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Resumo

Introducdo: O processo de desenvolvimento da denticdo humana é complexo e disturbios
durante este processo ddo origem a manifestacdes dentarias Unicas. O taurodontismo é uma
anomalia do desenvolvimento dentério, caracterizada pelo aumento da camara pulpar e pelo
deslocamento apical do soalho pulpar. A etiologia desta anomalia de tamanho continua
incerta, contudo existem estudos que indicam a possibilidade de o taurodontismo ser
geneticamente transmissivel. O objectivo deste estudo foi verificar a prevaléncia de
taurodontismo numa amostra de pacientes da Clinica Dentéaria Universitaria da Universidade
Catdlica Portuguesa (CDU-UCP) e adicionalmente verificar a prevaléncia dos polimorfismos
do gene DLX3 nestes pacientes e seus familiares.

Materiais e Métodos: Realizou-se um estudo-piloto desenhado como sendo um estudo
epidemiol6gico observacional transversal onde se avaliou uma amostra de pacientes com
idade compreendida entre os 10-30 anos de idade, que dispunham de ortopantomografia no
ficheiro informéatico da CDU-UCP, com o intuito de verificar a existéncia de taurodontismo.
Apbs a seleccdo de ortopantomografias com dentes taurodonticos, utilizou-se o método de
classificacdo de Shifman & Chanannel para avaliar as pecas dentérias quanto ao grau de
severidade. Depois de avaliados e identificados os pacientes com taurodontismo, procedeu-se
a recolha de uma amostra de saliva aos proprios e familiares, para pesquisa do polimorfismo
no gene DLX3.

Resultados: A prevaléncia de taurodontismo numa amostra de 1369 ortopantomografias foi
de 1,75%. A idade média observada nos pacientes com taurodontismo foi de 21,7 e a
distribuicdo de acordo com o género ndo foi diferente (p<0,05). Dos 627 dentes analisados,
6,54% eram taurodonticos e na sua maioria (58,5%) hipertaurodonticos. O tipo de dente mais
prevalente foram os pré-molares (51,2%), e a denticdo mais afectada foi a permanente.
Concluséo: A prevaléncia de taurodontismo na populacéo avaliada da CDU-UCP esta dentro
dos valores encontrados noutros estudos, assim como o grau de severidade do taurodontismo.
Contudo, o tipo de dente mais afectado é diferente, sendo o taurodontismo mais prevalente em
molares na maioria dos estudos publicados. A falta de resultados na pesquisa do polimorfismo
do gene DLX3 com amostras de saliva, leva a concluir que € necessario ajustar procedimentos
de recolha e isolamento do ADN para que seja possivel a amplificagdo por PCR dos
fragmentos do gene DLX3 contendo a mutacao.

Palavras-chave: Taurodontismo, DLX3.






Abstract

Introduction: The process of the human dental development is very complex and any
disturbs during such period could originate unique dental manifestations. Taurodontism is an
abnormality of the dental development, which is characterized by the elongation of the pulp
chamber and by apical floor displacement of the pulp. The etiology of this abnormality
remains uncertain, but there are studies which indicate the possibility of Taurodontism being
genetically transmissible. The aim of this study was to assess the prevalence of Taurodontism
in a sample of patients of the UDC-CUP (University’s Dental Clinic - Catholic University of
Portugal), and additionally assess the prevalence of polymorphisms in DLX3 gene in patients
and their relatives.

Materials and Methods: We conducted a pilot study characterized as a cross-sectional
epidemiological study to evaluated a sample of patients, aged 10-30 years, with panoramic
radiography in the informatics file of the UDC-CUP, with the purpose of assessing the
prevalence of Taurodontism. After the selection of the panoramic radiographies containing
taurodontic teeth, we used the Shifman & Chanannel classification to evaluate the dental
pieces concerning the degree of severity of this trait. After the identification of the patients
with Taurodontism, we proceeded to the collection of saliva samples of some patients and
their relatives to detect the presence of polymorphisms in the DLX3 gene.

Results: The prevalence of Taurodontism in a sample of 1369 panoramic radiographies was
1,75%. The mean age of the patients with the trait was 21,7 and there are no statistical
differences (at a 5% level) between the prevalence by genre. From the 627 teeth analyzed,
6,54% were taurodontic. Hipertaurodontism was the most prevalent form of the trait (58,5%).
Premolars were the teeth where taurodontism was most prevalent (51,2%) and the permanent
dentition was the most affected .

Conclusion: The prevalence of taurodontism evaluated in CDU-CUP’s population is within
the range found in other studies. The degree of taurodontism’s severity most prevalent
(Hypertaurodontism) is also identical to the values observed in other studies, yet the type of
tooth was different, for in other studies molars were the most affected teeth. The lack of
results in the search for polymorphisms in the DLX3 gene prompts us to suggest that changes
to the methods of collection and DNA isolation (the use of commercial DNA extraction Kits)
are needed in order to successfully amplify the DLX3 fragments containing mutations.

Key-words: Taurodontism, DLXS3.
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|. Introducao






O taurodontismo é uma anomalia do desenvolvimento dentario, devida a uma falha da
invaginacdo da bainha epitelial de Hertwig a nivel horizontal, que se caracteriza pelo
deslocamento apical da bifurcacdo ou trifurcacdo das raizes, apresentando assim os dentes,
camara pulpar alongada e canais radiculares curtos V. Os molares permanentes sdo 0s mais
afectados, podendo afectar também pré-molares. Esta alteracdo pode ser detectada em
denticdo permanente e decidua, unilateral ou bilateral, e em qualquer combinacdo de dentes
ou quadrantes @. Esta anomalia é classificada em hipo-, meso- e hiper- taurodontismo,
baseado no grau de deslocamento apical do soalho da camara pulpar . O diagnéstico s6 é

possivel através de ortopantomografia.

Apesar de serem escassos, 0s estudos epidemioldgicos sobre o taurodontismo em denti¢éo
decidua e permanente, existe uma grande variabilidade nas taxas de prevaléncia a nivel
mundial @ entre as diversas populaces. O motivo para tal discrepancia, pode ser ndo so as
diferentes etnias, mas também diferencas de critérios utilizados para a interpretacdo e

classificacdo do taurodontismo.

E sugerido que o Taurodontismo é geneticamente transmitido e que possa estar associado a
varias sindromes. Concretamente tém sido descritas alteracdes no gene DLX3 © comuns em
pacientes que apresentam taurodontismo e variacdes do gene GJAL, apesar de estas nédo
estarem definitivamente estabelecidas como essenciais para o estabelecimento dos sinais

clinicos ©.

Neste trabalho um dos objectivos € o estudo da prevaléncia de taurodontismo em pacientes
da Clinica Dentéaria Universitaria da Universidade Catolica Portuguesa (CDU-UCP).
Adicionalmente a descricdo e classificacdo dos sinais radiogréaficos que determinaram o
diagnostico, é feita também a comprovacao genética da existéncia de mutacdo no gene DLX3

de alguns pacientes aos quais foi possivel recolher saliva.
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1. Odontogénese

Por volta da 6% semana de vida intra-uterina comeca o processo de desenvolvimento
dentario. Embora os dentes se desenvolvam em diferentes momentos, o processo de formacéo
dentéria, também conhecido como odontogénese, ocorre da mesma maneira para todos 0s
dentes (. A Odontogénese é um processo continuo e complexo, que resulta de interaccdes
reciprocas e sequenciais, entre células epiteliais e mesenquimais derivadas da crista neural,
que regulam as actividades celulares - como a proliferacdo, condensacdo, adesdo, migracéo,

diferenciagdo e secrecdo ©.

A formacéo dentéria pode ser dividida em trés fases morfoldgicas continuas: a iniciacdo, a

morfogénese (ou proliferacio) e a histogénese ¢,

A iniciacdo consiste no estabelecimento da localizacdo dos futuros dentes, através do
surgimento dos gérmens dentarios ao longo de uma invaginacgdo do epitélio oral, denominada
de lamina dentaria. A morfogenese consiste na determinacdo da forma do dente através da
combinacdo da proliferacdo e movimentos celulares. Por sua vez, a histogénese é uma
continuacdo da diferenciacdo celular para se originarem os tecidos dentarios completamente
formados, tanto os mineralizados (esmalte, dentina e cemento), como 0s ndo mineralizados

(polpa dentaria e ligamento periodontal) %9,

Fases da odontogénese

Entre a 5% e a 62 semana de gestacdo, as células da camada basal do epitélio oral proliferam
e invaginam para 0 mesénguima subjacente para formar uma banda epitelial priméria. Pela 72
semana, a banda epitelial primaria vai dar origem a lamina vestibular e lamina dentaria ‘2. A
primeira esta relacionada com o desenvolvimento do vestibulo oral, delineamento dos labios e
mucosas jugais, enquanto que a segunda contribui para a formagéo dentaria ® que através de

uma actividade proliferativa e localizada leva a formacéo do 6rgao de esmalte.



A partir deste ponto, a formacdo dentéria prossegue com os 3 estadios, classificados com
base em propositos descritivos, de acordo com o grau de morfodiferenciacdo e

histodiferenciacdo dos seus componentes epiteliais % 2.

Iniciagdo Morfogénese Histogénese
—, L
. OF ~
@ \ ‘ ;
' Wy |
h 4) A

Lamina Dentaria Botdo Capuz Campanula Campanula tardia
(a) (b) (<) (d) (e)

Figura 1: Estadios do desenvolvimento dentario. Adaptado de Riviere ™. (a) Lamina Dentéaria: E (epitélio) M
(mesénquima) (b) Botdo (c) Capuz: OE (6rgdo de esmalte), PD (papila dentéria), SD (saco dentario); (d)
Campénula: RE (reticulo estrelado), El (epitélio interno), EE (epitélio externo); (e) Campanula tardia: a
vermelho encontra-se o epitélio oral e os seus derivados (esmalte), e a azul 0 mesénquima e 0s seus derivados
(dentina).

No estadio de botdo, durante a 7% e 8 semanas intra-uterinas, ocorre a proliferacdo da
lamina dentaria, adquirindo a forma de um botdo, e proliferacdo do mesénguima adjacente.
Cada botdo e mesénquima envolvente vao dar origem ao dente e tecidos de suporte. Inicia-se

a formacéo do 6rgdo do esmalte que se apresenta com uma forma ovéide & 101214,

Entre a 112 e a 132 semana intra-uterina, decorre o estadio de capuz, onde a lamina dentaria
continua a sua proliferacdo adquirindo a forma de um capuz. Neste estadio é possivel
identificar os elementos formadores do dente e dos tecidos de suporte, o érgdo de esmalte
(futuro esmalte), a papila dentaria (futuras dentina e polpa) e o saco dentario (futuro
ligamento periodontal e 0sso alveolar). Nesta fase a lamina dentéria forma uma extensao para

lingual/palatino, iniciando a formacéo da dentic&o permanente & 101214

O estadio de campanula inicia-se por volta da 142 semana do desenvolvimento intra-
uterino. Nesta fase com avango da morfodiferenciagéo e da histodiferenciagdo, o gérmen
dentério atinge a fase de campanula. E nesta altura que ocorre a diferenciagio e especializagio
celular. As camadas de células epiteliais que eram até este ponto semelhantes, tornam-se
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morfolégica e histologicamente distintas, ficando o 6rgdo de esmalte diferenciado e

constituido por: epitélio interno, estrato intermédio, reticulo estrelado e epitélio externo © 1

12)

Por altimo, na 182 semana inicia-se o estadio de campéanula tardia, ou morfodiferenciacao,
onde ocorrem duas novas fases de diferenciagdo: fase aposicional, em que a dentina, esmalte e
cemento s&o segregados em sucessivas camadas, e a fase de matura¢do onde ha mineralizagéo
dos tecidos dentarios & 1% 12)

Neste estadio de campanula tardia, quando a amelogénese (formacdo de esmalte) e a
dentinogénese (formacdo de dentina) estdo bem avancadas, o epitélio do esmalte externo e
interno formam uma bainha epitelial, designada por bainha epitelial de Hertwig, com duas
camadas, que se desenvolvem apicalmente, esbocando o formato da futura raiz & . 0
inicio do desenvolvimento radicular (rizogénese) coincide com a fase axial da erupcgédo
dentéria. As células da camada interna do foliculo dentario diferenciam-se em cementoblastos
e inicia-se entdo a cementogénese. Pouco tempo depois do inicio da formacdo da raiz o dente
inicia 0 processo de erupcdo até assumir a sua posicdo final na arcada dentaria, em oclusédo
com o dente antagonista ®® ™. A aposicdo de cemento e dentina na raiz continua apés a

erupcéo, estando a raiz completamente formada apés 2/3 anos apds a erupcéo dentaria ©.

A odontogénese ndo ocorre simultaneamente nas duas arcadas dentarias mas sim por
sectores, primeiro na mandibula anterior, depois na maxila anterior e por fim nos segmentos

posteriores de ambas as arcadas @9,

Se os distarbios ocorrerem na fase da iniciagdo, devido a falta de iniciacdo ou interrupcao
na proliferagdo de células, poderemos estar perante uma anomalia dentaria de nUmero, como a
agenesia dentaria. Se ocorrer na fase de morfodiferenciacdo, poderemos estar perante uma
anomalia dentéria de tamanho e de forma, como o taurodontismo, macrodontia e microdontia.
A tabela seguinte enumera as varias anomalias dentarias que podem ocorrer durante as fases

da dentinogénese (tabela 1).



Tabela 1: Diferentes fases da odontogénese e anomalias dentarias associadas. (Adaptado de Cameron) ®©

Fase da odontogénese

Alteracdo desenvolvimento
dentario

Tipo de anomalia

Iniciacéo e Proliferacéo

Histodiferenciagéo

Morfodiferenciagéo

Aposicao

Calcificacgéo

Maturacdo

Inducdo da ectoderme oral pelo
mesénquima.

Desenvolvimento de multiplos
defeitos nos tecidos dentarios.

Anomalias de tamanho e de
forma.

Aposicao da matriz orgénica e
primeiro estadio de
mineralizac&o.

Estadio secundario de
mineralizacdo do esmalte e da
dentina

Remogdao de agua e proteinas do
esmalte

Oligodontia;
Dentes supranumerarios;
Geminag&o /Fusdo;
Quistos primordiais;
Ameloblastoma;
Odontoma (composto).

Odontoma (complexo);
Odontodisplasia regional.

Macrodontia;
Microdontia;

Dentes invaginados e evaginados;

Incisivos de Hutchinson's
Cuspide de Carabelli;
Cuspide taldo;
Taurodontismo.

Dentinogénese imperfeita;
Displasia da dentina;
Quistos;
Amelogénese Imperfeita
(hipoplasica);
Hipoplasia de esmalte.

Amelogénese imperfeita
(hipomineralizada);
Opacidades de esmalte;
Fluorose severa.

Amelogénese imperfeita;
Fluorose suave.

Interaccdes epitélio-mesénquima

Os eventos priméarios da formacdo dentaria dependem de uma interaccdo sequencial e
reciproca entre epitélio e 0 mesénquima, que envolve a secrecdo de moléculas sinalizadoras
() Estas moléculas sinalizadoras controlam os estadios da formagdo dentaria através da
coordenacao da proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, sintese da matriz extracelular e
deposicdo mineral, e induzem a expressao de factores de transcrigdo na resposta tecidular, que
sdo dependentes em cada estadio *"*®. Falhas funcionais que envolvam pecas importantes

nestes sistemas de sinalizagdo acabam por impedir o desenvolvimento normal do dente 9.
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A maior parte dos estudos tém sido realizados com ratos, que sdo o principal modelo
utilizado pelos bidlogos para investigar o desenvolvimento dentario nos mamiferos. Os
escassos conhecimentos directos das bases moleculares da odontogénese humana derivam do
estudo de patologias em que se verificam anomalias no desenvolvimento 2%, Estima-se que
sejam mais de 300 os genes envolvidos na odontogénese ™" ?Y e que estes determinam o
namero, posicdo, tamanho e a forma dos diferentes dentes. MutacOes nestes genes tém sido

descritas como causa de anomalias dentérias no ser humano .

Durante o desenvolvimento dentario, a interaccdo entre o epitélio e 0 mesénquima é feita
por diferentes familias de moléculas de sinalizacdo e os seus receptores. Estas compreendem
as proteinas morfogenéticas do osso (BMP); factor fibroblastico de crescimento (FGF); genes
sonic hedgehog (SHH), genes wingless (WNT) e o factor epidérmico de crescimento (EGF)
18.21-24) ' Recentemente, a Epiprofina/Sp6 (Epfn) foi apontada como um factor de transcricdo
essencial na morfogénese e diferenciacéo dentaria *”. Estas vias de sinalizacdo envolvem
moléculas como receptores de superficie celular e factores de transcricdo que regulam a
expressdo genética ®?. A Figura 2 ilustra a complexidade deste processo, envolvendo

maultiplos intervenientes necessarios para o normal desenvolvimento dentério.

BMP BMP ! \
FGF Activin a v ]
SHH FGF J :
™ amep BmP

FGF FGF

SHH

WNT e

Sctebnreiesl teeskmquima cartario " wd, pard, nia2
prexe e/ gl S e /s
timina dentars |
(ef1, edor

Figura 2: Regulacéo molecular do desenvolvimento dentario. Adaptado de Bailleul-Forestier et al. ) e Thesleff
et al. @, InteracgBes entre o epitélio (vermelho) e mesénquima (azul) sdo mediadas por sinais moleculares
(BMP, FGF, SHH, TNF, WNT). Estes sinais actuam durante o desenvolvimento dentario e regulam a expressdo

de genes (italico) nos diferentes tecidos (caixas). A amarelo estdo representados os centros de sinalizagao.
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Uma caracteristica do desenvolvimento dentario é o aparecimento de centros de
sinalizacdo transitorios no epitélio durante as etapas morfogenéticas. Estes centros de
sinalizacdo sdo conjuntos de células responsaveis pela expressdo de mais de dez moléculas
sinalizadoras diferentes, como SHH, BMPs, FGF e Wnts. Os primeiros centros sinalizacdo
aparecem na lamina dentéria quando se inicia a fase do bot&o. Posteriormente, na transicdo da
fase de botdo para capuz, aparecem os centros de sinalizagdo do né de esmalte. Estes regulam
a morfogénese avancada da coroa do dente e controlam a iniciacdo dos nds de esmalte

secundarios nos locais das dobras epiteliais que marcam a formacéo das ctispides @ 2,
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2. Anomalias do desenvolvimento dentario

O processo de desenvolvimento da denticdo humana é complexo “% ¥, Sabe-se que no
decorrer deste processo, as denticfes sdo susceptiveis de sofrer influéncias extrinsecas ou
intrinsecas. A ocorréncia de disturbios em qualquer estadio do desenvolvimento dentério pode

dar origem a manifestagdes Unicas, tanto na denticdo decidua como na denticdo permanente
@7)

Relativamente a origem das anomalias dentérias de desenvolvimento, estas resultam de
irregularidades na diferenciacdo da lamina dentaria e/ou nos gérmens dentéarios. Estas
irregularidades podem advir de factores congénitos, herdados, adquiridos ou idiopéticos ”,

ocorrendo durante o periodo de formacdo dentaria, antes e/ou ap6s 0 nascimento.

As alteracdes na formacdo do 6rgdo dentario podem compreender variagbes nos tecidos
constituintes do dente e consequentes anomalias estruturais, de forma, tamanho ou nimero de
dentes ®®. Existem varios sistemas de classificacdo de anomalias dentarias: alguns autores
adoptam a anatomia dentaria e estruturas de suporte para reunir alteracdes semelhantes, outros
agrupam-nas segundo o seu comportamento morfolégico e funcional em anomalias de
namero, volume, posicdo, forma e tamanho. A Organizagdo Mundial de Saide (OMS)
classificou as anomalias do desenvolvimento dentario entre outras, como: anomalias de
nimero, de forma e tamanho, de cor, de estrutura e textura, de erupcdo e esfoliacio
(Tabela 2).

Estas classificacbes sdo importantes, na medida em que facilitam o conhecimento e
diagndstico precoce das alteracbes dentérias, de maneira a optimizar o plano de tratamento e

prognéstico das mesmas 2.

As anomalias dentarias sdo alvo de estudo da antropologia dentaria e da genética de
populacdes ®V. A pesquisa de antecedentes genéticos é desejavel, ndo sé para nomenclatura
ou definicdo da condicdo verificada, como também pela possibilidade de fornecer
informagdes importantes relacionadas com o progndstico, bem como o risco de ocorréncia de
tais anomalias na descendéncia de geracdes futuras “?. Concomitantemente, a implicacdo de
alguns genes no desenvolvimento de anomalias dentarias permite ainda o esclarecimento dos

detalhes moleculares do desenvolvimento dentario.
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Tabela 2: Classificagdo das anomalias dentarias de desenvolvimento segundo a OMS. (adaptado da World

Health Organization)®®.

KOO Disturbios do desenvolvimento e da erupgéo
K00.0 Anodontia

Hipodontia

Oligodontia

K00.1 Dentes supranumerarios

Distomolar

Quarto molar

Mesiodens

Paramolar

Dente suplementar

K00.2 Anomalias do tamanho e da forma dos dentes
Concrescéncia

Fusdo

Geminacéo

Dente evaginado

Dente invaginado ["dens in dens"]

Pérolas de esmalte

Macrodontia

Microdontia

Dentes condides

Taurodontismo

Tubérculo paramolar

Exclui: tubérculo de Carabelli, considerado uma variagdo normal e ndo deve ser codificado
K00.3 Anomalias de cor

Fluorose Dentéria

Manchas do esmalte

Opacidade do esmalte ndo associadas ao fldor

K00.4 Anomalias na formacao dos dentes

Aplasia e Hipoplasia do cemento

Dilaceracédo

Hipoplasia do esmalte pré-natal, neonatal, pds natal
Odontodisplasia regional

Dente de Turner

Exclui: incisivos de Hutchinson's e molares em amora que se observam na sifilis congénita
(A50.5), dentes manchados (K00.3)

K00.5 Anomalias hereditarias da estrutura dentdria, ndo classificadas em outra parte
Amelogénese imperfeita

Dentinogénese imperfeita

Odontogénese imperfeita

Dente em concha

Displasia da dentina

K00.6 Anomalias da erupcao dentaria

Dentes natais

Dentes neonatais

Erupcgdo prematura dos dentes ["dentia praecox"]
Dentes temporarios [deciduos] retidos [persistentes]
Erupcdo tardia

Queda prematura de dentes temporarios (deciduos]
KO00.7 Sinais e Sintomas de erupcéo dentaria

K00.8 Outros distlirbios do desenvolvimento dos dentes
AlteracOes de cor durante a formagdo dos dentes
Manchas intrinsecas dos dentes

K00.9 Disturbio néo especificado do desenvolvimento dentario
Disturbios da odontogénese
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3. Taurodontismo
3.1 Conceito de Taurodontismo

O taurodontismo é uma patologia referida pela OMS, na classificacdo estatistica
internacional de doengas (CID-10), no capitulo das patologias do sistema digestivo (K0O-
K93), na divisdo das patologias da cavidade oral, glandulas salivares e maxilares (K00-K14),
mais concretamente nos disturbios de desenvolvimento e da erupcdo dos dentes (K00), e

subdivis&o das anomalias dentarias do tamanho e da forma (K00.2) 2.

O taurodontismo é uma alteragdo morfoldgica que ocorre durante o desenvolvimento
dentario e que se caracteriza pelo aumento da camara pulpar e pelo deslocamento apical do
soalho da camara pulpar %39, Os dentes com esta anomalia apresentam uma desproporcéo a
nivel longitudinal, apresentando uma camara pulpar alongada verticalmente, deslocacéo
apical da bifurcacdo ou trifurcagdo das raizes, auséncia de constricdo a nivel da juncdo amelo-

cementaria e raizes curtas %339,

Figura 3: Radiografias periapicais que evidenciam casos de taurodontismo. (a) dente 2.6 Hipertaurodontico (b)

dente 4.4 hipertaurodontico.
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O Taurodontismo foi descrito primordialmente em remanescentes de Hominideos pré-

histéricos por Terra em 1903 @ e Gorjanovic-Kramberg em 1908 ),

O termo “Taurodontismo” foi usado pela primeira vez por Arthur Keith em 1913 &2, para
descrever os dentes pré-histéricos do homem Neandertal. O termo foi cunhado como
“Tauros”, que em latim significa touro, e “odontos”, que em grego significa dente, devido a

sua aparéncia similar com os dentes de ruminantes ©° 37,

Por esta razao, alguns autores consideraram durante muitos anos o Taurodontismo como
tipico do homem de Neandertal ©®, por ser um padréo primitivo, e porque a anomalia era
mais encontrada em populacdes onde os dentes eram usados como ferramentas ©9.
Contrariando esta ideia, Mena “% afirmou que a anomalia ndo podia ser considerada como
uma caracteristica racial, pois tem sido encontrada em diferentes racas, e em zonas
geograficas amplamente separadas ©°.

Durante alguns anos pensou-se que o taurodontismo estivesse ausente nas populacées mais
modernas, pelo menos nas suas formas mais extremas, mas com o elevado nimero de relatos
quer em denticdo decidua quer permanente, ou ambas, perece que € mais prevalente do que o

que se pensava “14?),

3.2 Etiologia

As teorias sobre a possivel etiologia do taurodontismo tém sido variadas ao longo de varios

anos @, continuando incerta ®.

Tem sido sugerido que esta anomalia represente a nivel etiolégico um carécter
especializado ou retrogrado; um padrdo primitivo; uma caracteristica atdvica; uma

caracteristica ligada ao cromossoma X familiar; um traco autossémico dominante “*.

Contudo existem também vérias teorias sobre a patogénese da formacédo radicular de um
dente taurodontico, sendo relatadas como um padrdo incomum de desenvolvimento; um
atraso na calcificacdo da cAmara pulpar; uma deficiéncia odontoblastica; e uma alteracdo na

bainha epitelial de Hertwig “%.
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Actualmente, considera-se 0 taurodontismo uma alteracdo morfologica na fase do
desenvolvimento dentério, que resulta de uma falha na invaginagdo da bainha epitelial de
Hertwig’s a nivel horizontal &2 % A formacdo de esmalte e dentina num dente normal,
acontece ao nivel da fractura da juncdo amelo-cementaria, pois é nesta zona que as células
epiteliais dentinarias proliferam e penetram no mesénquima subjacente, para formar a bainha
epitelial de Hertwig’s, esta determina o nimero, tamanho e morfologia das raizes. Por sua
vez, num dente com taurodontismo, a invaginagdo horizontal da bainha epitelial de Hertwig’s
ocorre perto do apice, mas como ocorre muito mais tarde que num dente normal, verifica-se a
localizagéo apical da furca radicular. Ao ocorrer esta anomalia, a funcdo dos odontoblastos

ndo é modificada e a dentinogénese segue o seu curso normal & %,

No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares da morfogénese radicular ¢7.
A determinacdo genética do taurodontismo é provavel que seja poligénica. Actualmente, as
mutacdes no gene distal-less homeobox (DLX3), expresso durante a morfogénese da raiz, tém
sido associadas com o taurodontismo na Sindrome Trico-Dento-Osseo (TDO) e com

amelogénese imperfeita autossémica dominante .

Existem numerosas hipdteses relacionadas com os possiveis factores etiologicos, desde
hereditarias, genéticas e ambientais, como trauma fisico, radioterapia e quimioterapia “,
alteracOes por doencas sistémicas como febre ou a ingestdo de farmacos durante as diferentes

fases de desenvolvimento dentario 2,

3.3 Epidemiologia

A prevaléncia expressa 0 numero de vezes que determinada condigdo ocorre numa

populacédo especifica, por um periodo de tempo determinado.

O Taurodontismo pode afectar a totalidade das pecas dentarias ou apenas uma, ser
unilateral ou bilateral, e em qualquer combinacdo de dentes e quadrantes. A prevaléncia é
maior na denti¢cdo permanente (3-35%) do que na decidua (<1%) @7 E mais comum ocorrer
em molares, segundos e terceiros, mas ocasionalmente pode afectar pré-molares, caninos

mandibulares e incisivos ¢ 434849,

A revisdo da literatura revela uma grande discrepancia na prevaléncia de taurodontismo em

diferentes populac@es. A sua prevaléncia tem sido relatada a variar entre 0,2% e 22,8% @

17



A taxa de prevaléncia de taurodontismo na populacdo em geral é baixa e € relatada a variar
de acordo com a etnia. E comumente observado entre os esquimds e nativos da Australia e
América Central ©©.

Na tabela seguinte € feita uma sintese de alguns trabalhos de prevaléncia do
Taurodontismo (tabela 3) “2 44159,

Tabela 3: Andlise da prevaléncia do Taurodontismo em algumas populagdes.

Autor, Ano da publicacéo Pais Prevaléncia
Shifman, 1978 Israel 5,60%
Ruprecht, 1987 Arébia Saudita 11,30%

Llamas & Planas, 1993 Espanha 0,79%
Darwazeh, 1998 Jordania 4,40%
Pillai, 2007 Reino Unido 11,28%
Kuchler, 2007 USA 1,60%
Porto, 2009 Brasil 5,30%
Burklein, 2010 Alemanha 2,25%
Ghapanchi, 2011 Irdo 1,03%
Gupta, 2011 india 2,49%
Topcuoglu, 2011 Turquia 22,8%

A incidéncia expressa 0 nimero de casos novos de uma determinada doenca, durante um

periodo definido, numa populacéo sob o risco de desenvolver a doenca.

A incidéncia de taurodontismo na populacdo moderna tem sido relatada como bastante
variada ©, 2,5% para 5,6% na populacdo adulta, e inferior a 1% no homem moderno e 3% no

homem primitivo, em esquimés e indios americanos “?.
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3.4 Sindromes e patologias associadas

O taurodontismo aparece mais frequentemente como uma anomalia isolada, mas também
tem sido associado com algumas doencas como Hipofosfatasia ®®, Hipofosfatemia de Rickets
(16.61) a varias sindromes conhecidas devido a alteracdes de cromossomos sexuais, como a
sindrome de Klinefelter ®*®, sindrome de Trissomia 21 ou Down ©*, sindrome Trico dento-
6sseo ) Sindrome de Williams ©®, Sindrome de McCune-Albright ©”, Sindrome de Ellis-
van Creveld ©®, Sindrome de Mohrs ®* e Sindrome de Van der Woude ?, a anomalias de
formacdo dentaria como: amelogénese imperfeita > 7 dentes supranumerarios “" > 73,
agenesias dentarias "¥), Odontodisplasia regional ™® e a alguns defeitos ectodérmicos como:
Displasia ectodérmica hereditaria > ’® e Disqueratose Congénita ”. A figura 4 ilustra um

exemplo de taurodontismo associado a dentes supranumerarios.

Figura 4: Ortopantomografia onde se verifica hipertaurodontismo bilateral nos dentes 3.4 e 4.4, e a presenga

bilateral de dentes supranumerdrios entre as raizes dos 1° e 2° pré-molares inferiores.
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3.5 Diagnostico

As caracteristicas morfoldgicas externas, como a forma e o tamanho da coroa, foram
usadas inicialmente no diagnostico de taurodontismo, contudo foram consideradas

insuficientes para a realizacdo de um diagnéstico adequado .

Clinicamente, um dente taurodontico tem a mesma aparéncia de um dente normal, logo
ndo é possivel realizar o diagnostico, unicamente por inspecgdo visual, sendo obrigatorio
recorrer a meios complementares de diagnéstico, como o exame radiografico ©¢* .

A ortopantomografia, € 0 método mais indicado e usado para o fazer, pois € o Unico que
permite visualizar as caracteristicas particulares de um dente taurodontico, sendo elas: a forma
rectangular da cdmara pulpar, a sua extensdo ao longo do corpo dentério, as raizes curtas, a
localizacdo da bifurcacdo ou trifurcacdo (geralmente perto dos apices) e despistar o tamanho
normal da coroa & ™. A Figura 5 ilustra um exemplo de diagnéstico radiografico de

taurodontismo.

Figura 5: Ortopantomografia que apresenta o diagnéstico de Hipertaurodontismo nos dentes 1.6, 2.6, 3.6 e 4.6.
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3.6 Classificagdo

Durante décadas foram realizados véarios estudos de investigacdo, de maneira a estabelecer
uma classificacdo adequada do taurodontismo que ajude o profissional a catalogar facilmente
esta anomalia dentaria. Nestes existem diferencas tanto na metodologia utilizada como na
classificacdo do taurodontismo, e também diferencas no tamanho das amostras, nas

populagdes e na interpretaco de dados %%

Shaw em 1928, propds uma classificacdo para o taurodontismo de 3 categorias, de acordo
com as caracteristicas morfologicas externas, baseadas no deslocamento apical do soalho da
camara pulpar, ou seja, na expressao do taurodontismo, em: hipotaurodontismo quando a raiz
se divide na parte superior do 1/3 médio, mesotaurodontismo, quando a raiz se divide na parte
inferior do 1/3 médio e hipertaurodontismo, quando a raiz se divide no 1/3 apical ® 239,

Considera-se um dente cinodonte quando ndo apresenta qualquer alteracéo. (Figura 6)

Figura 6: Método de classificagdo do taurodontismo segundo Shaw. (a) Hipotaurodontismo, (b)

Mesotaurodontismo, (c) Hipertaurodontismo.

A classificacdo de Shaw tem sido a mais difundida, mas é subjectiva, de modo que
sucessivas tentativas de classificacéo foram feitas & posteriori .

Keene et al. @ em 1966 criou um Indice onde analisou duas variaveis para classificar
taurodontismo: a altura da camara pulpar (A) e tamanho do dente (B), medido a maior raiz
(Figura 7). De acordo com Keene et al., divide-se A por B e depois multiplica-se por 100 e
obtém-se um valor superior a 25%. (Figura 7-a)
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Assim o grau de Taurodontismo segundo este autor é determinado como:
= < 24,9% - Cinodontia;
= 25-49,9% - Hipotaurodontismo;
= 50 - 74,9% - Mesotaurodontismo;

= 75-100% - Hipertaurodontismo.

Fiechtinger & Rossiwal @ em 1977, consideraram que para definir um dente com
Taurodontismo, era apenas necessario medir a distancia da furca a juncdo amelo-cementéaria
(A), e a distancia cervico-oclusal (B), sendo que esta ultima deveria ser menor em casos de

taurodontismo. (Figura 7-b)

e Oy i (d)
Figura 7: Métodos de classificacdo do taurodontismo segundo vérios autores. (a) Keene et al.., (b) Fiechtinger
& Rossiwal, (c) Shifman & Chanannel, (d) Seow & Lai.

Shifman & Chanannel ®Y em 1978, propuseram novas categorias de classificagdo do
taurodontismo proposto por Keene et al. em 1966, utilizando como referéncia 3 variaveis.
Através de um indice taurodontico, utilizando duas variaveis, a altura da cdmara pulpar (A),
medida do ponto mais baixo do tecto da camara pulpar ao ponto mais alto do soalho cdmara
pulpar, e a distancia do tecto da camara pulpar ao apice da raiz mais longa (B), concluiram
gue um dente é Taurodontico quando a razdo de A e B é igual ou maior que 20%. Assim 0

grau de Taurodontismo determinado pelos autores, segundo a formula é:

= 20-29 % Hipotaurodontismo
= 30-39 % Mesotaurodontismo

= 40-75 % Hipertaurodontismo
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A terceira varidvel ¢ a distancia do ponto mais alto do soalho da camara pulpar & jungédo
amelo-cementaria (C), que deve ser maior que 2,5mm para um dente ser considerado

taurodontico. (Figura 7-c)

Seow & Lai ®” em 1989, analisaram duas variaveis que relacionam o comprimento da
coroa com o comprimento da raiz, sendo elas: (CB) comprimento da coroa e do corpo do

dente e (R) comprimento da raiz. Estas variaveis sdo determinadas através da (Figura 7-d):

1) linha que passa por oclusal, através do sulco mais profundo, paralela a uma linha
que une as cuspides mais altas;

2) linha vertical tracada perpendicularmente a linha de ocluséo.

3) distancia entre a maior profundidade do sulco e da bifurcacdo das raizes, medido ao
longo da linha vertical (altura CB).

4) distancia entre a bifurcacdo das raizes ao apice da maior raiz medido ao longo da

linha vertical (altura R).

Uma vez encontrado o valor de CB e os valores de R, através da formula CB/R, o grau de
taurodontismo é obtido. Se o resultado for superior a 1,10 estamos presentes um dente

taurodontico. Os graus de classificacdo sdo entdo:

= < 1,10 Cinodontia;
= 1,10 - 1,29 Hipotaurodontismo;
= 1,30 -2.00 Mesotaurodontismo;

= > 2,00 Hipertaurodontismo.

Laatikainen e Ranta ®? em 1996, realizaram um estudo, no qual modificaram os indices de
classificacdo de Shifman & Chanannel, referentes a distancia da JAC ao apice radicular -

variavel C. Os novos valores propostos para classificacao, foram:

= < 3,5mm - Cinodontia;
= 3,5a4,5mm - Hipotaurodontismo;
= 50a6,5mm - Mesotaurodontismo;

= 7,0a10,0 mm - Hipertaurodontismo.
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3.7 Consideracdes Clinicas

A presenga de um dente com taurodontismo influencia o correcto e adequado diagndstico,
plano de tratamento e por sua vez prognéstico, sendo importante salientar as diversas
consideracOes a ter presente nos procedimentos clinicos nas diversas areas da Medicina

Dentéria.
3.7.1 Consideragdes Endodonticas

A facilidade do tratamento endoddntico depende da morfologia do dente taurodontico ©,
pois a forma alongada rectangular da cdmara pulpar, pode dificultar o acesso aos orificios dos
canais dentérios, criando dificuldades na instrumentacéo e na obturacido “®®9. Este tem sido
considerado um tratamento dificil e complexo ©°. Durante a trepanagéo hé tendéncia a um

aumento de hemorragia, que pode ser confundida com uma perfuragdo ©° .

Devido a polpa de um dente taurodontico ser geralmente volumosa e porque a
instrumentacao adequada dos canais radiculares irregulares ndo pode ser prevista, foi sugerida
a realizacdo de uma irrigacdo canalar exaustiva com hipoclorito de sodio a 2,5% para
dissolver o maximo de material necrético, e uma irrigacao ultra-sonica final para garantir que

nenhum tecido pulpar permaneca ©®.

Devido & complexidade da anatomia canalar, a obturagdo canalar de um dente taurodontico
é um desafio . Uma técnica de obturacdo modificada, que consiste na compactacéo lateral
na regido apical combinada com compactacédo vertical na cAmara pulpar alongada, é proposta

por Barthi et al. “?.

Em casos de Hipertaurodontismo em dentes deciduos, uma pulpotomia vital, pode ter de
ser considerado como um tratamento de escolha ideal, em vez da pulpectomia, uma vez que
nesta técnica 0 acesso correcto aos canais radiculares é dificil devido a sua complexidade
8) O uso de um material de obturacdo ndo reabsorvivel, como o Oxido de Zinco eugenol
deve ser evitado, pois pode atrasar a exfoliagdo natural do dente deciduo. O Hidroxido de

Célcio devido a sua taxa de reabsorcéo elevada é considerado o material ideal nestes casos
(69)
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O uso de dispositivos de ampliacdo, como lupas de aumento e microscopios cirdrgicos sao
aconselhados para a correcta identificacdo dos orificios canalares e do soalho da camara
pulpar ©®,

3.7.2 Consideracdes em Dentisteria Operatéria

A restauracdo de um dente cariado taurodontico pode ser realizada de maneira igual a de
um dente cinodonte, com recurso a amalgama de prata, materiais adesivos e coroas pré-
formadas. No entanto, muitos autores argumentam que um selamento completo sO6 €
conseguido através de coroas pré-formadas ©® "® 89 A coroa de aco é uma restauracéo
extremamente duravel e que ndo requer grande técnica na sua colocacdo, oferecendo um

recobrimento total do dente ©”,

3.7.3 Consideractes Cirurgicas

A exodontia de um dente taurodontico, é geralmente complicada por causa da deslocacéo
da furca para o nivel apical. Em contraste, o corpo alongado e a area superficial pouco
volumosa inserida no alvéolo de um dente taurodontico, sugere uma exodontia menos
complicada, desde que as raizes ndo sejam divergentes. A adaptacdo correcta dos boticdes ao
dente taurodontico € uma dificuldade acrescida, sendo o problema resolvido com o uso

adequado de alavancas durante o procedimento cirtrgico .

3.7.4 Considerac0es Periodontais

Do ponto de vista periodontal, dentes taurodonticos podem, em casos especificos oferecer
um prognostico mais favoravel, onde a recessdo gengival ou bolsa periodontal pode ocorrer, e
a probabilidade de envolvimento de furca é consideravelmente menor do que em dentes

normais % |

Por outro lado, é considerado um grande desafio, quando existe doenca periodontal com
envolvimento de furca, sendo o progndstico reservado. A resolucdo geralmente passa por
recorrer a extracgdo. As principais razdes para esse resultado, sdo a diminuigdo da eficicia na
terapia periodontal, pois ha restricio no acesso a furca para um correcto desbridamento
manual e mecanico da raiz, que por sua vez reduz a presenga de celulas e sangue do ligamento

periodontal e do defeito 6sseo, havendo um aumento da microflora bacteriana 2.
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3.7.5 Consideracdes Protéticas

O uso de um dente taurodontico como pilar de uma prétese nao é aconselhado, devido ao
facto de a furca se encontrar ao nivel do 1/3 apical, e por iSso ser menos resistente a forcas

laterais em comparacdo com dentes normais ©9.

3.7.6 Consideracg0es Ortodonticas

Os dentes ndo sdo corpos livres, estando unidos a estruturas periodontais que restringem 0s
seus movimentos. Nestas circunstancias, a forca a ser aplicada ter4 que passar pelo centro de
resisténcia do dente de forma a produzir movimento em massa 9.

Entre os factores que influenciam o movimento dentario durante a aplicacdo de forcas
ortodonticas, encontra-se a forma e morfologia do dente. A intensidade total da forca aplicada
ao dente ira ser distribuida por toda a superficie radicular afectada, logo a forca a ser aplicada
tem de ser calculada em relagdo com o tamanho e morfologia da raiz dentéria ©®.

Nos dentes uniradiculares, o centro de resisténcia esta localizado no eixo longitudinal do
dente, entre 1/3 e a metade da longitude da raiz a partir da crista alveolar. Nos dentes
multirradiculares, esta localizado 1-2mm apical & bifurcaco ou trifurcacéo radicular ©9.

Para haver movimento dentério, as forcas terdo que ser aplicadas na coroa dentaria
directamente ou indirectamente, e a relacdo entre a linha de accdo da forca e o centro de

resisténcia do dente é o mais importante ©°.

A aplicacdo de forcas em dentes taurodonticos, devido as raizes serem mais pequenas e
mais curtas tém maior susceptibilidade para provocar reabsorcdo, para além de a ancoragem
ser menor ©. Esta susceptibilidade deve-se ao facto de a furca se encontrar mais apical do
que nos dentes normais, e ao aplicar pressdo (forca/superficie) na area radicular, podemos
proporcionar uma compressdo vascular e hialinizacdo periodontal que permanece durante
varias semanas, anulando o movimento dentario e exigindo uma reabsorcao 6ssea indirecta.

Desta forma, sdo necessarias forcas muito ligeiras para mover os dentes com taurodontismo
(38)
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3.8 Determinantes genéticas do taurodontismo

A pesquisa no PUBMED, na base de dados Online Mendelian Inheritance in Man
“OMIM” usando o termo “Taurodontism” identifica os genes DLX3 e GJA1 como estando

associados a esta patologia.
3.8.1 DLX3

O grupo distal-less homeobox (DLX) recebeu a sua denominagdo a partir da homologia
observada com o genoma de Drosofilas e é conhecido por estar amplamente envolvido na
padronizacdo do embrido. No genoma humano é organizado em 3 pares invertidos de genes
transcritos, denominados: DIx1 e DIx2, DIx3 e DIx4 e o DIx5 e DIx6 ©* %,

O gene distal-less homeobox 3 (DIx3) codifica uma proteina homeodominio (HD), e esta
localizado no cromossoma 17g21. Esta proteina € expressa precocemente na placenta durante
o desenvolvimento embrionario ©?, ao mesmo tempo é também encontrada mais tarde na
pele, e em estruturas que envolvem interacgdes epitélio-mesenquima, como 0s dentes e 0s
foliculos capilares . A proteina DIx3 tem 287 aminoacidos com o HD localizado entre o0s
residuos 130-189.

Esta proteina funciona como activadora de transcricdo de outros genes, e tem o seu local de

ligacdo do DNA composto por uma sequéncia de TAAT ©4.

17 p13.2

17 p12

17q12

LS 17g21.2

1721.32
17q22
17g23.2

17q24.1
17q24.3
17g25.2

Figura 8: Localizacdo molecular do gene DLX3 no cromossoma 17 na posicéo 21.2.
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A actividade da DLX3 depende de dois dominios de transactivagdo, um no dominio N-
terminal e outro localizado imediatamente a jusante da regido do homeodominio ©* .
Mutacdes no gene DLX3 sdo descritas como estando relacionadas com o Sindrome Trico-
dento-6sseo (TDO) (OMIM190320), uma doenca genética autossomica dominante que se
manifesta por taurodontismo, hipoplasia de esmalte, alteragcbes no cabelo e unhas e aumento
da densidade 6ssea no cranio 9. Ha duas mutacdes no gene DLX3 associadas a TDO. A
primeira mutacdo identificada foi uma remocdo de um tetra nucledtido de GGGG
(c.51_574delGGGG) (98) e posteriormente foi sugerido que outra supressdo de um di
nucleétido (CT) numa zona diferente do gene seria também responsavel por TDO 9),

3.8.1.1 Mutacéo por remocédo do nucledtido GGGG

Num estudo realizado por Price et al. ®®, foi identificada uma supressdo de 4-pares de
bases (GGGG) no gene DLX3. A supressao ¢.51 574delGGGG, resulta de uma mutacdo do
quadro de leitura (“frameshift”) depois do primeiro coddo localizado 3-pb abaixo do
homeodominio. A proteina mutante exibe uma sequéncia de aminoacidos que tem alteracdes
ao nivel do terminal C, quando comparada com a proteina DLX3, na sua estrutura normal.
Esta mutacdo resulta numa alteracdo do comprimento do péptido produzido, tendo 255
aminoécidos em vez dos habituais 287, havendo assim 32 aminodcidos ndo traduzidos. A
mutacdo ndo altera a estrutura do dominio homeobox (que se encontra a montante da
supressdo dos nucle6tidos), a regido que contem a sequéncia de enderecamento nuclear nem a
localizacdo nuclear da proteina propriamente dita. No entanto, um dos dominios de
transactivacdo € afectado e visto que os dois dominios de transactivacdo estabelecidos sédo
necessarios para a actividade de transcricdo do gene DLX3, a falta do segundo dominio
significa que pelo menos teoricamente a DL X3 ndo é funcional, apesar de poder ligar ao DNA

de forma eficaz ©.

3.8.1.2 Mutacéo por remocédo do nucledtido CT

A mutacdo c.561 562delCT do gene DLX3 foi associada a Amelogénese Imperfeita de
tipo hipoplésica e hipomaturada %, Este facto levou & sugestdo de que a mesma mutagéo
poderia estar associada a taurodontismo, no entanto Lee et al. ®®, ndo encontraram evidéncia
para este facto, uma vez que familias com a mutacéo referida ndo apresentavam sinais clinicos

de taurodontismo.

28



3.8.2GJAl

O GJAL é o gene responsavel por uma displasia congénita autossdmica dominante de
nome Displasia Oculo-Dento-Digital (DODD), que afecta o desenvolvimento da face, olhos,
sistema esquelético e denticdo. Estas alteracbes tém sido associadas a mutacdes
heterozigdticas no gene que codifica a proteina Gap Junction Alpha 1 (GJAL) localizado no
cromossoma 6g21-g23.2 com dois exdes separados por um intrdo de 11 kb. O gene codifica
proteinas transmembranares, como conexina 43, e exerce um efeito negativo dominante
interferindo com a ligagdo normal das células através de juncdes © Y. Embora na pesquisa
da base de dados OMIM este gene esteja associado ao taurodontismo, ndo foram encontrados
nenhuns estudos de associacdo entre mutaces neste gene e taurodontismo, apenas foram

encontradas referéncias, associando o gene com Displasia Oculo-Dento-Digital (DODD) ¢
101)
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1. Objectivos






O objectivo principal desta Dissertacdo de Mestrado Integrado é identificar a presenca de
mutacdes ou polimorfismos do gene DLX3 em pacientes diagnosticados com Taurodontismo
e familiares na Clinica Dentaria Universitaria da Universidade Catdlica Portuguesa (CDU-

UCP), mais especificamente fazer a detec¢do da mutacdo ¢.571_574delGGGG.

Os objectivos secundéarios séo identificar a populagdo da CDU-UCP com diagnostico de
taurodontismo, através do ficheiro radiografico informatizado, determinar a sua prevaléncia,
classificar consoante o grau de afectacdo em hipo-, meso- ou hipertaurodontismo, e

caracterizar a amostra segundo 0s seguintes parametros:

Género (Masculino / Feminino);

Idade (faixa etéria dos: 10-14; 15-19; 20-24; 25-30);
Numero de dentes afectados por paciente;

Tipo de denticdo afectada;

Arcada(s)/Quadrante(s).

Dente(s) afectado(s) (caninos, pré-molares, molares).

AN NN R
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V. Materiais e Métodos






1. Desenho do estudo e caracterizagéo da amostra

O estudo efectuado é um estudo observacional transversal, que consistiu em realizar uma
pesquisa no ficheiro radioldégico da CDU-UCP, através das ortopantomografias,
posteriormente seleccionadas de forma aleatoria, dos individuos com idades compreendidas
entre os 10 e os 30 anos de idade (nascidos entre 01/01/1981 e 31/12/2001), sendo a amostra
caracterizada como ndo probabilistica por julgamento.

2. Avaliacao dos registos clinicos

No processo de seleccdo das ortopantomografias a incluir na amostra foram eliminadas
todas aquelas que ndo possuiam boa qualidade técnica, em que nédo se visualizava claramente
as estruturas anatémicas radiotransparentes e radiopacas importantes, como por exemplo,

seios nasais e estruturas calcificadas (pecas dentarias e estruturas 0sseas) respectivamente.

As ortopantomografias foram realizadas com o aparelho digital modelo “Proline
Panoramic X-ray PM 2002 CC” e o tratamento digital de imagem foi efectuado com o
programa “Planmeca Dimaxis Pro — UCP Viseu”. As imagens foram visualizadas em monitor

TFT, marca Hewlett-Packard.

Todas as ortopantomografias foram cuidadosamente observadas sempre pelo mesmo
operador, no que diz respeito a identificacdo de dentes com taurodontismo. Para isso, teve-se
especial atencdo a forma rectangular da cdmara pulpar, deslocamento da furca para apical e

encurtamento das raizes, factores que nos permitem suspeitar do diagnostico.

Foram excluidos todos os dentes com tratamentos endoddnticos, com restauracfes
insatisfatdrias, fracturados, com reabsorcdo radicular e rizogénese incompleta. Excluiram-se

também os terceiros molares.

Os dados de cada paciente foram registados em ficha previamente elaborada em Excel,

com o numero de ficha clinica, nome, idade, sexo e quais 0s dentes afectados (Anexo 3).

Com o objectivo de eliminar e garantir a fiabilidade dos resultados as ortopantomografias
foram observadas com um intervalo de 1 minutos entre cada uma, por periodos de durago,

ndo superiores a uma hora e meia. Num intervalo de 3 semanas apos a colheita de dados, as
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ortopantomografias foram novamente visualizadas e elaborados novos registos de observagéo,
em que somente se teve acesso ao numero do processo. Os resultados desta reavaliagdo foram
comparados com os dados da colheita inicial, visando a mensuracdo de possiveis erros
metodologicos. Ndo foram detectadas diferencas de resultados entre a primeira e a segunda

observacao de ortopantomografias.

3. Diagnostico de taurodontismo

Os dentes com suspeita de diagndstico de taurodontismo, foram avaliados quanto ao grau
de severidade, segundo o método de classificacdo de Shifman & Chanannel ®?, através do
software Corel Draw® X5 e registados numa ficha previamente elaborada em Excel com o
numero da ficha clinica, dente(s) afectado(s), valor das medi¢des, nomeadamente A (altura da
camara pulpar), B (distancia do tecto da camara pulpar ao apice da raiz mais longa), C

(distancia do soalho da camara pulpar a JAC), o resultado A/B e C, e o diagndstico (Anexo 4).

Ap0s a avaliacdo foram seleccionados 24 pacientes, que foram contactados via telefone por
parte do operador. Os pacientes foram informados da natureza do estudo e foi averiguada a
disponibilidade de cada um em participar. Foi ainda solicitado que os familiares pudessem
também ser incluidos no estudo caso desejassem. Do total dos pacientes seleccionados,
apenas 19 possuiam o contacto actualizado na ficha clinica, desses apenas 12 demonstraram

interesse em participar neste estudo.

4. Recolha de amostras de saliva

Foi possivel a recolha de saliva numa populacdo que representa 12 pacientes
diagnosticados com Taurodontismo e seus familiares, perfazendo no total 44 individuos, que
se dirigiram & Clinica Dentéria Universitaria voluntariamente no periodo entre Fevereiro e
Marco de 2012.

Antes de se proceder a recolha das amostras de saliva, efectuou-se uma breve explicagéo
do objectivo do estudo e do diagnostico de Taurodontismo e assinatura do Consentimento

Informado (Anexo 5) pelos proprios, pais ou responsaveis, autorizando a recolha de amostras
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salivares, bem como a utilizacdo dos dados para a realizacdo do estudo em questéo,

assegurando os autores a confidencialidade das informagdes recolhidas.

A recolha das amostras de saliva foi realizada através do método de “drooling”. Os
pacientes e familiares foram instruidos a estimular o reflexo salivar, sendo a saliva recolhida
num tubo estéril sem adicdo de nenhum soluto. Cada tubo foi identificado com o numero
atribuido previamente aquando da aceitacdo de participacdo no estudo, e congelado a - 20°C
(Anexo 6).

5. Pesquisa do polimorfismo no gene DLX3

5.1 Extraccao de ADN

O protocolo de extraccdo de ADN utilizado foi de uma extraccdo fenol cloroférmio
apresentado no anexo 7 (protocolo 1). Uma vez que das primeiras analises ndo foi obtido
DNA em quantidade e qualidade suficientes foi repetido o processo de isolamento com um
novo protocolo (protocolo 2) ligeiramente alterado em relacdo ao protocolo 1. Dado que 0s
resultados ndo permitiram novamente a obtencdo de DNA de qualidade, foi tentada uma nova

extraccdo de DNA com o kit DNA Genotek®, mas apenas em uma amostra (protocolo 3).

5.2 Verificacao espectrofotométrica da quantidade e qualidade de ADN isolado

Para assegurar que havia ADN em quantidade e qualidade suficiente nas extraccOes
efectuadas procedeu-se a leitura das absorvancias das solucGes obtidas a 260 e 280 nm, num

espectrofotometro Cary 50 Conc.

5.3 Amplificagcdo de ADN em reacgdo de PCR

As reacgbes de PCR foram realizadas num termociclador, de modelo PTC-150,
Minicycler™, da MJ Research, sendo as condicdes de amplificacdo definidas em funcdo da
sequéncia dos primers utilizados e dos fragmentos que se pretendiam amplificar. A mutacao
escolhida para andlise do taurodontismo é a ¢.571_574delGGGG, que corresponde & remocao
de 4 guaninas entre os nucledtidos 571 e 574 que leva a uma mutacdo do quadro de leituras.
Os primers utilizados para a amplificacdo da sequéncia do gene DLX3 de interesse sdo
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descritos por Price et al. ®®. Como controlo positivo da reaccéo de PCR e presenca de ADN
nas amostras foram ainda usados primers para a globulina Beta (Hb) ®°.As condicdes de

amplificacdo para cada primer constam do anexo 7 (protocolo 4).

5.4 Separacao dos amplificados por electroforese

Aliquotas do resultado das extraccbes bem como os resultados das reacgdes de
amplificagdo por PCR foram visualizados num transluminador com fonte de ultravioletas em
géis de agarose previamente elaborados, segundo as instrugcdes do fabricante, com o protocolo

5 (anexo 7).

6. Analise estatistica

Os dados recolhidos foram introduzidos numa folha de calculo em EXCEL 2010. No
processamento e andlise de dados foi utilizado o Statistical Package for the Social Sciences

(SPSSS 19.0). Calcularam-se prevaléncias, expressas em percentagens.

O Teste do Qui-Quadrado, foi utilizado para comparar a frequéncia de taurodontismo entre
0s géneros Masculino e Feminino, onde se considerou o nivel de significancia estatistico 5%,

isto é, para um valor de p igual ou inferior a 0,05, as distribui¢6es diferem significativamente.
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V. Resultados






1. Caracterizacdo da amostra

Amostra, Género e Faixa etaria

Do total de 4509 ficheiros clinicos de pacientes da CDU-UCP na faixa etaria dos 10-30
anos, apenas 1369 apresentavam Ortopantomografia no ficheiro informatizado da clinica, o

que corresponde a uma percentagem de 30,36% (tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo do nimero e percentagem da populagdo da CDU-UCP na faixa etaria dos 10-30 anos de

idade com Ortopantomografia.

n° %
Com Orto 1369 30,36
Sem Orto 3140 69,64
Total 4509 100

Dos 1369 ficheiros que possuiam ortopantomografias, foram seleccionados 34, que
apresentam caracteristicas compativeis com o diagnostico de taurodontismo. Apés a
confirmacédo do diagnostico através da classificagdo de Shifman & Chanannel, obteve-se uma
amostra de 24 pacientes com taurodontismo, correspondendo a 1,75% da populacéo (tabela
5).

Tabela 5: Distribuicdo do nimero e percentagem da populagdo da CDU-UCP na faixa etaria dos 10-30 anos de
idade com Taurodontismo.

n° %
Com Tauro 24 1,75
Sem Tauro 1345 98,25
Total 1369 100
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Relativamente ao género, o sexo Feminino registou uma prevaléncia (58,3%) mais elevada

de Taurodontismo, quando comparado com o sexo Masculino (41,7%) (Tabela 6).

Tabela 6: Distribuicdo do nimero e percentagem dos pacientes com taurodontismo, de acordo com o género.

n° %
Feminino 14 58,3
Masculino 10 41,7
Total 24 100

Quanto ao intervalo de idades, os intervalos [20-24] e [25-30] foram aqueles que

apresentaram maior incidéncia de taurodontismo (33,3%, cada um) (Tabela 7), sendo a média

da idades igual a 21,7.

Tabela 7: Distribui¢do do nimero e percentagem dos pacientes com taurodontismo, de acordo com a faixa

etaria.

n° %
[10-14] 4 16,7
[15-19] 4 16,7
[20-24] 8 33,3
[25-30] 8 333
Total 24 100
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Numero de dentes afectados com taurodontismo por individuo

A distribuicdo do nimero de pecas dentarias afectadas com taurodontismo por cada
paciente, revelou que é mais prevalente a presenca isolada (50%) de um dente taurodéntico,
sendo a presenca de trés dentes com taurodontismo (4,2%) a menos prevalente. Constatou-se
também, que a presenca de dentes taurodonticos multiplos em nameros pares, sdo sempre

simétricos (tabela 8).

Tabela 8: Distribuicdo do niumero e percentagem de dentes classificados com taurodontismo, por cada paciente.

n° %
1 12 50
2 9 37,5
3 1 4,2
4 2 8,3
Total 24 100

NUmero de pecas dentarias classificadas com Taurodontismo

Do total de 627 pecas dentarias analisadas, apenas 41 foram classificadas com

taurodontismo, apresentando assim uma prevaléncia de 6,54%. (Tabela 9)

Tabela 9: Distribui¢do do nimero e percentagem de dentes diagnosticados com taurodontismo.

ne %
Cinodontia 586 93,46
Taurodontismo 41 6,54
Total 627 100
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2. Classificacao de dentes com taurodontismo

Classificacdo Taurodontismo

Das 41 pecas dentarias afectadas, ap6s a classificacdo de Shifman & Chanannel, ha maior
frequéncia de casos de Hipertaurodontismo (24), seguido por casos de Mesotaurodontismo
(11) e Hipotaurodontismo (6) (Tabela 10).

Tabela 10: Distribuicdo do nimero e percentagem de dentes classificados com taurodontismo, de acordo com o

grau de classificacao.

n° %
Hipotaurodontismo 6 14,6
Mesotaurodontismo 11 26,8
Hipertaurodontismo 24 58,5
Total 41 100

Tipo de denticdo e localizacdo

Dos 41 dentes classificados com taurodontismo, todos pertencem a denticdo permanente
(tabela 11).

Tabela 11: Distribuicdo do nimero e percentagem de dentes classificados com taurodontismo, de acordo com o

tipo de denticéo.

ne %

Decidua 0 0
Permanente 41 100
Total 41 100
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Quanto a localizagdo, o maxilar inferior foi o mais afectado (68,3%), ndo havendo

diferenca na distribuicdo pelos quadrantes (34,1% ambos) (tabela 12 e 13).

Tabela 12: Distribuicdo do nimero e percentagem de dentes classificados com taurodontismo, de acordo com a

arcada.

n° %
Maxilar Superior 13 31,7
Maxilar Inferior 28 68,3
Total 41 100

Tabela 13: Distribuicdo do nimero e percentagem de dentes classificados com taurodontismo, de acordo com o

quadrante.

n° %
1° Quadrante 5 12,2
2° Quadrante 8 19,5
3° Quadrante 14 34,1
4° Quadrante 14 34,1
Total 41 100

Tipo de dentes

Quanto ao tipo de dente, os pré-molares foram os mais afectados com taurodontismo
(51,2%), sequido dos molares (43,9%) e depois dos caninos (4,9%) (tabela 14). O 1° Pré-

Molar e 2° Pré-Molar direito foram os mais prevalentes (14,9%) (tabela 15).
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Tabela 14: Distribuicdo do nimero e percentagem de dentes classificados com taurodontismo, segundo o tipo de

dente.
n° %
Caninos 2 4,9
Pré-molares 21 51,2
Molares 18 43,9
Total 41 100

Tabela 15: Distribuicdo do nimero e percentagem de dentes classificados com taurodontismo, de acordo com o

dente afectado.

n° %
1°Molar Superior direito 3 7,3
2° Molar superior direito 3 7,3
1° Molar superior esquerdo 4 9,8
2° Molar superior esquerdo 3 7,3
Canino inferior esquerdo 2 4,9
1° Pré-Molar inferior esquerdo 5 12,2
2° Pré-Molar inferior esquerdo 4 9,8
1°Molar inferior esquerdo 1 2,4
2° Molar inferior esquerdo 2 4,9
1° Pré-Molar inferior direito 6 14,6
2° Pré-Molar inferior direito 6 14,6
1° Molar inferior direito 2 4,9
Total 41 100,0

48



3. Analise Genética

Para a analise genética da presenca da mutacdo c¢.571_574delGGGG foi necessario obter
DNA da saliva dos pacientes como foi descrito no material e métodos. Numa primeira
abordagem foi utilizado o método de extraccdo de DNA normalmente usado nos laboratérios
do CRB. Esse método de extraccdo conduziu a recolha de DNA com o0s pardmetros

espectrofotométricos apresentados na tabela 16.

Tabela 16: Resultados das leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm dos isolamentos de ADN de cada

amostra e respectivo calculo do ratio 260/280 e concentragdo de ADN em ng/ml de amostra.

mostra n° Abs (260 nm) Abs (280 nm) Ratio 260/280 [ng ADN/mI]

1 0,1341 0,1701 0,7881 53,64
2 0,1427 0,1865 0,7655 57,08
3 0,2137 0,2582 0,8277 85,48
4 0,0689 0,0846 0,8143 27,56
5 0,0609 0,0769 0,7917 24,36
6 0,3231 0,3799 0,8505 129,24
7 0,0976 0,1276 0,7649 39,04
8 0,0827 0,0903 0,9152 33,08
9 0,0797 0,1068 0,7462 31,88
10 0,1124 0,144 0,7806 44,96
11 0,1364 0,1781 0,7656 54,56
12 0,1302 0,1768 0,7365 52,08
13 0,0907 0,1174 0,7723 36,28
14 0,2 0,265 0,7546 80
15 0,1408 0,173 0,8141 56,32
16 0,1277 0,1635 0,7809 51,08
17 0,1463 0,1813 0,8068 103,8
18 0,2595 0,3405 0,762 120,4
19 0,301 0,3736 0,8058 47,88
20 0,1197 0,1728 0,6927 37,76
21 0,0944 0,1252 0,7538 93,32
22 0,2175 0,2622 0,8297 87
23 0,2761 0,31 0,8906 110,44
24 0,227 0,2733 0,8307 90,8
25 0,1832 0,2155 0,85 73,28
26 0,1232 0,1404 0,8773 49,28
27 0,1255 0,169 0,7427 50,2
28 0,1719 0,2215 0,7764 68,76
29 0,1469 0,2089 0,7032 58,76
30 0,2368 0,3793 0,6244 94,72
31 0,198 0,2777 0,713 79,2
32 0,1035 0,167 0,6198 41,4
33 0,1761 0,2285 0,7708 70,44
34 0,2451 0,3018 0,8121 98,04
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35 0,2137 0,2539 0,8416 85,48
36 0,2028 0,2839 0,7144 81,12
37 0,1461 0,2122 0,6885 58,44
38 0,2808 0,4009 0,7006 112,32
39 0,203 0,2604 0,7796 81,2
40 0,2268 0,2752 0,8243 90,72
41 0,3246 0,4703 0,6904 129,84
42 0,1509 0,1847 0,817 60,36
43 0,2608 0,4014 0,6497 104,32
44 0,1805 0,2435 0,7415 72,2

Nesta tabela pode verificar-se que para a generalidade das amostras apesar do ADN
presente ndo cumprir os parametros de pureza desejados, (ratios 260/280 nm entre 1.8 e 2.0),
o célculo das concentracdes permite verificar que a maioria das amostras tem uma quantidade

de ADN suficiente para a realizacéo das reaccOes de PCR.

Desta forma prosseguiu-se para a amplificacdo do fragmento do gene DLX3 com os
primers seleccionados. O resultado da electroforese onde foram aplicados os fragmentos

obtidos pelo PCR encontra-se na Figura 9.

Figura 9: Gel de agarose a 4% apresentando os resultados da amplificacdo de amostras de 2 individuos (19 e 21)
usando primers para DLX3 e para o gene da Globulina beta (HB). Neste gel sdo ainda apresentados os controlos
negativos para os dois primers (H20 + primer). O ndmero 404 refere-se a uma amostra de saliva da qual ja tinha

sido feita uma amplificacdo de ADN no nosso laboratdrio com outro conjunto de primers.
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Da analise da Figura 9 verifica-se que ndo houve amplificacdo em nenhuma das amostras e
que as bandas observadas correspondem aos negativos e as amostras previamente
amplificadas.

Os resultados anteriores levaram-nos a questionar se de facto haveria ADN nas amostras e
se 0s primers utilizados para o gene DLX3 estariam bem desenhados. Assim, usamos uma
amostra em que j& tinha sido conseguida amplificacdo (embora ndo de pacientes com
taurodontismo nem de seus familiares) para poder testar a ac¢do dos primers DLX3. Os

resultados obtidos estdo na Figura 10.

Figura 10: Gel de teste em que sdo apresentados os resultados da amplificacdo de uma amostra independente
(ndo taurodontismo) com os primers genéricos da globulina beta (Hb) e com os primers DLX3. O controlo

negativo corresponde a &gua em vez de amostra.

Nesta imagem verifica-se que embora ndo seja bem visivel parece haver alguma
amplificagdo com os primers DLX3, pois no fim do arrastamento verificado parece

visualizar-se uma banda.
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Com os resultados anteriores tentdmos entdo fazer novos isolamentos das salivas
armazenadas. Depois de feitos os novos isolamentos foram tentadas novas amplificagcbes com

0 gene DLX3 e foram obtidos os resultados apresentados na Figura 11.

Figura 11: Resultado das amplificagdes com os primers DLX3. Como controlo para a reac¢do de PCR foram

usados os primers Hb e como controlo negativo foi usada agua.

Da figura 11 verifica-se que embora em algumas amostras pareca ser visivel amplificacéo
esta ndo corresponde a bandas definidas nos tamanhos esperados.
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VI. Discussao






A faixa-etéria seleccionada aquando do delineamento deste estudo foi definida tendo em
conta dois parametros, sendo para tal necessario determinar uma idade minima e uma idade
maxima de inclusdo. Em primeiro lugar, foi estabelecido como idade minima os 10 anos de
idade, altura em que ocorre quer a exfoliacdo dos molares deciduos quer a apexogénese do 1°
molar permanente ™. Apds observacdo da amostra de pacientes da CDU-UCP, optou-se por
se estender a faixa etaria apenas até aos 30 anos de idade, visto que nos permite um maior
numero de individuos ainda com a denticdo permanente completa e nimero de dentes
perdidos reduzido. Este facto tem em consideracdo o elevado nimero de doentes que
procuram os servicos da CDU-UCP, que numa faixa etéria reduzida ja apresentam perdas
dentarias em numero consideravel.

A ortopantomografia foi o exame radiografico eleito para a realizacdo deste estudo, pois
permite visualizar de uma forma global o complexo maxilo-mandibular, permitindo a
avaliacdo das estruturas dentarias em apenas uma imagem “%®. Este método ¢ vantajoso e é o
mais descrito na literatura ®* % ¥ havendo excepcées, como por exemplo, nos estudos de
Pillai et al. “? e Burklein et al. ®® em que estes utilizaram radiografias periapicais para o
diagnostico do taurodontismo. No nosso entender, € mais simples a utilizacdo da
ortopantomografia, uma vez que as incidéncias retroalveolares tém uma probabilidade
aumentada de serem de mais dificil comparacdo, por exemplo, por utilizacdo de diferentes
distancias entre a ampola e o sensor.

A amostra total observada da CDU-UCP foi de 4509 individuos. Destes, apenas 30,36% da
populacdo, na faixa etéaria dos 10 aos 30 anos de idade, apresentavam ortopantomografia no
programa informatizado. Esta reduzida percentagem deve-se essencialmente a mudanca de
ficheiros radiograficos no servidor da CDU-UCP, para um arquivo denominado ‘“arquivo
morto”, resultando numa consideravel perda de informagdo, que se torna inacessivel, e

também devido a ficheiros clinicos que ndo existem mesmo tendo um ndmero associado.

Os critérios de exclusdo deste estudo foram estabelecidos de modo a proporcionarem um
diagnédstico correcto e fiavel, com o intuito de ndo classificar dentes normais com
taurodontismo ©* .

Para a classificagdo de taurodontismo optdmos pela utilizagdo do método de Shifman &
Chanannel @Y. Segundo alguns autores ©® este indice podera ndo ser o mais fiavel,
nomeadamente em situagbes em que ocorre incompleta formacdo radicular, presenca de
reabsorcdo radicular ou quando h4 distor¢éo radiogréafica das raizes. No presente estudo, estes
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parametros foram considerados como critérios de exclusdo, considerando-se entdo este
método de classificacdo como adequado para a anélise a efectuar.

Apo6s o tratamento de dados, 1369 (1,75%) ortopantomografias analisadas revelam a
presenca de taurodontismo. Estes dados estdo de acordo com os estudos publicados, por
Burklein et al. ®® (2,25%) e Kuclher et al. ® (1,60%), que obtiveram valores na mesma
ordem de grandeza dos nossos. Contudo nos estudos realizados por Topcuoglu et al. ©®
(22,8%) e Pillai et al. “? (11,28%), a prevaléncia encontrada foi bastante superior. Esta
discrepancia de valores pode estar associada a diferentes factores. Em primeiro lugar podemos
falar da faixa etéaria utilizada em cada um dos estudos. No estudo de Topcuoglu et al. ©®
apesar de a amostra estudada ser significativamente menor, foram incluidos apenas pacientes
adultos na faixa etaria dos 18 aos 65 anos, enquanto que no estudo de Pillai et al. “? essa
faixa estendia-se dos 18 até aos 82 anos. Isto permitiu ndo s6 a observacdo de todos os pré-
molares e segundos molares formados, como a determinacdo da prevaléncia de pré-molares
maxilares e segundos molares taurodonticos. No estudo de Pillai et al. “?, verificou-se uma
média de 4,8% de pré-molares taurodonticos, ja no estudo de Topcuoglu et al. ©® os segundos
molares maxilares foram os segundos dentes com maior prevaléncia de taurodontismo em
homens com 12,7% de prevaléncia e o dente taurodéntico mais prevalente em mulheres com
uma prevaléncia de 13,6%. No presente estudo, esta determinacdo nao foi possivel de se
efectuar para a totalidade da amostra, uma vez que existe uma percentagem consideravel de
pacientes até aos 11 e 12 anos (16,7%), respectivamente, onde a maturacdo e erupcdo de
segundos pré-molares e segundos molares ainda ndo se completou. Outro factor importante é
que no estudo de Topcuoglu et al. ®® foram incluidos todos os terceiros molares
erupcionados, sendo o dente com maior prevaléncia de taurodontismo, o que influencia e
justifica de certa forma este valor superior em termos de prevaléncia total de taurodontismo,
Vvisto que no nosso estudo, os terceiros molares acabaram por ser um dos factores de excluséo,

devido a variabilidade anatémica e a elevada prevaléncia de agenesia que apresenta %199,

Quanto ao género, o feminino é mais prevalente (58,3%) que o masculino (41,7%), nao
sendo uma diferenca estatisticamente significativa (p <0,05), o que estd de acordo com o
estudo de Kuchler et al. ®¥ e Burkelin et al. ®® cujos resultados também foram superiores no
género feminino, tendo a diferenca no ultimo estudo sido estatisticamente significativa

(p=0,097). J4 no estudo de Pillai et al. “? e Topcuoglu et al. ©®

, a prevaléncia de
taurodontismo foi mais elevada no género masculino, ndo havendo diferenca estatisticamente

significativa. Tendo em conta que o taurodontismo é uma alteracdo cuja etiologia continua

56



desconhecida, ndo é possivel fazer a associacdo clara entre a anomalia e um determinado
género 2.

Em pacientes com taurodontismo verificou-se que a presenga isolada de um dente
taurodontico € a condicdo mais prevalente (50%). Sdo poucos os estudos que se referem a
prevaléncia de taurodontismo determinando o numero de pecas dentarias afectadas por
individuo. No entanto, ha autores que relatam casos clinicos isolados de individuos com
multipla presenca de dentes com taurodontismo. Por exemplo, Sert et al. ©* relata o caso de
um paciente de 18 anos com 6 molares hipertaurodonticos (2 mandibulares e 4 maxilares);
Joshy et al. ®® fala de um paciente com 15 anos, em que todos os molares com excepcéo dos
terceiros apresentam hipertaurodontismo; Tiku et al. % relata dois casos, em que no
primeiro um paciente de 10 anos de idade apresenta hipertaurodontismo em todos o0s
primeiros molares permanentes, e no segundo um paciente da mesma idade possui 0sS

primeiros pré-molares inferiores hipertaurodonticos, e por fim Gonzélez et al. ‘%" identifica
um paciente com 13 anos, no qual todos os segundos molares eram hipertaurodonticos com

excepcdo do molar do 4° quadrante que era mesotaurodontico.

A percentagem de pecas dentarias (n=627) classificadas com taurodontismo (6,54%) &
superior & relatada por Burklein et al. ®® (0,61%), Topcuoglu et al. ®® (4,2%) e Pillai et al.
(“42) (4,79%). Esta diferenca de resultados pode ser explicada pela amostra de pecas dentarias
avaliadas. No presente estudo foram avaliados todos os dentes, a excep¢do dos terceiros
molares, 0 que acaba por ser uma amostra maior em relacdo ao estudo de Burklein et al. ©®®
que apenas inclui molares no seu estudo, e ao estudo de Pillai et al. “? que apenas inclui pré-
molares. No entanto, no estudo de Topcuoglu et al. ®® também séo avaliados todos os dentes
incluindo terceiros molares. A interpretacdo individual de cada operador no momento de
selecgdo de registos radiograficos a avaliar quanto ao possivel diagnostico de taurodontismo,
também é um factor importante, pois podemos excluir inadvertidamente dentes com
taurodontismo que parecem cinodontes, ou por outro lado, incluir dentes cinodontes como
taurodonticos. Este factor foi eliminado no presente estudo em que a classificagédo foi

realizada sempre pelo mesmo operador.

Quanto ao grau de severidade, o Hipertaurodontismo foi o mais prevalente, tendo
apresentado uma prevaléncia de 58,5%. Este resultado é o oposto ao apresentado por Porto et
al. ®®, em que o Hipotaurodontismo apresentou um maior niimero de casos, com 81,5%, e por
Moraes et al. ‘% em que o Mesotaurodontismo foi 0 mais prevalente com 59,1%. A
variabilidade de resultados quanto ao grau de severidade ¢ um resultado expectavel, pois cada
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avaliador, para além de poder utilizar metodos de classificacdo e ter critérios de
exclusdo/inclusdo diferentes, também avalia de modo diferente. A forma de avaliacdo é um
factor importante, pois um erro em termos de classificagcdo, ou mesmo na forma de avaliagéo,
pode induzir o diagnostico em erro, classificar um grau de taurodontismo menos/mais severo
ou mesmo classificar um dente normal com taurodontismo.

No presente estudo foi apenas diagnosticado taurodontismo na denti¢cdo definitiva, o que
estd de acordo com os autores que referem o predominio na denticdo definitiva. Contudo,

Tyagi et al. ©9

, reporta um caso isolado de uma criangca com 5 anos que apresentava 0
segundo molar mandibular esquerdo deciduo, com diagndéstico de mesotaurodontismo, e Bhat
et al. ® que reporta outro caso no qual uma crianca também com 5 anos de idade, apresentava
todos os molares deciduos taurodonticos. No entanto, a auséncia de taurodontismo na
denticdo decidua ja era expectével, devido a idade que escolnemos como critério de incluséo
atempadamente definido, idade na qual é normal a exfoliacdo dos molares temporarios e a
erupcdo dos pré-molares ™ correspondentes e aos critérios de exclusdo, nomeadamente

dentes com reabsorcéo radicular.

A distribuicdo de dentes com taurodontismo, revelou diferencas entre as arcadas, com uma
prevaléncia duas vezes superior na mandibula (68,3%), sem preferéncia no quadrante (34,1%
em ambos). No estudo de Topcuoglu et al. ®®, o resultado final em termos de incidéncia de
taurodontismo por maxilar, revelou uma maior prevaléncia da anomalia no maxilar superior
com 6,5% em contraste com 0s 2% de taurodontismo no maxilar inferior. Em concordancia
com 0s nossos resultados, temos o estudo de Pillai et al. “?, onde apenas foram observados
pré-molares, e foi relatado uma maior prevaléncia de pré-molares inferiores taurodonticos
(9,07%), quando comparados com pré-molares superiores taurodonticos (0,56%). No entanto,
no estudo de Burklein et al. ®®, ndo existe qualquer diferenca significativa em termos de
localizacdo de dentes taurodonticos, quer seja por quadrante ou por maxila, apesar de s6 terem
sido incluidos os dentes molares.

A distribuicdo do taurodontismo por dentes revelou que a incidéncia é maior em pré-
molares, apresentando uma prevaléncia de 51,2%, seguidos dos molares com 43,9% e por fim
de caninos 4,9%. Este resultado é diferente do expectavel, pois na literatura actual os dentes
relatados com maior incidéncia de taurodontismo s&o os molares ©> °" 8 sendo os pré-
molares considerados raros @ "2 Em relacéo aos caninos, o resultado obtido é considerado
ainda mais raro, visto que na literatura actual ndo existe referéncia a nenhum diagnoéstico de
taurodontismo em caninos, apesar de existir referéncias bibliogréficas sobre estes ¢ 4349,
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Os primeiros e os segundos pré-molares mandibulares direitos foram os dentes que
apresentaram uma maior prevaléncia de taurodontismo (14,6% cada), seguidos do primeiro
pré-molar mandibular esquerdo com 12,2% dos casos e do segundo pré-molar mandibular
esquerdo com 9,8%. De realcar que ndo foi diagnosticado nenhum pré-molar maxilar com
taurodontismo. Apesar de existirem poucos estudos sobre prevaléncias de taurodontismo em
pré-molares, 0 nosso resultado vem de encontro aos resultados obtidos por Pillai et al. “?, em
que o primeiro pré- molar inferior foi 0 mais afectado com 10,46% de dentes afectados. Este
resultado era previsivel, visto que os autores apenas avaliaram pré-molares. No entanto,
Llamas et al. @ e Topcuoglu et al. ®® avaliaram molares e pré-molares, e relatam um
resultado oposto ao do nosso estudo: no primeiro trabalho, os primeiros pré-molares
maxilares foram os mais prevalentes com 0,79% e no segundo estudo, os segundos pré-

molares maxilares foram os mais prevalentes com 2,2%.

A dificuldade em amplificar o gene DLX3 de amostras de saliva foi para nos surpreendente
uma vez que o protocolo de amplificacdo e primers utilizados tinham j& sido publicados por
outro grupo ©®®. No entanto, este grupo ndo usou saliva mas sim sangue, uma fonte de ADN
de colheita muito mais complexa e desconfortavel para o paciente e que 0S NO0SSOS
laboratdrios ndo estdo autorizados a processar. Além disso os primers DLX3 parecem ter
funcionado (ainda que em condig¢des ndo muito boas) com outras amostras (Figura 10) o que

leva a supor que estamos perante uma questdo de quantidade e qualidade do ADN.

Em estudos futuros pensamos que a dificuldade em obter ADN em quantidade e qualidade
suficiente para o estudo do gene DLX3 poderé ser suplantada pelo uso de kits comerciais de
extraccdo que permitam o uso de grandes volumes de saliva. Com estes kits a eficacia de
extraccdo de ADN de amostras bioldgicas ndo sé € maior como o ADN resultante dos

procedimentos é muito menos fragmentado.

Embora os nossos resultados sugiram que o problema na amplificacdo era a
quantidade/qualidade de ADN, uma vez que com as mesmas amostras quando analisadas
usando primers para um gene diferente também ndo conseguiram ser amplificadas. No
entanto ndo é de excluir que o problema da falta de amplificacdo esteja relacionado com 0s
primers usados para 0 DLX3. Assim, em estudos futuros, sera Gtil verificar o desenho dos
primers a nivel bioinformatico e pesquisar na bibliografia estudos que tenham testado outros

pares de primers para esta mutacao.

59






VIl. Conclusao






Os resultados obtidos neste estudo permitem as seguintes conclusdes:

v' A prevaléncia de taurodontismo encontrada na populacdo da CDU-UCP esta

dentro dos valores relatados em outros estudos;

v' O grau mais prevalente de severidade do taurodontismo (hipertaurodontismo) é

idéntico ao encontrado noutros estudos;

v' O género mais afectado é o feminino, contudo sem diferenga estatisticamente

significativa relativamente ao sexo masculino (p<0,05);

v" A presenca isolada de uma peca dentaria com taurodontismo é a mais prevalente e
a prevaléncia do total de pecas dentéarias examinadas com taurodontismo é superior

a relatada na literatura;

v' O taurodontismo teve apenas presenca em denticdo permanente, com maior

incidéncia na mandibula;

v Os dentes mais afectados foram os pré-molares, nomeadamente o 1° e 2° pré-molar

inferior direito;

v' Devem ser alterados os procedimentos de colheita de saliva (aumento do volume
processado na extrac¢do) para poder obter maior quantidade de ADN para

amplificacdo do gene DL X3 pela técnica de PCR,;

v No sentido de melhorar a qualidade do ADN obtido a partir de saliva é desejavel o

uso de Kits comerciais de extrac¢ao;

v O desenho dos primers utilizados deve ser optimizado.
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Anexo 3 — Dados

Processo Género Idade Dentes
9075 M 14 16, 26
14186 F 24 16,17,26, 27
15306 F 25 33
15761 F 23 35,45
15867 F 22 33,45
16183 M 24 35
18026 F 16 17
18113 F 21 44
20207 M 26 34
20247 M 18 34,44
20447 M 29 44, 45
20745 M 29 16, 26, 36, 46
20845 M 15 27
21093 M 28 45
21449 M 22 37
21618 F 28 37
21740 M 23 26
22507 F 13 35, 45
22624 F 30 46
22811 F 10 34,44
22890 F 17 17,27, 44
22902 F 26 34,44
22956 F 20 35
22970 F 11 34,45
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Anexo 4 — Diagnostico Taurodontismo

Processo Dente A B C A/B C Diagnostico
9075 16 5,36 24,7 5,34 21,7 Maior Hipotaurodontismo
26 5,47 22,01 3,97 24,85 Maior Hipotaurodontismo
14186 17 5,91 16,83 4,07 35,12 Maior  Mesotaurodontismo
16 5,37 18,33 4,28 29,3 Maior Hipotaurodontismo
26 5,75 19,73 4,58 29,14 Maior Hipotaurodontismo
27 4,63 16,66 4,53 27,79 Maior Hipotaurodontismo
15306 33 7,93 16,92 7,13 46,87 Maior  Hipertaurodontismo
15761 35 6,18 17,57 6,57 35,17 Maior  Mesotaurodontismo
45 6,73 19,88 6,54 33,85 Maior  Mesotaurodontismo
15867 33 10,43 22,3 7,93 46,77 Maior  Hipertaurodontismo
45 8,76 22,87 6,67 38,3 Maior  Mesotaurodontismo
16183 35 10,2 24,28 9,74 42,01 Maior  Hipertaurodontismo
18026 17 4,65 15,01 3,32 30,98 Maior  Mesotaurodontismo
18113 44 8,89 19,64 6,41 45,26 Maior  Hipertaurodontismo
20207 34 12,43 21,88 11,22 56,81 Maior  Hipertaurodontismo
20247 34 10,98 21,66 8,19 50,69 Maior  Hipertaurodontismo
44 9,69 20,99 8,08 46,16 Maior  Hipertaurodontismo
20447 44 12,54 23,54 9,66 53,27 Maior  Hipertaurodontismo
45 8,58 23,69 6,63 36,22 Maior  Mesotaurodontismo
20745 16 10,33 21,87 12,16 47,23 Maior  Hipertaurodontismo
26 12,16 23,07 14,09 52,71 Maior  Hipertaurodontismo
36 7,69 21,23 7,08 36,22 Maior  Mesotaurodontismo
46 6,03 18,92 9,62 31,87 Maior  Mesotaurodontismo
20845 27 5,73 14,85 6,18 38,59 Maior  Mesotaurodontismo
21093 45 8,72 21,16 6,63 41,21 Maior  Hipertaurodontismo
21449 37 8,52 16,76 9,59 50,84 Maior  Hipertaurodontismo
21618 37 7,39 17,58 6,36 42,04 Maior  Hipertaurodontismo
21740 26 5,74 19,21 4,76 29,88 Maior Hipotaurodontismo
22507 35 9,17 18,88 9,17 48,57 Maior  Hipertaurodontismo
45 9,76 18,48 9,57 52,81 Maior  Hipertaurodontismo
22624 46 12,3 18,93 13,99 64,98 Maior  Hipertaurodontismo
22811 34 9,38 18,85 7,54 49,76 Maior  Hipertaurodontismo
44 9,5 19,99 7,25 47,52 Maior  Hipertaurodontismo
22890 17 6,58 20,43 5,74 32,21 Maior  Mesotaurodontismo
27 6,73 20,79 7,86 32,37 Maior  Mesotaurodontismo
44 10,58 21,32 8,19 49,62 Maior  Hipertaurodontismo
22902 34 10,19 23,25 8,43 43,83 Maior  Hipertaurodontismo
44 8,45 19,25 7,65 43,9 Maior  Hipertaurodontismo
22956 35 13,82 23,39 11,77 59,09 Maior  Hipertaurodontismo
22970 34 7,49 17,26 15,21 43,4 Maior  Hipertaurodontismo
45 8,53 17,72 7,14 48,13 Maior  Hipertaurodontismo
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Anexo 5 — Consentimento informado

UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA

Estrada da Circunvalagdo 3504-505 Viseu tel. 232 421 104/ 232 419656

Termo de Consentimento Informado

“ Prevaléncia dos polimorfismos do gene DLX3 em pacientes diagnosticados com Taurodontismo na Clinica Dentaria

1

Universitaria de Viseu.’

Venho por este meio comunicar que farei um estudo nos pacientes seleccionados da consulta da Clinica Universitaria
da Universidade Catolica Portuguesa, onde sera realizado um exame clinico e recolha de uma amostra de saliva, com o
objectivo de obter dados relevantes ao desenvolvimento de um estudo de caracter cientifico, na &rea de
Odontopediatria. Comunico também que nédo sera efectuado nenhum tratamento no paciente.

Os dados que constam na ficha clinica serdo apenas utilizados pelos investigadores.

A informacdo recolhida serd tratada com a maxima confidencialidade, o seu nome sera codificado e apenas os
investigadores terdo acesso a essa mesma informag&o.

A participacéo neste estudo ndao implicara qualquer custo de atendimento.

(Nome do Pai, Méae, Responsavel) , tendo sido devidamente informado(a)
sobre o conteudo deste estudo, conduzido pela aluna , com
0 apoio de docentes da Disciplina de Odontopediatria do curso de “Mestrado Integrado de Medicina Dentaria”, desejo
que, (Nome do/a filho/a ou Participante no estudo)

por quem sou legitimo/a Responsavel, seja/ser incluido(a) neste estudo, respondendo a todas as questes propostas e
realizando os exames que me forem indicados.

Compreendi a explicacdo que me foi fornecida acerca do estudo, tendo-me sido dada as oportunidades de fazer as
perguntas que julguei necessérias.

Viseu, de 201

Participante/Pai/Mae/Responsavel Legal:

O Orientador:

O Co-Orientador:

A Aluna:
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Anexo 6 — Dados da recolha de amostras de saliva

Amostras Idade Parentesco Familia
1 16 irma
2 46 mae
3 10 TAURO 1
4 47 pai
5 24 irmao
6 59 mae
7 24 irmao 2
8 60 pai
9 29 TAURO
10 23 TAURO
11 45 mae 3
12 47 pai
13 11 TAURO
14 42 mae
15 43 pai 4
16 18 irma
17 14 TAURO
18 44 pai
19 8 irmao 5
20 40 mae
21 15 TAURO
22 8 irma 6
23 32 mae
24 37 pai
25 14 TAURO
26 12 irmao 7
27 36 mae
28 24 TAURO
29 46 mae 8
30 47 pai
31 28 TAURO
32 52 mae 9
33 14 irma
34 56 pai
35 30 TAURO 10
36 60 pai
37 26 TAURO
38 51 mae
39 54 pai 11
40 30 irmao
41 23 irma
42 23 TAURO
43 50 mae 12
44 16 irma
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Anexo 7 — Protocolos

Protocolo 1: Extraccdo de DNA

Transferir 2ml de saliva para tubo de eppendorf (2 ml).

Centrifugar a 2700rpm (15min).

Descartar sobrenadante.

Lavar pellet com 35ul de tampdo TE [(10mM) Tris (ph 8,0) e 10mM EDTA (PH 8,0)]
Centrifugar a 2700rpm (15min).

Descartar sobrenadante.

N o g~ w D Pe

Ressuspender (lavar) pellet em 700ul de tampao de lise [10mM Tris (ph 8,0), 10mM

EDTA (pH 8,0), 0,1M NaCl e 2%SDS].

8. Transferir para um tubo de microcentrifuga de 2ml contendo 35ul de 20mg/ml de
proteinase K.

9. Misturar a amostra e colocar a 58°C por 2horas.

10. Adicionar igual volume de cloroférmio (+/- 700pl).

11. Levar ao vortex durante 10segundos.

12. Centrifugar a 14000rpm (2min).

13. Ficar apenas com o sobrenadante (retirar o sobrenadante: verificacdo de 3 fases no
qual se utiliza o sobrenadante).

14. Adicionar 3M NaOAc (ph 6,0; 1/10 volume de sobrenadante) e 2 vezes o volume de
etanol a 70% (para extrair DNA do sobrenadante).

15. Fazer o “pulso” na centrifugadora.

16. Aspirar o liquido.

17. Deixar secar durante 1 hora (nota: tapar com papel de filtro).

18. Ressuspender o pellet em 500ul de TE.
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Protocolo 2: Extraccdo de DNA

Transferir 2ml de saliva para tubo de eppendorf (2 ml).

Centrifugar a 2700rpm (15min).

Descartar sobrenadante.

Lavar pellet com 35ul de tampdo TE [(10mM) Tris (ph 8,0) e 10mM EDTA (PH 8,0)]
Centrifugar a 2700rpm (15min).

Descartar sobrenadante.

N o g s~ wDd e

Ressuspender (lavar) pellet em 700ul de tampao de lise [10mM Tris (ph 8,0), 10mM

EDTA (pH 8,0), 0,1M NaCl e 2%SDS].

8. Transferir para um tubo de microcentrifuga de 2ml contendo 35ul de 20mg/ml de
proteinase K.

9. Misturar a amostra e colocar a 58°C por 2horas.

10. Adicionar igual volume de cloroférmio (+/- 700pl).

11. Levar ao vortex durante 10segundos.

12. Centrifugar a 14000rpm (2min).

13. Ficar apenas com o sobrenadante (retirar o sobrenadante: verificacdo de 3 fases no
qual se utiliza o sobrenadante).

14. Adicionar 3M NaOAc (ph 6,0; 1/10 volume de sobrenadante) e 2 vezes o volume de
etanol a 70% frio (“overnight” 18 horas no frigorifico).

15. Fazer o “pulso” na centrifugadora.

16. Aspirar o liquido.

17. Deixar em estufa até secar totalmente (nota: tapar com papel de filtro).

18. Ressuspender o pellet em 200ul de H20.
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Protocolo 3: Extraccdo com kit DNA Genotek

&

© N o O

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

Misturar a amostra no kit Genotek DNA por inversdo e agitar suavemente durante
alguns segundos.

Incubar a amostra em H20 a 50° C no tempo minimo de 1 hora ou na incubadora de ar
num tempo minimo de 2 horas.

Transferir o total da amostra para um tubo eppendorf (1,5 pL).

Incubar um volume de 1/25th de PT-L2P e misturar durante alguns segundos no
vortex.

Incubar em gelo durante 10 minutos.

Centrifugar a temperatura ambiente durante 10 minutos a velocidade maxima.
Transferir cuidadosamente o sobrenadante para novo eppendorf. Descartar o pellet.
Adicionar ao sobrenadante etanol a 95 ou 100%, e misturar gentilmente por inversao
dez vezes.

Deixar a amostra repousar a temperatura ambiente durante dez minutos (precipitacdo
do DNA).

Centrifugar a temperatura ambiente, a velocidade maxima durante 10 minutos.
Remover o sobrenadante. Conservar pellet.

Lavar pellet com etanol: adicionar 1 ml de etanol 70%, e deixar repousar durante 1
minuto. Remover o etanol.

Reidratar o DNA com 0.2- 1mL de solucdo de TE e levar ao vortex durante 30
segundos.

Incubar a temperatura ambiente durante 12 horas, e depois levar ao vortex a 50°C
durante uma hora.

Transferir o DNA reidratado para um tubo eppendorf de 1.5 pL e armazenar.

Opcdes para armazenar 0 DNA totalmente reidratado.

Colocar em TE, em aliquotas a -20° C para armazenamento a longo prazo ou em TE a

4° C para um tempo maximo de 2 meses.
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Protocolo 4: Reac¢do de PCR

1. 5 pl de amostra adicionar 20 pl de master mix contendo 1 pl de primer F e 1 pl de
primer R.
2. Colocar as amostras no termociclador com o seguinte programa:
o Desnaturacdo do DNA inicial a 95°C durante 5 min
o 30ciclos de:
= Desnaturacdo a 94°C durante 40 seg
» Hibridacdo a 58°C durante 40 seg
= Extensdo a 72°C durante 40 seg.
= Extensdo final 10 minutos a 72
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Protocolo 5: Gel agarose NuSieve a 4%

Adicionar TAE 1x gelado 60ml e um magnete num copo.

Ir colocando muito lentamente a agarose 2.4 g com a agita¢cdo no maximo.
Remover o magnete.

Deixar repousar durante 15minutos.

Pesar o0 copo e a solugéo e registar o peso.

Tapar o copo com parafilme e fazer furinhos.

Aquecer no microondas durante 2 minutos, em poténcia média.

Remover do microondas.

© 0 N o O bk~ w0 DR

Agitar lentamente o copo para ressuspender as particulas de agarose.

[HEN
o

. Voltar a por no microondas em poténcia maxima até comegar a ferver.

[EEY
[EEY

. Manter em ebuli¢do durante 1min ou até que todas as particulas sejam dissolvidas.

[EEN
N

. Agitar lentamente o copo.

[HEN
w

. Adicionar agua destilada quente para obter o peso inicial.

[EEN
IS

. Misturar bem.

. Deixar arrefecer até os 50°-60°C.

[EEN
a1
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