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ARAUJO, BBD. O Poliformismo No Gene Receptor Do Horménio Do
Crescimento. Ribeirdo Preto, 2021, 73p. Tese [Doutorado]. Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a existéncia de associagao entre polimorfismo
P561T no gene que codifica o receptor do horménio do crescimento (GHR) com classe
[l esquelética. A amostra foi composta por 596 pacientes em tratamento na clinica de
especializagdo em Ortodontia da Faculdade do Amazonas (IAES-AM), da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP (Ribeirdo Preto — SP), da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal Fluminense (Rio de Janeiro-RJ) além de uma
amostra de 98 pacientes que necessitavam de cirurgia ortognatica, recrutados do
centro de cirurgia ambulatorial bucomaxilofacial da Universidade Positivo e
Universidade Federal do Parana — Curitiba, totalizando 694 pacientes. Foram
incluidos no estudo, pacientes com idade entre 7 a 67 anos, de ambos os géneros. O
padrao esquelético foi determinado por meio de telerradiografias, utilizando pontos de
referéncias cefalométricas da mandibula, da maxila e da base do cranio. O DNA foi
extraido por meio da coleta de saliva, como fonte de material biolégico. A genotipagem
da variacao genética P561T em GHR foi realizada por meio da reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real, pela técnica Tagman. Os dados obtidos foram tabulados e
analisados no programa Epi Info 7.0 e no software Plink. O Equilibrio de Hardy-
Weinberg foi testado para cada polimorfismo genético. A razdo de chance (odds ratio),
o teste do qui-quadrado, exato de Fisher, o teste t, ANOVA com poés-teste de Tukey
foram utilizados para avaliar se algum alelo ou gendétipo esta preferencialmente
associado com algum PEF especifico. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os
resultados obtidos permitiram concluir que n&o houve associagao entre os gendtipos
e alelos para os polimorfismos estudados com as Maloclusdes Esqueléticas, em

relacédo aos diferentes Tipos Morfolégicos Faciais

Palavras-chave: polimorfismos genéticos; horménio; P561T; perfil esquelético facial;

gene, face, Ortodontia.
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Abstract

The aim of the present study will be to assess whether there is an association between
P561T polymorphism in the gene encoding the growth hormone receptor (GHR) with
skeletal class Ill. The sample consisted of 596 patients undergoing treatment at the
Orthodontics Specialization Clinic of Faculdade do Amazonas (IAES-AM), Ribeirao
Preto Dental School - USP (Ribeirao Preto - SP), Dentistry School of Universidade
Federal Fluminense ( Rio de Janeiro-RJ) in addition to a sample of 98 patients who
needed orthognathic surgery, recruited from the buccomaxillofacial outpatient surgery
center at Universidade Positivo and Universidade Federal do Parana - Curitiba, totaling
694 patients. The study included patients aged 7 to 67 years, of both genders. The
skeletal pattern will be determined by means of teleradiographies, using cephalometric
reference points of the mandible, maxilla, and skull base. The DNA will be extracted
through the collection of saliva, as a source of biological material. The genotyping of
the genetic variation P561T in GHR will be performed through the polymerase chain
reaction in real time, by the Tagman technique. The data obtained were tabulated and
analyzed using the Epi Info 7.0 program and the Plink software. The Hardy-Weinberg
Balance was tested for each genetic polymorphism. The odds ratio, the chi-square
test, Fisher's exact test, the t test and ANOVA with Tukey's post-test were used to
assess whether any allele or genotype is preferably associated with any specific PEF.
The level of significance adopted will be 5%. The results demonstrated that there was
not association between genotypes and alleles for the polymorphisms studied with

Skeletal Malocclusion, in relation to different Morphological Facial Types.

Keywords: genetic polymorphisms; hormone; P561T; skeletal facial profile; gene,

face, orthodontics.
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1.INTRODUGAO
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1 INTRODUCAO

A ma oclusao € um desalinhamento ou relagao incorreta dos dentes e/ou arcos
dentarios que pode levar a alteragbes na fungdo mastigatoria, na aparéncia facial
podendo impactar na estética, e resultar em aumento do risco de trauma dental e
comprometimento da qualidade de vida. A ma oclusao esquelética de Classe Ill € uma
das deformidades esqueléticas maxilofaciais mais graves na ortodontia. E pode estar
relacionada ao crescimento excessivo da mandibula, ao crescimento maxilar

ineficiente ou a uma combinagdo de ambas as condigbes. (Bayram et al., 2014)

O desvio morfofuncional do aparelho mastigatério (ma-oclusdo) sao
encontradas nos diversos grupos humanos, expressando as infinitas possibilidades
de combinacdes entre alteracdes dentarias, desequilibrios esqueléticos, musculares,
estéticos e funcionais, sendo de natureza e intensidade variadas (Queluz, Gimenez,
2000).

Esse desvio pode ocorrer devido as discrepancias no crescimento e no
desenvolvimento do esqueleto craniofacial, ou seja, por alteragdes durante o
processo. Quando estas se encontram localizadas nas arcadas dentarias (maxila e/ou
mandibula), sdo denominadas alteragbes dentofaciais, as quais podem influenciar a
posicdo e orientagdo dos maxilares, dos musculos da mastigacdo e dos dentes,

conduzindo as alteragdes no Padrao Esquelético Facial (PEF) (Proffit et al., 2012).

O desenvolvimento craniofacial normalmente € mediado pelo horménio do
crescimento (GH) e a deficiéncia ou excesso pode produzir alteragées no
desenvolvimento (Rosenbloom 2000). O GH é horménio peptideo produzido na
adenohipofise e desempenha um papel importante na regulagado do crescimento e
desenvolvimento do complexo maxilofacial. GH liga receptores hormonais de
crescimento (GHRs) localizados na superficie celular, a fim de ativar as vias de
sinalizagao intracelular envolvidas nesses processos. Além disso, desempenha um
papel importante no crescimento da cartilagem, e os GHRs estdo especialmente
presentes no condilo mandibular,que desempenha um papel significativo no
crescimento e desenvolvimento da morfologia craniofacial regulando o angulo e o

tamanho da morfologia. (Cakan DG et al., 2012) Mutagdes disfuncionais no gene GHR
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causam sindrome de Laron (sindrome de insensibilidade de GH), que esta associada
a morfologia craniofacial caracteristica e baixa estatura.(Bayram et al., 2014)
Curiosamente, pacientes com deficiéncia de GHR apresentam morfologia craniofacial

caracterizada pela falta de crescimento vertical. (Nakawaki et. al., 2017)

O gene GHR vem sendo muito estudado na Ortodontia em fungéo do seu efeito
sobre o crescimento facial. O polimorfismo P561T em GHR é uma mutagao missense,
causando uma transversao do aminoacido da citosina para a adenina e mudando o
cédon 56 da prolina para a treonina. O gene GHR humano é codificado por um unico
gene no cromossoma 5p13.1. GHR €& um dos provaveis candidatos para a
determinacgao de tragcos morfoldgicos, pois 0 GH é um regulador chave do crescimento
0sseo. Esse hormdnio se liga a receptores de superficie celular especificos para iniciar

estes processos e ativar vias de sinalizacéo intracelulares diversas. (Sasaki Y et al.)

Apesar de muitos estudos avaliarem a associacao entre o polimorfismo P561T
em GHR com ma oclusdo esquelética de Classe Ill (Yamaguchi et al., 2001; Zhou et
al., 2005; Tomoyasu et al., 2009; Sasaki et al., 2009; Kang et al., 2009; Tassopoulou-
Fishell et al., 2012; Bayram et al., 2014; Zebrick et al., 2014), pouco se sabe sobre 0
polimorfismo P561T e qual é o papel dele na etiologia ma oclusdo esquelética de

Classe Ill em brasileiros.

O polimorfismo genético € uma alteragdo na sequéncia de pares de bases do
DNA. Embora a maioria destas alteracdes seja funcionalmente neutra, o polimorfismo
pode estar relacionado a regulagédo da expressao do gene ou a fungao da proteina
codificada, ocasionando diferentes comportamentos biolégicos e a susceptibilidade a
doencas (Ye, 2000).

O tipo mais comum de polimorfismo € o que envolve um unico nucleotideo,
denominado de polimorfismo de nucleotideo unico, polimorfismo de transicido ou
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), onde ocorre a substituicdo de um
nucleotideo por outro, ocorrendo a troca de um unico par de bases, podendo ainda
assim afetar a expressao de proteinas, a estrutura e a fungdo de um gene (Takashiba
e Naruishi (2006),).

O polimorfismo genético esta disperso por todo 0 genoma e ocorre em regides
codificadoras e nao codificadoras. Nestas, de regides codificadoras, denominados

nao-sinbnimos, pode ocorrer uma substituicdo de um aminoacido na sequéncia
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proteica, podendo levar a modificagdes estruturais e funcionais na proteina e um
potencial efeito bioldgico. Alguns polimorfismos genéticos de regides nao
codificadoras, classificados como sinbnimos, podem modificar a estrutura e
estabilidade do RNA mensageiro e afetar a quantidade de proteina produzida. Outro
tipo de polimorfismo importante é aquele localizado em regides promotoras, pois é

capaz de alterar a expressao do gene (Chasman e Adams, 2001).

Nos casos em que o polimorfismo ocorre na regiao codificadora do gene pode
resultar na substituicdo de um aminoacido, alterando a sintese de uma proteina e
podendo alterar a fungao da célula (lkuta et al., 2015), como no caso do polimorfismo
P561T em GHR, onde ocorre uma substituicdo de aminoacidos na posicao 561. Se a
funcao das proteinas for afetada em um processo bioldgico, o polimorfismo de alguns
genes pode aumentar ou diminuir o risco do paciente a expressao fenotipica avaliada
(Kinane e Hart, 2003; Quilez, et al., 2016), como no caso de ma oclus&o esquelética

de Classe lllI.

Desta forma, apesar de diversos estudos terem demonstrado que o
polimorfismo P561T esta envolvido com ma oclusao esquelética de Classe Ill, nenhum

estudo prévio avaliou esse polimorfismo em populagdes brasileiras.









2. PROPOSIGAO
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2 PROPOSIGAO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a existéncia de associagao entre o
polimorfismo P561T no gene que codifica o receptor do hormdnio do crescimento e a
ma ocluséo esquelética de Classe Ill em 4 populagdes de regides distintas do pais
(Rio de Janeiro - RJ, Manaus - AM, Ribeirdo Preto - SP e Curitiba - PR).

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a associagao entre as alteracdes dimensionais mandibulares com as

variacoes genética P561T em GHR.

Avaliar a associagao entre as alteragdes dimensionais maxilares com as

variagoes genéticas P561T em GHR.









3. MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente projeto de pesquisa, cross-sectional multicéntrico, previamente
submetido & apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos nas diferentes locais que foram realizadas as coletas e as analises,
Universidade Federal Fluminense — Hospital Anténio Pedro (33791314.3.0000.5243),
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo (CAAE:
50765715.3.0000.5419), Universidade Positivo (80846317.8.0000.0093) e University
of Pittsburgh (no. 12080056), tendo sido aprovado em todos os comités. Todos os
pacientes e seus responsaveis receberam informagdes sobre o projeto de pesquisa e
foram incluidos apds lerem e assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo B).

3.1 Caracterizacao da amostra

O presente estudo se caracteriza por uma investigacao do tipo transversal. A
amostra foi composta por 596 pacientes em tratamento nas clinicas de especializagao
em Ortodontia de do Instituto Amazénia de Ensino Superior (Manaus-AM), da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal Fluminense (Rio de Janeiro-RJ)
e da Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto — USP (Ribeirdo Preto — SP). Além
disso, uma amostra de 98 pacientes que necessitavam de cirurgias ortognaticas,
foram recrutados do centro de cirurgia ambulatorial bucomaxilofacial da Universidade
Positivo e Universidade Federal do Parana - Curitiba, totalizando 694 individuos.
Foram incluidos, no estudo, pacientes com idade entre 14 a 67 anos, de ambos os
géneros apo6s assinatura dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice A) e de Assentimento (Apéndice B) pelos pacientes ou por seus
responsaveis, foram obtidas informag¢des como género e idade, a partir do prontuario

de cada paciente.
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3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Pacientes que apresentavam ma ocluséo classe lll, com diagndstico clinico, e
com um conjunto completo de registros pré-tratamento ortodéntico incluindo
telerradiografia em norma lateral, radiografia panoramica, fotografias intra e extra-
bucais, modelos de gesso e com idade superior a 14 anos foram incluidos. Foram
excluidos pacientes portadores de sindromes genéticas e/ou sistemicamente
comprometidos e que nao concordaram com o TCLE ou o Termo de Assentimento

assinados.

3.3 Avaliagao do fenétipo mandibular e maxilar

A telerradiografia em norma lateral de cada paciente foi avaliada para analise

dos seguintes parametros:

0 Analise da relacdo esquelética antero-posterior da maxila e da mandibula,
dependendo da medida do angulo ANB, classificado em Classe | (ANB=0 a 4°), Classe
[l (ANB>4°) ou Classe Il (ANB<0°). (Figura 1)

e Linha S-N: linha que passa pelos pontos S e N, situados no plano médiosagital e
na base do cranio, que sofrem alteragdes pouco apreciaveis durante o crescimento
em relacao as estruturas faciais. Utilizada como referéncia para relacéo espacial

das estruturas faciais quando estas sao relacionadas com a base do cranio.
e GoGn: representa o corpo mandibular; plano mandibular.
e A-Ptm: equivalente ao comprimento maxilar.
e Pog-Go: caracteriza o comprimento do corpo mandibular.
e Co-Go: representa a altura do ramo mandibular.

A analise cefalométrica foi baseada no tracado cefalométrico realizado sob

supervisio de profissionais experientes.
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e s,

Figura 1. Pontos analisados neste estudo.
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3.4 Coleta de material biolégico, extragao e quantificagao do DNA

Durante o tratamento ortoddntico, amostras de saliva foram coletadas como
fonte de DNA genbmico, seguindo protocolo previamente estabelecido (Klchler et al.,
2012). Para a coleta, os individuos realizaram bochecho com 5mL de solugéo salina
a 5% durante 1 minuto, sendo o volume do bochecho acondicionado em tubos para

centrifuga de 15mL (Corning Inc., Corning, NY, EUA).

Cada tubo contendo a saliva coletada foi centrifugado a 550rpm durante 15
minutos, para sedimentacao do pellet de células. O sobrenadante sera descartado e
o pellet ressuspendido em 1mL de tampao de extragao (Tris-HCI 10mM, pH 7,8; EDTA
5mM; SDS 0,5%). A amostra foi entdo, transferida para um tubo eppendorf de 1,5mL,

o qual foi congelado a -20°C, até o momento da extragdo do DNA.

Posteriormente, as amostras foram descongeladas e incubadas com 100ng/mL
de Proteinase K (4uL de Proteinase K - Fungal, Invitrogen Laboratories, na
concentragado de 25mg/mL), em banho-maria a 56°C overnight e, entdo, submetidas
a processos de precipitacido utilizando-se 400uL de solugdo de acetato de aménio a
10M. A seguir, todos os tubos foram agitados manualmente por 5 minutos,
centrifugados por 15 minutos (12000rpm), sendo o sobrenadante dividido em dois
tubos eppendorf de 700uL cada. O mesmo volume (700uL) de alcool isopropilico sera

acrescentado e os tubos foram resfriados e agitados vigorosamente.

Apds nova centrifugagcdo por 20 minutos (12000rpm) a 4°C a formagéo da
"nuvem de DNA” foi observada em cada eppendorf de todas as aliquotas. Em seguida,
o sobrenadante foi descartado com cuidado para n&o deslocar o pellet de DNA e 1mL
de etanol a 70% resfriado sera adicionado, seguido de centrifugacao por 15 minutos
(12000rpm), a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o tubo aberto e
emborcado em papel para secar por pelo menos 30 minutos e evaporar o excesso de
etanol. O pellet de DNA foi ressuspendido em 400uL de Tampao de Extragao (TE) e

congelado a -20°C.

A concentracao e a pureza do DNA foram determinadas por densidade optica
em espectrofotometro (NanoDrop®2000c) utilizando-se 2uL do material extraido. A

concentracdo de DNA foi avaliada em um comprimento de onda de 260 nandmetros
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(nm). A razao entre os valores obtidos nos comprimentos de onda 260nm e 280 nm
foi usada para estimar a pureza do DNA gendmico. As amostras foram diluidas em

agua Milli-Q a 2ng/ pL.

3.5 Genotipagem por PCR em tempo Real

A variacao genética P561T foi genotipada pela reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real, usando o método Tagman (Ranade et al., 2001). As amplificagdes
foram realizadas no termociclador StepOnePlus Real Time PCR System, fornecido
pela Applied Biosystems (Foster City-Califérnia-USA), no laboratério de “Biologia
Molecular e Cultura de Células” do Departamento de Clinica Infantil, da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto/USP. Na analise de Tagman, duas sondas (VIC e FAM)
foram utilizadas no ensaio de discriminacédo alélica, onde cada sonda anela com a
variante polimérfica especifica. Durante o PCR, primers se hibridizam com a
sequéncia alvo do DNA. Essa reacgao resulta na liberagao de fluorescéncia especifica
de cada sonda e essa fluorescéncia € capturada e mensurada pelo termociclador

como consequéncia da amplificacdo do DNA alvo.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas com um volume final de 3,4pL (4ng
de DNA, 2,5uL de Tagman PCR master mix, 0,075 de sonda e agua qgsp). Os

reagentes foram fornecidos pela Applied Biosystems (Foster City-Califérnia-USA).

A condicdo de ciclo do PCR utilizada foi a seguinte: 95°C por 10minutos,

seguido por 40 ciclos de amplificagdo de 92°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

3.6 Analise dos dados

Como meétodo para avaliar a confiabilidade da identificacdo dos pontos
anatdmicos nas radiografias cefalométricas laterais da face, realizadas pelos
examinadores por meio do programa Dolphin, foi utilizado o ICC — Coeficiente de
Correlacao IntraClasse. Dez por cento do total das radiografias cefalométricas laterais
da face foram aleatoriamente selecionadas para avaliacdo de 2 dos 4 examinadores,

com um intervalo de 2 semanas. Os testes Qui-quadrado ou exato de Fisher foram
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utilizados para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg e para avaliar a associagao
entre o gendtipo e as frequéncias alélicas para cada variagdo genética avaliada com
cada ME e TMF, individualmente para cada cidade. Os dados foram analisados
usando Epi Info 3.5.2. (www.cdc.gov/epiinfo) e pacote GraphPadPrism 5.0 (grafico-
Pad, San Diego, CA, EUA).
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Um total de 694 pacientes foram incluidos e analisados neste estudo, dos quais

273 (39.3%) eram do género masculino e 421(60,7%) do género feminino. A média

de idade dos individuos incluidos na amostra do Rio de Janeiro, Manaus e Ribeirao

Preto foi de 22,9 anos (DP- 11 anos). Na amostra de Curitiba, onde os individuos iriam

realizar cirurgia ortognatica, a média de idade foi de 29,3 anos (DP 9,1 anos). As

caracteristicas da amostra por regido sdo apresentadas na Tabela 1. Todos os

polimorfismos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg para cada cidade avaliada.

Tabela 1. Caracteristicas da amostra por regiao

Rio de Manaus Ribeirao  Amostras Curitiba
Janeiro (M) Preto Totais (Amostras
RJ+M+R Cirurgicas
(RJ) RrP) gicas)
P)
Idade Desvio Padrdo (DP)  24.7 (10.7) 26,5 (1) 14.0 (7.1) 220 (1) 293 (9.1)
Média 22 24 12 20 28
Min 7 14 7 7 16
Max 67 66 51 67 55
Género Masculino 124 (371) 51(39,2) 65(492)  240(403) 33 (337)
N 210 (62,9)
n (%) Feminino 79 (60,8) 67 (50,8) 356 (59,7) 65 (66,3)
Maloclusdo | Classe I n (%) 128 (38,3) 68 (52,3) 73(553) 269 (451) 21 (214)
Esquelética | o cqc 11 n (%) 173 (51,8) 50 (385) 42(31,8)  265(445) 19 (19.4)
Classe Il n (%) 33 (9,9) 12(9,2) 17(129)  62(104) 58 (59.2)
Tipo Mesofacial n (%) 155 (46) 68 (52,3) 64 (485) 287 (482) 24 (245)
Morfologico [ picotacialn (%) 94 (281)  33(254) 53 (402)  180(30,2) 15 (15,3)
Facial
Braquifacial n (%) 85 (254)  29(22,3) 15(114)  129(21,6) 59 (60.2)
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Tabela 2. Variagdes genéticas para o gene GHR

Gene Loci Sequéncia Tipo da Mudancga na base Menor
de Alteracéo (Sequéncia de Frequéncia
Referéncia contexto) Alélica Global
GHR  5p12 rs2910875 utr variant 3 ATG[A/G]CTA 0.4557/2282
prime
GHR 5p12 rs2973015 intron variant TTT[A/G]CTG 0.4493/2250
GHR 5p13.1 rs1509460 intron variant CAG[G/T]IACT 0.4407/2207

Na tabela 2 pode-se observar as variagdes genéticas para o gene GHR, o tipo

de alteragao e as mudancgas de bases.

Comparagdes entre os gendtipos e as frequéncias alélicas encontradas nas
variagoes avaliadas no gene GHR com a maloclusao esqueletica sdo apresentadas
na Tabela 3. Nao foi possivel evidenciar associagao estatisticamente significante entre
as distribuicbes genotipicas e/ou alélicas para as variagdes genéticas estudadas no

gene e a presenca das diferentes ME (p>0,05).
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Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas de acordo com a maloclusao esquelética

e a regiao estudada.

GHR rs291087 Genotypes n (%) Alleles n (%)
Variation
AA AG GG P value A G P value
Rio de Janeiro | Class | 25 51 45 Reference 101 141  Reference
(20.7) (421) (37.2) (41.7) (58.3)
Class Il 25 90 54 (32) 0.1526 140 198 0.9999
(14.8)  (53.3) (41.4) (58.6)
Class | 7 (25.9) 11 9 0.827 25 29 0.6468
0 (40.7)  (33.3) (46.3) (53.7)
Manaus Class | 18 28 21 Reference 64 70 Reference
(26.9) (41.8) (31.3) (47.8) (52.2)
Class Il 11 20 14 0.9465 42 48 0.9999
(24.4) (444) (31.1) (46.7) (53.3)
Class | 1(9.1) 7 3 0.3198 9 13 0.7184
0 (63.6) (27.3) (40.9) (59.1)
Ribeirao Preto J Class| | 5(7.9) 36 22 Reference 46 80 Reference
(57.1) (34.9) (36.5) (63.5)
Class Il | 7 (18.9) 19 11 0.2618 33 41 0.3272
(51.4) (29.7) (44.6) (55.4)
Class | 4 (26.7) 6 (40) 5 0.1136 14 16 0.4131
0 (33.3) (46.7) (53.3)
All samples Class | 48 115 88 Reference 211 291 Reference
(RJ+M+RP) (19.1)  (45.8) (35.1) (42) (58)
Class Il 43 129 79 0.4584 215 287 0.8415
(17.1)  (51.4) (31.5) (42.8) (57.2)
Class 12 24 17 0.8228 48 58 0.6101
0 (22.6) (45.3) (32.1) (45.3) (54.7)
Curitiba Class | | 3 (14.3) 8 10 Reference 14 28 Reference
(Orthognathic (38.1) (47.6) (33.3) (66.7)
sample) Class Il | 7 (36.8) 5 7 0.2554 19 (50) 19 0.199
(26.3) (36.8) (50)
Class | 9(15.8) 23 25 0.956 41(36) 73 0.9203
0 (40.4) (43.9) (64)
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GHR rs1509460
GG GT TT P value G T P value
Variation
Rio de Janeiro | Class | 30 58 24 Reference 118 106 Reference
(26.8) (51.8) (21.4) (52.7) (47.3)
Class Il 52 73 37 0.5194 177 147 0.7184
(32.1) (45.1) (22.8) (54.6) (45.4)
Class 5(20) 17(68) 3(12) 0.3214 27 (54) 23 0.9999
1l (46)
Manaus Class | 18 37 11 Reference 73 59 Reference
(27.3) (56.1) (16.7) (565.3) (44.7)
Class Il | 9 (19.6) 29 (63) 8 0.6376 47 45 0.6242
(17.4) (51.1) (48.9)
Class 3(25) 6(50) 3(25) 0.7866 12 (50) 12 0.7913
Il (50)
Ribeirao Preto ] Class | 15 41 17 Reference 71 75 Reference
(20.5) (56.2) (23.3) (48.6) (51.4)
Class Il 11 26 4 (9.8) 0.192 48 34 0.1936
(26.8) (63.4) (58.5) (41.5)
Class | 3(17.6) 5 9 0.0453* 11 23 0.1269
1l (29.4) (52.9) (32.4) (67.6)
All samples Class | 63 136 52 Reference 262 240 Reference
(RJ+M+RP) (25.1) (54.2) (20.7) (562.2) (47.8)
Class Il 72 128 49 0.6313 272 226 0.4795
(28.9) (51.4) (19.7) (54.6) (45.4)
Class 11 28 15 0.4819 50 58 0.3149
n (20.4) (51.9) (27.8) (46.3) (53.7)
Curitiba Class| | 1(4.8) 14 6 Reference 16 26 Reference
(Orthognathic (66.7) (28.6) (38.1) (61.9)
sample) ClassIl ] 0(0) 17 2 0.2019 17 21 0.7083
(89.5) (10.5) (44.7) (55.3)
Class | 5(8.6) 46 7 0.2039 56 60 0.3401
1l (79.3) (12.1) (48.3) (51.7)
GHR rs2973015
AA AG GG P value A G P value
Variation
Rio de Janeiro | Class | 13 56 58 Reference 82 172  Reference
(10.2) (44.1) (45.7) (32.3) (67.7)
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Class Il 18 80 73 0.8737 116 226 0.7401
(10.5) (46.8) (42.7) (33.9) (66.1)
Class | 1(3.1) 16(50) 15 [0.4339] 18 46 0.6242
0 (46.9) (28.1) (71.9)
Manaus Class | 30 24 13 Reference 84 50 Reference
(44.8) (35.8) (19.4) (62.7) (37.3)
Class Il 22 20 5 0.4296 64 30 0.4839
(46.8) (42.6) (10.6) (68.1) (31.9)
Class || 5(41.7) 7 0 (0) 0.1596 17 7 0.5902
0 (58.3) (70.8) (29.2)
All samples Class | 43 80 71 Reference 166 222  Reference
(RJ+M) (22.2) (41.2) (36.6) (42.8) (57.2)
Class I 40 100 78 0.5299 180 256 0.7184
(18.3) (45.9) (35.8) (41.3) (58.7)
Class | 6 (13.6) 23 15 0.3104 35 53 0.6892
0 (52.3) (34.1) (39.8) (60.2)
Curitiba Class | | 8 (38.1) 11 2 (9.5) Reference 27 15 Reference
(Orthognathic (52.4) (64.3) (35.7)
sample) Class Il | 6 (31.6) 6 7 0.1081 18 20 0.1949
(31.6) (36.8) (47.4) (52.6)
Class 28 19 11 (19) 0.2528 75 41 0.8875
0 (48.3) (32.8) (64.7) (35.3)

" Associagao estatistica significante (p< 0.05)

As distribuigcdes genotipicas e alélicas das variagdes avaliadas no gene IGF2R,

de acordo com TMF apresentado (Mesofacial, Dolicofacial e Braquifacial) estdo

demostradas na Tabela 4. Foi encontrada associagdo estatisticamente significante

entre a frequéncia genotipica e alélica e a presenga do padrao Dolicofacial para a

variacao genética rs2910875 (p=0,01) e (p=0,02) respectivamente, na amostra da

cidade de Ribeirao Preto - Sdo Paulo. Adicionalmente, foi encontrada a associacao

estatisticamente significante entre a frequéncia alélica e a presenga do padréo

Braquicefalico para a mesma variagao (p=0,03), também na amostra da cidade de

Ribeirao Preto - Sdo Paulo. Nao foi possivel evidenciar associagao estatisticamente

significante entre as distribuicdes genotipicas e/ou alélicas para as demais variagdes

estudadas no gene GHR e a presenca dos diferentes TMF (p>0,05) (Tabela 4).
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Genotypes n (%) Alleles n (%)
AA AG GG P value A G P value
GHR rs2910875
Variation
Rio de Mesofacial 27 72 (49) 48 Reference 126 168 Reference
Janeiro (18.4) (32.7) (42.9) (57.1)
Dolichofacial 15 45 (50) 30 0.9465 75 105 0.8625
(16.7) (33.3) (41.7) (58.3)
Brachyfacial 15 35 (43.8) 30 0.7189 65 95 0.7184
(18.8) (37.5) (40.6) (59.4)
Manaus Mesofacial 15 30 (45.5) 21 Reference 60 72 Reference
(22.7) (31.8) (45.5) (54.5)
Dolichofacial 5 (16.1) 14 (45.2) 12 0.6907 24 38 0.4666
(38.7) (38.7) (61.3)
Brachyfacial 10 11 (42.3) 5(19.2) 0.2478 31 21 0.1175
(38.5) (59.6) (40.4)
Ribeirdo Mesofacial 10 24 (43.6) 21 Reference 44 (40) 66 (60) Reference
Preto (18.2) (38.2)
Dolichofacial 5(10.4) 31(64.6) 12(25) 0.10.23 41 55 0.8065
(42.7) (57.3)
Brachyfacial 1 (8.3) 6 (50) 5(41.7) 0.7047 8 (33.3) 16 0.7083
(66.7)
All samples Mesofacial 52 126 (47) 90 Reference 230 306 Reference
(RJ+M+RP) (19.4) (33.6) (42.9) (57.1)
Dolichofacial 25 90 (53.3) 54 (32) 0.3413 140 198 0.7184
(14.8) (41.4) (58.6)




47

Brachyfacial 26 (22) 52 (44.1) 40 0.8025 104 132 0.8231
(33.9) (44.1) (55.9)
Curitiba Mesofacial 6 (25) 9(37.5) 9(37.5) Reference 21 27 Reference
(Orthognathic (43.8) (56.3)
sample) ) ,
Dolichofacial 5 (33.3) 3 (20) 7 (46.7) 0.5117 13 17 0.8415
(43.3) (56.7)
Brachyfacial 8 (13.8) 24 (41.4) 26 0.4653 40 76 0.3482
(44.8) (34.5) (65.5)
GHR rs1509460 GG GT 1T P value G T P value
Variation
Rio de Mesofacial 47 67 (48.2) 25(18) Reference 161 117 Reference
Janeiro (33.8) (57.9) (42.1)
Dolichofacial 26 39 (44.8) 22 0.4148 91 83 0.2835
(29.9) (25.3) (52.3) 47.7)
Brachyfacial 14 42 (57.5) 17 0.0801 70 76 0.0636
(19.2) (23.3) (47.9) (52.1)
Manaus Mesofacial 19 34 (53.1) 11 Reference 72 56 Reference
(29.7) (17.2) (56.3) (43.8)
Dolichofacial 6 (19.4) 22 (71) 3(9.7) 0.2503 34 28 0.9999
(54.8) (45.2)
Brachyfacial 5(17.2) 16(55.2) 8 (27.6) 0.3214 26 32 0.1976
(44.8) (55.2)
Ribeirdo Mesofacial 13 34 (54) 16 Reference 60 66 Reference
Preto (20.6) (25.4) (47.6) (52.4)
Dolichofacial 13 30 (56.6) 10 0.6771 56 50 0.512
(24.5) (18.9) (52.8) (47.2)
Brachyfacial 3 (20) 8(53.3) 4(26.7) 0.995 14 16 0.9203
(46.7) (53.3)
All samples Mesofacial 79 135 52 Reference 293 239 Reference
(RJ+M+RP) (29.7) (50.8) (19.5) (55.1) (44.9)
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Dolichofacial 45 91 (53.2) 35 0.7445 181 161 0.5777
(26.3) (20.5) (52.9) (47.1)
Brachyfacial 22 66 (56.4) 29 0.0739 110 (47) 124 (53) 0.0477*
(18.8) (24.8)
Curitiba Mesofacial 0 (0) 20 (83.3) 4 (16.7) Reference 20 28 Reference
(Orthognathic (41.7) (58.3)
sample) . i
Dolichofacial 0 (0) 13 (86.7) 2(13.3) 0.9608 13 17 0.9203
(43.3) (56.7)
Brachyfacial 6 (10.2) 44 (74.6) 9 (15.3) 0.2685 56 62 0.6101
(47.5) (52.5)
GHR rs2973015 AA AG GG P value A G P value
Variation
Rio de Mesofacial 15(9.8) 71 (46.4) 67 Reference 101 (33) 205 (67) Reference
Janeiro (43.8)
Dolichofacial 10 45 (48.4) 38 0.8958 65 121 0.729
(10.8) (40.9) (34.9) (65.1)
Brachyfacial 7 (8.3) 36 (42.9) 41 0.7483 50 118 0.5323
(48.8) (29.8) (70.2)
Manaus Mesofacial 27 30 (46.2) 8(12.3) Reference 84 46 Reference
(41.5) (64.6) (35.4)
Dolichofacial 21 10 (31.3) 1(3.1) 0.0602 52 12 0.0269*
(65.6) (81.3) (18.8)
Brachyfacial 9(31) 11(37.9) 9(31) 0.0916 29 (50) 29 (50) 0.0838
All samples Mesofacial 42 101 75 Reference 185 251 Reference
(RJ+M) (19.3) (46.3) (34.4) (42.4) (57.6)
Dolichofacial 31 55 (44) 39 0.4771 117 133 0.3032
(24.8) (31.2) (46.8) (53.2)
Brachyfacial 16 47 (41.6) 50 0.1836 79 (35) 147 (65) 0.0755
(14.2) (44.2)
Mesofacial 7 (29.2) 11(458) 6(25) Reference 25 23 Reference
(52.1) (47.9)




Curitiba Dolichofacial 7 (46.7) 3 (20)
(Orthognathic
sample) ,
Brachyfacial 28 22 (37.3)

(47.5)

5 (33.3)

9 (15.3)
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0.2554 17 13 0.8625
(56.7)  (43.3)

0.278 78 40 0.1311
66.1)  (33.9)

" Associagao Estatistica significante (P < 0.05)
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi constituido por amostras de pacientes em tratamento
ortoddéntico de quatro cidades brasileiras diferentes. As quatro amostras caracterizam-
se como amostra consecutiva de conveniéncia, uma vez que foi realizada por
acessibilidade. Este tipo de amostragem, que é n&o probabilistica, carece de rigor
estatistico, uma vez que o pesquisador inclui apenas os pacientes a que tem acesso,
assumindo que estes venham a representar um universo amostral maior. Apesar
disso, o emprego de amostras por conveniéncia ndo sé € bastante aplicado como
também adequado para a criagao de ideias em pesquisas do tipo exploratérias (Marotti
et al., 2008), como no presente estudo. Cabe ainda ressaltar que um desenho de
estudo com amostra representativa da populagao incorreria em questdes éticas, uma
vez que sao necessarias radiografias do complexo craniofacial de todos os pacientes
incluidos no estudo. Desta forma, pacientes que estavam em tratamento ortoddntico
e orto-cirurgico representaram a melhor abordagem para a realizagdo do presente

estudo.

Para a caracterizagdo fenotipica, foi adotada a analise da radiografia
cefalométrica lateral da face (2D), por ser o método que tem sido extensivamente
utilizado para estudo da maxila e da mandibula, em pesquisas realizadas em
Ortodontia (Todorova-Plachiyska e Stoilova-Todorova, 2018). Além disso, essas
imagens estdo disponiveis no prontuario odontolégico dos pacientes, sem
necessidade de exposicdo a uma nova tomada radiogréfica. E importante ressaltar
que os pontos e planos cefalométricos utilizados no presente estudo foram
selecionados com base em revisado sistematica da literatura previamente realizada
(Nascimento et al., 2016), a qual demonstrou que essas medidas sdo as mais
utilizadas nos estudos de associagcdo entre polimorfismos genéticos e alteragdes

dimensionais da maxila e da mandibula.

A selecao dos polimorfismos rs2910875, rs2973015 e rs1509460 foi realizada
por meio de busca no “dbSNP”, base de dados que funciona como um repositorio
central para variagdes moleculares. Essa escolha baseou-se na menor frequéncia

alélica, que deveria ser maior que 20%. A genotipagem foi realizada por PCR em
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tempo real, por meio do método TagMan. Este método foi selecionado por ser uma
técnica simples, além de apresentar alta especificidade e confiabilidade dos
resultados, amplamente utilizado em pesquisas dessa natureza (As et antunel., 2017;
Lips et al., 2017; Kuchler et al., 2017; Kuchler et al., 2018a; Kuchler et al., 2018b;
Cunha et al., 2019). Especificamente no presente estudo, por se tratar de pesquisa
envolvendo discriminacao alélica, foi utilizada a técnica especifica proposta por
Ranade et al. (2001), a qual consiste na utilizacdo de sondas fluorescentes alelo-
especificas, que combinam as etapas de amplificagao e deteccéo dos alelos em uma
Unica etapa. A fluorescéncia € medida durante a reacdo de PCR e os genotipos
inferidos a partir desses valores. Desta forma, o método Tagman elimina viés por erros
interpretativos, uma vez que os gendtipos sdo gerados de maneira automatica, ou
seja, sem interferéncia humana. Apesar dessas vantagens, esta € uma técnica
onerosa por ser indispensavel o uso de um equipamento especial para detecgao de
fluorescéncias em diferentes comprimentos de onda, além do alto custo das sondas
(Ranade et al., 2001).

O presente estudo teve como objetivo avaliar se existe associagdo entre
variantes genéticas em GHR com TMF e ME. O GHR ¢é o gene que codifica o receptor
do GH e, desta forma, no presente trabalho optou-se por avaliar variagcbes genéticas
nesse gene. Essa mesma abordagem de selegcdo de genes candidatos para o
crescimento da maxila e da mandibula foi utilizada anteriormente (Xue et al., 2010;
Jang et al., 2010; Tassopoulou-Fishell et al., 2012; Xue et al., 2014; Guan et al., 2015;
Perillo et al., 2015; da Fontoura et al., 2015; Cruz et al., 2017; Chen et al., 2015), como
no caso do hormonio do crescimento (GH), onde polimorfismos genéticos no Receptor
do Horm&nio do Crescimento (GHR) foram selecionados e associados com alteragdes
dimensionais, sejam elas discrepancias maxilomandibulares (Cruz et al., 2017),
variagdes na altura mandibular (Yamaguchi et al., 2001) ou também reducdes tanto
na altura facial inferior bem como no comprimento mandibular (Bayram et al., 2014).
(Hoyo et al., 2010). No presente estudo, o polimorfismo rs2910875 em GHR. Como
nao foi possivel observar essa associagao nas demais populagdes, € possivel que o
presente resultado seja um falso positivo, onde estaria ocorrendo um erro do tipo |

devido as multiplas comparagoes.

Durante as buscas nas bases de dados utilizadas, ndo foram encontradas

publicagdes prévias avaliando associagbes de polimorfismos genéticos em IGF2R
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com os diferentes tipos morfolégicos faciais. Desta forma, como os resultados deste
estudo sdo inéditos, ha necessidade de estudos adicionais futuros, principalmente
com o polimorfismo rs2910875 em GHR, para realizagdo comparacdes entre os
resultados obtidos, refutando ou corroborando os resultados observados no presente

estudo.
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6. CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos, pode-se
concluir que nao houve associagao entre os genétipos e alelos para os polimorfismos
rs2910875, rs2973015 e rs1509460 em GHR com as maloclusdes esqueléticas. — O
polimorfismo rs2910875 em GHR foi associado com os tipos morfolégicos faciais
Dolicofacial e Braquifacial, na populacdo de Ribeirdo Preto - SP. — Os polimorfismos
rs2973015 e rs1509460 em GHR nao apresentaram associagao com os diferentes

tipos morfolégicos faciais, nas diferentes regides estudadas.
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Resolugao 466/2012 — Conselho Nacional de Saude)

Eu, Beatriz Bandeira Dantas de Aradjo, doutoranda da Universidade de Sao Paulo
(FORP/USP) DINTER, responsavel pelo projeto “POLIFORMISMO NO GENE RECEPTOR
DO HORMONIO DO CRESCIMENTO”, convido
vocé -, a participar do referido
projeto de pesquisa, que sera realizado sob orientagdo do Prof? Dra. Erika Calvano Kuchler
na Faculdade do Amazonas (IAES-AM). Este termo consta 2 (duas) vias idénticas, as quais
serao assinadas por todos os pesquisadores e por vocé, participante da pesquisa. Uma via
ficara com vocé e a outra sera arquivada pelo pesquisador.

Este trabalho tem como objetivo avaliar se a genética tem associacdo com o tipo de face
(rosto) dos pacientes que estdo em tratamento na especializacao de ortodontia da Faculdade
do Amazonas (IAES-AM). Para tanto, sera necessario que o paciente faga um bochecho com
soro fisioldgico e depois cuspa. Com esta saliva avaliaremos a genética do paciente e o tipo
facial sera avaliado pela documentagao ortodéntica que o paciente ja possui.

Vocé e o participante de pesquisa virdo a Clinica do IAES-AM, para atendimento ortodéntico
e sera coletada a saliva no dia da consulta. Vocé esta sendo esclarecido que esta pesquisa
pode oferecer incémodos, como desconforto ao cuspir e aumento de permanéncia na
Faculdade no dia da consulta ao ortodontista.

Os participantes da pesquisa néo terdo ganhos diretos com os resultados da mesma, mas
terdo como beneficio orientagdo sobre técnica de higiene bucal. A participagcao de vocés nesta
pesquisa € muito importante, pois os resultados encontrados poderao trazer varios beneficios
a ciéncia e ajudar outras pessoas. Nao sera oferecido nenhum tipo de pagamento pela
participacao de vocés na pesquisa, e todo o atendimento ao participante da pesquisa sera
gratuito. A sua identidade, bem como a do participante da pesquisa serdo mantidos em
segredo, mas participando da pesquisa vocé autoriza que os resultados obtidos sejam
divulgados e publicados em revistas cientificas e tera, por parte dos pesquisadores, a garantia
do sigilo (segredo) que garantem a privacidade de voceés.

Vocé tera total liberdade para pedir maiores esclarecimentos antes e durante o
desenvolvimento da pesquisa.

Se tiver alguma duvida podera ligar para o pesquisador para pedir qualquer informacao
(Beatriz Bandeira Dantas de Araujo — Avenida Maceié, 861 — Faculdade do Amazonas- IAES-
AM.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador
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Se tiver alguma duvida podera ligar para o pesquisador para pedir qualquer informagéo (Beatriz
Bandeira Dantas de Araujo — Avenida Macei6, 861 — Faculdade do Amazonas- IAES-AM. — Tel:
(92) 3584-6066). Suas reclamagdes e/ou insatisfagdes relacionadas a sua participagdo na
pesquisa poderao ser comunicadas por escrito a secretaria do IAES-AM (92) 3584-6066 - Horario
de atendimento das 8h as 12h, de segunda a sexta-feira, devendo conter seu nome, o qual sera
mantido em sigilo. A participagdo de vocés nao € obrigatdria, e vocés poderao desistir a qualquer
momento, retirando sua autorizacdo. A ndo autorizagao para participacao neste trabalho nao trara
nenhum prejuizo a vocés, bem como a sua relagdo com o pesquisador ou com a Faculdade do
Amazonas - IAES.

Eu ,portador do RG ,
CPF , residente a ,
ndumero , ha cidade de no Estado , Telefone
, data de nascimento declaro que li, compreendi e concordo
com o presente Termo. Por isso, assino este documento de livre e espontanea vontade.
Manaus, de de 20

Assinatura do participante da pesquisa

Beatriz Bandeira Dantas de Araujo. Prof.: Dr. Paulo Nelson Filho
CPF: 803.980.902-97 CPF: 156.200.398-46
Pesquisador responsavel. Pesquisador Orientador.
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ANEXO C

TERMO DE ASSENTIMENTO
Vocé, esta sendo
convidado (a) por mim, Beatriz Bandeira Dantas de Araujo, doutoranda da Universidade de Sao
Paulo (FORP/USP) (DINTER), responsavel pelo projeto “POLIFORMISMO NO GENE
RECEPTOR DO HORMONIO DO CRESCIMENTO?”, a concordar em participar da pesquisa. Este
papel tem duas vias idénticas (folhas iguais), que sera assinada por vocé, pelo seu responsavel
legal e por mim. Uma via (folha) ficara com vocé e a outra sera guardada por mim.

Esta pesquisa quer saber se o formato do seu rosto tem relagdo com a genética. Nés vamos
analisar o formato do seu rosto pela documentagdo ortoddntica (pasta que fez para colocar
aparelho) que ja possui e as genéticas serao identificadas através da sua saliva.

Vocé e o seu responsavel legal virao a Clinica de Especializagdo para atendimento ortodéntico
(que cuida dos dentes desalinhados, colocando aparelho) e no mesmo dia sera coletada saliva,
se assim permitirem. Se vocé quiser participar deste projeto de pesquisa, seu responsavel também
tera que concordar. Mas se vocé nao quiser, mesmo que seu responsavel concorde, vocé podera
falar que ndo quer. Vocé pode conversar com seu responsavel antes de decidir se quer ou nao
participar. Pode ter algumas palavras que vocé ndo entenda ou coisas que vocé quer que eu
explique mais, porque vocé ficou interessado ou preocupado. Por favor, peca que eu pare, a
qualguer momento, e explique novamente. Ninguém ficara bravo com vocé se vocé disser ndo: a
escolha é sua.

Esta pesquisa ndo machuca, ndo causa dor e ndo causa danos. Podera haver apenas o
desconforto durante a coleta da saliva, que tera que cuspir. A sua participagdo € muito importante,
pois os resultados encontrados poderao trazer varios beneficios a ciéncia e ajudar outras pessoas.
O seu nome, bem como o do seu responsavel serdo mantidas em segredo, mas participando da
pesquisa vocé autoriza que os resultados obtidos sejam divulgados e publicados em revistas
cientificas e tera, por parte dos pesquisadores, a garantia do sigilo (segredo) que garantem a
privacidade de voceés.

Se tiver alguma duvida podera ligar para o pesquisador para pedir qualquer informagao (Beatriz
Bandeira Dantas de Araujo — Avenida Maceid, 861 — Faculdade do Amazonas- IAES-AM. — Tel:
(92) 3584-6066). Suas reclamacgdes e/ou insatisfagdes relacionadas a sua participagdo na
pesquisa poderao ser comunicadas por escrito a secretaria do IAES-AM (92- 3584-6066 - Horario
de atendimento das 8h as 12h e de 14h as 18h de segunda a sexta-feira), devendo conter seu
nome que sera mantido em sigilo.

Manaus, de de 20




Nome do responsavel legal:

Assinatura e CPF:

Nome da crianga ou adolescente:

Assinatura:

Beatriz Bandeira Dantas de Araujo
CPF: 803.980.902-97

Pesquisadora responsavel
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