Feltrin de Souza Caparroz, Rafela Scariot de Morae, Aluhé Lopes Dé - ; g
Fatturi e Gabriela Fonseca de Souza, responsaveis por ¢sse estudo poderdo ser localizados no o (qi \n a
Campus Boténico da Universidade Federal do Parana (Av. Prefeito Lothdrio Meissner, 632 — = ’f A+ g
Jardim Boténico, Curitiba — PR, CEP 80210-170), no Departamento de Estomatologia ou pelos i —,5 )|
e-mails: julianafeltrin@hotmail.com, rafaela_scariot@yahoo.com.br, aluhe.odonto@gmail.com | = -Q!
e

e/ou gbfonsecadesouza@gmail.com, ou ainda pelo telefone (41) 3360-4025, para esclarecer | ;

eventuais dividas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informagdes que queira, durante ou depois
do encerramento do estudo.

h. A sua participagiio e de seu(sua) filho(a) neste estudo é voluntéria e se vocé nio quiser mais
fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que The devolvam este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado.

de
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Participante da Pesquisa e, ou avel Legal [rubrica]
Pesquisador Responsavel u o TCLE [rubn
Qrientador [rubrica]

Comité de Etica em Pesquxa r% Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saiide da UFPR | CEP/SD Rua
Padre Camargo, 285 | 1° andar |
Alto da Gléria | Curitiba/PR | CEP 80060-240 | cometica.saude@ufpr.br — telefone (041) 3360-7259
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As informacbes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas autorizadas
(professora orientadora e alunas). No entanto, se qualquer informagfo for divulgada em relatério
ou publicaco, isto sera feito sob forma codificada, para que a sua identidade e de seu(sua)
filho(a) seja preservada e mantida sua confidencialidade.

j. O material obtido — questiondrio e ficha de exame clinico odontolégico — serd utilizado
unicamente para essa pesquisa e serd incinerado apos 03 anos do términe do estudo. As amostras

de saliva serfio descartadas de forma apropriada como material biolégico apés andlise.

As despesas necessarias para a realizaglio da pesquisa (exames e questiondrios) néo sdo de sua

responsabilidade e vocé ou seu filho(a) ndo receberd qualquer valor em dinheiro pela sua

participagio.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, € sim um cddigo)

m. Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode contatar
também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor de Ciéncias da
Saiide da Universidade Federal do Parana, pelo telefone 3360-7259. O Comité de Etica em
Pesquisa é um 6rgdo colegiado multi e transdisciplinar, independente, que existe nas institui¢des

* que realizam pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil e foi criado com o objetivo de
proteger os participantes de pesquisa, em sua integridade e dignidade, e assegurar que as
pesquisas sejam desenvolvidas dentro de padrdes éticos (Resolugdo n° 466/12 Conselho

Nacional de Saude).

Eu, li esse Termo de Consentimento e compreendi a natureza e

objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e
beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo a qualquer momento sem
justificar minha decisdo e sem qualquer prejuizo para mim. Eu concordo voluntariamente em participar

deste estudo.

Curitiba,  de de
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APENDICE 2 - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ASSENTIMENTO LCIVRE E ESCLARECIDO
(Criangas de 07 a 12 anos)

Nos, Juliana Feltrin de Souza, Rafaela Scariot de Moraes, Aluhé Lopes Fatturi e Gabriela Fonseca de
Souza, convidamos vocé ] , a participar do estudo “Condigdes bucais
associadas as fissuras ldbio palatais na infancia: Anomalias dentrias e fatores genéticos.”

Por que estamos propondo este estudo? Para avaliar o que as fissuras labio palatais podem causar na

saiide bucal e na vida de criangas e adolescentes.

O que significa assentimento ?

Assentimento ¢ um termo que nés, pesquisadores, utilizamos quando convidamos uma
pessoa da sua idade (crianga) para participar de um estudo. Depois de compreender do
que se trata o estudo e se concordar em participar dele vocé pode assinar este

documento.

Nos te asseguramos que vocé tera todos os scus direitos respeitados e receberd todas as
informagdes sobre o estudo, por mais simples que possam parecer.

Pode ser que este documento denominado Termo de Assentimento Livre e Esclarecido contenha palavras
que vocé ndo entenda. Por favor, peca ao responsavel (pela pesquisa/atendimento ou a equipe do estudo)
para explicar qualquer palavra ou informagfo que vocé ndo entenda claramente.

Por que queremos fazer este estudo?

Para avaliar o que as fissuras labio palatais podem causar na saide bucal e na vida
de criangas e adolescentes e para encontrar melhores formas de prevengio e
tratamentos de problemas bucais que possam estar ligados as fissuras.

Nds iremos realizar um exame da sua boca, colher um pouco
de sua saliva e vocé ira responder algumas perguntas sobre sua qualidade de vida. O

exame de sua boca ira durar mais ou menos 5 minutos e para responder as (W iy
perguntas do questionario vocé vai gastar perto de 15 minutos. ’ 2 =
Vocé poderd sentir algum desconforto na coleta de saliva e quando for feita a { @ .©
avaliagdo de sua boca. ' f a g
53
Os beneficios da pesquisa sdo: caso vocé tenha alguma altera¢do em sua boca que precise de tratamento, 183
vocé e seu responsavel serdo orientados para procurar atendimento nas Clinicas de Odontologia da LG 5
Universidade Federal do Parand. Além disso, essa pesquisa podera ajudar outras criangas com fissuras | & @
labio palatais, pois ao conhecermos as suas necessidades, poderemos encontrar melhores formas preveni- [ b “3
las e trata-las, diminuindo os efeitos negativos que elas podem causar na vida de pacientes com fissuras. | ¥
-]
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Se vocé ou os responsdveis por vocé tiverem duvidas com relagéo ao estudo ou aos riscos relacionados a
ele, vocé deve contatar o pesquisador principal ou mémbro de sua equipe Juliana Feltrin de Souza
Caparroz (julianafeltrin@hotmail.com), Rafaela Scariot de Moraes (rafacla_scariot@vahoo.com.br ),
Aluhé  Lopes Fatturi  (aluhe.odonto@gmail.com) e  Gabriela Fonseca de  Souza
(gbfonsecadesouza@gmail.com) pelo telefone (41) 3360-4025 ou no enderego Av. Prefeito Lothario
Meissner, 632 — Jardim Botanico, Curitiba — PR, CEP 80210-170 (Universidade Federal do Parana,

Campus Jd. Botanico, Departamento de Estomatologia).

Se vocé tiver davidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor
de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Parani, pelo telefone 3360-7259.

@ Mas, se vocé ndo se sentir confortavel em participar, fique 4 vontade para dizer ndo ¢ estara
tudo bem.

Se em algum momento ndo tiver mais interesse em participar da pesquisa, pode pedir para
seus pais ou responsaveis comunicarem os pesquisadores.

Vocé entendeu? Quer perguntar mais alguma coisa ?
DECLARACKO DE ASSENTIMENTO DO PARTICIPANTE

Eu li e discuti com o pesquisador responsavel sobre este estudo ¢ os detalhes deste documento. Entendo
que eu sou livre para aceitar ou recusar e que posso interromper a minha participagdo a qualquer
-momento sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o

propésito acima descrito.

Eu entendi a informagio apresentada neste TERMO DE ASSENTIMENTO. Eu tive a oportunidade para
fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma copia assinada e datada deste documento.
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APENDICE 3 - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE CELULAS
DA MUCOSA ORAL

O presente protocolo de extracdo de DNA foi desenvolvido com base nos métodos
descritos por Aidar e Line (2007) e Kiichler et al. (2012), com adaptagdes as condigdes

laboratoriais utilizadas neste estudo.

Coleta e Armazenamento da Amostra de Saliva

1. Adicionar 5 mL de soro fisioldgico em um copo plastico descartavel e solicitar que a crianga
realize bochechos vigorosos durante 1 minuto.

2. Orientar a crianga a cuspir todo o contetido no copo.

3. Utilizar uma espatula de madeira estéril para raspar a mucosa jugal direita e esquerda. A
raspagem deve ser feita de forma vigorosa, porém cuidadosa, a fim de evitar lesdes (Figura
1). Utilizar um lado da espatula para cada lado da mucosa e, ao final, agitar levemente a
espatula na saliva coletada no copo para garantir a transferéncia das células.

4. Transferir o conteudo do copo para um tubo Falcon.

5. Adicionar 3 mL de uma solu¢io fixadora® & amostra.

6. Armazenar os tubos em geladeira a 4 °C até a etapa de extracdo.

FIGURA 1 — Raspagem da mucosa jugal.

Fonte: A autora (2023).

5> Solucio fixadora: 66% de etanol absoluto e 34% de solugdo contendo 17 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM NaCl
e 7mM EDTA.



Extracao do DNA

O processo completo de extracao ocorre em dois dias.

Dia 1

1. Centrifugar as amostras por 10 minutos a 3.000 rpm, garantindo que os tubos contenham
volumes equivalentes para manter o equilibrio na centrifuga (Figura 2A e 2B).

2. Descartar cuidadosamente o sobrenadante, preservando o pellet no fundo do tubo (um
pequeno volume de sobrenadante pode permanecer; niao bater o tubo).

3. Adicionar 1 mL da solucio de lise®, lavando o pellet por meio de sucessivas aspiracdes e
dispensacdes com a pipeta (injecao e retirada da solugdo no tubo Falcon).

4. Adicionar 10 pL de proteinase K’ (20 mg/mL) em cada tubo Falcon, repetindo o mesmo
procedimento de lavagem.

5. Incubar os tubos em banho-maria a 60 °C por aproximadamente 12 horas (overnight) (Figura

2C), mantendo-os fixos em uma estante apropriada para evitar que boiem durante a incubagao.

FIGURA 2 —(2A) Centrifuga para tubos Falcon; (2B) Vista interna da centrifuga com os tubos Falcon dispostos
em equilibrio; (2C) Banho-maria.

Fonte: A autora (2025).
Dia 2
1. Transferir o conteudo de cada tubo Falcon para microtubos Eppendorf de 2 mlL,

devidamente identificados com os codigos das respectivas amostras.

¢ Solugiio de lise: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5% de dodecil sulfato de sodio (SDS) e 5 mM EDTA.
" Proteinase K (20 mg/mL): preparada em tampdo contendo 10 mM Tris, 20 mM cloreto de célcio (CaClz) e
30% de glicerol.



2. Adicionar 470 uL de acetato de aménio® (a temperatura ambiente) a cada tubo.
3. Centrifugar por 16 minutos a 13.000 rpm.

*As “asas” dos microtubos devem ficar voltadas para fora (Figura 3).

FIGURA 3 — Posicionamento dos microtubos na centrifuga.

Fonte: A autora (2025).

4. Transferir cuidadosamente o sobrenadante (contendo o DNA em suspensao) para dois microtubos

Eppendorf de 1,5 mL, adicionando 800 uL. em cada. Evitar tocar ou aspirar o pellet (Figura 3A).
o Identificar os tubos como “A” e “B”, por exemplo: 1A e 1B.

5. Descartar o tubo que contém o pellet (rica em proteinas e restos celulares).

6. Adicionar 540 puL de isopropanol a cada tubo.

7. Homogeneizar delicadamente, invertendo os tubos 20 vezes.

8. Centrifugar por 7 minutos a 13.000 rpm.

9. Descartar o sobrenadante com isopropanol.

10. Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado.

11. Centrifugar por 7 minutos a 13.000 rpm.

12. Descartar o etanol com cuidado e remover o excesso de liquido do fundo do tubo sem tocar no pellet.

13. Deixar os tubos secando em temperatura ambiente por aproximadamente 4 horas ou até a completa
evaporagao do alcool. Se necessario, deixar secar durante a noite (Figura 3B).

14. Apds completa secagem, adicionar 50 pL de tamp@o de elui¢do® em cada tubo.

15. Armazenar os tubos a —20 °C.

FIGURA 4 — (4A) Aspecto da amostra apds centrifugacdo, com o pellet visivel no fundo do microtubo
Eppendorf, o qual ndo deve ser tocado; (4B) Tubos dispostos para secagem em temperatura ambiente.

8 Solucdo de acetato de aménio: 8 M acetato de amonio e 1 mM EDTA.
® Tampio de eluicio: 10 mM Tris, | mM EDTA (pH 7,76).



Fonte: A autora (2025).

A Figura 5, apresentada ao final deste apéndice, resume esquematicamente as principais etapas
do protocolo descrito.

Referéncias

AIDAR, M.; LINE, S. R. A simple and cost-effective protocol for DNA isolation from buccal epithelial
cells. Brazilian Dental journal, v. 18, n. 2, p. 148-152, 2007.

KUCHLER, E. C.; TANNURE, P. N.; FALAGAN-LOTSCH, P.; LOPES, T. S. et al. Buccal cells DNA
extraction to obtain high quality human genomic DNA suitable for polymorphism genotyping by PCR-
RFLP and Real-Time PCR. Journal of Applied Oral Science, v. 20, n. 4, p. 467-471, 2012.
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ANEXO 1 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA EM SERES HUMANOS DO SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE — UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE Wﬂtﬂ
FEDERAL DO PARANA - asil
SCS/UFPR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Condi¢bes bucais associadas as fissuras labio palatais na infancia: Anomalias
dentarias e fatores genéticos.

Pesquisador: Juliana Feltrin de Souza Caparroz

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

Verséo: 2

CAAE: 21210619.0.0000.0102

Instituigdo Proponente: Departamento de Estomatologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proéprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.752.172

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de analise de pendéncias de protocolo de pesquisa de titulo:"Condigdes bucais associadas as
fissuras labio palatais na infancia: Anomalias dentarias e fatores genéticos”, apresentado pelo Departamento
de Estomatologia sob responsabilidade da Profa. Juliana Feltrin de Souza Caparroz com colaboracdo de
RAFAELA SCARIOT DE MORAES, ALUHE LOPES FATTURI, GABRIELA FONSECA DE SOUZA.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo desse estudo caso controle & avaliar a condigdo bucal de criancas e adolescentes com fissuras
labio palatais, bem como avaliar a relacdo entre fissuras labio palatais com as anomalias dentarias, defeitos
de desenvolvimento do esmalte, ma-oclusao, a experiéncia de carie dentaria e qualidade de vida
relacionada a saude bucal. Ainda pretende-se avaliar se ha associagdo entre fissuras labio palatais e as
anomalias dentarias com polimorfismos genéticos.

1.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a condicdo bucal de criancas e adolescentes com fissuras labio palatais;

Endereco: Rua Padre Camargo, 285 - 1° andar

Bairro: Alto da Gldria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica saude@ufpr br
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IR EEEL pA SAUDE DA UNIVERSIDADE Wm
=T FEDERAL DO PARANA -

UFPR SCS/UFPR

Continuacdo do Parecer: 3.752.172

Néo

CURITIBA, 09 de Dezembro de 2019

Assinado por:

IDA CRISTINA GUBERT
(Coordenador(a))
Endereco: Rua Padre Camargo, 285 - 1° andar
Bairro: Alto da Gldria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica saude@ufpr br
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ANEXO 2 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA EM SERES HUMANOS DA SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO
PARANA/HOSPITAL DO TRABALHADOR

HOSPITAL DO g Plataforma
TRABALHADOR/SES/PR %forl

EARANA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Condi¢des bucais associadas as fissuras labio palatais na infancia: Anomalias
dentérias e fatores genéticos.

Pesquisador: Juliana Feltrin de Souza Caparroz

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

Verséo: 2

CAAE: 21210619.0.3001.5225

Instituigao Proponente: Secretaria de Estado da Satide do Parana
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.918.552

Apresentacao do Projeto:

Trata-se da resposta a pendéncias levantadas no parecer 3.817.020.
Objetivo da Pesquisa:

Ja comentado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Ja avaliados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Ja comentados.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatdria:

Foi incluido o termo de anuéncia institucional de acorde com o solicitado.
O orgamento também foi explicitado.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Nenhuma pendéncia ética significativa.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Relembramos os autores que devem ser encaminhados como NOTIFICAGAO os seguintes assuntos:
- Relatérios parciais (semestrais), se for o caso

Endereco: Hospital do Trabalhador Avenida Republica Argentina, 4406 - Novo Mundo - 81.050-000 - Cuntiba- PR 41

Bairro: Novo Mundo CEP: 81.050-000
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3212-5871 E-mail: cepht@sesa pr.gov.br
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PARANA

GEfuTeiD Ls

HOSPITAL DO

TRABALHADOR/SES/PR

Continuacdo do Parecer: 3.918.552

Qoo

ma

Assentimento / TALE_7_12.docx 21:57:54 |de Souza Aceito

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |TALE_13_17.docx 16/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito

Assentimento / 21:57:37 |Souza

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |TCLE_PAIS.docx 16/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito

Assentimento / 21:57:20 |Souza

Justificativa de

Auséncia

Outros Concordancia_laboratorio.pdf 16/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito
21:56:59 | Souza

Outros Concordancia_dpto_estomato.pdf 16/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito
21:56:32 | Souza

Outros ATA_dpto_estomato.pdf 16/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito
21:55:24 | Souza

Outros Solicitacao_acesso_dados.pdf 04/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito
15:23:58 [ Souza

Outros Compromisso_dados_arquivo.pdf 04/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito
15:21:17 [ Souza

Declaragdo de Termo_guarda_material_biologico.pdf 04/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito

Manuseio Material 15:11:17 | Souza

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Outros Autorizacao_manipulacao_dados.pdf 04/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito
15:08:37 [ Souza

Outros Analise_do_merito.pdf 04/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito
14:53:34 [ Souza

Outros Carta_de_encaminhamento.pdf 04/09/2019 | Gabriela Fonseca de | Aceito
14:47:58 | Souza

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Endereco:
Bairro: MNovo Mundo
UF: PR

CURITIBA, 16 de Margo de 2020

Municipio:
Telefone: (41)3212-5871

Assinado por:
FABIO TERABE
(Coordenador(a))

CEP: 81.050-000

Hospital do Trabalhador Avenida Republica Argentina, 4406 - Novo Mundo - 81 .050-000 - Curitiba- PR 41

E-mail: cepht@sesa pr.gov.br
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ANEXO 3 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA SECRETARIA MUNICIPAL DA SAUDE DE CURITIBA

SECRETARIA MUNICIPAL DA £ PlabaPorma
SAUDE DE CURITIBA - SMS %m’l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacio da sensibilidade dentiria em criancas portadoras de hipomineralizacao de
molares e incisives.

Pesquisador: Juliana Feltrin de Souza Caparroz

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 25047519.0.3001.0101

Instituigdo Proponente: Prefeitura Municipal de Curitiba

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICACAO

Tipo de Notificagio: Envio de Relatdrio Parcial

Detalhe:

Justificativa:

Data do Envio: 04/08/2022

Situacio da Notificagio: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 5.598.414

Apresentacdo da Notificagdo:

Trata-se de relatdrio parcial da pesguisa denominada “Avaliagdo da sensibilidade dentaria em criangas
portadoras de hipomineralizagio de molares e incisivos”, de responsabilidade da pesquisadora Juliana
Feltrin de Souza Caparroz, CAAE: 25047519.0.3001.0101, instituicdo proponente UFPR, protocolo n®
11542022, aprovado pelo CEP SMS em 18/05/2020. A hipomineralizacio de molares e incisivos (HMI) &
caracterizada por opacidades de coloragao branca,amarela ou marrom que podem estar associadas & perda
de estrutura dentaria ou restauraces atipicas. A HMI aumenta a necessidade de tratamento odontoldgico
na infancia e tem sido uma problematica para a clinica cdontopedidfrica, uma vez gue, logo apds a erupcao
dentdria os primeiros molares permanentes afetados pela opacidade presentam necessidade de tratamento
pelo maior risco 4 carie dentdria e pelo relatc de hipersensibilidade. Serfo avaliados escolares da rede
plblica municipal de ensino. O exame

Enderego:  Rua Atilic Bério, 630

Bairro: Cristo Rel CEP: B0.050-250
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-4061 E-mail: ebcafems curtiba prgoy. br
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SECRETARIA MUNICIPAL DA Plataforma

SAUDE DE CURITIBA - SMS
Continuazao do Parecer: 5598 414
projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Relatdrio Final APROVADO conforme parecer do relator.

Esta parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguiva Postagem Autor Situagao
Envio de Relatdric | relatorio_parcial pdf 04/08/2022 | Juliana Feltrin de Postado
Parcial 14:28:27 | Souza Caparroz

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:
MNao

CURITIBA, 23 de Agosto de 2022

Assinado por:
antonio dercy silveira filho
{Coordenador{a))
Enderego:  Rua Atllio Bério. 680
Bailrro: Cristo Rel CEP: 50.050-250
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3560-4961 E-miail: eticag@sms.curitioa pr.gov.br
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Sem defeito visivel de
esmalte

Defeito de esmalte, ndo
relacionado a
HMI/HSMD

Opacidades difusas
Hipoplasia

Amelogénese imperfeita

Defeito de
hipomineralizagao (ndo
HMI/HSMD)

Opacidades demarcadas
(HMI/HSMD))

Opacidades brancas ou
cremosas

Opacidades amarelas ou
marrons

Fratura pos-eruptiva do
esmalte

Restauracdes atipicas

Cérie atipica

Extracao atipica (auséncia
por HMI/HSMD)
Nao pode ser avaliado

ANEXO 4 - CRITERIO CLiNICO PARA CLASSIFICACAO DOS DEFEITOS DE
DESENVOLVIMENTO DO ESMALTE (DDE), SEGUNDO GHANIM ET AL., 2015.

Dente/superficie aparentemente livre de lesdes no esmalte, como
opacidades difusas, hipoplasia, hipomineralizagdo demarcada e
amelogénese imperfeita.

Defeitos quantitativos ou qualitativos que ndo se enquadram nas
caracteristicas definidas para MIH ou HSPM. Inclui:

Distribuicao linear, em manchas ou manchas confluentes com bordas
indistintas. Inclui opacidades causadas por fluorose.

Pode se apresentar como fosseta, sulco ou areas de perda de esmalte
com bordas arredondadas e lisas adjacentes ao esmalte integro.
Malformacdes do esmalte de origem genética, com variagdes na
espessura, suavidade e dureza.

Defeitos demarcados semelhantes a HMI/HSMD em dentes que néo
sdo indice HMI/HSMD.

: Defeito delimitado com alterag¢do na translucidez do esmalte, de
branco/creme a amarelo/marrom. O esmalte tem espessura normal,
superficie lisa e limite bem definido.

Cor branca ou cremosa.

Cor amarela ou marrom.

Perda do esmalte superficial apos a erupgao, parecendo que o esmalte
ndo se formou. Associado a opacidade demarcada. Ocorre em
superficies de baixo risco de carie.

Forma e tamanho ndo compativeis com restauragoes realizadas para
tratamento de lesdes de carie comuns. Pode se estender a superficies
lisas e ter esmalte afetado visivel. Em dentes anteriores, nao esta
relacionada a trauma.

Lesdo com tamanho e formato que ndo correspondem a distribui¢ao
usual. Pode ser associada a MIH/HSPM se houver outros sinais.
Suspeita-se na auséncia de FPM ou SPM em dentigdo saudavel, com
outros sinais em FPM/SPM. Improvavel em incisivos permanentes.
Dente com destruigdo extensa que impede a identificagdo da causa.

Tradugio e adaptacio da tabela extraida de: GHANIM, A.; ELFRINK, M.; WEERHEIIM, K.; MARINO, R. et al.
A practical method for use in epidemiological studies on enamel hypomineralisation. European Archives of
Paediatric Dentistry v. 16, n. 3, p. 235-246, 2015.



ANEXO 5 - CRITERIOS PARA AVALIACAO DA IDADE DENTARIA PROPOSTO
POR DERMIRJIAN ET AL. (1973)

O inicio de calcificacdo pode ser visualizado no nivel superior da cripta, formando um cone
invertido. Nao ha fusdo desses pontos de calcificacao.
A fusdo dos pontos de calcificagdo forma uma ou varias cuspides que se unem delineando a
superficie oclusal.

a. A formagdo do esmalte esta completa na superficie oclusal. Sua extensdo e convergéncia
em diregdo a regido cervical pode ser vista.
O inicio da formagao da dentina pode ser visto.
O contorno da camara pulpar se mostra curvo na borda oclusal.
A formagao da coroa estd completa até a jungdo amelo-cementaria.
A borda superior da camara pulpar nos dentes uni-radiculares apresenta forma curva bem
definida. A projecao dos cornos pulpares esta presente em forma de “topo de sombrinha”.
Nos molares, a camara pulpar apresenta forma trapezoidal.
c. O inicio da formacgao radicular ¢ visto em forma de espicula.

o® oo

Dentes uni-radiculares
a. As paredes da camara pulpar formam linhas retas cuja continuidade é interrompida pela
presenca do corno pulpar.
b. O comprimento da raiz ¢ menor do que a altura da coroa.
Molares
a. A formagao inicial da bifurcacdo radicular pode ser vista na forma de um ponto de
calcificagdo ou em forma semilunar.
b. O comprimento das raizes ¢ menor do que a altura da coroa.

Dentes uni-radiculares
a. A Parede da camara pulpar apresenta mais ou menos uma forma triangular. O apice
termina em forma de funil.
b. O comprimento da raiz ¢ igual ou maior que a altura da coroa.
Molares
a. A regido calcificada da bifurcagdo mostra-se mais desenvolvida, dando as raizes um
contorno mais definido terminando em forma de funil;
b. O comprimento das raizes ¢ igual ou maior a altura da coroa.

As paredes do canal radicular estdo paralelas e o forame apical esta parcialmente aberto.

a. O forame apical esta completamente fechado.
b. O espaco do ligamento periodontal apresenta largura uniforme ao redor da raiz e apice
radicular.

Tradugdo da tabela extraida de: DEMIRJIAN, Arto; GOLDSTEIN, Harvey; TANNER, James M. A new system
of dental age assessment. Human biology, p. 211-227, 1973.



