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Bussaneli DG. Polimorfismos em genes da resposta imune em individuos com
Hipomineralizagdo Molar-Incisivo (HMI). [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia de Araraquara da UNESP; 2017.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a possivel associagcédo entre a Hipomineralizagéo
Molar-Incisivo (HMI) e polimorfismos em genes da resposta imune, e sua interagéo
com polimorfismos em genes relacionados a amelogénese. Amostras de DNA foram
coletadas de 101 nucleos familiares que apresentavam pelo menos uma crianga
diagnosticada com HMI. Onze polimorfismos de base unica (SNP) relacionados a
resposta imune foram genotipados por meio de PCR em tempo real com ensaio
TagMan. A andlise da associacdo foi realizada com o teste de desequilibrio de
transmissao (TDT), levando-se em consideragédo a severidade da HMI. A interagéo
gene-gene entre os polimorfismos da resposta imune e da amelogénese foi realizada
por meio da observacao da transmissao dos alelos referentes aos marcadores pelos
pais heterozigotos para ambos os marcadores, e o teste Qui quadrado foi utilizado a
fim de determinar se ambos os alelos sao transmitidos mais frequentemente em
associagao, do que individualmente. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
Resultados significantes foram obtidos para o SNP rs10733708 (gene TGFBR1, OR =
3.5, 95% IC = 1.1 — 10.6) para os casos severos de HMI. As interagdes gene-gene
foram significativas entre o SNP rs6654939 (AMELX) com os SNPs rs2070874 (IL4),
rs2275913 (IL17A), rs1800872 (IL10), rs1800587 (IL1A) e rs3771300 (STATT). O SNP
rs2070874 (IL4), quando associado com os marcadores rs7526319 (TUFT1) e
rs2355767 (BMP4) também demonstrou resultados significativos, sugerindo um efeito
sinérgico da transmissédo destes alelos com a susceptibilidade a HMI. Este estudo
baseado em familia demonstrou uma associagdo entre a variagdo no gene do
TGFBR1 e a HMI, sendo que os polimorfismos em genes da resposta imune e da

amelogénese podem apresentar um efeito aditivo no risco de desenvolver HMI.

Palavras-chave: Esmalte dentario. Polimorfismo genético. Desmineralizagdo do

dente.



Bussaneli DG. Immune-related genes polymorphisms are associated with Molar-
Incisor Hypomineralization (MIH). [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia de Araraquara da UNESP; 2017.

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the possible association between immune-related
genes polymorphisms and Molar-Incisor Hypomineralization (MIH), and its interaction
with amelogenesis-related genes polymorphysms. DNA samples were obtained from
101 nuclear families that had at least one MIH affected children. Eleven single
nucleotide polymorphisms (SNP) were investigated in immune response candidate
genes using the TagMan method. Association analysis was performed by the
transmission/disequilibrium test (TDT) considering the MIH severity. The gene-gene
interaction between the immune-related and amelogennesis-related polymorphisms
was performed by observing the transmission of markers alleles from parents
heterozygous for both of the markers. The Qui squared test was used to determine
whether both alleles are transmitted more often in association than individually.
Significant result was observed for the SNP rs10733708 (TGFBR1 gene, OR = 3.5,
95% CI = 1.1 - 10.6) for severe cases of HMI. Gene-gene interactions were significant
between SNPs rs6654939 (AMELX) and SNPs rs2070874 (IL4), rs2275913 (IL17A),
rs1800872 (IL10), rs1800587 (IL1A) and rs3771300 (STAT1). The SNP rs2070874
(IL4) was significant when associated with SNPs rs7526319 (TUFT1) and rs2355767
(BMP4), suggesting a synergistic effect of the transmission of these alleles with
susceptibility to HMI. This family-based study demonstrated an association between
variation in the TGFBR1 gene and HMI. The polymorphisms in immune response and

amelogenesis genes may have an additive effect on the risk of developing HMI.

Keywords: Dental enamel. Genetic polymorphisms. Tooth hypomineralization
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1 INTRODUCAO

O esmalte dentario é a estrutura mais mineralizada do corpo humano,
correspondendo a mais de 97% de minerais em peso. Sua formacao se inicia a partir
de uma matriz extracelular de proteinas sintetizadas e secretadas pelos ameloblastos
durante a amelogénese. Diferente de outros tecidos mineralizados, como os tecidos
0sseo, cartilaginoso e dentinario, o esmalte se origina do epitélio e ndo possui
capacidade de sofrer reabsorcdo e remodelacéo %°.

Do ponto de vista ultra estrutural, o esmalte € formado por um conjunto bem
organizado de prismas. Cada prisma é constituido por longos e compactos cristais de
carbonato-apatita alinhados que se estendem quase pela espessura total da camada
de esmalte *’. Durante o seu desenvolvimento, no estagio de secrecio, as proteinas
da matriz secretadas pelos ameloblastos controlam o crescimento aposicional dos
cristais de apatita, funcionando como uma espécie de arcabougo para o alongamento
dos minerais destes cristais %. Caso algum distlrbio acontega nesta fase inicial de
secregao da matriz, o resultado sera defeitos morfolégicos quantitativos clinicamente
conhecidos como hipoplasia de esmalte °.

Apds o estagio de secregdo, as proteinas da matriz do esmalte séo
subsequentemente removidas, permitindo o crescimento volumétrico durante a fase
de maturacdo da amelogénese, sendo a quantidade e natureza das proteinas
presentes no ambiente local capazes de influenciar o processo de maturagdo °°.
Dessa forma, interrupgdes nos processos de mineralizagdo e maturacido podem
resultar em um esmalte morfologicamente normal, mas qualitativamente e
estruturalmente defeituoso, caracterizando uma hipomineralizacdo de esmalte °.

Estes defeitos de desenvolvimento do esmalte podem afetar ambas as
dentigdes, sendo causados por fatores genéticos e ambientais '®, que comprometem
a funcdo dos ameloblastos, que sdo células extremamente sensiveis a quaisquer

insultos locais ou sistémicos %8’

60

e incapazes de se regenerar apos sofrerem um dano

Um defeito de esmalte que vem ganhando destaque na literatura mundial,
devido ao grande desafio clinico que envolve o diagndstico, a etiologia e o tratamento,
é a Hipomineralizagdo de Molares e Incisivos (HMI). Segundo Weerheijm et al., '*’
(2001) o termo descreve o aspecto clinico da hipomineralizagdo de esmalte de origem

sistémica que afeta um ou mais primeiros molares permanentes, podendo ou nao
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estar associada aos incisivos permanentes. O esmalte afetado pela HMI apresenta
opacidades demarcadas que variam de amarelo a castanho/marrom, € nos casos
mais severos pode ainda apresentar perda de estrutura devido ao esmalte mais
poroso, que aumenta os riscos de fraturas principalmente sob influéncia de forcas
mastigatorias, deixando a dentina desprotegida e favorecendo o desenvolvimento de
lesdoes de carie, evidenciando a associacdo deste defeito com a carie dentaria® "> *°.
Além de areas hipomineralizadas no esmalte, criangas acometidas pela HMI podem
apresentar problemas de manejo durante o atendimento clinico, com dificuldades na
técnica operatdria devido a hipersensibilidade dentaria decorrente da variacdo de
temperatura '%’. A polpa dentaria dos dentes afetados apresenta inflamagao cronica
devido a maior inervagao na regido subodontoblastica da area hipomineralizada, o
que dificulta a acdo anestésica *' e o tratamento odontoldgico. O esmalte afetado pela
HMI também apresenta uma porosidade aumentada, tornando-se mais susceptivel a
fratura, principalmente sob influéncia de forcas mastigatérias, deixando a dentina
desprotegida, favorecendo o acumulo de biofilme e o desenvolvimento de lesdes de
carie 4%,

Estudos prévios abordaram o diagnostico e prevaléncia da HMI no Brasil € no

18, 35, 39, 45, 50, 66, 96

mundo a severidade da HMI e suas consequéncias ', os possiveis

fatores etiolégicos  * 109192112 6,45, 71

além da relagcdo com a carie dentaria . No que
diz respeito a etiologia, desde sua descrigdo em 2001, varios estudos tentaram
determinar a associagdo da HMI com uma variedade de fatores etioldégicos, como por
exemplo, problemas durante a gestacdo, parto prematuro, exposigdo a poluentes
ambientais, doengas da primeira infancia (catapora, otite, tonsilite, infec¢des
urinarias), febre alta, desordens gastrointestinais, uso frequente de antibidticos e
hipdxia no fim do periodo gestacional ou no momento do parto % %% 76 1% pgrgm,
resultados de pesquisas e revisdes sistematicas da literatura concluiram que apesar
de associados com HMI, nenhum dos potenciais fatores de risco analisados
apresentaram uma causalidade convincente, sendo a evidéncia encontrada fraca ou

moderada % 6 86, 101

. Assim sendo, o estudo da sua etiologia ainda representa um
grande desafio a ser superado devido a dificuldade na identificagdo dos fatores que
podem sensibilizar os ameloblastos durante a mineralizacdo dos primeiros molares e
incisivos permanentes e no potencial que estes eventuais fatores podem exercer no
desequilibrio dos processos biomoleculares.

Assim, estudos que utilizam modelos animais e técnicas de biologia molecular
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representam um caminho promissor a fim de se elucidar os mecanismos bioldgicos
envolvidos no desenvolvimento da HMI. Um estudo in vitro com ratos demonstrou que
a exposicao diaria a baixas doses de bisfenol-A (BFA) resulta no desenvolvimento de
hipomineralizagdes no esmalte semelhantes a HMI em dentes humanos, através da
modulagdo da expressdo génica de dois genes: Enam e Klk4, que sao
respectivamente responsaveis pela secregdo e degradagdo da matriz protéica do
esmalte - o que permite o crescimento mineral dos cristais **. Também foi reportado
que a hipoxia pode aumentar a expressdo de substancias proé-inflamatorias
endogenas, que afetam o metabolismo de células ameloblastéides por meio do
aumento na expressao de genes do esmalte, como Ambn, Enan, Amelx e Mmp-20 %°.
Essa hiperexpressao de proteinas extracelulares do esmalte pode induzir as
propriedades fenotipicas observadas na HMI, uma vez que o esmalte afetado possui
maior contetido proteico e menor contetido mineral #’.

Ainda neste contexto, a analise da expressado génica emerge como uma
importante ferramenta, uma vez que a migracdo dos ameloblastos durante a
amelogénese, a secrecao de proteinas e a quantidade de células envolvidas estédo
sob controle genético "® ®". Dessa forma, alguns autores sugeriram que defeitos de
esmalte poderiam ser resultados de variagdes em genes responsaveis pela formagéao
do esmalte, e, portanto, associados com a HMI. Em 2013, Jeremias et al. *,
investigaram possiveis polimorfismos nos genes relacionados a fase de maturagéo da
amelogénese na populagdo de Araraquara/SP (Brasil) e de Istambul (Turquia) e
sugeriram a possibilidade de associacédo entre o esmalte com HMI e variagbes nos
genes da formacdo do esmalte dentario. Em 2014, Kiihnisch et al. °® analisaram a
populacdo de Munique (Alemanha) e identificaram o possivel locus genético
relacionado a HMI, localizado no cromossomo 22, referente ao gene SCUBET,
sugerindo que alteragdes nesse gene também poderiam resultar no desenvolvimento
dessa condicgao.

Um fato interessante, € que muitas vezes os pais e/ou de criancas afetadas
também apresentam HMI, sugerindo um possivel fator hereditario. Dessa maneira,

Jeremias et al.*’

, 2016 avaliaram a presenga de associacdo genética de 63
polimorfismos em genes relacionados a amelogénese em um estudo baseado em
familia, utilizando o teste de desequilibrio de transmisséo (TDT), que avalia a
frequéncia em que pais heterozigotos transmitem um determinado alelo para os filhos

afetados e ndo afetados, encontrando que para o polimorfismo rs5979395 do gene da
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AMELX, o alelo G foi transmitido para 97% das criangas afetadas, sugerindo que
variagbes nos genes da amelogénese podem estar associados a maior
susceptibilidade a desenvolver HMI.

Ainda no contexto de avaliagdes genéticas, o teste de genes candidatos é uma
estratégia bastante eficiente e rapida para uma relagao genétipo-fenétipo. Um método
usado para testar genes candidatos é o estudo de associagao, visando determinar se
uma variagdo em um gene estd associada a doencga. Para se avaliar genes
candidatos, os Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (SNP, do inglés Single
Nucleotide Polimorphisms) sao bastante uteis. SNPs sao variagbes na sequéncia de
DNA frequentes entre individuos e por isso mesmo, com grande potencial de uso
como marcador genético para a localizagdo de genes causadores de doencas **. No
contexto do presente estudo, buscamos avaliar se o individuo apresenta carga
genética relacionada a alteracdo nos genes da amelogénese, assim como da
resposta-imune, sugerindo uma possivel predisposi¢gdo para a manifestacdo do
defeito de esmalte em questao.

Considerando que o histérico médico de criangas afetadas pela HMI indica que
o processo de formacao dentaria pode ser afetado por diversas doencgas que resultam
em periodos de febre prolongada %", e que substancias pré inflamatérias da resposta
imunolégica decorrente dessas doencas (como as interleucinas, fator de
transformacdo do crescimento beta e fator de necrose tumoral) podem regular a

funcdo de ameloblastos e odontoblastos durante o desenvolvimento dentario ' 7+ &

13 & plausivel supor que a carga genética individual, que pode interferir com o grau
de resposta imune (mais ou menos exacerbada), poderia também influenciar o
processo de formacao do esmalte dentario por meio da modulagao da expressio dos
genes envolvidos na maturagao do esmalte.

Deste modo, o intuito deste estudo é verificar a possibilidade de haver
polimorfismos nos genes relacionados a resposta-imune em pacientes com HMI, e se

estes estdo associados com genes relacionados a amelogénese.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nos ultimos 50 anos a Odontologia passou por uma grande mudanga de
paradigma, deixando de se preocupar apenas em buscar solugdes técnicas para
condigdes biolégicas agudas. O desenvolvimento cientifico na area da saude
proporcionou um melhor entendimento dos fatores etioldgicos relacionados a
patogénese da carie dentaria e doenga periodontal, e assim, ao invés de somente
tratar as afecgdes bucais, o cirurgido dentista passou a preveni-las, desempenhando
um papel fundamental no bem-estar do paciente e na redugao na prevaléncia destas
doencas. Com os menores indices de prevaléncia da carie dentaria e a manutengao
do elemento dentario na boca, tornou-se mais facil a identificagao de outras alteracoes
dentarias, que até entdo eram “mascaradas” pela carie dentaria. Um exemplo sao os
defeitos de desenvolvimento do esmalte, que compreendem tanto hipoplasias, quanto
hipomineralizagdes.

As secgdes seguintes irdo abordar os aspectos relacionados a classificagéo,
diagnostico e etiologia da Hipomineralizagdo Molar-Incisivo, e também serdo
apresentados dados de uma metanalise realizada com os principais resultados da
literatura, no que diz respeito as doengas que ocorrem durante os 4 primeiros anos de

vida e que ja foram relacionadas com a HMI.

2.1 Classificagao e Diagnéstico

Em 2001, Weerheijm et al. '’ destacaram que além dos defeitos de
desenvolvimento dentario herdados, como a amelogénese imperfeita e a
dentinogénese imperfeita, defeitos adquiridos e idiopaticos também podem ser
encontrados. Os defeitos adquiridos podem ser causados pela ingestdo em excesso
de fluor, hipocalcemia e trauma, enquanto que os idiopaticos acometem um numero
limitado de dentes com um esmalte poroso e aspecto de giz descolorido ou queijo
holandés, sendo denominados pela literatura como opacidades nao fluoréticas no
esmalte, manchas opacas, opacidades idiopaticas no esmalte, e “molares em queijo”
%3.9.107 Frente a variedade de nomenclatura desta condicdo, na reunido da Academia
Europeia de Odontopediatria (EAPD) em 2001, esta hipomineralizagao idiopatica
passou a ser denominada de Hipomineralizagdo Molar-Incisivo — HMI (ou do inglés
MIH — Molar-Incisor Hypomineralisation), e definida como uma hipomineralizacéo de
origem sistema de um a quatro primeiros molares permanentes, que esta

frequentemente associada com incisivos afetados Weerheijm et al. "%, 2001.
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De acordo com a FDI (Federagao Internacional Dentaria) %, de forma geral, os
defeitos de desenvolvimento do esmalte podem ser classificados em duas grandes
categorias distintas: hipoplasia e hipomineralizagdo. A hipoplasia apresenta uma
menor espessura de esmalte na area afetada na forma de fossas profundas ou sulcos,
sendo, portanto, um defeito quantitativo (FDI?®, 1982; Suckling et al.**, 1989). Ja a
hipomineralizagdo € caracterizada pela anormalidade na translucidez normal do
esmalte, nas coloragdes branca, castanha, amarela ou marrom, de superficie lisa e
espessura normal de esmalte, sendo, portanto, um defeito qualitativo (FDI?®, 1982;
Suckling et al.**, 1989). Porém esta classificacdo ndo diferencia claramente as
hipoplasias das fraturas pés-eruptivas no esmalte, ndo sendo adequada para HMI.
Dessa forma, frente as caracteristicas peculiares que os dentes afetados pela HMI
apresentam, em 2003 foi estabelecido um critério de diagndstico para esta condigéo
que incluia a presenca de opacidades demarcadas, fraturas pds-eruptivas,
restauragbes atipicas e exodontias devido a HMI (Weerheijm et al.'®®, 2003). Os
autores responsaveis por esta classificagdo recomendam que os dentes devem estar
limpos e humidos para o exame, e que 8 anos € a idade ideal para a avaliacdo, uma
vez que os quatro primeiros molares e incisivos permanentes ja estao irrompidos.

Em 2006, Mathu-Muju e Wright  elaboraram uma forma de classificar a HMI
de acordo com a severidade, baseada nas caracteristicas da lesao descritas pelo
critério de Weerheijm et al.'®, 2003. Foram consideradas de severidade leve as
opacidades demarcadas em areas onde nao ha estresse mastigatério, presenca de
opacidades isoladas, sem histérico de hipersensibilidade dentinaria ou caries
associadas ao esmalte afetado e o envolvimento dos incisivos pode ser leve ou
ausente. Ja na severidade moderada ha a presenca de restauragdes atipicas, fraturas
pos-eruptivas e/ou carie limitadas a uma ou duas superficies dentarias, sensibilidade
dentinaria normal e preocupacdes estéticas por parte da crianca ou dos pais. Nos
casos graves, o esmalte apresenta fratura pos-eruptiva, que frequentemente ocorre
durante a erupcao dentaria, lesdes extensas de carie, historico de hipersensibilidade
dentinaria e restauracdes atipicas defeituosas, sendo que a destruicdo coronaria
decorrente das fraturas pode facilmente atingir a polpa (Mathu-Muju et al.®®, 2006).

Na reunido da EAPD de 2009, Lygidakis et al. ®®, 2010 elaboraram critérios de
severidade mais simples, levando também em consideragédo o tamanho dos defeitos,
determinando que aqueles menores de 1 mm n&o deveriam ser registrados. A

severidade passou a ser dividida em leve (opacidades demarcadas sem fratura de
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esmalte e auséncia de hipersensibilidade dentinaria); e severa (opacidades
demarcadas associadas a fraturas pés-eruptivas, lesdes de carie e hipersensibilidade
dentinaria). Ainda buscando um indice adequado para classificar a severidade da HMI,
Oliver et al.”®, 2014 propuseram um critério baseado na soma de pontos, atribuidos
a nivel de elemento e denticao afetados, de acordo com a coloracao e localizacdo do
defeito, presenca de restauracdes atipicas, fraturas pds-eruptivas e hipersensibilidade
a temperatura e a escovacgao. Assim, de acordo com a pontuacao final obtida, a
severidade da HMI era classificada em leve, moderada e severa, sendo também
apresentadas opcdes de tratamento para cada nivel de severidade, uma vez que
guanto maior a pontuacgao obtida, maior a necessidade e complexidade do tratamento.

Hipomineralizagbes semelhantes a HMI podem também ser observadas em
segundos molares deciduos, uma vez que o desenvolvimento simultdneo e
localizagdo anatdbmica dos segundos molares deciduos e dos primeiros molares
permanentes pode ser indicativo de uma causa comum para o processo de
hipomineralizagéo. De acordo com Elfrink et al. %° (2009), as opacidades em segundos
molares deciduos devem ser denominadas de Hipomineralizacdo de molares
deciduos (HMD). Geralmente, os molares deciduos apresentam um acometimento
mais leve em relacdo aos molares permanentes, porém foi demonstrado que a
hipomineralizacdo do esmalte representa um importante fator de risco para o
desenvolvimento de lesbes de carie na dentigdo decidua (Elfrink et al.?*, 2010).

Todo esse esforgo em estabelecer um critério de classificacdo completo e de
facil utilizagdo é importante para garantir o acompanhamento longitudinal de dentes
afetados pela HMI, permitir a comparacao de dados de prevaléncia em diferentes
paises, e principalmente facilitar o diagnostico precoce, permitindo a adogédo de
medidas preventivas e terapias remineralizadoras tdo logo as superficies dentarias

estejam acessiveis, e dessa forma evitar que fraturas pds-eruptivas ocorram.

2.2 Etiologia

Em pacientes com HMI ndo é raro encontrarmos mais de um molar afetado,
sendo que muitas vezes os incisivos permanentes também estdo acometidos. Este
aspecto sugere uma origem sistémica para esta condigdo, sendo que os dentes que
estiverem em formagao durante o periodo em que a alteracédo sistémica ocorrer
poderao ser afetados. Cabe lembrar que o processo de maturagao do esmalte nos

molares permanentes se inicia no primeiro ano apds o nascimento e se estende até
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os 3 anos de idade, sendo este periodo considerado o mais critico para o
desenvolvimento de defeitos no esmalte de primeiros molares e incisivos permanentes
(Alaluusua ?, 2010).

De acordo com os dentes envolvidos e o estagio de formagao da coroa dentaria,
varias pesquisas tiveram objetivo de identificar condigbes que poderiam ser
consideradas possiveis fatores etiolégicos para HMI. Em 2003, Weerheijm et al.'®
desenvolveram um critério de classificacdo para HMI, permitindo que estudos
observacionais com o objetivo de determinar possiveis fatores etiolégicos associados
a esta condicdo fossem conduzidos. Dentre as causas pré-natais, as doencas
maternas durante a gestagédo, como por exemplo infec¢gées de garganta, febre alta e
estresse psicoldgico materno, foram relacionadas como possiveis fatores etioldgicos
por alguns autores (Ghanin et al.*®*, 2013; Souza et al.’", 2012; Whatling et al.'®,
2008). Complicagdes durante o parto também foram associadas com o maior risco de
desenvolver HMI, em um estudo conduzido por Pitiphat et al.”®, 2014. Os autores
também encontraram associagao significante em criangas que nasceram por meio de
cesarianas.

Alaluusua e Lukinmaas > (2006) relataram que a exposicdo a certos poluentes
ambientais, como a Dioxina e o Furano, via leite materno também podem influenciar
no processo de mineralizacdo do esmalte e da dentina. Porém, devemos ter em mente
que devido as politicas ambientais de controle da emisséo de poluientes e o declinio
nas concentrag¢des de dioxinas, parece pouco provavel que a contaminacao por estas
substancias via leite materno e/ou placenta estejam relacionados a HMI. Laisi et al.*
(2008) avaliaram 167 maes e seus filhos, coletando amostras da placenta apds o
parto e examinando as criangas 7-10 anos apds o nascimento para a presenca de
defeitos de esmalte e ndo encontraram associagéo entre a exposi¢gao a dioxinas via
leite materno/placenta e HMI. Dessa forma, diversas condi¢cdes sistémicas e
ambientais tém sido associadas a HMI, porém o limiar necessario para causar defeitos
de esmalte durante os estagios de maturagdo da amelogénese ainda € desconhecido.

A etiologia da HMI também tem sido investigada por meio de modelos animais,
onde a exposic¢ao a diferentes agentes etioldgicos pode ser avaliada de maneira mais
controlada. Ao expor ratos a baixas doses diarias de Bisfenol-A (BPA), Jedeon et al.**
(2013) observaram que estes animais desenvolveram uma hipomineralizagédo no

esmalte muito similar a HMI em humanos, atribuindo este efeito a modulacdo que o
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BPA exerce na expressdo dos genes da Klk4 e Enam, que sao responsaveis pela
secrecao e degradacao da matriz do esmalte, respectivamente.

O uso de medicagdes também foi investigado como possivel agente etiolégico
para HMI, sendo reportada a associagao com o uso de antibiéticos durante a infancia
(Allazzam et al.*, 2014; Souza et al.?°, 2016; Ghanin et al.**, 2013; Jalevik et al.*°,
2001; Laisi et al.*®, 2008). Porém, considera-se que a associacdo com medicamentos
seja particularmente problematica uma vez que é dificil estabelecer se a condigéo foi
causada pelo tratamento em si ou pela doenga. O mesmo caso acontece com
medicamentos para o tratamento de asma e doencas respiratorias, onde associagdes
positivas foram encontradas (Loli et al.®!, 2015; Wogelius et al.'"°, 2010). Entretanto,
em nenhum destes estudos foi possivel controlar a propria doencga, o que implica que
as medicacdes para a asma possam também ter relacao indireta na manifestacéo da
doenca, principalmente porque a asma e doencgas respiratorias tem sido apontadas
como possiveis fatores de risco para HMI por diversos estudos (Allazzam et al.*, 2006;
Jalevik et al.*, 2001; Kuhnisch et al.*®, 2014; Pitiphath et al.”, 2014).

As doengas que ocorrem na primeira infancia, com idade até trés ou quatro
anos foram amplamente investigadas por diversos estudos retrospectivos, que além
de avaliarem a relagao entre uma série de condi¢gdes especificas, como asma e febre,
avaliaram também a saude geral ou doenga durante este periodo de vida. Assim,
condigées como febre alta (Allazzam et al.*, 2006; Ghanin et al.**, 2013; Sonmez et
al.?°, 2013; Souza et al.”?, 2013), pneumonia e outras doengas respiratérias (Beentjes
et al.", 2002; Ghanin et al.*®, 2013; Jalevik et al.*>, 2001) e otite média (Beentjes et
al.’', 2002; Jalevik et al.**, 2001) tem sido positivamente associada ao
desenvolvimento da HMI.

Nesta sec¢ao de revisao sobre etiologia, buscamos caracterizar as associagoes
de eventos relacionados a HMI. Para isso, foi realizada uma busca nas principais
bases de dados de saude (PubMed, Scopus e Scielo) para identificagdo de estudos
relevantes. Foram incluidos apenas estudos caso-controle ou coorte, realizados em
criancgas, tendo como desfecho apenas a variavel binaria: presenca ou auséncia de
HMI. Apds a extragdo dos dados dos artigos selecionados, foi realizada a metanalise
com o objetivo de identificar as condi¢cdes associadas a HMI. As Figuras de 1 a 5
mostram Forest Plots da associacdo entre as principais doencas da infancia e a HMI,

de acordo com estudos de etiologia publicados.
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A partir da analise das figuras, podemos notar que obtivemos resultados
significantes para doencas respiratorias (Figura 2), pneumonia (Figura 4) e asma
(Figura 5). Porém é importante ressaltar que a heterogeneidade encontrada nos
estudos foi significante, demonstrando a necessidade de pesquisas futuras com

amostras mais homogéneas.

Figura 1 - Forest Plot da associagéo entre febre alta relatada durante os 4 primeiros

anos de vida e HMI.
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Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 2 - Forest Plot da associagdo entre doencas respiratorias relatadas

durante os 4 primeiros anos de vida e HMI.
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Fonte: Elaboragao prépria
Figura 3 - Forest Plot da associagao entre otite relatada durante os 4 primeiros anos
de vida e HMI.
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Figura 4 - Forest Plot da associagao entre pneumonia relatada durante os 4 primeiros

anos de vida e HMI.
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Figura 5 - Forest Plot da associagdo entre asma relatada durante os 4 primeiros anos

de vida e HMI.
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Com a reducgao dos indices de prevaléncia da carie dentaria, os defeitos de
desenvolvimento de esmalte passaram a ser detectados com mais frequéncia nao so

em criancas, mas principalmente em adultos. Whatling et al.’®

, (2008) relataram que
os pais de criangas com HMI apresentavam historico de defeitos de esmalte,
sugerindo um possivel componente genético envolvido. Jalevik e Noren*?, em 2000
relataram casos de irmaos que apresentaram molares afetados por
hipomineralizagdes e mancha branca nos incisivos permanentes, porém, nenhum
registro da condi¢ao dentaria dos pais foi realizado. A partir da observacao de que os
pais e/ou irmaos de criancas acometidas pela HMI frequentemente também
apresentavam alguma alteragao na formagao do esmalte, estudos passaram a sugerir
o potencial componente genético desta condicdo. Jeremias et al.*®, (2013) realizaram
uma avaliagéo genética em cinco genes relacionados a amelogénese (ameloblastina
- AMBN), amelogenina - AMELX, enamelina - ENAM, tuftelina - TUFT1) e proteina 11
que interage com tuftelina - TFIP11) em populagdes do Brasil e da Turquia,
encontrando associagao entre o marcador rs3796704 do gene ENAM e o defeito do
esmalte avaliado em ambas populagdes, concluindo que varios genes envolvidos na
formacao do esmalte parecem contribuir para HMI.

Outro tipo de abordagem genética séo os estudos de associagao realizados em
todo o genoma (GWAS), que por meio do sequenciamento completo de todo DNA
busca associar a posicdo de gene (l6cus genéticos) a uma determinada condigao.
Kiinish et al.®® (2014) realizaram um estudo GWAS em criangas com HMI, e
encontraram associagao para o marcador rs13058467, localizado préximo ao gene
SCUBE1, no cromossomo 22.

Em uma andlise baseada em familia, Jeremias et al.*’ (

2016), avaliaram
criangas com HMI e seus familiares, incluindo pais e irmaos. Apos a genotipagem em
63 marcadores em genes relacionados a amelogénese, encontraram polimorfismos
nos genes FAM83H, AMBN, BMP2, BMP7, ENAM, MMP20, DLX3, e AMELX,
suportando a ideia de que a HMI é um disturbio multifatorial com influéncia genética.

Do ponto de vista genético, apenas um evento isolado geralmente ndo é
suficiente para o desenvolvimento de um determinado fendétipo, entretanto uma série
de eventos consecutivos podem levar a alguma alteracdo de um alelo funcional
anterior e consequentemente a um fenétipo alterado (Dimaras et al.?", 2012). Neste
sentido, estudos que visam a associagdo de polimorfismos genéticos com uma

determinada condig&o sao uteis para a identificagdo de gendtipos susceptiveis.
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3 PROPOSICAO

Investigar a possivel associagao entre polimorfismos nos genes IL1A, IL1B, IL4,
IL6, IL8, IL10, TNFA, TNFB1, IL17A, TGFBR1, STAT1, relacionados a resposta imune,
e a Hipomineralizagdo Molar-Incisivo (HMI) na populagdo de Araraquara/SP; além de
avaliar a possivel interagao entre os polimorfismos em genes da resposta imune e da

amelogénese na susceptibilidade a HMI.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populagao estudada

A amostra deste estudo de associacdo foi constituida por 101 nucleos
familiares (pai, mae e irmaos bioldgicos), sendo que em cada um deles deveria constar
pelo menos uma crianga com HMI (probando). Dentro do nucleo familiar deveriam
estar presentes individuos considerados caso e controle, sendo considerados caso os
individuos com diagndstico clinico de HMI e controle, os individuos sem o referido
defeito de esmalte. Foram excluidos do estudo pacientes que apresentaram qualquer
outro tipo de defeito de esmalte associado, evidéncia de sindromes congénitas,
doengas sistémicas, uso de aparelho ortodéntico fixo e aqueles cujos pais néo
aceitaram participar. O estudo foi iniciado apds aprovacdo no Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP
(CAAE: 27484214.3.0000.5416) — ANEXO A.

No calculo amostral realizado foram considerados os parametros da populacéo
a ser investigada, a estrutura familiar e parametros relacionados ao poder estatistico.
O poder (1 - B) de detectar associagdo genética com a amostra avaliada foi
determinado com o programa TDT POWER CALCULATOR ", utilizando um grau de
significancia a corrigido = 0,002 ajustado para multiplos testes, por meio de corregéo
de Bonferroni e uma prevaléncia da doenca de 12,3% na populacdo *°, resultando em

um poder de 80%.

4.2 Exame clinico

O exame clinico foi realizado em um consultério odontolégico dotado com luz
artificial, sistema de succédo, agua e ar, utilizando espelho plano numero 5 e sonda
preconizada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Apéds limpeza e secagem
dos dentes com gaze, foi realizada a inspe¢ao completa por dois dentistas calibrados
(kappa intraexaminador = 0.88 e kappa interexaminador = 0.85). O diagndstico da HMI
foi realizado utilizando-se o critério adaptado da EAPD '%, sendo o diagndstico
diferencial entre opacidades e lesdo de mancha branca de carie fundamentado nos

critérios de Seow &,

4.3 Coleta de material biolégico e extragdo de DNA

A coleta de material bioldgico foi realizada em duplicata com bochecho de 3 mL
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de solug¢ado autoclavada de glicose a 3% por 2 min, com intervalo de 5 minutos entre
cada coleta. Familiares do probando também foram convidados a participar do estudo.
As coletas foram realizadas na Clinica de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP em tubos Falcon de 10 mL, que foram mantidos
resfriados em caixa de isopor com gelo e transportados até o Laboratério de Genética
Molecular da mesma Faculdade, onde foram centrifugados a 2000 rpm por 10 min %,
O sobrenadante foi desprezado e ao pellet de células foi adicionado 500 uL de solugao
tampéo de extracdo de DNA (TrisHCI 10mM, EDTA 0,1 M, SDS 0,5% - pH 8.0) para
posterior armazenagem em freezer a -80° C.

Para extracdo do DNA, foi utilizado o método do acetato de amonio a 8 M .
Previamente, as amostras foram descongeladas, adicionadas de 5 uL de proteinase
K (20 mg/mL) e incubadas a 42 °C overnight. Apos esse periodo foram adicionados
500 pL de acetato de amonio 8 M, homogeneizado em vortex por 6 s e centrifugado a
30 °C a 14000 rpm por 15 minutos, e o sobrenadante transferido para dois microtubos
(450 uL cada tubo). Na etapa seguinte foram adicionados 540 uL de isopropanol em
cada tudo, que apds agitagdo manual sutil foram novamente centrifugados a 14000
rem, 30 °C por 5 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente desprezado e 1800 pL
de etanol 70 % foram adicionados para lavagem do DNA. Em seguida as amostras
foram homogenizadas em vortex por 6 s e centrifugadas a 14000 rpm, 30 °C por 5
minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi novamente descartado e um outro
enxague com etanol 70 % foi realizado. O pellet foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 100 pL de TE. O DNA gendmico de cada amostra foi avaliado com
relagdo a concentragdo (ng/ul) e pureza (260/280nm; 260/230nm) no aparelho
NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) e armazenado a -

80°C até o momento da genotipagem.

4.4 Genotipagem

O software SNP Browser 4.0 (Applied Biosystems) foi utilizado para selecionar
polimorfismos em 11 genes relacionados a resposta imune (IL1A, IL1B, IL4, IL6, ILS,
IL10, TNFA, TNFB1, IL17A, TGFBR1, STAT1) — (Tabela 1). Cada SNP foi genotipado
por meio de reagdes de PCR (Polimerase Chain Reaction) em Tempo Real, utilizando
o sistema de genotipagem TagMan® (Applied Biosystems) e o instrumento 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems Applied Biosystems, Foster City, Califérnia,

EUA). Todos os ensaios de genotipagem foram realizados no volume de 20 ul,
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contendo 2 yl de DNA na concentragdo 10 ng/ul, 0,96 pl de primer, 9,61 ul de Master
Mix TagMan e 7,43 pl de H,O DNAse free.

Tabela 1 - Marcadores e alelos dos polimorfismos nos genes relacionados a resposta

imune.
Cromossomo Gene SNP Alelo
1 IL10 rs1800872 AC
2 IL1A rs1800587 CT
2 IL1B rs1143634 CT
2 STAT1 rs3771300 AC
3 TGFBR1 rs10733708 GT
4 IL8 rs4073 AT
5 IL4 rs2070874 CT
6 TNF rs1800629 AG
6 IL17A rs2275913 AG
7 IL6 rs1800795 CG
19 TGFB1 rs1800470 AG

Fonte: Elaboragao propria

4.5 Analise estatistica
4.5.1 Polimorfismos nos genes da resposta imune

A associagdo baseada em familia foi realizada com o software PLINK v1.07 7,
por meio do Teste de Desequilibrio de Transmissao (TDT) considerando a severidade
da HMI (leve e severa). O método TDT avalia se a frequéncia de transmissdo dos
alelos de pais heterozigotos se desvia de 50% (frequéncia Mendeliana esperada) para
os filhos afetados, avaliando se existe associagdo entre genes candidatos e uma
determinada doenga. Também foram calculadas as frequéncias dos alelos mais raros
na populagao (minimum allele frequency — MAF), presencga de erros Mendelianos e
equilibrio de Hardy-Weinberg. O poder estatistico (1-B) da amostra foi calculado com
o software TDT Power Calculator v1.2.1 "> com parametros estabelecidos em 80%,

erro tipo | corrigido em 95% e prevaléncia de HMI na populacdo de 12,3% *°.

4.5.2 Interagao gene-gene: resposta imune e amelogénese
A interagcdo gene-gene entre os polimorfismos da resposta imune e os

relacionados a amelogénese foi realizada levando em considerag¢ao os resultados nao
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significantes da andlise de polimorfismos em genes relacionados a formagédo do
esmalte, realizada previamente por nosso grupo de pesquisa *’. Isso foi realizado por
meio da observagado da transmissao dos alelos referentes aos marcadores (um da
resposta imune e outro da formacgao dentaria) pelos pais heterozigotos para ambos os
marcadores '®. O teste Qui quadrado foi utilizado a fim de determinar se ambos os
alelos sao transmitidos mais frequentemente em associacdo, do que transmitidos
individualmente. O nivel de significancia adotado para as analises foi estabelecido em
0,05.
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5 RESULTADOS

Com relacéo a presenca de HMI nas familias, 13,0 % das maes, 5,3% dos pais
e 33,3% dos irmaos estavam afetados pela referia condicdo. Das 101 familias
avaliadas, 79 (78,2%) apresentaram apenas o probando afetado, 17 (16,8%)
apresentaram dois individuos afetados (pais ou irmaos), e 5 familias apresentaram 3
ou mais individuos afetados, equivalendo a 5% da casuistica investigada. A média de
idade dos individuos afetados avaliados foi de 10 anos (DMFT = 1.8). Na Figura 6
pode-se observar o heredogramas de uma das familias incluidas no estudo, com pais
e irmao nao afetados, e o probando afetado (individuo 3). A Tabela 2 mostra a
distribuicdo e porcentagem dos individuos afetados e n&o afetados de acordo com o
género. Entre os individuos afetados (n = 131), 50.4% foram diagnosticados com HMI

severa (pelo menos um dente com perda estrutural).

Tabela 2 - Distribuicdo e porcentagem dos individuos afetados e ndo afetados de

acordo com o género.

Masculino Feminino Total
Ausente 71 25 96 (24,6%)
Nao afetado 69 95 164 (41,9%)
Afetado 65 66 131 (33,5%)
Total 205 (53,4%) 186 (47,6%) 391

Fonte: Elaboragao propria

Figura 6 - Heredograma de uma familia incluida no estudo. A partir do probando

(individuo 3), os pais e irmao foram convidados a participar do estudo.

QO

Fonte: Elaboragao prépria
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A Tabela 3 mostra os resultados da analise do desequilibrio de transmissao
(TDT), a frequéncia e transmissao do alelo mais raro (A1), e o equilibrio de Hardy-
Weinberg para os marcadores relacionados a resposta imune nas familias afetadas
pela HMI.

Todos os gendtipos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e ndo foram
encontrados erros Mendelianos na amostra avaliada. Ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significantes na analise do desequilibrio de transmisséo
quando os dados foram analisados considerando todos os casos de HMI, mostrando
que nao houve transmissao preferencial de um dos alelos polimérficos para os

individuos afetados.

Tabela 3 - Analise do desequilibrio de transmissao dos SNPs relacionados a resposta
imune nas familias com HMI.

HWE p- TDT p-

Gene SNP MAF A1 T NT OR
valor valor
IL10 rs1800872 0.309 T 14 24 0.58 (0.3-1.1) 1.000 0.086
IL1A rs1800587 0.246 A 13 16 0.81 (0.3-1.6) 0.513 0.505
IL1B rs1143634 0.214 A 16 17  0.94 (0.4-1.8) 1.000 0.631
STAT rs3771300 0.493 T 28 20 1.4 (0.7-2.4) 1.000 0.258
TGFBR1 rs10733708 0.478 A 19 20 0.95(0.5-1.7) 0.617 0.879
IL8 rs4073 0.442 A 22 30 0.73(0.4-1.2) 1.000 0.241
IL4 rs2070874 0.224 T 15 15 1(0.4-2.0) 1.000 1.000
TNF rs1800629 0.112 A 9 11 0.81(0.3-1.9) 1.000 0.827
IL17A rs2275913 0.305 A 16 19 0.84 (0.4-1.6 0.218 0.423
IL6 rs1800795 0.283 C 15 18 0.83 (0.4-1.6) 1.000 0.505
TGFB1 rs1800470 0.419 G 24 21 1.14 (0.6-2.0) 0.574 0.475

MAF: frequéncia do alelo mais raro, A1: alelo mais raro, T: transmitido / NT: n&do transmitido, HWE: equilibrio de Hardy-
Weinberg, OR: Odds ratio, IC 95%: intervalo de confianga.
Fonte: Elaboragao propria

Ao analisar os dados de genotipagem de acordo com severidade da HMI, foi
observada diferenga estatisticamente significante para o SNP rs10733708 (TGFBR1,
OR = 3.5, 95% Intervalo de Confianga = 1.1 - 10.6). Assim, verificou-se que dentre os
casos severos de HMI o alelo G do SNP rs10733708 do gene TGFBR1 foi transmitido
com uma frequéncia de 78%, enquanto que o alelo A foi transmitido apenas em 22%

dos casos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Analise do desequilibrio de transmissdo dos SNPs relacionados a resposta
imune nas familias com HMI severa.

Gene SNP Al T NT  OR(C95%) "'-P"  TDT pvalor
IL10 51800872 T 6 9  066(02-18) 0469 0.467
IL1A 's1800587 A 4 6 067(01-2.3) 0672 0.763
IL1B rs1143634 A 7 9  0.77(0220) 0423 0.808
STAT  rs3771300 T 10 6  166(06-45) 0422 0.225
TGFBR1 rs10733708 G 14 4 35(1.1-106)  0.790 0.039
IL8 rs4073 A 10 7 142(05-3.7)  0.780 0.394
IL4 52070874 T 3 4 075(01-33)  1.000 0.480
TNF s1800629 A 3 6 05(0.10-19)  1.000 0.317
IL17A  rs2275913 A 6 6  1(0.3-3.1) 1.000 0.782
IL6 's1800795 C 3 4  075(01-33)  1.000 1.000
TGFB1  rs1800470 G 9 8  112(04-2.9)  0.780 1.000

A1: Alelo mais raro, T: transmitido / NT: ndo transmitido, HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg, OR: Odds ratio, IC
95%: intervalo de confiancga.
Fonte: Elaboragao prépria

Na Tabela 5 s&o apresentados os resultados da anélise TDT dos polimorfismos

nos genes da resposta imune analisados considerando os casos de HMI leve.

Tabela 5 - Analise do desequilibrio de transmissao dos SNPs relacionados a resposta
imune nas familias com HMI leve.

Gene SNP A1 T NT  OR(IC95%) "W-P" TDT pvalor
IL10 rs1800872 T 8 15 0.53(0.2-1.2) 0.803 0.102
IL1A rs1800587 A 12 17 0.7 (0.3-1.4) 0.789 0.236
IL1B rs1143634 A 9 9 1 (0.3-2.5) 0.199 0.531
STAT rs3771300 T 17 13 1.3 (0.6-2.6) 0.194 0.590
TGFBR1 rs10733708 A 13 8 1.62 (0.6-3.9) 0.084 0.200
IL8 rs4073 A 14 21 0.66 (0.3-1.3) 0.087 0.139
IL4 rs2070874 T 11 10 1.1 (0.4-2.5) 0.772 0.669
TNF rs1800629 A 7 5 1.4 (0.4-4.4) 1.000 0.405
IL17A rs2275913 A 9 13 0.69 (0.2-1.6) 0.406 0.161
IL6 rs1800795 C 12 12 1(0.4-2.2) 1.000 0.694
TGFB1 rs1800470 G 14 13 1.07 (0.5-2.2) 0.647 0.465

A1: Alelo mais raro, T: transmitido / NT: ndo transmitido, HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg, OR: Odds ratio, IC 95%:
intervalo de confianca.
Fonte: Elaboragéao prépria
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Referente as analises de interacdo gene-gene, a Tabela 6 apresenta os
resultados significativos obtidos dentre todas as 572 interagbes entre os genes
selecionados relacionados a formagéo dentaria e os genes da resposta imune. Nos
Apéndices A-K pode-se observar os resultados de todas as interagdes entre os genes
investigados neste estudo. Foram encontradas associagbes significativas entre s
SNPs rs2070874 (IL4), rs2275913 (IL17A), rs1800872 (IL10), rs1800587 (IL1A) e
rs3771300 (STAT1T), com o SNP rs6654939 (AMELX), sugerindo um efeito sinérgico
da transmissao destes alelos com a susceptibilidade a HMI. O SNP rs2070874 (IL4),
também demostrou associacdo significante com os SNPs rs7526319 (TUFTT) e
rs2355767 (BMP4) também demonstrou resultados significativos.

E interessante notar que ndo houve desequilibrio de transmissdo dos
polimorfismos (quando analisados individualmente) com a HMI, mas que a presencga

de HMI foi associada a interagao entre polimorfismos de determinados genes.
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Tabela 6 - Interacdo gene-gene entre marcadores relacionados a formagéao
dentaria e da resposta imune. Apenas resultados significativos dentre as 572

analises de interagao realizadas.

Familias

Genes (SNPrs)  Alelos  Informativas Transmitido/Nao-

p-valor

(n) transmitido
cT 1273 0.03
IL4 (2070874)] TC o 3/12 0.03
TUFT1(7526319)  TT 5/2 NS
cC 2/5 NS
CG 14/1 0.001
IL4 (2070874)] A . 114 0.001
BMP2 (2355767) TG 3/1 NS
CA 13 NS
IL4 (2070874)/ TT 15 NS
AMELX cC 27 S/7 NS
l6654559) cT 14/2 0.006
TC 2114 0.006
IL17A 2275913y AT 10/3 NS
Py GC . 3/10 NS
AC 113 0.003
(6654939) GT 13/1 0.003
iL10 (1800872 S 171 0.009
e TC - 111 0.009
L v
IL1A (1800587)/ ég gg mg
AMELX 26
GT 12/3 0.03
(6654939) AC 3/12 0.03
STAT1(3771300y  C 13/2 0.009
AVELX TC 07 2113 0.009
HE oo

SNP rs = nimero de referéncia do SNP.
Fonte: Elaboragao prépria
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6 DISCUSSAO

Este estudo mostrou associacéo entre o SNP rs10733708 do gene TGFBR1
(resposta imune) e pacientes com hipomineralizagdo molar-incisivo severa em um
desenho experimental baseado em familia por meio do teste de desequilibrio de
transmissao (TDT). Estudos que apresentam componente familiar sdo robustos na
presenca de subestrutura populacional, uma vez que os individuos dentro de uma
mesma familia sdo geneticamente homogéneos, fazendo com que a condi¢gao
investigada seja altamente correlacionada entre os individuos de uma mesma familia
%58 O TDT avalia se a frequéncia de transmissao de alelos de pais heterozigotos para
as criancas afetadas se desvia da frequéncia Mendeliana esperada, comparando os
alelos transmitidos e n&o transmitidos em um locus *. Em 2016, Jeremias et al., *’
avaliaram o desequilibrio de transmissao de polimorfismos em genes relacionados a
formacdo do esmalte em pacientes com HMI, e encontraram que o alelo G do
polimorfismo rs5979395 no gene AMELX era transmitido preferencialmente aos
pacientes afetados pela HMI em 97% dos casos.

Considerando que a etiologia da HMI tem sido relacionada a doengas da

infancia com componente inflamatério ' % %

, este estudo é o primeiro a investigar a
possivel associagado entre HMI e polimorfismos em genes da resposta imune. Dessa
forma, a escolha dos genes candidatos para esta analise enfocou genes da resposta
imune e suas possiveis consequéncias no desenvolvimento de patologias de natureza
inflamatdria, como por exemplo a asma, doencgas respiratérias e doengas autoimunes
e periodontite. As citocinas sdo um grupo de proteinas que incluem as interleucinas,
fator de necrose tumoral, interferons e fator transformador do crescimento, que
possuem efeitos pleiotropicos em varios 6rgaos, sendo liberadas em diversas
infeccbes e disturbios que afetam o sistema imunoloégico por mecanismos pré e
antiinflamatérios % °”. Polimorfismos nos genes IL1A, IL1B, IL6, IL8 e IL10 tem sido

significativamente associados ao risco de se desenvolver periodontite '® *°

, enquanto
que variagdes nos genes TNFA e IL6 podem resultar na alteragao da produgéo destas
citocinas e consequentemente uma resposta inflamatdria alterada, contribuindo para
o desenvolvimento de otite média em criancas .

A via JAK/STAT é o principal mecanismo de sinalizagdo para uma ampla gama
de citocinas e fatores de crescimento, e a sua ativagdo estimula a proliferacao,

migragdo e diferenciagcdo celular, desempenhando um papel fundamental no
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desenvolvimento da resposta imune e, portanto, qualquer alteracdo que possa
modular a atividade desta via pode alterar a intensidade da resposta imune % 7
Polimorfismos na via de sinalizacdo JAK/STAT foram associados a susceptibilidade a
doenca pulmonar crénica ** e a alergias relacionadas ao sistema imune "°. Embora
estas condi¢des sejam frequentemente identificadas em pacientes com HMI, nossos
resultados n&o mostraram relacao direta entre o SNP rs3771300 no gene STAT7 e a
HMI. Possivelmente, a investigacédo de algum outro SNP presente neste gene poderia
potencialmente ter produzido um resultado diferente. Sabe-se que nem todos os SNPs
podem produzir um efeito no fendtipo, ou seja, nem todo SNP € funcional. Alguns
polimorfismos podem afetar a regulacéo da expressao do gene, alterar a sequéncia
de uma proteina, ou ainda agir sobre os processos de processamento de mRNA e
traducdo '*. Entretanto, cabe ressaltar que o individuo pode ou no nascer com essa
caracteristica genética, podendo ou n&do ser manifestada. A expressao alterada de
multiplos genes devido a polimorfismos poderia representar um mecanismo comum
de susceptibilidade a doengas complexas, e este efeito pode ser verificado por
estudos de funcionalidade. Este tipo de estudo deveria ser desenvolvido futuramente
a fim de identificar quais polimorfismos sao funcionais para a susceptibilidade a HMI,
uma vez que sao realizados em tecidos-alvo, e a regulagédo de genes e processamento
de mRNA sdo eventos especificos do tecido ', e a identificacdo de polimorfismos
funcionais poderia levar a identificacdo de biomarcadores que poderiam auxiliar no
diagndstico e avaliagdo da susceptibilidade a esta condigao.

O fator de transformacdo do crescimento B (TGF-B) € uma citocina
multifuncional que desempenha um papel significativo em diversos processos
biolégicos, como por exemplo diferenciagdo celular, apoptose, formagédo Ossea,
angiogénese e regulacéo do sistema imune, sendo predominantemente secretado por
células T ** % Nossos resultados mostraram associacdo entre o SNP rs10733708 do
gene TGFBR1 e HMI, indicando que a secre¢cdo de TGF-B pode desempenhar um
papel fundamental na formacado do esmalte dentario, o que corrobora com estudos
prévios que afirmam que a sinalizagdo do TGF-B exerce fungdes multibioldgicas,

31,52, 81,117

estando envolvida no desenvolvimento do 6rgao do esmalte , € embora nao

sejam proteinas constitutivas do esmalte, o TGF-B e seu receptor (TGFB-R1) séo
expressos durante os estagios de diferenciagdo do érgédo do esmalte e inicio da

secregao da matriz *' 8",
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O desenvolvimento dentario se inicia a partir da interagdo entre células
epiteliais e mesenquimais do primeiro arco branquial pela acédo de diversos fatores de
crescimento, como o TGF-B, fator de crescimento fibroblastico (FGF), proteina
morfogenética 6ssea (BMP) e fator de crescimento epitelial (EGF) que sdo expressos
por ameloblastos e odontoblastos ''®. No caso do TGF-B, foi demonstrado que a
expressao transitoria durante os estagios secretores iniciais dos ameloblastos resulta
na secrecao anormal de matriz e deposicdo alterada de minerais, na forma de
estruturas semelhantes a cistos, sendo estas alteragdes responsaveis pelo
desenvolvimento de defeitos de esmalte . Estes fatos nos levam a acreditar que
polimorfismos no gene do receptor do TGF-3 (TGFBR1), possam também influenciar
os processos de maturacédo do esmalte, uma vez que tanto o TGF- quanto TGFB-R1

sd0 expressos durante a amelogénese *'

, € portanto, podem contribuir para o
desenvolvimento da HMI.

O efeito do TGF-B nos processos de mineralizacdo e maturagao do esmalte
também pode ser indireto, uma vez que ele modula a expressao de KLK-4 e MMP-20
13.31.95 duas importantes enzimas necessarias para degradar as proteinas da matriz
do esmalte em desenvolvimento, permitindo a mineralizacdo e crescimento dos
cristais de hidroxiapatita. A MMP-20 é secretada pelos ameloblastos durante o estagio
secretorio, garantindo o crescimento aposicional do esmalte °, enquanto que a KLK-
4 é secretada por ameloblastos maduros, e tem a fungao de reabsorver produtos da
degradagéao de proteinas, promovendo a deposi¢gao mineral a medida que o esmalte
aumenta sua dureza *’. Sabendo que a expressdo alterada de KLK-4 e MMP-20 j4 foi
relacionada a defeitos de desenvolvimento do esmalte """, é plausivel supor que a
associagao entre HMI e o polimorfismo rs10733708 do gene TGFBR1 pode ter afetado
a expressao dos genes MMP20 e KLK4, via regulagao do TGF-3. Futuros estudos
funcionais deveréo testar essa hipotese.

Uma outra via de sinalizacao intermediada pelo TGF-3 € pela acdo de SMADs.
Apos a ativacao do TGF-B por meio de seus receptores TGFB-R1 na superficie
celular, os SMADs sao fosforilados e translocados para o nucleo, onde cooperam com
fatores de transcricdo especificos para regular a expressao génica %4, As proteinas
SMAD 2 e 3 podem ser encontradas no nucleo de células do epitélio interno do
esmalte e do mesénquima dentario, exibindo padrdes de expressao unicos durante o
processo de morfogénese dentaria, sugerindo que as SMADs ativadas via TGF-3 sdo

criticas na regulagdo do desenvolvimento dentario ''*. Ja foi demonstrado que os
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Incisivos e molares de ratos deficientes em SMAD-3 exibiram uma reducao
significativa no grau de mineralizagcdo quando comparados a ratos selvagens,
sugerindo que essa proteina € necessaria para o processo de biomineralizagdo do
esmalte '"°. Tais dados potencialmente sugerem que polimorfismos no gene TGFBR1
podem estar associados ao desenvolvimento de HMI pela modulacido de SMADs.

Além da analise do desequilibrio de transmissao para os genes da resposta
imune, foram avaliadas as possiveis interagdes entre polimorfismos em tais gene com
polimorfismos em genes relacionados ao processo de maturacédo do esmalte. Essa
avaliacado da interagdo gene-gene foi realizada a fim de se verificar uma possivel
influéncia indireta dos polimorfismos em genes relacionados a resposta imune na
susceptibilidade a HMI. A ideia foi avaliar se alguma alteragdo na resposta imune
poderia aumentar o risco de desenvolver HMI na presencga de alteragées nos genes
relacionados a amelogénese por meio de um efeito aditivo, uma vez que doengas da
infancia com componente inflamatério séo listadas como possiveis fatores etioldgicos
da HMI. Para isso, foram utilizados os resultados de genotipagem realizados no
estudo prévio de Jeremias et al.*’, 2016 que avaliaram 63 SNPs em 21 genes
envolvidos na formacdo do esmalte, levando-se em consideragao apenas aqueles
marcadores que nao foram significativos quando analisados de maneira independente
(analisado anteriormente). Isso foi realizado porque, se a analise incluisse os
marcadores previamente associados com suscetibilidade a HMI, ndo seria possivel
identificar se o resultado encontrado seria realmente de uma associagao entre os
polimorfismos investigados ou se seria devido ao efeito daquele marcador
independente, caso o resultado da interacdo gene-gene fosse significante. A partir
desta analise, foram encontradas associagbes significativas na interagdo do SNP
rs6654939 (AMELX) com os SNP’s rs2070874 (IL4), rs2275913 (IL17A), rs1800872
(IL10), rs1800587 (IL1A) e rs3771300 (STATT).

A amelogenina, principal componente organico do esmalte, € secretada durante
o estagio secretdrio da amelogénese, sendo que variacbes neste gene foram
relacionadas com defeitos de desenvolvimento do esmalte ™ >'. A associacdo positiva
da AMELX com genes envolvidos na resposta imune nos leva a acreditar que essas
interagdes parecem ter um efeito aditivo na susceptibilidade a HMI, uma vez que
algumas doengas consideradas como fatores etiologicos da HMI ja foram também
associadas a polimorfismos em genes da resposta imune. Exemplos destas condi¢des

sdo a asma, infecgdes de ouvido e respiratérias e alergias, como pode-se observar
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em revisdes sistematicas de literatura 2 '® %, De maneira semelhante, polimorfismos
nas citocinas IL-10, IL-17A ja foram reportados como sendo fatores de risco para o

desenvolvimento de asma 2> 3

, e otite média ?°, enquanto que alteracdes no gene
STAT1 foram associadas a susceptibilidade a doenca pulmonar crénica >*. De acordo
com Garg et al.*3, 2012, a relacdo entre doengas respiratérias e HMI pode ser
explicada pelos niveis anormais de oxigénio, resultantes da hipoventilagdo em
doencas respiratérias, que podem inibir a acdo de enzimas proteoliticas e o
desenvolvimento dos cristais de hidraxiapatita, resultando em um esmalte
hipomineralizado.

A interleucina-4 (IL-4) é uma importante citocina envolvida no processo de
inflamacéao, estando associada a doencgas orais, como por o exemplo a periodontite,
através do aumento da proliferagao de linfécito Th2, supressao da proliferagao de
linfécitos Th1 e regulacdo da resposta imune mediada por linfocitos *®. Como a
periodontite € uma doenga complexa, com componente inflamatério envolvido em sua
etiologia, é plausivel supor que as associagbes entre IL4 com BMP2 e TUFT1
encontrada neste estudo, possa ser explicada pelo fato de polimorfismos no gene da
IL-4 possuirem a capacidade de alterar a resposta imune do hospedeiro diante
determinada doenga durante os estagios de formagdo dentaria, o que poderia
influenciar indiretamente a expressdo de genes relacionados a amelogénese. O
mesmo raciocinio poderia ser aplicado para o gene IL1A, que ja foi positivamente
associado a periodontite cronica '°. Salientamos que esta explicagdo se trata de uma
hipétese, sendo que pesquisas futuras sao necessarias para estabelecer um melhor
entendimento da interacdo entre esses genes.

Este estudo de associacdo levou em consideracdo o desequilibrio de
transmissao (TDT) relacionado a polimorfismos em genes da resposta imune em
pacientes com HMI, e embora esta analise seja amplamente utilizada em estudos que
buscam encontrar uma possivel relagdo entre genes candidatos e doengas
complexas, a interpretacdo destes resultados deve ser realizada com cautela, uma
vez que, caso apenas os individuos afetados fossem incluidos na analise, seria
previsivel esperar que o alelo de risco para a condicdo fosse preferencialmente
transmitido. Por esta razdo, realizamos uma analise baseada em familia, onde os pais
e irmaos nao afetados servem como controle para os membros familiares com
diagndstico positivo de HMI. Com relagdo a analise estatistica, optamos por néo

aplicar a correcao de Bonferroni em nossos resultados, uma vez que teriamos que
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reduzir o valor de alfa para 0.004 (0.05/11) e aumentando o erro tipo Il %1%

, 0 que
poderia nos levar a rejeitar a hipétese de uma associagao biolégica verdadeira. Além
disso, a utilizagcdo de testes corrigidos poderia ndo detectar possiveis efeitos
bioldgicos discretos. Vieira et al.’®, 2008 demonstraram que associacdes verdadeiras
podem ser perdidas quando a correcdo para multiplos teste € implementada. Dessa
forma, nossos resultados devem ser interpretados com cautela, uma vez que é
esperado que alguns dos valores de p abaixo de 0.05 possam ser devido ao acaso.

Uma potencial limitacdo de nosso estudo reside no fato da populagao brasileira
ser geneticamente heterogénea, com descendéncia europeia (principalmente
portugueses e italianos), africana e amerindia °, e por esta razdo deve-se ter cautela
na extrapolacao destes resultados para outras populagdes. Pesquisas futuras devem
ser realizadas envolvendo pacientes de diferentes populagdes mantendo a maior
padronizacao possivel no que se refere aos critérios clinicos para selecido dos
pacientes. Do mesmo modo, futuros estudos também deveréo investigar a possivel
influéncia da interagdo gene-ambiente, uma vez que estas interagdes sofrem
influencia conjunta dos fatores genéticos e ambientais sobre o risco de desenvolver
uma doenga, sendo que diversos fatores de risco exdgenos e endogenos podem
interagir com o organismo antes do surgimento da condigdo . Exemplos desta
interacdo no desenvolvimento dentario se observa com a antibiéticos %°, e com
fluoretos , demonstrando que estes agentes podem interferir no estagio inicial da
amelogénese por meio de alteragdes estruturais nos ameloblastos e redugao na
secrecao de matriz do esmalte. Outro fator limitante de nosso estudo foi que nem
sempre era possivel examinar todos os potenciais participantes dentro de um mesmo
nucleo familiar, pois muitas vezes os pais ndo podiam se ausentar do trabalho, ou a
crianga estava sob a guarda de parentes préximos por razdes diversas, e em alguns
casos alguns participantes se negaram a participar.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que, além de polimorfismos em
genes diretamente relacionados a formagédo do esmalte, os polimorfismos em genes
da resposta imune podem ter um efeito sinérgico, aumentando o risco de desenvolver
HMI. Esta possibilidade vai em dire¢do ao conceito atual relacionado a etiologia desta
condicdo, que afirma que a esta nao se trata de uma condicao idiopatica, mas sim
multifatorial, com componente genético relacionado a disturbios no estagio de

101

maturacdo do esmalte , sendo a interagdo gene-gene e gene-ambiente

determinante para o seu desenvolvimento.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo, € possivel concluir que existe uma
associagao entre o polimorfismo rs10733708 do gene TGFBR1 e 0s casos severos de
HMI, sugerindo que alteragdes em genes da resposta imune podem influenciar no
desenvolvimento do esmalte dentario. Além disso, a interagao entre polimorfismos em
genes da resposta imune e da amelogénese parece ter um efeito aditivo na

susceptibilidade a desenvolver HMI.
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APENDICE A - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e

amelogénese.

Interagcao gene-gene entre IL-4 (C/T) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/Nao
Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P
TT 6/3 NS
CC 14 3/6 NS
rs3790506 CT 5/1 NS
TC 1/5 NS
TG 5/3 NS
CA 3/5 NS
rs4970956 cG 17 8/1 0.04
TA 1/8 0.04
TUFT-1
CT 12/3 0.03
rs7526319 TC 22 3/12 0.03
TT 5/2 NS
CC 2/5 NS
TT 3/7 NS
CC 7/3 NS
rs11204848 cT 17 5/2 NS
TC 2/5 NS
TG 6/5 NS
CA 5/6 NS
rs198968 cG 13 2/0 NS
TA 0/2 NS
KLK-4
TC 2[7 NS
CT 7/2 NS
rs2235091 cC 19 4/6 NS
TT 6/4 NS
CA 5/0 NS
TG 0/5 NS
rs12681370 CG 12 4/2 NS
TA 2/4 NS
FAM83H
TT 5/5 NS
CC 5/5 NS
rs7463064 oT 18 71 NS
TC 1/7 NS
rs4694075 TT 14 3/4 NS
AMBN CC 4/3 NS
TG 2/5 NS
TC 5/2 NS
rs15705 CG 14/1 0.001
TA 19 1/14 0.001
TG 3/1 NS
CA 1/3 NS
BMP-2
rs235767 CT 7M1 NS
TG 16 1/7 NS
TT 3/5 NS
CG 5/3 NS
rs230191 CC 6/2 NS
TT 2/6 NS
BMP-7 cT 12 4/1 NS
TC 1/4 NS
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rs12479955 CG 1/2 NS
TA 9 2/1 NS
CA 3/3 NS
TG 3/3 NS
rs17563 TC 4/3 NS
CT 14 3/4 NS
cC 5/2 NS
TT 2/5 NS
BMP-4
rs2071047 CT 6/2 NS
TC 12 2/6 NS
cC 3/1 NS
1T 1/3 NS
rs2609426 TG 3/3 NS
ENAM CA 13 3/3 NS
TA 3/4 NS
CG 4/3 NS
rs1784410 TT 2/2 NS
CG 14 2/2 NS
TG 5/5 NS
CT 5/5 NS
rs1711441 CcC 71 NS
TA 18 17 NS
TC 5/5 NS
CA 5/5 NS
rs1784441 TT 3/2 NS
cC 10 2/3 NS
CT 2/3 NS
TC 3/2 NS
rs1784440 CG 4/3 NS
TA 13 3/4 NS
CA 5/1 NS
TG 1/5 NS
MMP-20
rs1784423 TT 6/1 NS
cC 28 1/6 NS
TC 4117 0.008
CT 17/4 0.008
rs1711422 CG 5/1 NS
TA 18 1/5 NS
TG 3/9 NS
CA 9/3 NS
rs2280211 TT 5/2 NS
cC 13 2/5 NS
CT 5/1 NS
TC 1/5 NS
rs1784438 CG 3/0 NS
TA 8 0/3 NS
CA 3/2 NS
TG 2/3 NS
rs1078806 CcC 4/1 NS
FGFR-2 TT ’ 1/4 NS
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TC 27 NS
cT 12 NS
(52981427 CA 4/4 NS
TG o 4/4 NS
TA 2/4 NS
CG 412 NS
rs4752566 T 2/3 NS
CG 0 3/2 NS
TG 2/3 NS
cT 3/2 NS
153891034 TA 5/12 NS
CG 12/5 NS
DLX3 CA 23 3/3 NS
TG 3/3 NS
rs11568785 cG 3/0 NS
TA 0/3 NS
TGFBR-1 a 8 o e
TG 3/2 NS
510482071 cT 4/0 NS
TC 0/4 NS
FGF-2 cc 10 472 NS
T 2/4 NS
156442307 cC 8/4 NS
TA 4/8 NS
SYN-2 CA 20 6/3 NS
TC 3/6 NS
54803455 cC 5/3 NS
TA 3/5 NS
TGFB-1 1 14 2" e
CA 15 NS
156987534 cC 10/4 NS
TG 4110 NS
FGER-1 IS 18 o e
TC 13 NS
(52376999 CT 6/2 NS
TC 3 2/6 NS
T 3/2 NS
TIMP-2 cc 2/3 NS
rs7218729 cc 6/1 NS
TG o 16 NS
TC 11 NS
CG 11 NS
155934996 T 16 NS
CA 4 6/1 NS
CT 4/3 NS
TA 3/4 NS
15946252 TA 6/4 NS
CG 5 4/6 NS
AMELX CA 41 NS
TG 1/4 NS
r$6654939 T 7/5 NS
cc . 5/7 NS
cT 14/2 0.006
TC 2114 0.006
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517678486 cC 272 NS
T y 2/2 NS
TC 3/4 NS
cT 413 NS
1517149007 cC 5/2 NS
T .’ 2/5 NS
cT 3/2 NS
TC 2/3 NS
r$1351614 TG 5/4 NS
cc 4/5 NS
AMTN CG 17 8/1 0.04
TC 118 0.04
rs17676820 cc 713 NS
T 3 3/7 NS
cT 3/0 NS
TC 0/3 NS
152615489 CcG 7/ NS
TA 5 17 NS
TG 5/2 NS
CA 2/5 NS
DSPP
r$2615487 T 2/2 NS
cc 6 2/2 NS
cT 8/3 NS
TC 3/8 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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APENDICE B - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagdo gene-gene entre IL-6 (C/G) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/Nao
Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P

GT 4/4 NS
cC 16 4/4 NS
rs3790506 CT 4/4 NS
GC 4/4 NS
GG 5/1 NS
CA 1/5 NS
rs4970956 cG 12 3/3 NS
GA 3/3 NS

TUFT-1
GC 6/1 NS
rs7526319 cT 20 1/6 NS
cC 4/9 NS
GT 9/4 NS
GT 6/5 NS
cC 5/6 NS
rs11204848 GC 19 6/2 NS
CT 2/6 NS
CA 5/6 NS
GG 6/5 NS
rs198968 GA 15 2/ NS
CG 2/2 NS

KLK-4
GC 4/2 NS
CT 2/4 NS
rs2235091 GT 12 5/ NS
cC 2/5 NS
GG 5/3 NS
CA 3/5 NS
rs12681370 GA 12 22 NS
CG 2/2 NS

FAM83H

GT 3/4 NS
CA 4/3 NS
rs7463064 cG 15 4/a NS
GA 4/4 NS
rs4694075 GT 18 4/6 NS
cC 6/4 NS
AMBN GC 6/2 NS
CT 2/6 NS
rs15705 GG 10/3 NS
CA 20 3/10 NS
CG 6/1 NS
GA 1/6 NS

BMP-2
rs235767 GT 72/3 NS
CG 12 3/2 NS
GG 4/3 NS
CT 3/4 NS

BMP-7 rs230191 GT 14 77 NS
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cc 717 NS
rs17563 GC 174 NS
CcT " 4/1 NS
GT 7/2 NS
cc 217 NS
BMP-4
r$2071047 GC 11 NS
CcT 10 11 NS
GT 5/3 NS
cc 3/5 NS
17664896 GG 1412 0.006
cC 03 2/14 0.006
CG 512 NS
GC 2/5 NS
ENAM
r$2609426 GG 4/3 NS
CA 10 3/4 NS
GA 2/1 NS
CcG 1/2 NS
rs1784410 GT 3/4 NS
CG " 4/3 NS
CcT 4/3 NS
GG 3/4 NS
rs1711441 GC 8/4 NS
CA 20 4/8 NS
cc 5/3 NS
GA 3/5 NS
rs1784441 GC 2/4 NS
CcT 10 412 NS
cc 212 NS
GT 2/2 NS
rs1784440 GG 5/5 NS
CA . 5/5 NS
GA 3/2 NS
MMP-20 CG 2/3 NS
rs1784423 GT 113 NS
cc 9o 3/11 NS
cT 44/4 NS
GC 14/4 NS
rs1711422 GG 7/3 NS
CA 19 3/7 NS
CG 3/6 NS
GA 6/3 NS
r$2280211 GT 9/3 NS
cc 18 3/9 NS
cT 3/3 NS
GC 3/3 NS
rs1784438 GG 3/3 NS
CA 1 3/3 NS
GA 3/3 NS
CcG 3/3 NS
rs1078806 ccC 3/4 NS
FGFR-2 or 12 3 NS
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GC an NS
cT 1/4 NS

(52981427 GA 5/3 NS

CG 8 3/5 NS

GG 6/ NS

CA 4/6 NS

rs4752566 GG 3/5 NS

CT 5 5/3 NS

CG 3/7 NS

GT 713 NS

153891034 GG 6/6 NS

CA 6/6 NS

DLX3 GA 18 42 NS
CG 2/4 NS

rs11568785 GG 4 NS

CA 1/4 NS

TGFBR-1 A 9 . s
GA 2/2 NS

510482071 GT 7/5 NS

cc 5/7 NS

FGF-2 cT 19 4/3 NS
GC 3/4 NS

156442307 GC 9/5 NS

CA 5/9 NS

SYN-2 GA 24 6/4 NS
cC 4/6 NS

54803455 GC 8/2 NS

CA 2/8 NS

TGEB-1 h 16 o s
cc 3/4 NS

156987534 GC 6/3 NS

cG 3/6 NS

FGFR-1 0 21 o0 e
GG 6/6 NS

(52376999 GT 115 NS

cc 20 5/11 NS

GC 3/1 NS

TIMP-2 cT 13 NS
rs7218729 GC 5/1 NS

cG 3 15 NS

cC 5/2 NS

GG 2/5 NS

155934996 GA 13 NS

CT .’ 3/1 NS

CA 217 NS

GT 712 NS

r$946252 GA 5/ NS

CG 20 4/5 NS

AMELX GG 2/9 NS
CA 9/2 NS

rs6654939 GT 13/4 0.05

cc 26 413 0.05

CT 713 NS

GC 3/7 NS
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517678486 GC 372 NS
cT .’ 2/3 NS
cc 205 NS
GT 5/2 NS

1517149007 GT 5/7 NS
cc 3 7/5 NS
cT 2/0 NS
GC 0/2 NS

rs1351614 cG 41 NS
GC 1/4 NS

AMTN GG 15 8/2 NS
cc 2/8 NS

rs17676820 GT 2/ NS
cc 5 412 NS
CT 217 NS
GC 7/2 NS

152615489 GA 4 NS
cG 5 1/4 NS
GG 8/2 NS
CA 28 NS
DSPP
r$2615487 GC 5/3 NS
cT 6 3/5 NS
cc 4/ NS
GT 4/4 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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APENDICE C - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagcdo gene-gene entre IL-8 (A/T) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/Nao
Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P

TT 2/2 NS
AC 14 2/2 NS
rs3790506 AT 3/7 NS
TC 7/3 NS
TG 3/1 NS
AA 1/6 NS
rs4970956 AG 15 3/5 NS
TA 5/3 NS

TUFT-1
TC 5/3 NS
rs7526319 AT 21 3/5 NS
TT 10/3 NS
AC 3/10 NS
TT 2/4 NS
AC 4/2 NS
rs11204848 TC 14 6/2 NS
AT 2/6 NS
TA 5/1 NS
AG 1/5 NS
rs198968 TG 14 6/2 NS
AA 2/6 NS

KLK-4
TC 4/4 NS
AT 4/4 NS
rs2235091 ™ 14 3/3 NS
AC 3/3 NS
TG 5/3 NS
AA 3/5 NS
rs12681370 AG 13 3/2 NS
TA 2/3 NS

FAM83H

TT 5/5 NS
AC 5/5 NS
rs7463064 TC 16 4/ NS
AT 2/4 NS
rs4694075 TC 16 6/3 NS
AT 3/6 NS
AMBN AC 4/3 NS
TT 3/4 NS
rs15705 TG 9/2 NS
AA 21 2/9 NS
AG 8/2 NS
TA 2/8 NS

BMP-2
rs235767 TG 4/2 NS
AT 10 2/4 NS
TT 1/3 NS

AG 3/1 NS
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rs230191 AT 4/0 NS

TC » 0/4 NS

AC 4/5 NS

TT 5/2 NS

BMP-7

rs12479955 AG 31 NS

TA 10 1/3 NS

TG 5/1 NS

AA 1/5 NS

rs17563 TC 3/5 NS

AT i7 5/3 NS

AC 4/5 NS

TT 5/3 NS

BMP-4

rs2071047 TC 5/5 NS

AT 1 5/5 NS

AC 1/4 NS

TT 411 NS

ENAM rs2609426 TG 177 NS

AA \7 7 NS

TA 712 NS

AG 2/7 NS

rs1784410 T 3/3 NS

AG 1 3/3 NS

AT 3/3 NS

TG 3/3 NS

rs1711441 TC 6/4 NS

AA 19 416 NS

AC 5/4 NS

TA 415 NS

rs1784441 AT 212 NS

TC 10 212 NS

AC 412 NS

TT 2/4 NS

rs1784440 TG 5/6 NS

AA 18 6/5 NS

AG 3/4 NS

MMP-20 TA 413 NS
rs1784423 AC 4113 0.052
TT o5 13/4 0.052

TC 3/5 NS

AT 5/3 NS

rs1711422 TG 6/5 NS

AA 20 5/6 NS

TA 712 NS

AG 2/7 NS

rs2280211 TT 10/3 NS

AC -~ 3/10 NS

AT 5/4 NS

TC 4/5 NS

rs1784438 AA 5/2 NS

TG 14 2/5 NS

TA 413 NS
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AG 3/4 NS
51078806 AG 5/7 NS
TA -’ 7/5 NS
AA 41 NS
TG 1/4 NS
(52981427 AG 6/7 NS
TA 7/6 NS
FGER-2 “ 23 e NS
TG 5/5 NS
(54752566 TG 415 NS
AT . 5/4 NS
T 5/5 NS
AG 5/5 NS
153891034 A 5/4 NS
AG 4/5 NS
DLX3 AA 20 5/6 NS
TG 6/5 NS
511568785 AG 7 NS
TA 11 NS
TGFBR-1 - 8 o NS
TG 5/1 NS
151048201 AT 475 NS
TC 5/ NS
FGF-2 AC 16 4/3 NS
T 3/4 NS
156442307 A 972 NS
AC 2/9 NS
SYN-2 TC 22 5/6 NS
AA 6/5 NS
54803455 TA 2/4 NS
AC 472 NS
TGFB-1 A 17 2 NS
AA 3/8 NS
156987534 TG 6/4 NS
AC 4/6 NS
FGER-1 A 19 i NS
AG 3/6 NS
152376999 TC 1073 NS
AT - 3/10 NS
AC 377 NS
TIMP-2 TT 7/3 NS
r$7218729 AG 3/2 NS
TC o 2/3 NS
AC 5/ NS
TG 4/5 NS
155034996 AT 31 NS
TA y 113 NS
T 4/3 NS
AA 3/4 NS
AMELX 15946252 TG 3/7 NS
AA 5 713 NS
TA 7/1 NS
AG 17 NS
156654939 T 31 13/4 0.052
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AC 413 0.052
AT 8/6 NS
TC 6/8 NS
rs17878486 AT 2/2 NS
TC -’ 2/2 NS
AC 5/3 NS
T 3/5 NS
1517149007 AT 12 NS
TC -’ 2/1 NS
T 6/3 NS
AC 3/6 NS
r$1351614 AG 5/1 NS
TC 1/5 NS
AMTN TG 12 41 NS
AC 1/4 NS
rs17676820 T 3/ NS
AC 5 4/3 NS
AT 4/5 NS
TC 5/4 NS
152615489 TA 3/4 NS
AG 5 4/3 NS
TG 7/2 NS
AA 207 NS
DSPP
(52615487 T 5/2 NS
AC -’ 2/5 NS
TC 41 NS
AT 1/4 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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APENDICE D - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagcao gene-gene entre TNF (A/G) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Trnasmitido/Nao

Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P
GT 2/0 NS
AC 7 0/2 NS
rs3790506 GC 3/1 NS
AT 1/3 NS
AG 2/3 NS
GA 3/2 NS
rs4970956 GG 10 4/1 NS
AA 1/4 NS
TUFT-1
AC 3/6 NS
rs7526319 GT 11 6/3 NS
GC 1/1 NS
AT 11 NS
AT 3/1 NS
GC 1/3 NS
rs11204848 GT 8 3/1 NS
AC 1/3 NS
GG 4/1 NS
AA 1/4 NS
rs198968 AG 9 2/2 NS
GA 2/2 NS
KLK-4
AC 2/1 NS
GT 1/2 NS
rs2235091 GC 8 32 NS
AT 2/3 NS
AT 3/4 NS
GC 4/3 NS
FAM83H rs7463064 AC 12 23 NS
GT 3/2 NS
rs4694075 GT 7 2/2 NS
AC 2/2 NS
AMBN GC 2/1 NS
AT 1/2 NS
rs15705 AG 3/2 NS
GA 11 2/3 NS
AA 1/5 NS
GG 5/1 NS
BMP-2
rs235767 AT 3/2 NS
GG 12 2/3 NS
GT 6/1 NS
AG 1/6 NS
rs230191 GT 5/3 NS
AC 3/5 NS
BMP-7 GC " 2/1 NS
AT 1/2 NS

BMP-4 rs17563 AC 12 3/3 NS
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GT 3/3 NS
GC 5/1 NS
AT 15 NS
r$2071047 AC 2/2 NS
GT . 2/2 NS
GC 4/1 NS
AT 1/4 NS
152609426 AA 13 NS
GG 3/1 NS
ENAM GA ° 4/1 NS
AG 1/4 NS
51784410 AG 3/4 NS
GT . 4/3 NS
GG 110 NS
AT 0/1 NS
rs1711441 AC 3/ NS
GA .’ 4/3 NS
AA 1/4 NS
GC 4/1 NS
rs1784441 AC 12 NS
GT ; 2/1 NS
AT 11 NS
GC 11 NS
r$1784440 AG 3/3 NS
GA o 3/3 NS
GG 2/0 NS
AA 0/2 NS
MMP-20
r$1784423 AT 3/2 NS
GC 3 2/3 NS
AC 17 NS
GT 7/1 NS
r$1711422 AA 2/ NS
GG 0 412 NS
GA 3/1 NS
AG 113 NS
152280211 AT 3/3 NS
GC .’ 3/3 NS
GT 5/1 NS
AC 1/5 NS
r$1784438 AA 11 NS
GG ; 11 NS
AG 2/1 NS
GA 12 NS
FGFR-2 51078806 AC 3/1 NS
GT ; 113 NS
GC 1/0 NS
AT 0/1 NS
FGFR-2 (52981427 GG 3/1 NS
AA o 13 NS
AG 2/3 NS
GA 3/2 NS
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rs4752566 AG 3/5 NS
GT 0 5/3 NS
GG 2/0 NS
AT 0/2 NS
53891034 GA 110 NS
DLX-3 AG , 0/1 NS
AA 1/5 NS
GG 5/1 NS
510482071 GT 31 NS
AC 113 NS
FGF-2 GC / 2/1 NS
AT 112 NS
156442307 AA 273 NS
GC 312 NS
SYN-2 GA " 5/1 NS
AC 115 NS
54803455 AA 2/4 NS
GC 412 NS
TGFB-1 o 10 o NS
AC 113 NS
156987534 AG 15 NS
GC 5/1 NS
FGER-1 o 10 > NS
GG 113 NS
152376999 GT 312 NS
AC 0 2/3 NS
AT 2/3 NS
GC 312 NS
TIMP-2
r$7218729 AC 112 NS
GG , 2/1 NS
GC 202 NS
AG 2/2 NS
155034996 AT 7 NS
GA . 11 NS
AA 3/1 NS
GT 113 NS
15946252 AG 114 NS
GA , 4/1 NS
AA 2/0 NS
GG 012 NS
AMELX
rs6654939 AT 4/1 NS
GC -’ 114 NS
AC 1/6 NS
GT 6/1 NS
rs17878486 GC 200 NS
AT ; 0/2 NS
GT 2/1 NS
AC 112 NS
rs17149007 AC 2/2 NS
GT , 2/2 NS
AMTN GC 300 NS
AT 0/3 NS




68

rs1351614 AG 3/1 NS
GC 10 1/3 NS
AC 2/4 NS
GG 4/2 NS
rs17676820 GC 2/2 NS
AT 9 2/2 NS
GT 3/2 NS
AC 2/3 NS
rs2615489 GC 3/2 NS
GA 12 2/3 NS
GG 6/1 NS
AA 1/6 NS
DSPP
rs2615487 AC 1/2 NS
GT 6 2/1 NS
AT 1/2 NS
GC 2/1 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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APENDICE E - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagdo gene-gene entre TGFB1 (A/G) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/Nao

Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P

AT 3/3 NS
GC 10 3/3 NS
rs3790506 GT 2/2 NS
AC 2/2 NS
AG 3/1 NS
GA 1/3 NS
rs4970956 GG 11 6/1 NS
AA 1/6 NS

TUFT-1
GC 5/7 NS
rs7526319 AT 18 7/5 NS
AC 3/3 NS
GT 3/3 NS
GT 3/3 NS
AC 3/3 NS
rs11204848 GC 14 6/2 NS
AT 2/6 NS
AA 3/4 NS
GG 4/3 NS
rs198968 AG 11 3/1 NS
GA 1/3 NS

KLK-4
GT 4/4 NS
AC 4/4 NS
rs2235091 AT 14 4/ NS
GC 2/4 NS
GG 11 NS
AA 11 NS
rs12681370 GA 8 3/3 NS
AG 3/3 NS

FAM83H

GT 3/3 NS
AC 3/3 NS
rs7463064 GC 14 2/6 NS
AT 6/2 NS
rs4694075 AT 12 4/3 NS
GC 3/4 NS
AMBN AC 312 NS
GT 2/3 NS
rs15705 GG 4/2 NS
AA 15 2/4 NS
AG 6/3 NS
GA 3/6 NS

BMP-2
rs235767 GT 2/2 NS
AG 10 2/2 NS
AT 3/3 NS

GG 3/3 NS
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15230191 GT 473 NS
AC .’ 3/4 NS
AT 3/2 NS
GC 2/3 NS

BMP-7
r$12479955 GG 3/1 NS
AA . 13 NS
AG 2/0 NS
GA 0/2 NS
517563 GC 3/2 NS
AT -’ 2/3 NS
AC 3/4 NS
GT 4/3 NS

BMP-4
r$2071047 AC 412 NS
GT y 2/ NS
GC 2/3 NS
AT 3/2 NS
152609426 GA 3/3 NS
AG 3/3 NS
ENAM AA / 10 NS
GG 0/1 NS
51784410 GT 4/6 NS
AG o 6/4 NS
GG 2/2 NS
AT 2/2 NS
rs1711441 GC 6/5 NS
AA 5 5/6 NS
AC 2/3 NS
GA 3/2 NS
rs1784441 AT 4/5 NS
GC o 5/4 NS
AC 412 NS
GT 2/ NS
r$1784440 GA 4/5 NS
AG 5 5/4 NS
AA 412 NS
MMP-20 GG 2/4 NS
r$1784423 GT 10/2 NS
AC " 2110 NS
AT 8/2 0.04
GC 28 0.04
r$1711422 AA 5/2 NS
GG 6 2/5 NS
AG 5/ NS
GA 4/5 NS
152280211 GT 413 NS
AC 4 3/4 NS
AT 6/1 NS
GC 1/6 NS
rs1784438 GA 2/3 NS
AG 11 3/2 NS
GG 2/4 NS
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AA 42 NS
51078806 AC 4 NS

GT 0 1/4 NS

GC 3/2 NS

AT 2/3 NS

(52981427 AA 5/3 NS

GG 3/5 NS

FGER-2 o 16 3 e
GA 5/3 NS

rs4752566 GG 5/6 NS

AT 5 6/5 NS

GT 202 NS

AG 202 NS

153891034 GG 5/3 NS

AA 3/5 NS

DLX3 AG 13 3/2 NS
GA 2/3 NS

511568785 GG 372 NS

AA 2/3 NS

TGFBR-1 " 10 2 NS
GA 2/3 NS

151048201 GT 5/1 NS

AC 1/5 NS

FGF-2 AT 14 5/3 NS
GC 3/5 NS

156442307 GC 372 NS

AA 2/3 NS

SYN-2 AC 12 3/4 NS
GA 4/3 NS

54803455 GC 9/3 NS

AA 3/9 NS

TGFB-1 e 15 > NS
GA 12 NS

156987534 GG 476 NS

AC 6/4 NS

FGER-1 re 20 o NS
GC 6/4 NS

152376999 GT 4 NS

AC o 1/4 NS

GC 3/6 NS

TIMP-2 AT 6/3 NS
rs7218729 GC 713 NS

AG 5 3/7 NS

GG 2/3 NS

AC 3/2 NS

155034996 GA 5/7 NS

AT 5 7/5 NS

GT 113 NS

AA 3/1 NS

AMELX 15946252 GA 41 NS
AG y 1/4 NS

GG 3/3 NS

AA 3/3 NS

156654939 GT 22 12/4 NS
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AC 412 NS
GC 1/5 NS
AT 5/1 NS
r$17878486 AT 5/1 NS
GC y 115 NS
AC 312 NS
GT 2/3 NS
rs17149007 GT 2/4 NS
AC y 472 NS
GC 114 NS
AT 4/1 NS
rs1351614 AG 772 NS
GC 217 NS
AMTN AC 14 2/3 NS
GG 312 NS
r$17676820 GT 116 NS
AC 5 6/1 NS
GC 5/4 NS
AT 4/5 NS
152615489 GA 273 NS
AG o 312 NS
GG 712 NS
AA 217 NS
DSPP
r$2615487 GC 3/5 NS
AT ” 5/3 NS
GT 3/1 NS
AC 113 NS

Fonte: Elaboragao prépria



73

APENDICE F - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagcao gene-gene entre IL17A (A/G) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/Nao
Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P

GT 2/3 NS
AC 12 3/2 NS
rs3790506 GC 4/4 NS
AT 4/4 NS
GG 7/2 NS
AA 2[7 NS
rs4970956 GA 19 4/6 NS
AG 6/4 NS

TUFT-1
AC 3/9 NS
rs7526319 GT 20 93 NS
AT 4/4 NS
GC 4/4 NS
AT 2/8 NS
GC 8/2 NS
rs11204848 AC 16 1/5 NS
GT 5/1 NS
GA 4/1 NS
AG 1/4 NS
rs198968 GG 11 3/3 NS
AA 3/3 NS

KLK-4
AC 2[7 NS
GT 7/2 NS
rs2235091 AT 14 3/2 NS
GC 2/3 NS
GG 5/3 NS
AA 3/5 NS
rs12681370 GA 14 5/1 NS
AG 1/5 NS

FAM83H

GT 4/2 NS
AC 2/4 NS
rs7463064 GC 17 6/5 NS
AT 5/6 NS
rs4694075 GT 16 4/5 NS
AMBN AC 5/4 NS
GC 6/1 NS
AT 1/6 NS
rs15705 GG 6/1 NS
AA 16 1/6 NS
GA 3/6 NS
AG 6/3 NS

BMP-2
rs235767 GT 5/3 NS
AG 17 3/5 NS
GG 4/5 NS
AT 5/3 NS

BMP-7 rs230191 GT 11 2/1 NS
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AC 12 NS
AT 5/3 NS
GC 3/5 NS
rs12479955 GG 6/1 NS
AA .’ 1/6 NS
AG 41 NS
GA 1/4 NS
517563 GC 5/4 NS
AT 5 4/5 NS
GT 3/3 NS
AC 3/3 NS

BMP-4

rs2071047 AC 4/6 NS
GT 8 6/4 NS
AT 2/5 NS
GC 5/2 NS
152609426 GA 472 NS
AG 2/4 NS
ENAM GG 13 5/2 NS
AA 2/5 NS
rs1784410 AT 2/4 NS
GG 3 42 NS
AG 16 NS
GT 6/1 NS
rs1711441 GC 11/1 NS
AA 8 1/11 NS

GA 3/3 0.009

AC 3/3 0.009
rs1784441 GT 12 NS
AC 0 2/1 NS
GC 413 NS
AT 3/4 NS
rs1784440 AG 2/7 NS
GA 3 712 NS
AA 2/2 NS
MMP-20 GG 2/2 NS
rs1784423 AT 8/2 NS
GC - 2/8 NS
AC 17 NS
GT 71 NS
rs1711422 GG 5/1 NS
AA 3 1/5 NS
GA 413 NS
AG 3/4 NS
r$2280211 GT 8/2 NS
AC 6 2/8 NS
GC 15 NS
AT 5/1 NS
rs1784438 GG 41 NS
AA 11 1/4 NS
GA 1/5 NS
FGFR-2 51078806 GC 8 202 NS
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AT 22 NS
GT 2/2 NS
AC 2/2 NS
(52981427 AA 3/ NS
GG .’ 4/3 NS
GA 41 NS
AG 1/4 NS
rs4752566 GG 4/4 NS
AT o 4/4 NS
GT 3/3 NS
AG 3/3 NS
(52278163 GC 312 NS
AT 2/3 NS
DLX-3 GT 12 5/2 NS
AC 2/5 NS
510482071 GT 8/3 NS
AC 3/8 NS
FGF-2 GC 18 5/2 NS
AT 2/5 NS
156442307 AA 15 NS
GC 5/1 NS
SYN-2 AC 20 311 NS
GA 11/3 NS
54803455 AA 2/8 NS
GC 8/2 NS
TGFB-1 o 15 5 e
GA 2/3 NS
156987534 GG 71 NS
AC 17 NS
FGER-1 A 16 u e
AG 2/6 NS
(52376999 AC 43 NS
GT 5 3/4 NS
AT 5/4 NS
TIMP-2 GC 4/5 NS
rs7218729 GC 712 NS
AG y 217 NS
GG 0/2 NS
AC 2/0 NS
155934996 AT 3/3 NS
GA 0 3/3 NS
AA 2/2 NS
GT 2/2 NS
r$946252 AA 3/3 NS
GG 3 3/3 NS
AG 4/3 NS
AMELX GA 3/4 NS
r$6654939 AT 10/3 NS
GC . 3/10 NS
AC 113 0.003
GT 1311 0.003
rs17878486 AT 41 NS
GC 8 1/4 NS
AC 201 NS
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GT 12 NS
1517149007 AT 2/4 NS
GC 0 412 NS
AC 2/2 NS
GT 2/2 NS
rs1351614 GG 712 NS
AC 207 NS
AMTN GC 14 2/3 NS
AG 3/2 NS
rs17676820 GC 712 NS
AT -’ 207 NS
GT 12 NS
AC 2/1 NS
152615489 GG 5/1 NS
AA y 15 NS
GA 1/4 NS
AG 41 NS
DSPP
r$2615487 AT 2/2 NS
GC 3 2/2 NS
AC 5/4 NS
GT 4/5 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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APENDICE G - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagcao gene-gene entre TGBBR1 (G/A) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/Nao

Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P

GT 6/2 NS
AC 16 2/6 NS
rs3790506 GC 1/7 NS
AT 7M1 NS
GG 4/2 NS
AA 2/4 NS
rs4970956 GA 12 o/a NS
AG 4/2 NS

TUFT-1
GC 6/9 NS
rs7526319 AT 26 96 NS
GT 5/6 NS
AC 6/5 NS
GT 6/3 NS
AC 3/6 NS
rs11204848 GC 15 5/1 NS
AT 1/5 NS
AA 3/1 NS
GG 1/3 NS
rs198968 AG 13 6/3 NS
GA 3/6 NS

KLK-4
GT 6/5 NS
AC 5/6 NS
rs2235091 GC 13 11 NS
AT 11 NS
GG 5/3 NS
AA 3/5 NS
rs12681370 GA 16 6/2 NS
AG 2/6 NS

FAM83H

AT 5/4 NS
GC 4/5 NS
rs7463064 AC 22 7/6 NS
GT 6/7 NS
rs4694075 GT 22 716 NS
AMBN AC 6/7 NS
GC 7/2 NS
AT 217 NS
rs15705 GG 8/3 NS
AA o 3/8 NS
GA 4/9 NS
AG 9/4 NS

BMP-2
rs235767 GT 217 NS
AG 17 712 NS
GG 5/3 NS
AT 3/5 NS
BMP-7 rs230191 GT 19 3/2 NS

AC 2/3 NS
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GC 77 NS
AT 77 NS
rs12479955 GG 16 6/1 NS
AA 1/6 NS
GA 3/6 NS
AG 6/3 NS
rs17563 GC 5/6 NS
AT 20 6/5 NS
GT 6/3 NS
AC 3/6 NS
BMP-4

rs2071047 GT 7/2 NS
AC 18 217 NS
GC 5/4 NS
AT 4/5 NS
rs2609426 AG 8/4 NS
ENAM GA 15 4/8 NS
AA 2/1 NS
GG 1/2 NS
rs1784410 GT 5/4 NS
AG 17 4/5 NS
GG 4/4 NS
AT 4/4 NS
rs1711441 GC 7/3 NS
AA 27 3/7 NS
GA 6/11 NS
AC 11/6 NS
rs1784441 GT 3/5 NS
AC 13 5/3 NS
GC 4/1 NS
AT 1/4 NS
rs1784440 GG 5/8 NS
AA 18 8/5 NS
GA 4/1 NS
AG 1/4 NS

MMP-20
rs1784423 GT 8/2 NS
AC o4 2/8 NS
GC 6/8 NS
AT 8/6 NS
rs1711422 GG 5/4 NS
AA 18 4/5 NS
GA 3/6 NS
AG 6/3 NS
rs2280211 GT 7/4 NS
AC 21 417 NS
GC 2/8 NS
AT 8/2 NS
rs1784438 GG 4/2 NS
AA 16 2/4 NS
GA 4/6 NS
AG 6/4 NS
FGFR-2 rs1078806 AC 15 4/2 NS
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GT 2/4 NS
AT 4/5 NS
GC 5/ NS
(52981427 GA 713 NS
AG 5 3/7 NS
GG 2/6 NS
AA 6/2 NS
FGER-2
(54752566 GG 5/6 NS
AT 25 6/5 NS
GT 717 NS
AG 717 NS
153891034 GG 476 NS
AA 6/4 NS
DLX3 GA 22 6/6 NS
AG 6/6 NS
511568785 GG 372 NS
AA 2/3 NS
TGFBR-1 an 14 an NS
AG 5/ NS
151048201 GT 5/6 NS
AC 6/5 NS
FGF-2 GC 19 5/3 NS
AT 3/5 NS
156442307 GC 5/8 NS
AA 8/5 NS
SYN-2 GA 28 8/7 NS
AC 7/8 NS
54803455 GC 6/2 NS
AA 206 NS
TGFB-1 an 20 2 e
AC 6/6 NS
156987534 GG 7/5 NS
AC 5/7 NS
FGER-1 A 21 o NS
AG 3/6 NS
152376999 GT 207 NS
AC " 772 NS
GC 5/8 NS
TIMP-2 AT 8/5 NS
r$7218729 GC 5/2 NS
AG 5 2/5 NS
GG 4/5 NS
AC 5/ NS
155034996 GT 6/2 NS
AA 5 206 NS
GA 6/1 NS
AT 116 NS
15946252 GG 3/5 NS
AA 5/3 NS
AMELX an 18 > e
AG 2/8 NS
156654939 GT 9/2 NS
AC 28 2/9 NS
GC 6/11 NS
AT 11/6 NS
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rs17878486 GT 41 NS
AC . 1/4 NS
GC 413 NS
AT 3/4 NS
rs17149007 GT 3/5 NS
AC y 5/3 NS
GC 2/4 NS
AT 412 NS
rs1351614 GG 8/2 NS
AC 2/8 NS
AMTN GC 15 1/4 NS
AG 411 NS
rs17676820 AT 2/5 NS
GC o 5/2 NS
AC 8/6 NS
GT 6/8 NS
152615489 GG 9/3 NS
AA 2 3/9 NS
GA 3/8 NS
AG 8/3 NS
DSPP
rs2615487 AT 6/2 NS
GC 8 2/6 NS
AC 6/4 NS
GT 416 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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APENDICE H - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagao gene-gene entre IL1B (G/A) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/Nao

Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P

GT 8 6/2 NS
rs3790506 AC 2/6 NS
GG 7/2 NS
AA 217 NS
rs4970956 AG 15 5/1 NS
GA 1/5 NS
TUFT-1 AC 3/5 NS
rs7526319 GT 17 5/3 NS
GC 4/5 NS
AT 5/4 NS
AT 6/4 NS
GC 4/6 NS
rs11204848 GT 16 6/1 NS
AC 1/6 NS
AA 1/6 NS
GG 6/1 NS
rs198968 GA 13 5/1 NS
AG 1/5 NS

KLK-4
GG 5/3 NS
AT 3/5 NS
rs2235091 GT 15 6/1 NS
AC 1/6 NS
GG 5/1 NS
AA 1/5 NS
rs12681370 AG 15 6/3 NS
GA 3/6 NS

FAM83H

AT 3/7 NS
GC 7/3 NS
rs7463064 AC 21 3/8 NS
GT 8/3 NS
rs4694075 GT 15 2/6 NS
AT 6/2 NS
AMBN GC 6/1 NS
AC 1/6 NS
rs15705 AG 8/3 NS
GA 19 3/8 NS
GG 7M1 NS
AA 117 NS

BMP-2
rs235767 AT 6/3 NS
GG 16 3/6 NS
GT 5/2 NS
AG 2/5 NS
BMP-7 rs230191 AT 2/4 NS
GC 14 4/2 NS
GT 6/2 NS

AC 2/6 NS
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rs12479955 AG 412 NS
GA 0 2/4 NS
AA 13 NS
GG 3/1 NS
517563 AC 5/ NS
GT 20 4/5 NS
GC 6/5 NS
AT 5/6 NS

BMP-4
r$2071047 GC 413 NS
AT 5 3/4 NS
AC 4/5 NS
GT 5/4 NS
152609426 GG 4 NS
AA 1/4 NS
ENAM AG 13 3/5 NS
GA 5/3 NS
51784410 GT 3/2 NS
AG y 2/3 NS
AT 2/ NS
GG 412 NS
rs1711441 AC 4/4 NS
GA 5 4/4 NS
GC 7/4 NS
AA 47 NS
rs1784441 GT 5/1 NS
AC y 1/5 NS
AT 2/3 NS
GC 3/2 NS
r$1784440 GG 3/ NS
AA .’ 4/3 NS
GA 3/2 NS
AG 2/3 NS

MMP-20
r$1784423 GT 9/4 NS
AC " 4/9 NS
AT 7/4 NS
GC 47 NS
r$1711422 GG 412 NS
AA 5 2/4 NS
GA 3/6 NS
AG 6/3 NS
152280211 GT 7/1 NS
AC 4 17 NS
AT 3/3 NS
GC 3/3 NS
rs1784438 AG 4/5 NS
GA 3 5/4 NS
GG 2/2 NS
AA 2/2 NS
FGFR-2 51078806 GC 5/3 NS
AT 10 3/5 NS
AC 11 NS
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GT 7 NS
(52981427 GG 5/1 NS
AA 5 15 NS
AG 6/ NS
GA 4/6 NS
FGER-2
rs4752566 AG 5/3 NS
GT - 3/5 NS
GG 6/ NS
AT 4/6 NS
153891034 GA 6/3 NS
AG 3/6 NS
DLX3 GG 16 5/2 NS
AA 2/5 NS
rs11568785 GG 17 NS
AA 11 NS
TGFBR-1 A 7 I e
GA 1/4 NS
1510482071 AT 43 NS
GC 3/4 NS
FGF-2 GT 14 4/3 NS
AC 3/4 NS
156442307 AC 4/9 NS
GA 9/4 NS
SYN-2 GC 24 9/2 NS
AA 2/9 NS
54803455 AC 5/5 NS
GA 5/5 NS
TGFB-1 A 13 > e
GC 2/1 NS
156987534 GG 8/2 NS
AC 2/8 NS
FGER-1 A 16 28 e
AG 3/3 NS
152376999 AT 3/4 NS
GC .’ 4/3 NS
AC 2/3 NS
TIMP-2 GT 3/2 NS
rs7218729 AC 5/ NS
GG 4 4/5 NS
GC 41 NS
AG 1/4 NS
155934996 AA 372 NS
GT o 2/3 NS
GA 2/2 NS
AT 2/2 NS
r$946252 AA 41 NS
GG 5 1/4 NS
GA 8/2 NS
AMELX AG 2/8 NS
r$6654939 AT 8/3 NS
GC o 3/8 NS
GT 8/2 NS
AC 2/8 NS
rs17878486 GT 11 3/4 NS
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AC 43 NS
GC 2/2 NS
AT 2/2 NS
rs17149007 AT 5/4 NS
GC 5 4/5 NS
GT 412 NS
AC 2/4 NS
rs1351614 GG 6/1 NS
AC 16 NS
AMTN AG 13 2/4 NS
GC 42 NS
rs17676820 AT 2/4 NS
GC y 412 NS
GT 5/3 NS
AC 3/5 NS
152615489 AA 2/9 NS
GG 6 9/2 NS
GA 2/3 NS
AG 3/2 NS
DSPP
rs2615487 AC 1/4 NS
GT . 411 NS
AT 5/2 NS
GC 2/5 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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APENDICE | - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagdo gene-gene entre IL10 (C/T) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/Nao

Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P

GT 2/1 NS
TC 6 1/2 NS
rs3790506 GC 2/1 NS
TT 1/2 NS
GG 10/1 0.01
TA 110 0.01
rs4970956 GA 19 4/4 NS
TG 4/4 NS

TUFT-1
GC 5/3 NS
rs7526319 ™ 19 3/5 NS
GT 8/3 NS
TC 3/8 NS
GC 7/1 NS
TT 1/7 NS
rs11204848 GT 16 7/1 NS
TC 1/7 NS
GG 8/2 NS
TA 2/8 NS
rs198968 GA 13 /1 NS
TG 1/2 NS

KLK-4
GC 4/3 NS
TT 1/4 NS
rs2235091 GT 11 3/1 NS
TC 1/3 NS
GG 3/3 NS
TA 3/3 NS
rs12681370 GA 17 9/2 NS
TG 2/9 NS

FAM83H
GT 3/4 NS
CA 4/3 NS
rs7463064 cG 15 4/4 NS
GA 4/4 NS
rs4694075 GC 16 7M1 NS
TT 1/7 NS
AMBN GT 6/2 NS
TC 2/6 NS
rs15705 GG 11/1 0.009
TA 29 1/11 0.009

GA 6/4 NS
TG 4/6 NS

BMP-2
rs235767 GT 7/2 NS
TG 17 2[7 NS
GG 5/3 NS
TT 3/5 NS
BMP-7 rs230191 TT 13 3/4 NS

GC 4/3 NS
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GT 5/1 NS
TC 15 NS
rs12479955 GG 14 8/2 NS
TA 2/8 NS
TG 3/1 NS
GA 13 NS
517563 GC 5/1 NS
T - 1/5 NS
GT 9/2 NS
TC 2/9 NS
BMP-4

rs2071047 GC 10/3 NS
T o 3/10 NS
GT 71 NS
TC 17 NS
152609426 GA 8/5 NS
TG 5/8 NS
ENAM TA 19 3/3 NS
GG 3/3 NS
rs1784410 GT 712 NS
TG - 2/7 NS
GG 6/2 NS
T 2/6 NS
rs1711441 GA 6/5 NS
TC o 5/6 NS
TA 17 NS
GC 7/ NS
rs1784441 GC 71 NS
T y 17 NS
GT 412 NS
TC 2/4 NS
rs1784440 GA 8/2 NS
TG y 2/8 NS
TA 3/1 NS
GG 13 NS

MMP-20
rs1784423 GT 1012 0.04
TC - 2/10 0.04
GC 411 NS
T 1/4 NS
rs1711422 GA 5/3 NS
TG 6 3/5 NS
GG 7/ NS
TA 17 NS
r$2280211 GT 71 NS
TC 6 17 NS
T 2/6 NS
GC 6/2 NS
rs1784438 GA 42 NS
TG 3 2/4 NS
TA 2/5 NS
GG 5/2 NS
FGFR-2 51078806 GC 10 6/1 NS
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T 176 NS
TC 2/1 NS
GT 12 NS
(52981427 GA 12/4 NS
TG 20 412 NS
GG 3/1 NS
TA 13 NS
(54752566 GT 6/3 NS
TG 5 3/6 NS
GG 5/1 NS
T 15 NS
153891034 GG 8/2 NS
TA 2/8 NS
DLX3 GA 24 10/4 NS
TG 4/10 NS
rs11568785 GG 31 NS
TA 13 NS
TGFBR-1 i 9 o e
TG 2/3 NS
151048201 GT 5/2 NS
TC 2/5 NS
FGF-2 GC 14 5/2 NS
T 205 NS
156442307 GC 772 NS
A 217 NS
SYN-2 GA 20 9/2 NS
TC 2/9 NS
54803455 GC 6/1 NS
A 116 NS
TGFB-1 1 13 e e
GT 3/3 NS
156987534 GG 7/ NS
TC 17 NS
FGER-1 & 18 8/2 e
TG 2/8 NS
152376999 T 3/5 NS
GC 5 5/3 NS
GT 7/1 NS
TIMP-2 TC 17 NS
rs7218729 GC 5/1 NS
TG o 115 NS
TC 2/6 NS
GG 6/2 NS
155934996 GT 31 NS
TA 0 13 NS
T 2/4 NS
GA 4/2 NS
15946252 TA 2/4 NS
GG 472 NS
AMELX e 13 o e
TG 1/6 NS
r$6654939 GT 1111 0.009
TC 26 111 0.009
GC 8/6 NS
T 6/8 NS
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rs17878486 GC 3/1 NS
T o 13 NS

GT 3/1 NS

TC 13 NS

rs17149007 GT 3/2 NS
TC 3 2/3 NS

GC 6/2 NS

T 2/6 NS

rs1351614 GG 71 NS
TC 17 NS

AMTN GC 17 5/4 NS
TG 4/5 NS

rs17676820 GC 9/3 NS
T 6 3/9 NS

TC 2/2 NS

GT 2/2 NS

152615489 TG 47 NS
GA o 7/4 NS

GG 8/2 NS

TA 2/8 NS

DSPP

rs2615487 GT 713 NS
TC - 3/7 NS

T 4/3 NS

GC 3/4 NS

Fonte: Elaboragao prépria



89

APENDICE J - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagcao gene-gene entre IL1A (A/G) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/ Nao

Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P

GT 4/3 NS
AC 8 3/4 NS
rs3790506 GC 0/1 NS
AT 1/0 NS
GG 10/1 0.01
AA 110 0.01
rs4970956 GA 16 23 NS
AG 3/2 NS

TUFT-1
AC 3/7 NS
rs7526319 GT 16 713 NS
GC 3/3 NS
AT 3/3 NS
AT 3/5 NS
GC 5/3 NS
rs11204848 GT 16 711 NS
AC 1/7 NS
GG 6/1 NS
AA 1/6 NS
rs198968 GA 13 33 NS
AG 3/3 NS

KLK-4
AC 1/3 NS
GT 3/1 NS
rs2235091 GC 11 3/4 NS
AT 4/3 NS
rs12681370 GG 12 4/2 NS
AA 2/4 NS
GA 5/1 NS
AG 1/5 NS

FAM83H

AT 2[7 NS
GC 7/2 NS
rs7463064 cT 15 4/ NS
AC 2/4 NS
rs4694075 GT 16 4/5 NS
AC 5/4 NS
AMBN GC 6/1 NS
AT 1/6 NS
rs15705 AG 6/3 NS
GA 18 3/6 NS
GG 7/2 NS
AA 2[7 NS

BMP-2
rs235767 AT 3/2 NS
GG 15 2/3 NS
GT 7/3 NS

AG 3/7 NS
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15230191 AT 2/ NS
GC 5 112 NS
GT 9/3 NS
AC 3/9 NS

BMP-7
r$12479955 GA 8 112 NS
AG 2/1 NS
AA 1/4 NS
GG 4/1 NS
rs17563 GT 4/3 NS
AC - 3/4 NS
GC 6/4 NS
AT 4/3 NS

BMP-4
r$2071047 GC 3/2 NS
AT o 2/3 NS
GT 6/3 NS
AC 3/6 NS
152609426 GG 6/1 NS
AA 1/6 NS
ENAM GA 15 4/4 NS
AG 4/4 NS
151784410 GT 5/ NS
AG 5 4/5 NS
GG 5/2 NS
AT 2/5 NS
rs1711441 AC 412 NS
GA - 2/4 NS
GC 8/3 NS
AA 3/8 NS
rs1784441 GT 5/1 NS
AC .’ 1/5 NS
GC 5/1 NS
AT 15 NS
r$1784440 GG 3/4 NS
AA 4 4/3 NS
GA 5/2 NS
MMP-20 AG 2/5 NS
rs1784423 GT 712 NS
AC " 207 NS
GC 5/8 NS
AT 8/5 NS
rs1711422 GG 6/2 NS
AA 5 2/6 NS
AG 413 NS
GA 3/4 NS
r$2280211 GT 8/2 NS
AC 4 28 NS
GC 2/2 NS
AT 2/2 NS
rs1784438 AG 5/2 NS
GA 12 2/5 NS
GG 4/1 NS
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AA 114 NS
FGFR-2 rs1078806 GC 6/2 NS
AT o 2/6 NS
AC 1/0 NS
GT 0/1 NS
FGFR-2 152981427 GG 6/2 NS
AA 5 2/6 NS
GA 6/4 NS
AG 4/6 NS
rs4752566 AG 413 NS
GT 3 3/4 NS
GG 5/1 NS
AT 1/5 NS
153891034 GA 6/3 NS
DLX-3 AG 5 3/6 NS
GG 712 NS
AA 217 NS
151048207 AT 272 NS
GC 2/2 NS
FGF-2 GT 12 4/4 NS
AC 4/ NS
156442307 AC 5/6 NS
GA 6/5 NS
SYN-2 GC 21 713 NS
AA 3/7 NS
154803455 AC 4/5 NS
GA 5/4 NS
TGFB-1 o 15 o NS
GC 412 NS
156987534 GG 9/ NS
AC 4/9 NS
FGFR-1 re 18 o NS
GC 115 NS
152376999 AT 2/5 NS
GC -’ 5/2 NS
GT 4/1 NS
AC 114 NS
TIMP-2
rs7218729 AC 6/6 NS
GG o 6/6 NS
GC 2/0 NS
AG 0/2 NS
155934996 AA 4/4 NS
GT o 4/ NS
AT 110 NS
GA 0/1 NS
15946252 AA 4/1 NS
GG 3 1/4 NS
AMELX GA 7/1 NS
AG 117 NS
r$6654939 AT 8/3 NS
GC 26 3/8 NS
GT 1213 0.03
AC 3/12 0.03
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rs17878486 GT 3/3 NS
AC o 3/3 NS
AT 112 NS
GC 2/1 NS
517149007 AT 472 NS
GC y 214 NS
GT 312 NS
AC 2/3 NS
rs1351614 GG 6/1 NS
AC 116 NS
AMTN GC 13 2/ NS
AG 472 NS
r$17676820 AT 2/4 NS
GC o 412 NS
GT 4/4 NS
AC 4/ NS
152615489 AA 208 NS
GG 5 8/2 NS
GA 3/3 NS
AG 3/3 NS
DSPP
152615487 AC 3/4 NS
GT ” 4/3 NS
GC 114 NS
AT 4/1 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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APENDICE K - Interagdo gene-gene entre os marcadores da resposta imune e
amelogénese.

Interagcao gene-gene entre STAT (T/G) e os marcadores relacionados a genes da amelogénese.

Familias Transmitido/N&do

Gene SNP Alelos Informativas Transmitido P
TT 4/3 NS
GC 14 3/4 NS
rs3790506 TC 2/5 NS
GT 5/2 NS
GG 7/2 NS
TA 217 NS
rs4970956 GA 20 3/8 NS
TG 8/3 NS

TUFT-1
GC 6/5 NS
rs7526319 T o5 5/6 NS
GT 9/5 NS
TC 5/9 NS
GT 6/7 NS
TC 7/6 NS
rs11204848 aC 21 9/5 NS
TT 5/9 NS
GG 5/2 NS
TA 2/5 NS
rs198968 GA 14 5/ NS
TG 2/5 NS
KLK-4
GT 5/2 NS
TC 2/5 NS
rs2235091 GC 21 7/6 NS
TT 6/7 NS
GG 3/3 NS
TA 3/3 NS
rs12681370 GA 17 5/6 NS
TG 6/5 NS
FAM83H

TT 4/5 NS
GC 5/4 NS
rs7463064 TC 18 7/2 NS
GT 217 NS
rs4694075 TT 17 2/3 NS
GC 3/2 NS
AMBN TC 6/6 NS
GT 6/6 NS
BMP-2 rs15705 GG 10/4 NS
TA 8 4/10 NS
GA 3/11 NS
TG 11/3 NS
rs235767 TT 2/2 NS
GG 12 2/2 NS
GT 3/5 NS
TG 5/3 NS

rs10055464 GG 11 6/1 NS
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A 176 NS
GA 113 NS
TG 3/1 NS
BMP-7 15230191 GT 6/ NS
TC - 4/6 NS
GC 5/2 NS
T 2/5 NS
r$12479955 GG 5/2 NS
TA 3 2/5 NS
GA 2/ NS
TG 42 NS
rs17563 TC 5/3 NS
GT 5 3/5 NS
T 413 NS
GC 3/4 NS

BMP-4
r$2071047 GC 6/5 NS
T - 5/6 NS
GT 3/3 NS
TC 3/3 NS
152609426 TA 9/3 NS
GG 3/9 NS
ENAM TG 19 1/6 NS
GA 6/1 NS
rs1784410 GT 5/7 NS
TG 5 7/5 NS
GG 113 NS
T 31 NS
rs1711441 TC 9/5 NS
GA 25 5/9 NS
TA 47 NS
GC 7/4 NS
rs1784441 T 3/5 NS
GC 8 5/3 NS
TC 8/2 NS
GT 2/8 NS
r$1784440 GG 2/8 NS
TA 5 8/2 NS
MMP-20 GA 3/6 NS
TG 6/3 NS
rs1784423 GT 10/6 NS
TC 25 6/10 NS
GC 118 0.04
T 8/1 0.04
rs1711422 GG 4/4 NS
TA 20 4/4 NS
GA 4/8 NS
TG 8/4 NS
r$2280211 GT 8/3 NS
TC o 3/8 NS
GC 3/7 NS
T 713 NS
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51784438 TG 572 NS
GA » 2/5 NS
TA 3/4 NS
GG 413 NS
rs1078806 TC 5/6 NS
GT 6 6/5 NS
T 14 NS
GC 4/1 NS
152981427 GA 5/7 NS
TG 7/5 NS
FGFR-2 GG 26 4110 NS
TA 10/4 NS
rs4752566 GG 3/10 NS
T 28 10/3 NS
GT 5/7 NS
TG 7/5 NS
153891034 GG 476 NS
TA 6/ NS
DLX3 GA 22 6/6 NS
TG 6/6 NS
511568785 GG 32 NS
TA 2/3 NS
TGFBR-1 o 11 2 NS
G 2/4 NS
151048201 GT 37 NS
TC 713 NS
FGF-2 GC 22 3/9 NS
T 9/3 NS
156442307 GC 9/12 NS
TA 12/9 NS
SYN-2 GA 28 4/3 NS
TC 3/4 NS
154803455 GA 3/6 NS
TC 6/3 NS
TGFB-1 & 16 o NS
TA 3/4 NS
156987534 GG 3/8 NS
TC 8/3 NS
FGFR-1 & 20 8 NS
TG 6/3 NS
152376999 GC 116 NS
T 5 6/1 NS
GT 5/7 NS
TIMP-2 TC 7/5 NS
rs7218729 TC 5/3 NS
GG - 3/5 NS
TG 3/6 NS
GC 6/3 NS
155934996 T 572 NS
GA 5 2/5 NS
TA 6/6 NS
GT 6/6 NS
AMELX
r$946252 GA 8/5 NS
TG 2 5/8 NS
GG 377 NS
TA 713 NS
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r$6654939 GT 132 0.009
TC . 2113 0.009
GC 3/10 NS
T 10/3 NS
rs17878486 T 5/3 NS
GC 5 3/5 NS
TC 4/3 NS
GT 3/4 NS
rs17149007 i 203 NS
GC " 3/2 NS
TC 4/3 NS
GT 3/4 NS
rs1351614 TC 3/7 NS
GG 713 NS
AMTN TG 17 5/2 NS
GC 2/5 NS
r$17676820 TC 9/3 NS
GT 5 3/9 NS
T 116 NS
GC 6/1 NS
152615489 GG 8/2 NS
TA 20 2/8 NS
GA 3/7 NS
TG 713 NS
DSPP
r$2615487 TC 5/4 NS
GT 6 4/5 NS
T 413 NS
GC 3/4 NS

Fonte: Elaboragao prépria
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