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1.1. Evolucién del concepto y clasificacion de la maloclusién de
Clase lll

La preocupacion por el apifiamiento e irregularidades dentales se remonta a

la época a.C, donde ya se realizaban aparatos ortodéncicos primitivos.

En 1838, surge la primera escuela dental del mundo en Baltimore, creada por
Harris. Pronto surge la especialidad de la Ortodoncia, del griego orto (recto) y

odontos (diente), con el propdsito del alineamiento dentario.

A partir de 1850, aparecieron los primeros documentos relacionados con
ortodoncia, siendo el mas importante Oral Deformities de Norman Kingsley'.
Kingsley fue pionero en el empleo de fuerzas extraorales para el tratamiento

ortoddéncico.

El objetivo primitivo de la Ortodoncia era simplemente estético, es decir, se

centraba en la alineacién dentaria sin tener en cuenta la oclusion.

A lo largo de la historia, la maloclusion de Clase Il recibio diferente
nomenclatura. La palabra prognatismo deriva del griego pro (hacia delante) y
gnathos (mandibula). Es generalmente muy visible en antecesores de la especie

humana, o en otras especies del género homo, como los neandertales.

El prognatismo fue distintivo de la dinastia de los Hasburgo, de ahi que se
conociese con el nombre de Hasburg jaw®. Dicho prognatismo se repitié en los
sucesivos reyes espafoles y sus descendientes; incluso a veces en sus esposas,
que eran parientes mas o menos lejanas. Varios reyes con este defecto se dejaban
crecer la barba para intentar disimularlo ya que se relacionaba este aspecto con un

nivel mas bajo de inteligencia.

En 1890, Edward H. Angle® publicé la clasificacion de las maloclusiones,
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aportando una nueva dimension a la Ortodoncia. Asi, definié el concepto de oclusion
como “las relaciones normales de los planos inclinados oclusales de los dientes
cuando los maxilares estan cerrados”. Para Angle, la llave de la oclusion era el
primer molar superior, estableciendo como referencia para una oclusion estable que
la cuspide mesiobucal del molar superior debia ocluir con el surco bucal del molar
inferior. Asi, los tres tipos de maloclusion que describio fueron: Clase |, Clase Il y
Clase lll. La maloclusién de Clase lll se caracteriza por una posiciéon hacia mesial

del molar inferior con respecto al superior.

Con el fin de completar la primera clasificacién de las maloclusiones, Martin
Dewey propuso una serie de subdivisiones de la Clase |. En 1912, Lisher introdujo
una nueva clasificacion con la misma referencia de Angle pero con distinta

nomenclatura: neutroclusién, distoclusién y mesioclusion.

Moyers* introdujo el concepto de “Sindrome de Clase IlI” pues consideraba
incompleta la clasificacion de Angle. Asi considerd el problema como un conjunto
de elementos coincidentes que forman un patron identificable. Ahadié aspectos
como el andlisis de la discrepancia oseodentaria, el estudio de las disfunciones

musculares y el perfil facial del paciente.

Ackerman y Proffit> identificaron cinco caracteristicas fundamentales de la
maloclusién que deberian considerarse sistematicamente en cualquier clasificacion,
completandose formalmente el esquema de Angle. Incorporaron una valoracion del
apifamiento y la asimetria en los arcos dentales y una valoracion de la protrusiéon de
los incisivos, reconocieron la relacién existente entre protrusion y apifiamiento,
incluyeron los planos transversal y vertical ademas del anteroposterior e
incorporaron informacién sobre las proporciones maxilares esqueléticas en cada uno
de los planos del espacio. Asi, el diagnéstico de la maloclusién de Clase Il se
realiza en los tres planos del espacio, transversal, vertical y sagitale. La Ortodoncia
ha evolucionado desde el simple enderezamiento dental a la evaluacion del aspecto

facial, donde se pretende establecer una correcta relacion entre el componente
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dental, esquelético y tejidos blandos.

Por tanto, la maloclusiéon de Clase Ill se caracteriza por una posicion
mesializada de la arcada dentaria inferior con respecto a la superior. Debido a esa
relacion andmala, los incisivos pueden presentar. mordida cruzada anterior,
contacto borde a borde, o, en caso de compensacion dentoalveolar,
retroinclinacion de los inferiores y proinclinacién de los superiores. Dentro de las
maloclusiones de Clase Ill se pueden diferenciar entre problemas dentarios,

funcionales o pseudoclase lll, y problemas esqueléticos o verdaderas’®.

Actualmente se considera que en la mayoria de los casos las maloclusiones
resultan de una discrepancia 6seo-dentaria y una disarmonia en el desarrollo de las
bases 6seas maxilares. Aun asi, es un error determinar que existe un origen unico

del problema maloclusivo, pues se trata de una etiopatogenia multifactorial®.

Aunque es dificil determinar la causa exacta de una maloclusién, podemos
examinar los factores que pueden actuar. La causa de la maloclusion de Clase Il

puede centrarse a nivel esquelético, dentoalveolar o mixto™°.

Los factores destacados que intervienen en la etiopatogenia de la maloclusion
de Clase lll son factores genéticos, congénitos y adquiridos, los cuales actuan a tres
niveles, general, proximal y local. La maloclusion de Clase |ll esquelética tiene
claramente un fuerte componente genético. Se ha observado a lo largo de los afios
que el prognatismo mandibular y quizas, pero en menor medida, la deficiencia
maxilar se transmite hereditariamente entre los individuos de una misma familia'’.
Otros rasgos caracteristicos y heredables de esta maloclusibn son las
compensaciones dentales. En cuanto a los factores congénitos que intervienen en el
desarrollo de la maloclusién de Clase lll, existen sindromes congénitos que cursan
con esta maloclusién. Entre los mas destacados se encuentran la fisura
labiopalatina’®, el sindrome de Crouzon, sindrome de Apert y el sindrome de
Marfan.
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Con respecto a los factores adquiridos que intervienen en el desarrollo de la
maloclusién de Clase lll, estos actuan a tres niveles: general, proximal y local. A
nivel general cabe citar la acromegalia, que se debe a la existencia de un tumor
adenohipofisario que secreta excesivas cantidades de hormonas el crecimiento y
puede provocar a lo largo del tiempo un mayor crecimiento mandibular generandose
una maloclusién de Clase Ill esquelética. A nivel proximal, la lengua es la principal
protagonista. En los casos en los que se produce una posicion baja de la lengua, se
reduce la anchura de arcada superior, aumenta la anchura de arcada inferior,
produce una proinclinacion incisivos inferiores y ocasiona trastornos verticales en el

crecimiento’?.

1.2. Epidemiologia de la maloclusion de Clase lll

La incidencia de maloclusion de Clase Il varia en funcién del origen étnico
de la poblacion. A lo largo de la literatura, diversos estudios epidemiolégicos han
obtenido que la incidencia en la poblacién caucasica oscila en torno al 1-5%'*"® y
en la poblacién latina se ha registrado que un 5% presentaban maloclusion de
Clase . En la poblacién asiatica, sin embargo, este tipo de maloclusién se
presenta con mas frecuencia. Segun algunos autores se trata de un 14% de la

20-23

poblacion®? o en un rango entre 9-19%2*?. Otros estudios llevados a cabo en

poblacién europea obtuvieron una prevalencia entre un 3-8%'%17%.

1.3. Etiopatogenia y caracteristicas morfolégicas de la

maloclusion de Clase Il

Actualmente se considera que en la mayoria de los casos las maloclusiones
resultan de una discrepancia 6seo-dentaria y una disarmonia en el desarrollo de
las bases 6seas maxilares. Aun asi, es un error determinar que existe un origen

unico del problema maloclusivo, pues se trata de una etiopatogenia multifactorial.
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La denominada ecuacién de Dockrell es ampliamente reconocida como esquema
inicial para la consideracion etiopatogénica. Asi segun esta, unas determinadas
causas actuan durante un tiempo sobre un tejido provocando una alteracion.

El problema de las maloclusiones se ha visto incrementado a lo largo los
ultimos afos, incluso existen estudios que afirman una menor prevalencia de estas

alteraciones en el medio rural®’.

1.3.1. Factores que intervienen en la etiopatogenia y niveles de

actuacion.

Aunque es dificil determinar la causa exacta de una maloclusion, podemos
examinar los factores que pueden actuar. La causa de la maloclusion de Clase Il

puede centrarse a nivel esquelético, dentoalveolar o mixto?®.

Los factores destacados que intervienen en la etiopatogenia de la
maloclusién de Clase Il son factores genéticos, congénitos y adquiridos, los

cuales actuan a tres niveles, general, proximal y local.

La maloclusion de Clase Il esquelética tiene claramente un fuerte
componente genético. Se ha observado a lo largo de los afios que el prognatismo
mandibular y quizas, pero en menor medida, la deficiencia maxilar se transmite
hereditariamente entre los individuos de una misma familia. Otros rasgos
caracteristicos y heredables de esta maloclusibn son las compensaciones

dentales.

A lo largo de la literatura, surgen numerosos estudios para clasificar los

29-34

diferentes fenotipos de la maloclusion de Clase Ill esquelética (figura 1).
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Figura 1: fenotipos de Clase Ill. Tomado de: Moreno Uribe LM y col., 2013,

Establecer estos marcadores fenotipicos, es decir, distinguir las
caracteristicas clinicas de la maloclusién de Clase lll, aporta la posibilidad de
establecer las correlaciones con los modos hereditarios y es necesario para los
estudios de los eslabones que clarifique las bases genéticas de esta disarmonia
esquelética. Es previsible que, en el futuro, el analisis genético se usara para
identificar a los pacientes con problemas ortodéncicos que responderan bien o

insuficientemente a diferentes modalidades de tratamiento.

La evidencia de estudios genéticos poblacionales ha demostrado que la

maloclusién de Clase Il es fuertemente influenciada por factores genéticos y por
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multiples factores ambientales, los cuales se han demostrado que afectan al
crecimiento mandibular®>*®. Normalmente, la maloclusién de Clase Ill sigue un
modelo hereditario poligénico37, aunque diversos estudios han encontrado un
modelo monogénico®. Los avances en la biologia molecular han permitido el
reconocimiento de varios genes implicados en el crecimiento mandibular®®4°.

El andlisis del enlace genético “Genetic linkage analysis” se realiza para
determinar los loci cromosoémicos que podrian albergar genes asociados con una
determinada enfermedad o fenotipo. Asi, constituye una nueva herramienta que se
podra utilizar en un futuro para identificar cuales son los genes que contribuyen en

el fenotipo de Clase lll.

Aunque la determinacion de la base genética de la maloclusion de Clase Il
esquelética tenga una aplicacién clinica directa en el futuro inmediato, la deteccion
del gen o los genes que participan en el desarrollo de esta maloclusién promete
grandes mejoras en cuanto al manejo clinico de los pacientes. Dicho conocimiento
puede ser empleado para predecir con precision los cambios de crecimiento a
largo plazo y por lo tanto las modalidades de tratamiento. A su vez, los
descubrimientos genéticos y moleculares pueden dirigir las intervenciones
farmacoldgicas. En cualquier caso, el desarrollo tanto tecnoldgico como fisioldgico
que esta sufriendo el campo de la ortodoncia aporta numerosos avances en

cuanto al diagndéstico y planificacion terapéutica.

En cuanto a los factores congénitos que intervienen en el desarrollo de la
maloclusién de Clase lll, existen sindromes congénitos que cursan con esta
maloclusién. Por definicion, un sindrome es un conjunto de caracteristicas que
representan un patron identificable. El reconocimiento de estos sindromes es muy
importante en los estudios clinicos ya que los pacientes que pueden agruparse por

patrones identificables son mas predictibles que los no clasificables.
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Entre los sindromes de anomalias del desarrollo que cursan con una
maloclusion de Clase Il destacan la fisura labiopalatina, el sindrome de Crouzon,

sindrome de Apert, sindrome de Marfan.

La fisura labiopalatina es una deformidad congénita craneofacial causada
por un fallo en la fusién entre los procesos nasales medios y el proceso maxilar o
entre procesos palatinos, donde influyen tanto factores genéticos como
medioambientales*’. En estos pacientes, ocurren con frecuencia anomalias
dentales tales como hipodoncia, malformaciones y alteraciones del patrén de
erupcion*®*®. Los pacientes fisura labiopalatina se caracterizan frecuentemente
por una retrusion maxilar siendo menos afectada la mandibula. Actualmente, la
participacion ortopédica/ortoddncica en este tipo de deformidad adquiere una gran
importancia, siendo necesaria la relacién entre el cirujano y ortodoncista para

conseguir los mayores beneficios posibles en el paciente®.

El Sindrome de Crouzon y el Sindrome de Apert. constituyen una
malformacién craneofacial, desarrollada en etapas mas posteriores que la fisura
labiopalatina, agrupado dentro de los sindromes de craneosinostosis. Se produce
por un cierre precoz de las suturas que existen entre los huesos craneales y
faciales. ElI Sindrome de Crouzon se caracteriza por un desarrollo insuficiente de
la region mesofacial y ojos que parecen salirse de las érbitas. Se produce por una
fusion prenatal de las suturas superior y posterior del maxilar a lo largo de la pared
orbital. Ambos sindromes cursan con un déficit de desarrollo anteroinferior del

maxilar y por tanto una alteracion del desarrollo del tercio medio facial.

El Sindrome de Marfan es una alteracién genética hereditaria que afecta al
tejido conectivo, por lo que aparecen alteraciones en varias partes del organismo.
Entre algunas caracteristicas fenotipicas del sindrome se pueden mencionar
estatura alta y delgada, el aumento de la extension del brazo en comparacién con

la altura, aracnodactilia, paladar ojival y maloclusién esquelética de Clase [11*°.
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Con respecto a los factores adquiridos que intervienen en el desarrollo de la
maloclusién de Clase lll, estos actuan a tres niveles: general, proximal y local. A
nivel general cabe citar la acromegalia, que se debe a la existencia de un tumor
adenohipofisario que secreta excesivas cantidades de hormonad el crecimiento y
puede provocar a lo largo del tiempo un mayor crecimiento mandibular
generandose una maloclusién de Clase Il esquelética. En el sindrome de Down,
la macroglosia caracteristica ocasionan el desarrollo de una maloclusion de Clase
[l

A nivel proximal, la lengua es la principal protagonista. En los casos en los
que se produce una posicion baja de la lengua, se reduce la anchura de arcada
superior, aumenta la anchura de arcada inferior, produce una proinclinacion
incisivos inferiores y ocasiona trastornos verticales en el crecimiento. Para estos
casos, también pueden usarse retenedores acrilicos similares a una placa de
Hawley, pero con mas acrilico lingual para elevar la posicion de la lengua®®. Esta
posicion baja de la lengua puede verse influenciada por una hipertrofia amigdalar
asi como por trastornos de las vias aéreas. A nivel local, tanto la agenesia, como
contactos prematuros y desviaciones del patron eruptivo, pueden ser la causa de

una mordida cruzada anterior.
1.3.2. Caracteristicas morfolégicas de la maloclusion de Clase il

Las Clases lll presentan una gran variedad de tipologia facial donde la
morfologia general de la cara se puede ver afectada tanto por la posicion de los
dientes como por la de las estructuras esqueléticas, siendo un conjunto de estas

alteraciones lo que caracteriza a las maloclusiones de Clase llI.

Las manifestaciones esqueléticas pueden ser de origen maxilar, mandibular o
mixto y esto nos lo aporta el analisis cefalométrico*’. Si la maloclusion es de origen
maxilar, se puede producir por una posicion retrasada del maxilar (retrognatismo) o

déficit del crecimiento (hipoplasia) y si es mandibular la causa puede ser una
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posicion adelantada de la mandibula (prognatismo) o exceso de crecimiento

48,49

(hiperplasia) (figura 2).

57
Young adult white males
with class [l malocclusion

I
I I

Dentoalveolar origin
24.6%

Skeletal origin
75.4%
I
I I I

Mandible Maxilla Mandible and Maxilla
47.4% 19.3% 8.7%

Prognathism
10.5%

Macrognathia
15.8%

Prognathism
and
Macrognathia
21.1%

Retrognathism
10.5%

Micrognathia
8.8%

Prognathism
and
Micrognathia
5.2%

Macrognathia
and
Retrognathism
3.5%

Figura 2. Origen esquelético y dentoalveolar de la maloclusion Clase lll esquelética en una muestra

al azar de hombres jovenes caucasicos. Tomado de Staudt CB y col., 20098

Anteriormente, la observacion clinica del problema sagital de Clase Il j ha
llevado a la afirmacion de que la causa principal fue el desarrollo mandibular
excesivo. Por ello, en la literatura germana, se usa el término progenie para
referirse a este tipo de maloclusiones, pues etimoldégicamente significa un
desarrollo excesivo del menton. Estudios mas recientes han concluido que el
componente mas frecuente de este tipo de maloclusion es el maxilar®®.

Varios estudios®®?

mostraron una mayor frecuencia de retrognatismo
maxilar en los pacientes de Clase Ill, oscilando entre el 57-67% de los sujetos
evaluados. Segun Kapust A>3 el 42-63% presentan una retrusiéon maxilar con o
sin prognatismo a nivel mandibular. Entre los individuos de procedencia japonesa,
la retrusion maxilar se encuentra con mayor frecuencia que una mandibula grande

para la configuracion de una maloclusion Clase Ill esquelética®.

Si el problema de Clase lll se debe a una deficiencia maxilar, ésta puede

ser tanto vertical como anteroposterior. Si el déficit es anteroposterior (retrusion o
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hipoplasia) el efecto es directo, pero si es vertical se produce una anterorrotacion

mandibular que da lugar a una posicion avanzada de la mandibula (prognatismo).

Entre las caracteristicas fundamentales de la maloclusion de Clase Il
esqueléticas de origen maxilar se encuentran una base craneal anterior corta, una
posicion retrasada del maxilar superior, una hipoplasia maxilar y una longitud

mandibular ligeramente aumentada®®.

Otro aspecto importante en el establecimiento de los diferentes patrones
craneofaciales, ademas de las relaciones de las bases maxilares, es la posicién de
la fosa glenoidea. A pesar de la repercusion reconocida de la fosa glenoidea en la
etiologia de las maloclusiones y durante la terapia ortoddncica, no existen
suficientes estudios que reflejen la importancia de la posicion de la articulacion
temporomandibular para el diagndstico ortoddncico. Recientemente, Innocenti y
col.’® han documentado que una de las caracteristicas anatémicas de paciente de
Clase Ill con protrusién mandibular es la posicion anterior de la fosa glenoidea, a
diferencia de una posicion posterior caracteristica de la maloclusién de Clase |l
con retrusion mandibular®’. Como medicion mas efectiva para evaluar dicha
posicion, los autores consideraron la distancia existente entre la fosa glenoidea y

la sutura frontonasomaxilar.

Por normal general, todos los componentes anteriormente descritos se
encuentran presentes en la mayoria de los pacientes de Clase |,
independientemente de su origen étnico, aparecen temprano en el desarrollo y

tienden a empeorar con la edad.

1.4. Diagnéstico

1.4.1. Diagnéstico ortodéncico general
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La realizacion de un buen diagndstico es fundamental para determinar un

adecuado enfoque terapéutico y un correcto momento de actuacion.

El diagndstico, la planificacidn del tratamiento, y la ejecucién del tratamiento
son los pasos involucrados en la atencidn de las maloclusiones. El diagndstico es
la definicibn del problema, la planificacion del tratamiento se basa en el
diagndstico y es el proceso de planificacion de los cambios necesarios para

eliminar los problemas y el tratamiento es la ejecucion del plan®®.

En el diagndstico ortoddncico existen dos aspectos importantes, el estudio
clinico y el estudio cefalométrico. El estudio clinico del paciente comprende un
analisis extraoral y un andlisis intraoral, tanto a nivel estético como funcional.
Dentro del analisis estético extraoral, se realiza un estudio tanto de perfil como
frontal del paciente en base a los registros fotograficos previamente obtenidos. En

el analisis frontal®®

, se evaluaran del mismo modo los tercios faciales y se estudia
ademas la asimetria mandibular, la cual requiere normalmente la valoracion de las
lineas medias dentarias. En el analisis de perfil se valora la proporcionalidad de
los tercios faciales, asi como la posicion sagital de determinados puntos en los

tejidos blandos. El analisis estético de Powell®

consiste en la medicion de angulos
formados por lineas que se trazan sobre los tejidos blandos de perfil y es realizado
con los labios en reposo. El triangulo estético de Powell analiza las principales
masas estéticas de la cara: frente, nariz, labios, menton y cuello utilizando angulos
interrelacionados entre si. El andlisis bucodental comprende un examen clinico y
pruebas complementarias. El examen clinico comprende la valoracion de los
tejidos blandos, periodonto y la denticién. Entre las pruebas complementarias, la
ortopantomografia se realiza para evaluar la zona nasomaxilar, articulacion
temporomandibular y la denticion. El estudio de modelos permite realizar un
analisis estatico y dinamico de ambas arcadas en los tres planos del espacio:
transversal, vertical y sagital. Clasicamente, no se realizaba un correcto analisis
clinico funcional, por lo que aparecian recidivas debido a un diagnostico

incompleto. El estudio funcional de Ila oclusibn y las articulaciones
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temporomandibulares incluyen un estudio gnatolégico, de la fonacion, deglucion,
respiracion y habitos del paciente. De todos aspectos que componen el
diagndstico ortoddncico, uno de los mas importantes es la determinacion de la
posicidon mandibular. La posicion de referencia del sistema masticatorio es la
relaciéon céntrica, que ha sido definida entre otras como una aquella situacién en la
que los céndilos se encuentran en la posicidbn mas posterior, mas superior y mas
medial en la cavidad glenoidea®'. Con el objetivo de lograr una oclusién funcional,
salud periodontal, salud articular, asi como una estética dentaria 6ptima, un
balance facial equilibrado y una estabilidad de los resultados, la obtencion de una

oclusion en relacién céntrica es importante.

El analisis cefalométrico aportd un conocimiento mas profundo de las
estructuras involucradas. Sus mediciones y el estudio de sus relaciones entre si
permitieron alcanzar un diagnostico correcto de cada caso. Asi, el estudio
cefalométrico probablemente sigue siendo la mejor manera de acercarse a la
descripcion de las caracteristicas en la poblacion de Clase lll. Recientemente, la
incorporacion de la tomografia computerizada de haz cénico ha aportado
numerosas ventajas, entre ellas una localizacion mas exacta de las estructuras
anatdmicas implicadas en el estudio cefalométrico®. Sin duda, el andlisis en tres

dimensiones, desempefara un papel preponderante en el futuro.

1.4.2. Diagnéstico de la maloclusion de Clase Il

Los individuos con maloclusion de Clase lll pueden tener una combinacion
de componentes esqueléticos y dentoalveolares. Las caracteristicas esqueléticas
de la maloclusion de Clase Ill han sido bien documentadas y comparadas tanto
con la oclusién normal como con la maloclusién Clase | a lo largo de la

literatura®!63°

En el analisis extraoral, los rasgos generales la maloclusién de Clase Ill son

el perfil cdncavo, el labio inferior y mentén prominente y el labio superior recto. En
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la exploracion intrabucal, las caracteristicas dentofaciales han de ser evaluadas en

los tres planos del espacio.

A nivel transversal, un déficit transversal maxilar frecuentemente acompana
al problema sagital, produciendo una mordida cruzada a en los segmentos bucales
y falta de espacio en la arcada superior. Esta circunstancia puede originarse por
una posicion descendida de la lengua ya mencionada anteriormente y a la

mesializacion de la arcada inferior, la cual resulta transversalmente mas ancha.

A nivel vertical, varia segun los casos y segun el patron de crecimiento del
paciente. La maloclusion de Clase lll pude acompanarse de distintos tipos de
patrones de crecimiento facial. Los patrones dolicofaciales compensarian el
crecimiento y avance mandibular mientras que los patrones braquifaciales

agravarian la maloclusién por un mayor crecimiento horizontal mandibular.

A nivel sagital, se pueden detectar compensaciones dentoalveolares tales

como incisivos superiores vestibulizados e incisivos inferiores lingualizados.

En cuanto al analisis oclusal, debe realizarse en posiciéon de relacién

céntrica, lo cual permite el diagnédstico diferencial con la pseudoprogenie.

La maloclusion de Clase Ill esquelética se puede determinar
cefalométricamente mediante diferentes estudios cefalométricos. Los parametros
segun el analisis cefalométrico de Steiner que pueden considerar una maloclusion
de Clase lll serian la disminucién del angulo SNA, aumento del SNB y por tanto
disminucion del ANB. Segun el analisis cefalométrico de Ricketts, una disminucién
de la convexidad facial, asi como un aumento de la profundidad facial, son
indicativos de una Clase Il esquelética y un prognatismo mandibular

respectivamente.

Valorando los parametros de McNamara, son indicativos de una
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maloclusién de Clase lll esquelética, una longitud mandibular aumentada, una
longitud mandibular disminuida y una posicién retrasada del punto A con respecto

a la perpendicular del Nasion.

En la cefalometria MSE®®, un angulo de la base del craneo disminuido, una
longitud de la base craneal disminuida, un angulo del plano oclusal funcional
disminuido y un valor negativo de la estimacion de Wits son indicadores de una

Clase lll esquelética.

La posibilidad de predecir en una etapa temprana la evolucion a largo plazo
de una intervencion ortopédica en la desarmonia de Clase Il esquelética podria
desempenar un papel importante en la mejora de las capacidades de diagndstico y

1.5” realizaron un

prondstico de la ortodoncista contemporaneo. Baccetti y co
estudio para identificar una serie de variables cefalométricas con poder
significativo para la clasificacion, antes del tratamiento, de los pacientes de Clase
[l con respecto a la eficacia de un protocolo de tratamiento ortopédico y la
estabilidad a largo plazo de los resultados del tratamiento. En concreto pretendian
valorar la previsibilidad del tratamiento con expansién rapida del maxilar y
mascara facial. Identificaron tres mediciones predictivas para los resultados del
tratamiento. La primera fue la longitud de la rama mandibular o altura facial
posterior, la segunda fue la angulacion de la base del craneo y la tercera la
inclinacion del plano mandibular con respecto a la base craneal. Los autores
concluyen el tratamiento a largo plazo sera mas favorable cuando los registros
cefalométricos previos al tratamiento muestren una rama de la mandibula corta,
con un angulo de la base craneal obtuso y un angulo del plano mandibular abierto.
Por el contrario, la excesiva longitud de la rama mandibular (es decir, el aumento
de la altura facial posterior), con un angulo de la base craneal agudo y un angulo
plano mandibular pronunciado debe ser considerado como signos desfavorables

en el prondstico de la maloclusion de Clase lll.

Otro estudio mas reciente concluye que una discrepancia maxilo-
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mandibular severa, un aumento de la dimensién vertical y una mandibula
prognatica constituyen factores craneofaciales desfavorables para la estabilidad a
largo plazo del tratamiento precoz de la maloclusion esquelética de Clase |li

mediante mascara facial®®.

1.4.3. Diagnéstico diferencial de la maloclusion de Clase lll

El diagndstico diferencial entre los distintos tipos de maloclusién de Clase Il
es enorme importancia a la hora de realizar la planificacion terapéutica. Asi, es
preciso distinguir entre una maloclusion localizada y de buen pronéstico de aquella

que afecta a toda la oclusion.

La mordida cruzada simple es de origen dentario, generalmente localizada y
con una simple correccion. Requiere una intervencién precoz para aliviar el posible

traumatismo constante que pueden sufrir los dientes involucrados.

La pseudoclase Ill es un grado mas avanzado, constituye una maloclusion
funcional donde toda la mandibula se encuentra mesializada en el momento de la
oclusién habitual. Cefalométricamente, tanto la longitud maxilar como la
mandibular se encuentran dentro de la norma. Presenta un prondstico favorable
siempre y cuando se realice su intercepcion lo antes posible para evitar una

evolucion a una maloclusién de Clase Ill esquelética.

La maloclusion de Clase lll esquelética presenta su origen etiolégico en las
bases 6seas pudiendo manifestarse a nivel dentoalveolar desde un contacto borde
a borde a nivel anterior hasta una gran alteracion sagital con un resalte negativo.
Cefalométricamente se traduce en un angulo ANB negativo, una base craneal
corta asi como una alteracion de la longitud maxilar, mandibular o ambas. El tercio
medio deprimido hace referencia al poco desarrollo de los huesos malar y maxilar.
El enfoque terapéutico ira orientado al tratamiento temprano con ortopedia

dentofacial y en los casos mas graves al tratamiento con cirugia maxilofacial.
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La maloclusion de pseudoclase lll ha sido identificada con una mordida
cruzada anterior como resultado de un desplazamiento mandibular. Un contacto
prematuro entre los incisivos maxilares y mandibulares producen un
desplazamiento anterior de la mandibula, con el fin de saltar la posicién inestable

del borde a borde incisal y conseguir una oclusion de los dientes posteriores®°.

Algunos estudios muestran que la relacion borde a borde de los incisivos
maxilares y mandibulares son debidas a una retroinclinacién del incisivo superior y
una proinclinacion del incisivo inferior’""2. Sin embargo, otros autores afirman la

existencia de alguna tendencia hereditaria para este tipo de maloclusion’.

En el andlisis extraoral de perfil, la pseudomaloclusion de Clase Ill muestra
un perfil normal en relacion céntrica, haciéndose coéncavo en maxima

intercuspidacion.

La importancia del diagnéstico diferencial entre la maloclusion esquelética
del Clase lll y la pseudoclase lll radica en la formulacion de un adecuado plan de
tratamiento para esos pacientes.

Rabie y col.™

en un estudio realizado en poblacién china compararon
sujetos con maloclusion de pseudoclase lll y sujetos con maloclusién de Clase |I.
Estos autores encontraron que la mayoria de los sujetos no tenian antecedentes
familiares de este tipo de maloclusién. Obtuvieron relacion de Clase | molar y
canina en oclusién habitual y relacién de Clase Il o borde a borde en relacion
céntrica, una posicion adelantada de la mandibula, pero con longitud normal y una

retroinclinaciéon de incisivos maxilares.

Sin embargo, Lee en otro estudio® mostré una relacién molar de Clase IlI

en maxima intercuspidacion y Clase | en relacion céntrica.
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Como conclusion, el diagnéstico diferencial entre maloclusién de Clase Il

esquelética y funcional debe realizarse en relacion céntrica.

Recientemente, se han publicado numerosos estudios con el fin de
desarrollar diferentes modalidades de tratamiento para la Clase I, tal y como nos
encontramos en nuestra revision sistematica que publicamos en 2013 en la revista
de Angle Orthodontics’>®. Sin embargo, los tratamientos son aun limitados y las
opciones terapéuticas no del todo satisfactorios. A dia de hoy sigue pensando que
la clase Ill constituye un problema complejo en ortodoncia y de origen aun

desconocido.

1.5. Investigacion genética y su relacion con Ortodoncia

En la actualidad, los avances en la investigacion genética estan permitiendo el
analisis de aspectos complejos en la biologia humana: el crecimiento, el desarrollo y
la respuesta ante estimulos externos, como por ejemplo un tratamiento de
ortodoncia. Se estan desarrollando diversas lineas de investigacion genética en el
ambito de la ortodoncia con el fin de profundizar en el conocimiento de distintas
patologias y poder establecer una aplicacion clinica a través de medidas preventivas

o terapéuticas.

La maloclusiéon es una manifestacidon de la interaccién de factores

13 En el ambito

genéticos y ambientales durante el desarrollo de la regidén orofacia
ortodéncico resulta de gran interés la genética para comprender por qué un
paciente presenta una oclusién concreta (figura 3). La consideracion de los
factores genéticos de un paciente es un elemento esencial para el diagndstico,
que subyace tedricamente bajo todas las anomalias dentofaciales. Es fundamental
esta parte del diagndstico para comprender la etiologia de la maloclusién antes de

iniciar un plan de tratamiento.
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Mandibular
growth

Figura 3. Efectos de la interaccion de genes y el

medio ambiente en el crecimiento mandibular.

Tomado de Xue F y col., 2010,

1.5.1. Conceptos generales en genética

Antes de continuar, es necesario definir algunos conceptos basicos sobre

genética que seran mencionados a lo largo de la redaccion de este proyecto:

Los seres vivos estan formados por minimas unidades llamadas células. Todas
las funciones quimicas y fisiolégicas basicas, por ejemplo, la reparacion, el
crecimiento, el movimiento, la inmunidad, la comunicacion, y la digestion, ocurren al
interior de la célula. La teoria celular, establece que todos los seres vivos estan
constituidos por células y que toda célula proviene de una preexistente. Sin
embargo, la estructura de las mismas puede ser muy diferente, existiendo dos
modelos de organizacién celular: células procariotas (son mas simples y forman
organismos como las bacterias) y células eucariotas. Estas células eucariotas
pueden ser de dos tipos: animales o vegetales. La célula animal tipica contiene una
serie de estructuras u organulos que la definen y diferencian y que hacen de ella
una estructura eucariota y heterétrofa. Contiene estructuras membranosas y no
membranosas, todas ellas flotando y dispersas por el citoplasma celular. Entre las

membranosas estan los reticulos endoplasmaticos rugosos vy lisos, el aparato de
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Golgi, los lisosomas, mitocondrias y nucleo. Entre las no membranosas estan el
centrosoma y el citoesqueleto. Todo ello envuelto en una membrana plasmatica o
celular de estructura constante y unitaria. En las células eucariotas, a diferencia de
las procariotas, el material genético se encuentra protegido dentro de una estructura

denominada nucleo.

Los cromosomas son estructuras que se encuentran en el interior del nucleo
celular. Estas estructuras transportan fragmentos largos de ADN y de proteinas,
conteniendo la informacion genética del organismo. Los cromosomas vienen en
pares. Normalmente, cada célula en el cuerpo humano tiene 23 pares de
cromosomas (46 cromosomas en total), de los cuales la mitad proviene de la madre
y la otra mitad del padre. Dos de los cromosomas, el X y el Y, determinan si usted
nace como niRo o como nifia (sexo) y se denominan cromosomas sexuales. La
madre le aporta un cromosoma X al hijo, mientras que el padre puede contribuir ya
sea con un cromosoma X o con un cromosoma Y. Es el cromosoma del padre el que
determina si el bebé es un nifio o una nifia. Todos los seres humanos tienen 22
pares de cromosomas homdlogos denominados autosomas, que se numeran segun

el tamano y otras caracteristicas.

Los cromosomas homodlogos son cromosomas del mismo tamano , de la
misma forma y con la misma disposicion de los genes. Los cromosomas homaologos
forman pares de cromosomas. En cada ser humano, al menos 22 pares de
cromosomas corresponden asi a parejas de cromosomas homélogos, denominados
autosomas. El par 23, el de los cromosomas sexuales, se compone de cromosomas
homadlogos en las mujeres (cromosomas X y X) pero de dos cromosomas diferentes

en los hombres (cromosomas X e Y)"’.

Como se ha descrito, los cromosomas son estructuras que transportan ADN y
proteinas. El acido desoxirribonucleico (ADN) es una macromolécula que contiene
toda la informacién genética del individuo. El conjunto de esta informacion presente

en las células se denomina genoma y, segun su localizaciéon, podemos identificar un
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genoma complejo nuclear y un genoma mitocondrial simple. En cuanto a la
estructura molecular del ADN, éste estd formado por una larga secuencia de
nucledtidos. Cada nucledtido contiene un glucido (desoxirribosa), fosfato y cuatro
bases nitrogenadas: adenina, timina, citosina y guanina. En los seres vivos el ADN
forma una cadena de dos hebras enlazadas en doble hélice. Las dos hebras estan
unidas entre si mediante puentes de hidrégeno que aparean las bases nitrogenadas:
Adenina-Timina, Citosina-Guanina, siendo por tanto dos cadenas complementarias
entre si. En funcion de la actividad biolégica que desempefie, podemos clasificar el
ADN en dos tipos:

ADN codificante: tiene como funcion la expresion genes y produccion de
proteinas, las cuales son necesarias para el desarrollo y funcionamiento del
organismo. Sélo una pequefia parte del genoma humano consiste en exones, que
codifican proteinas.

ADN no codificante: comprende secuencias de ADN inactivas de funciones
diversas y, en muchos casos, de funcion desconocida o sin funcion aparente. Este
tipo de ADN es altamente polimérfico y a su ve podemos dividirlo en: ADN de copia
Unica (secuencias que se encuentran representadas una omuy pocas veces en el
genoma y que puede actuar como espaciador entre regiones codificantes de ADN) y
ADN de copia multiple (o ADN repetitivo). EI ADN repetitivo se trata de una
secuencia de ADN que se repite en el genoma cientos o miles de veces. Estas
repeticiones pueden encontrarse en tdndem (es decir, seguidas una detras de otra)
o dispersas. EI ADN repetitivo en tdndem, a su vez, se divide en varios grupos
segun el tamano total que origina la repeticion: ADN satélite, ADN minisatélite y
ADN microsatélite EI ADN de microsatélite esta formado por secuencias de 2, 3, 4
nucledétidos que se repiten hasta dar bloques con un tamafio total habitualmente no
superior a 150 nucleétidos. Hay repeticiones de este tipo por todo el genoma
humano, y muchas de ellas son muy utiles como marcadores genéticos porque el
numero de repeticiones varia entre individuos, como veremos a continuacion. Por el
contrario, en el ADN disperso, las unidades de repeticion no se agrupan, sino que

aparecen dispersas a lo largo del genoma.
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La molécula encargada de transferir la informacion genética del ADN es el
ARN. ElI ARN o acido ribonucleico es una molécula lineal de hebra sencilla cuyas
funciones son intermediar en la expresion génica y actuar de catalizador en la
sintesis proteica. EI ARN estd formado por una secuencia de nucledtidos. Cada
nucledtido contiene una de las 4 bases nitrogenadas propias del ARN: adenina,
uracilo, citosina y guanina. En los seres vivos el ARN forma una hebra sencilla, pero

que se puede plegar y formar cortos apareamientos intramoleculares’”.

En base a la estructura molecular del ADN, las bases nitrogenadas descritas
(adenina, timina, citosina y guanina) se combinan entre ellas siguiendo un cddigo
para originar lo que se denomina genes. Un gen define como un fragmento de ADN
celular necesario para la sintesis de una molécula de polipétido funcional
(produccion de una proteina a través de un ARNm o mensajero intermedio) o de
ARN (transferente o ARNt y ribosémico o ARNr). El gen es también la unidad de
almacenamiento de informacion del organismo, que se transmite a la descendencia
mediante los cromosomas. Practicamente la mitad del ADN eucariota corresponde a
secuencia nucleotidicas repetidas. Las secuencias que codifican proteinas estan
interrumpidas por regiones que no codifican. Las secuencias no codificantes se

denominan intrones y los codificantes exones.

A su vez, los genes pueden adoptar distintas formas, cada uno con sus propias
secuencias, dando lugar al concepto de alelo’®. Un alelo puede definirse como cada
uno del par de genes que ocupan el mismo lugar en los cromosomas homadlogos
que los contienen. Su expresion determina las diversas variantes de una misma
caracteristica. Al manifestarse, determinan ciertas caracteristicas de acuerdo a sus
propiedades. El grupo de la sangre y el color de los ojos, por ejemplo, se expresan a
través de los alelos. La interaccidon entre alelos da lugar a que un rasgo hereditario
sea dominante o recesivo. Un alelo es autosémico dominante (figura 4) cuando es
suficiente tener solo un alelo para conducir a la expresion de un caracter
determinado. Si esta expresion del caracter no se produce sélo con un alelo

concreto de los dos de un autosoma, sino que aparece cuando ambos alelos
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coinciden, entonces el efecto es autosémico recesivo (figura 4)”°.

Figura X. Linaje de tres generaciones de una familia con un
caracter autosémico dominante, con las generaciones mas
jévenes por debajo de las mas antiguas. Los simbolos cuadrados
representan los varones y los circulos las mujeres. Los miembros
afectados se sefialan mediante el relleno de su correspondiente
simbolo. Tomado de Lidral AC y col. 2008"°.
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Figura X. Linaje de cuatro generaciones de una familia con un

caracter autosémico recesivo, con las generaciones mas jovenes
por debajo de las mas antiguas. Los simbolos cuadrados
representan los varones y los circulos las mujeres. Los miembros
afectados se sefialan mediante el relleno de su correspondiente

simbolo. Tomado de Lidral AC y col. 2008"°.

Un gen o un marcador genético son localizados en el cromosoma a través de
lo que se denomina Locus/loci cromosomico. Asi, se define locus (en singular) o loci
(en plural) a la zona especifica dentro del genoma donde reside un gen especifico.
Es decir, es la posicidbn exacta donde se ubica de un gen o marcador genético
dentro de un cromosoma. Esta posicidén viene determinada mediante las siguientes
coordenadas: numero del cromosoma, posicion en el cromosoma (brazo corto o
pequefio “p” y brazo largo “q”), posicion en el brazo (regién, banda, subbanda). Por
ejemplo: Locus 7q31.2 se refiere a cromosoma 7, brazo largo, regién 3, banda 1,
sub-banda 2.

Los conceptos heterocigosidad y homocigosidad van ligado a los alelos.
Cuando ambos miembros de un par de alelos son idénticos, el individuo es

homocigético para dicho locus. Cuando los dos alelos de un locus son distintos, el
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sujeto es heterocigético para ese locus.

La molécula de ADN puede sufrir alteraciones a lo largo de su secuencia
dando lugar a una modificacion de la informacion contenida y a una alteracion en la
sintesis de proteina. Se define polimorfismo como una variacién en la secuencia de
un lugar determinado del ADN entre los individuos de una poblacion. Un
polimorfismo simple (en inglés SNPs) consiste en la sustitucion de una simple base
nitrogenada (por ejemplo, la sustitucion de una A (adenina) por una C (citosina). Los
cambios poco frecuentes en la secuencia de bases en el ADN no se llaman
polimorfismos, sino mas bien mutaciones. Para que verdaderamente pueda
considerarse un polimorfismo, la variacion debe aparecer en al menos el 1% de la
poblacién. Cuando un conjunto de variaciones del ADN, o polimorfismos, que
tienden a ser heredados juntos, se denomina haplotipo. Asi, haplotipo se puede
referir a una combinacion de alelos o a un conjunto de polimorfismos de nucleétido

sencillo (SNPs) que se encuentran en el mismo cromosoma.

A continuacién, resulta importante diferenciar el concepto de genotipo y
fenotipo ya que van a aparecer a lo largo de todos estudios genéticos. El genotipo
hace referencia a la carga genética que lleva un individuo. Esta determinado por la
interaccion, combinacién y localizacion de los genes en los cromosomas. Por
tanto, cuando se realiza el genotipado de un individuo, se determina el alelo que
corresponde a cada variante genética. Por otro lado, el fenotipo se refiere a
cualquier caracteristica observable de un individuo. Pueden ser caracteristicas
anatémicas, bioquimicas, fisioldgicas y conductuales. El fenotipo esta determinado

por el genotipo del sujeto y los factores ambientales en los que se desarrolla®.

El fenotipo de un individuo presenta una serie de caracteres que van a seguir
un modo de herencia determinado, el cual puede ser monogénico, poligénico o
multifactorial. Los caracteres monogénicos son aquellos que se desarrollan debido a
la influencia de un solo locus génico mientras que en los caracteres complejos

(poligénicos/ multifactoriales) existe una interacciéon etiolégica entre genes de mas
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de un locus y los factores ambientales (figura 5 y 6).

Mendelian (Monogenic) Traits
Gene
Environment 5| Modifying Gene(s)
Factors l
T T Protein
‘ e J " Protein(s)
" Phenotype «~

Figura 5: Los rasgos o enfermedades mendelianas (monogénicas) resultan porque un unico
polimorfismo o mutaciéon génica generalmente da como resultado un fenotipo reconocible. Los
factores ambientales y otros genes pueden modificar la expresion clinica de la enfermedad u otro tipo

de rasgo, pero no son de importancia crucial para su desarrollo. Tomado de Shaza y col., 2008°".
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Complex (Polygenic) Traits

Gene1 Gene2 Gene3d Gene4d

Environmental . EF—. EF. EF—,

Factors (EF) '><' >< ><'

Protein 1 Protein 2 Protein 3 Protein 4

Phenotype

Figura 6: A diferencia de los rasgos mendelianos, factores ambientales y multiples genes son criticos
para el desarrollo de rasgos complejos (poligénicos). Estos tipos de rasgos fisicos son continuos en
lugar de discretos (aunque las enfermedades de este tipo pueden estar presentes o no). Estos
rasgos se denominan rasgos cuantitativos o multifactoriales, ya que son causados por cierto numero

de genes en combinacién con factores ambientales. Tomado de Shaza y col., 2008%".

Finalmente, resulta también fundamental mencionar los conceptos de
penetrancia y expresividad, los cuales combinan ambos aspectos genéticos vy
ambientales descritos, afectando al fenotipo. La penetrancia es el porcentaje de
individuos con un genotipo especifico que expresan el fenotipo esperado. Existen
dos tipos: penetrancia completa e incompleta. Decimos que existe penetrancia
completa cuando el 100% de los individuos presentan el fenotipo esperado segun su
genotipo y penetrancia incompleta cuando menos del 100% de los individuos
presentan el fenotipo esperado segun su genotipo. La expresividad puede ser
variable y se define como la variacidon de las manifestaciones clinicas (tipo y
severidad) de trastornos genéticos entre individuos afectados, incluso dentro de la
misma familia. La penetrancia incompleta y la expresividad variable son el resultado

de la influencia de otros genes y de factores ambientales sobre el fenotipo.
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1.5.2. Metodologia de los estudios genéticos
1.5.2.1. Estudios de linkage analysis

Los estudios de linkage analysis se realizan para determinar los loci
cromosomicos que podrian albergar genes asociados con una enfermedad o
fenotipo particular. El objetivo es identificar un marcador genético que es heredado
por todos los miembros de la familia que son afectados por el trastorno o rasgo,
pero no es heredado por ninguno de los miembros de la familia no afectados. En
este tipo de estudio se genotipifican cientos o miles de marcadores
espaciados en millones de bases, en familias con varios sujetos
afectados®?®*. Los marcadores que se segregan en los individuos que
presentan la enfermedad son utilizados para localizar el gen causante. Esta
técnica ha sido exitosa en encontrar alelos relacionados en todo el genoma,
particularmente en los desérdenes monogénicos o de transmision
mendeliana®'. Sin embargo, los estudios de linkage analysis han sido menos
exitosos en encontrar genes asociados a enfermedades poligénicas vy
rasgos complejos. Esto puede ser debido al poder limitado de la técnica
para detectar el efecto de alelos comunes con modesta influencia en la
enfermedad. Por tanto, estos estudios seran mas poderosos en la deteccion
de alelos raros de alto riesgo con mecanismos de transmisién mendeliano.
Durante el proceso de los estudios de lingake analysis, la segregacion de regiones
cromosomicas que estan marcadas por variantes genéticas son seguidas en las
familias afectadas para identificar regiones que se relacionan con el trastorno o
rasgo®®. Sin embargo, este enfoque sélo puede proporcionar una localizacién
aproximada del gen de interés relativo a un marcador genético, necesitandose

estudios de asociacién adicionales para identificar los genes de susceptibilidad.
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1.5.2.2. Estudios de asociaciéon genética

Los estudios de asociacion genética buscan relacionar un marcador en
particular con una determinada enfermedad (o un rasgo complejo) a través de una

8-91  Estos estudios tienen mucho mas

poblacion, mas que dentro de familias
poder para detectar los efectos de las variantes comunes con respecto a los
estudios de lingake analysis. Por tanto, el objetivo del estudio de asociaciéon es
identificar diferencias en las frecuencias de variantes genéticas entre los casos,
étnicamente agrupados, y los controles para encontrar variantes que se asocian
fuertemente con una enfermedad o caracteristica determinada®. Si una variante
es mas comun en los casos que en los controles, se puede inferir una asociacion.
Tales estudios requieren tamafos de muestra relativamente grandes y fenotipos
que se definan con precision. El estudio de la asociacion puede basarse en genes

candidatos o puede ser de todo el genoma v libre de hipétesis®.

La realizacion de un estudio de asociacion genética conlleva la
consideracion de cuatro componentes. En primer lugar, el componente de
‘enfermedad o fenotipo estudiado”. Existen dos tipos principales de rasgos,
dicotdmicos o cualitativos (salud vs enfermedad) y continuos o cuantitativos (ej.:
niveles sanguineos de glucosa). Los rasgos de mayor impacto clinico directo
suelen ser los de caracter dicotomico, y el analisis genético puede proveer una via
para comprender directamente la asociaciéon entre la variable genética y la
susceptibilidad de presentar la enfermedad. El segundo componente hace
referencia a la muestra en el cual la enfermedad va a ser medida: Los sujetos
pueden ser seleccionados en base a su fenotipo o como miembros de una
cohorte, dentro de la cual son seguidos a lo largo de un tiempo para evaluar el
desarrollo de la enfermedad, al mismo tiempo que otros fenotipos son también
medidos. El tipo de fenotipo a estudiar va a influir en el método por el cual se
selecciona la muestra del estudio. EIl tercer componente lo determinan los
marcadores genéticos que van a ser genotipados. Una vez que la muestra y la
informacion fenotipica han sido seleccionada, deben elegirse los marcadores

genéticos para genotipificar. Pueden ser marcadores individuales, que abarquen
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genes, regiones de cromosomas o, en ultima instancia, el genoma entero. Por
ultimo, el cuarto componente seria el método estadistico para buscar asociacion
entre el genotipo y el fenotipo estudiado. Los tests de asociacion pueden ser
aplicados a individuos relacionados o no relacionados. En el caso de los rasgos
dicotomicos en individuos no relacionados, pueden utilizarse pruebas de chi
cuadrado para diferentes frecuencias de genotipo entre los sujetos afectados y los
no afectados. Los métodos de regresidon lineal se utilizan comunmente para
analizar la asociacion con rasgos cuantitativos en individuos no relacionados. Por
el contrario, las pruebas para individuos relacionados comparan la distribucion
observada de genotipos en los familiares con respecto a la frecuencia esperada

dada la relacion parentesca bajo la presuposicién de no asociacion.
1.5.2.3. Estudios de Genome-wide association (GWA)

La técnica de asociacion genémica amplia (Genome-wide association) esta siendo
utilizada para la realizacion de un screening del genoma completo con el fin de
establecer posibles sitios de asociacion®. Este tipo de analisis utiliza herramientas
estadisticas que son similares a los utilizados en los estudios de asociacion
basada en genes candidatos. Sin embargo, en lugar de confiar en los genes
candidatos que se seleccionan sobre la base del conocimiento previo del trastorno
o fenotipo, GWAS implica una exploracion no sesgada de todo el genoma y, por
tanto, es mas probable que revelen las conexiones genéticas y fisioldgicas. Se
sabe que el genoma humano contiene millones de SNPs, que pueden causar
cambios en el fenotipo directamente o pueden marcar las mutaciones cercanas
que influyen en la variacién entre individuos y la susceptibilidad a fenotipos

especificos™.

Los analisis de GWA utilizan miles de SNPs como marcadores y estan
revolucionando las posibilidades de identificar la influencia genética en las
enfermedades comunes. En la actualidad, técnica se esta imponiendo como una
de las mejores formas de estudiar las bases genéticas de las enfermedades

complejas, en disefios libres de hipdtesis, aunque supone un alto coste su
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realizacion. Las fases que incluye este tipo de estudio son: 1) el genotipado
individual de miles de SNPs, 2) validacidon de los polimorfismos que demuestran
ser mas significativos por genotipificado en nuevas cohortes y 3) realizacion de un
mapeo detallado de los SNPs adyacentes a los SNPs validados (normalmente
solo unas regiones determinadas). Esta técnica permite un analisis extenso del
genoma humano en busca de regiones de significativa asociacién con un fenotipo

determinado.

1.5.3. Variaciones genéticas y marcadores moleculares en el ADN.

1.5.3.1. Variaciones genéticas puntuales.

En este conjunto se engloban mayoritariamente los polimorfismos genéticos. El
término polimorfismo en genética hace referencia a las variaciones en la secuencia
de nucledtidos de ADN producidas un lugar concreto de (locus) de dicha
macromolécula. Si analizamos esos lugares de las diversas cadenas de ADN en
sujetos diferentes, nos vamos a encontrar diferencias entre unas y otras. Si existen
mas de 2 variantes (dimorfismo), hablamos de polimorfismo. Los polimorfismos

pueden ser de dos tipos: polimorfismo de secuencia o polimorfismo de longitud.

Los polimorfismos de secuencia son aquellos donde el orden de los
nucledtidos se ve alterado. Normalmente, al tratarse del mismo locus, su diferencia
no es muy notable, pero no forman exactamente la misma secuencia. Una clase de
estos polimorfismos son los SNPs (Single Nucleotide Polimorphism) que afectan a
un solo nucleédtido, es decir, el cambio de una base (A, T, C, G) dentro de la
secuencia del ADN. A simple vista una sustitucion de una base en la secuencia de
ADN parece un cambio insignificante, pero, en ocasiones, la sustitucién de un
nucledtido por otro; por ejemplo, C por T, modifica en algunos casos la cadena de
aminoacidos que se forma en el proceso de traduccién, generando una proteina
diferente con funciones totalmente distintas. Un ejemplo de polimorfismo de
secuencia es el de los alelos del sistema sanguineo ABO, que fue el primero

descubierto en nuestra especie por Landsteneir en 1900. En el sistema sanguineo
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ABO, las secuencias que van a determinar el tipo de alelo A, B o 0 son muy
parecidas pero distintas, y se encuentran en el mismo lugar del ADN del individuo
que porta esa variante. Asi cada uno tenemos una informacion diferente en la

misma region de nuestro ADN que determinara si somos A, B o 0.

Los polimorfismos de longitud son variantes del mismo locus pero que se
diferencian por la longitud, es decir el numero de nucleétidos dentro del fragmento
de ADN. Cada polimorfismo tiene en sus extremos una secuencia que delimita su
posicion y permite identificarlo. La mayoria de estos polimorfismos de longitud son
secuencias repetitivas en tandem, por lo que también se denominan Short Tandem
Repeats (STR); es decir, una serie ordenada de nucledétidos mas corta que se repite
una y otra vez. Las veces que cada secuencia se repite varia, por lo que cuantas
mas repeticiones se den, mas larga sera la longitud del locus del ADN total. Se
desconoce el significado biolégico de esos locus “tartamudos” del ADN, pero en
ellos se basa la elaboracion de perfiles genéticos por los que se identifica el ADN de

cada persona.

Como hemos definido anteriormente, existen varios tipos de polimorfismos
genéticos, que difieren entre si en su estructura, distribucion, estabilidad y forma de
transmision. Como consecuencia de estas diferencias, se utilizan como marcadores
genéticos de manera complementaria ya que aportan distintos tipos de informacion
sobre el sujeto y su ascendencia que, de manera combinada, resulta mucho mas

amplia y util.

Por tanto, se define marcador genético como un gen o posicién en el genoma
que existe en dos 0 mas alelos distinguibles y cuya herencia puede ser seguida a
través de un cruce genético, permitiendo mapear la posicion de un gen a determinar.
Son muy utilizados actualmente en el mejoramiento genético para la identificacion
de individuos o poblaciones por alguna caracteristica de interés. Para estudiar las
variaciones entre individuos se utilizan los llamados Polimorfismos Genéticos o

Marcadores Genético-Moleculares. Son caracteres estables que se transmiten por
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herencia mendeliana simple y constituyen una expresioén de la diversidad genética
entre individuos de la misma especie. Existen varios tipos de marcadores,
destacando para este estudio los polimorfismos mononucleétidos (SNPs) o los
microsatélites. Los SNPs son variaciones en la secuencia de ADN en la cual uno de
los cuatro nucledtidos es reemplazado por otro (ej: A por C). Los SNPs son la forma
mas frecuente de polimorfismo en el genoma y, por tanto, constituyen la mayoria de
los marcadores en un estudio de mapeo del genoma total. Los SNPs genotipados en
un estudio de asociacion se denominan fag SNP o “SNPs etiqueta”. Los
microsatélites (SSR: simple sequence repeat o STR: short tandem repeat), descritos
inicialmente por Weber y May®® (1989), son fragmentos de ADN compuestos por dos
o hasta seis pares de bases que se repiten un numero variable de veces. Esta
variacion en el numero de repeticiones, y no la secuencia repetida, da lugar a
diferentes alelos. Su gran utilidad se puso rapidamente de manifiesto debido a su
abundancia®®, distribucion bastante regular por el genoma, naturaleza polimérfica® y
su pequefo tamafio, que los hace idéneos para ser amplificados por PCR y puedan

ser utilizados por tanto como marcadores moleculares.

1.5.3.2. Anadlisis de las variaciones genéticas mediante reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR).

Recientemente, los avances tecnoldgicos y en biologia molecular han permitido
que los estudios genéticos se realicen mediante el analisis directo del ADN en lugar

de analizar las proteinas codificadas.

El primer paso en el analisis de ADN, ARN y proteinas es su extraccion y
purificacion a partir de las muestras bioldgicas. Existen varios protocolos y sistemas
en el mercado que combinan la accion de agentes quimicos, enzimaticos, solventes
organicos (p. €j., alcohol o acetona) y medio fisicos los cuales estan al alcance de la
mayoria de los laboratorios y tienen las ventajas de su gran sensibilidad y relativa

sencillez. Una vez extraido el ADN, se puede proceder a la deteccion de los acidos
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nucleicos propiamente dicho.

En un principio, la manera de estudiar dichos marcadores se hizo por medio de
la técnica llamada hibridacion con sondas. La reaccién de hibridacion consiste en el
apareamiento de dos cadenas sencillas de acidos nucleicos que sean
complementarias entre si para formar un hibrido. En ella, se conoce la composicion
de una de las moléculas de acido nucleico y se asocia o0 se marca con un sistema
que posteriormente ponga de manifiesto su presencia (enzimas, antigenos,
moléculas fluorescentes, etc). Este segmento de ADN con secuencia
complementaria y marcado se denomina sonda. Existen varias técnicas de
hibridacién con sondas (p. ej., Dot blot, Southern blot, Northern blot) pero debido a
su complejidad y la gran cantidad de muestra que se requiere, su uso esta

limitado®.

Actualmente, debido a las limitaciones en el uso de las sondas, se recurre a
otros métodos quimicos o enzimaticos con el objetivo de aumentar especificamente
la cantidad de una secuencia de acido nucleico para poder detectarlo posteriomente.
El método mas extendido para ello es la amplificacion (o aumento de la cantidad de
una secuencia de acido nucleico) del ADN in vitro mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Esta técnica, por la que su creador Cary Mullis obtuvo el
Premio Nobel®®, se basa en la capacidad que presenta el ADN para
desnaturalizarse y renaturalizarse, permitiendo la generaciéon de multiples copias de

fragmentos de ADN a partir de una cadena unica.

Existen seis componentes para llevar a cabo la reaccién en cadena de la
polimerasa. En primer lugar, el ADN diana o ADN que vamos a amplificar. En
segundo lugar, los dinucleéticos trifosfatos (ANTP), que aportan las bases que
componen el ADN. En tercer lugar, los Cebadores o primers, iniciadores de la
reaccion. Son oligonucledticos, es decir, secuencias de ADN de 15-30 bases de
longitud complementarias de los extremos 3’ de cada una de las cadenas de ADN
diana. En cuarto lugar, una polimerasa termoestable llamada Taq polimersa (Taq-

por Thermus aquaticus), que permite alargar la cadena de ADN hibridada con el
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cebador mediante la incorporaciéon de los dNTP. Por tanto, el componente clave de
una reaccion PCR es la ADN polimerasa aislada de Thermus aquaticus, un
microorganismo adaptado a vivir y multiplicarse a muy alta temperatura. En quinto
lugar, el cloruro de magnesio, el cual influye en la hibridacion de los cebadores con
el ADN diana y en la actividad de la Taq polimerasa. Por ultimo, en sexto lugar, el
tampdn de hibridacion, que asegura la fuerza idnica y el pH éptimo de la reaccion
enzimatica. Todos estos componentes forman la mezcla de reaccién, la cual se
coloca en un aparato termociclador que permite variar las temperaturas de cada una

de las etapas de la PCR.

Como se ha descrito a lo largo de la literatura, la reaccion de PCR consta de
tres etapas que se repiten ciclicamente, entre 25 y 40 veces dependiendo del
protocolo. La primera etapa consiste en la desnaturalizacion del ADN a 90-95°C con
el objetivo de romper los enlaces o puentes de hidrogeno para separar la doble
hélice, quedando disponibles para hibridar con los cebadores. La segunda etapa es
la hibridacion, la cual se produce a una temperatura entre a 35-65°C y consiste en la
union de los cebadores con su secuencia complementaria. Finalmente, la tercera
etapa o extension se produce a 72° y consiste en la elongacion del nuevo hibrido
mediante la Tag-polimerasa, incorporando los dNTP complementarios del molde de
ADN diana. Experimentalmente, alrededor de 30 ciclos proporcionan una cantidad
de ADN mas que suficiente para un analisis directo del segmento amplificado sin

necesidad de utilizar sondas.
Una vez finalizada la PCR, es necesario detectar la presencia del producto

amplificado y realizar un andlisis de secuenciacidén con el objetivo de secuenciar y

analizar el ADN copiado.

1.5.4. Genética y maloclusién Clase lll esquelética

En la practica ortodoncica conocemos como la maloclusién de Clase lli

esquelética afecta a individuos de una misma familia, se hereda entre padres e
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hijos o se presentan en hermanos.Autores como Litton y col."® examinaron las
familias de 51 sujetos afectados con maloclusion de Clase Il segun la clasificacion
de Angle encontrando que, aproximadamente el 13% de los hermanos de estos
sujetos afectados, expresaban también este rasgo. Ademas, se ha descrito una
alta prevalencia de maloclusién Clase Ill en familias de pacientes con maloclusion

esquelética de Clase Ill que han sido tratadas mediante cirugia ortognatica®’.

Son numerosos los articulos y publicaciones que establecen vinculo entre la
clase lll y los factores genéticos como etiologia de esta maloclusion e incluso se
afirma clinicamente que es la maloclusién con mayores componentes hereditarios
de todas. Sin embargo, pocos estudios se han dedicado a profundizar en este

aspecto intentando encontrar la causa'®""%.

Actualmente, los avances en biologia molecular han permitido reconocer
diversas regiones cromosémicas y genes particularmente involucrados en el
proceso, magnitud y direccion del crecimiento mandibular. De esta forma en la
literatura, recientemente se han publicado resultados preliminares donde
relacionan algunas localizaciones cromosomicas con el prognatismo mandibular y
también se empiezan a asociar genes con diversos aspectos especificos de este
tipo maloclusivo. Estos estudios se estan realizando sobre diferentes tipos de

poblacién (japonesa, china e hispanica) **'%.

Sin embargo, la determinacién de aquellos genes en relacién con la
maloclusién de Clase Il esquelética se encuentra en etapas iniciales y solo
algunas variaciones genéticas han sido sugeridas en estudios recientes con

diversas limitaciones en la literatura especializada.
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

La inquietud por parte del ortodoncista en la busqueda de la etiologia de la
maloclusién es lo que impulsa a despertar gran interés por la genética, ya que el
fenotipo dentofacial esta en su origen y desarrollo causado en gran medida por
factores genéticos modulados parcialmente por factores ambientales en su
desarrollo, en cuanto a magnitud, direccidbn y en definitiva severidad de su
manifestacion ',

En la etiologia de la maloclusion Clase Il esquelética intervienen varios
factores que interactuan durante el periodo morfogenético mandibular, siendo
posible regular algunos de esos factores durante la infancia. Por esta razén, se ha
sugerido que un mayor conocimiento de las variables genéticas que contribuyen al

fenotipo de Clase lll es esencial para desarrollar futuras estrategias terapéuticas.

Definidos los factores etiopatogénicos descritos recientemente, nos
planteamos la siguiente hipétesis de trabajo a contrastar en el presente trabajo de
investigacion:

El fenotipo de Clase lll se relaciona genéticamente con la existencia de
variaciones especificas en loci cromosémicas que regulan o modulan
parcial/totalmente el crecimiento a nivel maxilo-mandibular. Estas variaciones
genéticas estarian relacionadas con una diferente expresion de determinados
genes durante la etapa de crecimiento lo que resultaria en un aumento del
riesgo de desarrollar maloclusiéon Clase lll esquelética en comparacion con un

grupo de control poblacional en Clase | esquelética.
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3. OBJETIVOS
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En base a la hipotesis de trabajo planteada y para la corroboracién de

la misma, centramos los siguientes objetivos.

3.1. Objetivos generales:

-Dar sustento bibliografico y realizar un andlisis critico cualitativo actual en
relacion a la influencia de los factores genéticos en la etiologia de la
maloclusion Clase Il esquelética.

- Profundizar en el conocimiento de las bases etiolégicas de la maloclusion de

Clase lll esquelética.

3.2. Objetivos especificos:

-Describir la distribucion de genotipos y fenotipos maloclusivos de clase Ill en una
poblacién caucasica de origen espafiol.

-Determinar el perfil genético de la poblacién espafiola en sujetos con maloclusion
Clase Il esquelética en comparacién con sujetos con Clase | esquelética.
-Determinar la existencia de asociacion de la maloclusion Clase Il
esquelética con regiones cromosémicas especificas y patrones de secuencia

establecidos en poblacion espafiola en comparacion con una muestra de Clase |

como grupo control.

MARTA MORALES FERNANDEZ 50



TESIS DOCTORAL

4. MATERIAL Y METODOS
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4.1. Revision bibliografica sistematica

4.1.1. Fuentes de informacién y estrategia de la busqueda

La estructura del protocolo de revisidén se desarrollé antes del inicio del estudio
y la notificacion de hallazgos siguié las pautas PRISMA (www. Prisma-
statement.org). La estrategia de busqueda completa incluye filtros de busqueda en

humanos e idioma en inglés.

Para la revisidén bibliografica sistematica se realiz6 una busqueda estratégica
en la base de datos MedLine (a través de PubMed, www.ncbi.nim.nih.gov) y Scopus,
incluyendo publicaciones sin limite anterior de tiempo y actualizada hasta mayo de
2017. Ademas, las principales revistas de Ortodoncia indexadas en el JCR (Journal
Citation Report) se revisaron a mano para identificar estudios potenciales no

incluidos en los criterios de seleccion designados para esta busqueda.

Los términos MESH (Medical Subject Heading) utilizados para dicha busqueda
fueron los siguientes: “Malocclusion, Angle Class Il AND genetics", "Mandibular
prognathism AND genetics”, “Mandibular prognathism AND SNP”, “Mandibular
prognathism AND locus”, “Malocclusion AND (class Il phenotype AND linkage

analysis)’.

4.1.2. Criterios de seleccion

Los articulos seleccionados para el presente estudio debieron cumplir los

siguientes criterios de seleccion, estructurados segun el formato PICOS:

Poblaciéon: cualquier estudio experimental, investigaciones en humanos clinicas o
in vitro que incluyan al menos un grupo experimental con maloclusion Clase lli
esquelética y uno control, y que contemplen un minimo de 5 sujetos o muestras

por grupo experimental.
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Intervencion: Genotipado de variaciones genéticas a nivel cromosémmico en
presencia y ausencia de maloclusion Clase Il esquelética

Comparacion: existencia de un grupo de referencia o control comparativo en

situacion de normo o maloclusion de Clase | esquelética.

Objetivo: Cuantificacion de la asociacion de variaciones especificas con el grado o
tipo de divergencia esquelética sagital en un sentido de maloclusion de Clase Il
esquelética.

Disefio de estudio: Debido a la tipologia de trabajos especificos requeridos

solamente se tomaron estudios de asociacion genética con disefio de casos y
controles, asi como estudios de linkage analysis. Se excluyeron series de casos,
informes a propdsito de un caso, estudios descriptivos, articulos de revision,
articulos de opinion, cartas y todos aquellos que no se ajustaron al objetivo de

esta revision.

4.1.3. Seleccion de articulos

La seleccién de los articulos fue llevada a cabo por un unico observador
experimentado (M.M.F.) dirimiendo las diferencias con un segundo examinador
experimentado (A.l.L). Inicialmente los articulos se seleccionaron en base al titulo
y resumen, siendo revisado posteriormente el articulo completo en caso de que
existiera duda acerca de su inclusion o exclusién, recurriendo a un tercer

observador experimentado (E.S.R) en caso de desacuerdo.

4.1.4. Recoleccion y analisis cualitativo de datos bibliograficos

Se siguié un protocolo de recoleccién de datos pre-establecido elaborando
una hoja de datos en la que se recopilé6 secuencialmente la siguiente informacién
de cada articulo incorporado: autor y ano, disefio del estudio, muestra (tamano,
tipo de maloclusién, origen étnico, sexo y edad) metodologia empleada para el
analisis genético, tipo de muestra recogida y sistema empleado para ello, regidon

cromosomica, loci y genes candidatos encontrados en el estudio y tipo de patrén
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hereditario de la maloclusion Clase Il esquelética.

La calidad metodolégica de los articulos seleccionados fue evaluada
utilizando el indice Metodolégico de Estudios No Aleatorios (MINORS)'?”. Las 12
variables analizadas fueron claramente establecidas: objetivo, inclusion de
pacientes consecutivos, recoleccion prospectiva de datos, objetivo del estudio,
valoracion no sesgada del punto final del estudio, periodo de seguimiento
adecuado al objetivo del estudio, pérdida de seguimiento inferior al 5%, calculo
prospectivo del tamafo del estudio, grupo control adecuado, grupos
contemporaneos, la equivalencia de linea de base de los grupos y un analisis
estadistico adecuado. Después de este analisis, cada articulo puntué 0 cuando no
se informo, 1 cuando se informd, pero era inadecuado, y 2 cuando se informé y
fue adecuado. Los articulos obtenidos entre 0 y 7 puntos fueron evaluados como
de baja calidad y por lo tanto tenian un alto riesgo de sesgo, los estudios con 8 a
15 puntos se consideraron de calidad media y con un riesgo medio de sesgo, y los
articulos obtenidos entre 16 y 24 puntos se clasificaron como de alta calidad y con

un bajo riesgo de sesgo.

4.2. Diseino del estudio de asociacion genética.

4.2.1. Ambito y poblacién de estudio

Para la puesta en prueba y demostracion de la hipétesis planteada, se ha
disefiado un protocolo de experimentacion humana mediante un estudio clinico in
vivo observacional de casos y controles. Toda actuacion durante el proyecto de
investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la Investigacion (CEIl) de los
Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio, el cual fue creado en
el afno 2011 para dar cumplimiento a lo establecido en la Disposicion Adicional del
Decreto 439/2010, de 14 de diciembre, por el que se regulan los érganos de Etica
Asistencial y de la Investigacion Biomédica en Andalucia. Dicho Comité se rige de

acuerdo con lo establecido en el articulo 12 de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de
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Investigacion Biomédica (Anexo 1).

Los pacientes seleccionados para el estudio pertenecen al Master de
Ortodoncia y Ortopedia Dentofacial de la Facultad de Odontologia en la
Universidad de Sevilla. Todos los sujetos obtuvieron una hoja informativa sobre el
proyecto y firmaron un consentimiento informado previamente disefiado para este
trabajo, de acuerdo con los principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos descritos en la Declaracion de Helsinki'®®. Los registros necesarios
de cada paciente para llevar a cabo el estudio comprenden una muestra salival y
una telerradiografia lateral de craneo, la cual fue seleccionada del estudio de
ortodoncia inicial que se realizd6 cada paciente previo a comenzar su tratamiento
en Master de Ortodoncia y Ortopedia Dentofacial. Toda la informacién recogida
fue procesada y analizada con el fin de obtener resultados a nivel radiologicos y

genéticos.

A continuacién, las muestras tomadas fueron clasificadas mediante una
codificacibn numérica y todos los datos clinicos fueron tratados bajo anonimato y
absoluto secreto profesional, en cumplimiento con lo establecido en la Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, sobre Proteccion de Datos de Caracter
Personal. Dichas muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Departamento de Citologia e Histologia Normal y Patoldgica de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla.

Los estudios moleculares son financiados por el Master de Ortodoncia y
Ortopedia Dentofacial de la Facultad de Odontologia en la Universidad de Sevilla, no
suponiendo un coste adicional para el paciente durante su tratamiento. Su caracter
retrospectivo asegurd que el coste del tratamiento de ortodoncia de los pacientes del
estudio fue el mismo que el resto de pacientes que no han sido incluidos en este

proyecto.
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4.2.2. Calculo del tamaino muestral y distribucion

El tamano muestral estimado para desarrollar el proyecto planteado en la
hipétesis de trabajo estd compuesto por 214 pacientes (107 casos y 107 controles).
Para el disefio de este estudio de casos y controles de asociacion genética se tomé
un valor de potencia estadistica del 80% un error alfa del 0,05 y un 95% de
intervalos de confianza. Se establecieron siguiendo resultados de estudio piloto
previo observados en nuestra poblacibn una proporcion de 154 y 4,1
respectivamente para casos y controles en relacion al alelo menos frecuente del gen

con menor presencia en la poblacién de estudio.

Inicialmente, la muestra seleccionada comprendia un total de 220 pacientes.
En base al tipo maloclusion esquelética, la muestra fue dividida en dos grupos,
Grupo1 (G1) y grupo2 (G2), segun el siguiente protocolo:

*Grupo 1 (grupo control): 111 pacientes con maloclusion Clase | esquelética.
Se estimé el numero de hombres y mujeres, asi como la edad media.

*Grupo 2: 109 pacientes con maloclusion Clase Ill esquelética. Se estimo el

numero de hombres y mujeres, asi como la edad media.
4.2.3. Criterios de elegibilidad

Los pacientes seleccionados para este estudio pertenecen al Master de
Ortodoncia y Ortopedia Dentofacial de la Facultad de Odontologia en la Universidad

de Sevilla. Estos sujetos fueron seleccionados en base a unos criterios de inclusion

y exclusion establecidos (Tabla 1).
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Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusién

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION
Poblacion caucasica Sindrome congénito
Origen espafiol Tratamiento ortodéncico previo
Maloclusion Clase Il esquelética Registros radiograficos incompletos o no
Wits appraisal: 0 + 2 aptos para su cuantificacion
ANB: 2 +2

Diferencia maxilo mandibular: 17 + 4

Grado moderado de componente vertical | Fallo en el analisis del ADN
(dngulo goniaco: 132° + 10)

80% crecimiento remanente (estadio 5
de maduracién vertebral segun Baccetti y
col., 2005)'%110,

Analisis por sub-grupos (sub-clustering)
1:

SNA: 82° + 2°

A-Nperp: 0 £ 2

4.2.4. Variables radiograficas cuantitativas

Para llevar a cabo un analisis cefalométrico, con el objetivo de determinar la
severidad de la maloclusién Clase Il esquelética de cada sujeto, se obtuvo la
telerradiografia lateral de craneo digital que se realiz6 en el estudio inicial de
Ortodoncia en el Master de Ortodoncia y Ortopedia Dentofacial. En el grupo control,
la cefalometria verificara la existencia de una maloclusién de Clase | esquelética.
Dicho analisis cefalométrico ha sido disefiado en base a la recopilacion de una serie

34-40 como se observa

de medidas cefalométricas publicadas a lo largo de la literatura
en la Tabla 2. Todas las radiografias fueron calibradas previamente para corregir el
factor de magnificacion y analizadas mediante el programa de diagndstico
Nemoceph Dental Studio, el cual presenta una serie de filtros de imagenes que nos

permite con mayor precision la localizacion de los puntos cefalométricos
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establecidos.

Tabla 2. Medidas para el analisis cefalométrico

ANALISIS CEFALOMETRICO

BASE CRANEAL A Silla
Base craneal anterior (SN)
Base craneal posterior (S-Ar)

MAXILAR SNA; longitud maxilar (CoA); A _| Na-FR;
Convexidad (NA-APg); PPASN

MANDIBULA A facial; Pg to N perp (FH); A articular (S-
Ar-Go); SNB; Go-Pg; A goniaco (Ar*Go-
Me); Plano mandibular (SN*GoGn);
FH”ArGn; Altura de rama (Ar-Go); Longitud
mandibular (Co-Gn); Altura facial posterior
(Co-Go); Altura facial anterior (N-Me)

RELACION INTERMAXILAR Wits appraisal; ANB; PPAGo-Gn; Diferencia
maxilo mandibular; Altura facial anterior
(ANS-Me);

DENTAL IS*S-N; FMIA; Plano oclusal(OP); Overjet;
A interincisal; IMPA; Sobremordida; S-
NAPO; IS:N-A; Posicion incisivo inferior

TEJIDOS BLANDOS Distancia labio superior a vertical verdadera
(UL- Vv)

Distancia labio inferior a vertical verdadera
(LL — Vv)

Distancia pogonion blando a vertical
verdadera (Pg' — Vv)

Angulo nasolabial (NLA)
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4.3. Procesado, extraccion de ADN y genotipado poblacional

4.3.1. Recoleccion de la muestra y extraccion de ADN

La recogida de muestra y la posterior extraccion de ADN total en cada sujeto
se realizd a través de una muestra salival. de ADN en cada sujeto se realiz6 a través
de una muestra salival. Para ello se le pidié a cada paciente que depositara 2 ml de
saliva en un kit de recoleccion de ADN humano (sistema Oragene® DNA OG-510,
DNA Genotek, Canada). El procedimiento para la recoleccion de saliva conlleva los

siguientes pasos:

1. Llenar de saliva liquida (no espuma) el tubo del kit Oragene® DNA (figura 7)
hasta que se alcance la linea de llenado que presenta el tubo dibujada.

2. Se sostiene el tubo en posicidn vertical con una mano y con la otra se cierra con
firmeza hasta escuchar un chasquido. El liquido que presenta el embudo, o solucién
de estabilizacidén, se mezcla con la saliva.

3. El tubo se sostiene en posicion vertical y se desenrosca el embudo del tubo. A
continuacion se cierra herméticamente con un pequefio tapdn que presenta el kit y

se agita durante 5 segundos.

Es importante que el paciente no ingiera alimentos ni bebidas, no mastique
goma de mascar ni fume 30 minutos antes de obtener su muestra salival. Dicha
muestra fue purificada y procesada en el laboratorio para la extraccion del ADN de

cada paciente.
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Figura 7. Descripcion del tubo para la recogida

de muestra de saliva

4.3.2. Procedimiento de obtenciéon del ADN

Una vez tomada la muestra de saliva, los tubos se guardaron a temperatura
ambiente, entre 15-30°C (59-86°F).

De cada muestra de saliva se obtuvo 0,5 mL (500 pl) mediante una pipeta de
laboratorio y se establecié un protocolo de purificacion manual del ADN en el

laboratorio descrito para el kit de recoleccién Oragene®.

El material utilizado para el protocolo de purificacion de ADN comprende una
microcentrifugadora capaz de funcionar a 15.000 x g, microtubos de 1,5 ml (por
ejemplo, Axygen # MCT-150-C), incubadora de aire o agua a 50 ° C, etanol (95% a
100%) a temperatura ambiente, etanol (70%) a temperatura ambiente y un
proveedor de almacenamiento de ADN: TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) o

solucién similar.

El protocolo de laboratorio empleado para la purificacion del ADN fue el
siguiente:
1. Mezclar la muestra en el kit de ADN Genotek mediante agitaciéon suave durante
unos segundos para asegurar que las muestras viscosas estén bien mezcladas.
2. Incubar la muestra a 50 ° C en una incubadora de agua durante un minimo de 1

hora o en una incubadora de aire durante un minimo de 2 horas.
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3. Transferir 500 pL de la muestra mezclada a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.
El resto de la muestra se puede almacenar a temperatura ambiente o congelarse
(-15°Ca-20°C).
4. Para 500 uL de muestra, afiadir 20 uL (1/25 de volumen) de PT-L2P al tubo de
microcentrifuga y mezclar con un agitador tipo vortex durante unos segundos.
5. Incubacion en hielo durante 10 minutos
6. Centrifugar a temperatura ambiente durante 5 min a 15,000 x g
7. Transferir cuidadosamente el liquido flotante (liquido transparente que queda por
encima del residuo tras la centrifugacion) con una punta de pipeta en un tubo de
microcentrifuga fresco. Desechar el granulo que contiene impurezas.
8. A los 500 pL de liquido centrifugado anadir 600 L de etanol del 95% al 100% y
mezclarlo por inmersién 10 veces.
9. Dejar reposar 10 min la mezcla a temperatura ambiente y volver a centrifugar
durante 2 minutos a 15,000 x g.
10. Realizar este mismo procedimiento de purificacion con con etanol al 70 %.
11. AAadir 100 ul de soluciéon TE y mezclar con vortex 5 segundos. Para completar
la rehidratacion del ADN, incubar a temperatura ambiente toda la noche vy
seguidamente agitar con vortex a 50 °C durante 1 hora.

Finalmente se realizé un almacenado a -80° para el almacenaje del ADN y su

posterior secuenciacion.

4.3.3. Genotipado y estudio de las variables genéticas analizadas

En funcién de la influencia de ciertos genes sobre el proceso de desarrollo y
crecimiento craneofacial, se han seleccionado 42 genes dianas con 3 variaciones
(n:126 rasgos genéticos) de la base de datos NIH GeneCard (figura 8). Dichos
genes han sido analizados en cada paciente. Para ello se realizdé Ila
desnaturalizacion del ADN salival de cada individuo y la purificacion de acidos
nucleicos de toda la muestra para posteriormente iniciar el genotipado y estudio de
polimorfismos (SNPs) seleccionados de los genes diana a través del sistema Gold

Massaray.
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El proceso de identificacién de las variaciones en la secuencia se realiz6
mediante combinaciones de cebadores y sondas destinadas a la deteccién de las
secuencias genéticas especificadas, con el programa ABI Tagman (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, EEUU). Se realizé la amplificacion gendmica
mediante la PCR, ABI 7900HT. Previamente se extrajo el ADN, y se amplificaron las
secuencias de los genes diana seleccionados por la reaccién en cadena de la
polimerasa, usando HotStar Taq polimerasa (Qiagen®, Hilden, Alemania) a una
concentracion final de 2.5mM de MgCI2. Seguidamente se utilizdé la hibridacién
reversa con sondas especificas para determinar los genotipos de cada paciente
para los marcadores prefijados en el estudio, a partir de los amplicones generados,

siguiendo las instrucciones del fabricante".

e
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Figura 8. Genes diana seleccionados para el

estudio de asociacion genética en cada sujeto.
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4.4. Analisis estadistico

4.4.1. Calculo del error intra-observador, concordancia y precisién del método

Para prevenir el error interobservacional, todos los procedimientos descritos
anteriormente fueron llevados a cabo por el mismo operador (M.M.F).
Adicionalmente, las estimaciones de error sobre las mediciones de la
telerradiografia lateral de craneo fueron evaluadas estadisticamente comparando un
doble analisis en 20 pacientes seleccionados aleatoriamente separados por un
periodo de tres semanas. El calculo estadistico fue realizado mediante el test t de
Student para muestras pareadas, donde la ausencia de significacion es indicativa de

la concordancia entre los valores medio.

El calculo de la precisiéon del método de cuantificacién se realizd6 mediante la
ecuacion: SE = V (X d2/2n), donde d es la diferencia entre las mediciones repetidas
y n el numero de mediciones pareadas*'*2. Asimismo se determiné el indice de
correlacion intraclase (ICC) y finalmente, el indice de concordancia tipo k fue
calculado para determinar la concordancia intra-examinador para la clasificacion
radiolégica de pacientes con maloclusion Clase Il esquelética y pacientes con

maloclusion Clase | esquelética.

4.4.2. Analisis univariante y de contraste de hipétesis

Todos los datos han sido compilados en formato Excel para su procesado
inicial y posteriormente seran importados al programa SPSS para Windows versién
17.0 (lllinois, CH, USA).

Se realiz6é estadistica univariante de caracter descriptivo para determinar las
frecuencias, medias, rangos y desviaciones estandar de las variables recogidas.La
normalidad de la muestra fue determinada mediante el test Kolmogorov-Smirnov.

La influencia de los alelos o genotipos para los diferentes locus o lugares

cromosomicos en presencia o ausencia de maloclusion Clase Il esquelética ha sido
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analizada mediante un andlisis de regresion logistica binaria, asimismo se
emplearon tablas de contigencia para determinar la distribucién del genotipado
poblacional realizado. Se utilizaron las odds ratio e intervalo de confianza 95% para
estimar el nivel de asociacién y la cuantificacién del riesgo asociado. Se tomé un

valor de p<.05 como estadisticamente significativo (SPSS, lllinois, Ch, USA).
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5. RESULTADOS
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5.1. Resultados de la revision bibliografica sistematica

La busqueda electrénica identifico 1374 titulos, como refleja el diagrama de
flujo (figura 9). Tras la seleccion a través del titulo y resumen, 24 estudios completos
se revisaron finalmente, de los cuales 12 cumplian los criterios de inclusion. Uno de
los articulos incluidos fue publicado durante esta revision e incluido durante las

actualizaciones realizadas'® .

1374 articulos identificados a - ) — _
través de la busqueda 3 articulos identificados mediante

estratégica en las diferentes otras fuentes (manual=3)
bases de datos. (PubMed=236,

Scopus=1138)
|

!

1377 articulos

|

A

-No coincide con el propésito de
1350 articulos — [ la revision
excluidos -Articulos duplicados en las
l distintas busquedas

24 articulos completos - )
revisados y evaluados en — | 11 articulos excluidos porque no

cumplian los criterios de

13 estudios incluidos en el
analisis cualitativo

|

0 estudios incluidos en el
analisis cuantitativo (meta-
analisis)

Figura 9: diagrama de flujo PRISMA

MARTA MORALES FERNANDEZ 66



TESIS DOCTORAL

Segun el sistema de puntuaciéon seguido a través del indice MINORS, de los
trece articulos finalmente seleccionados (tabla 3), once de los articulos se
determinaron como de calidad alta (A) y dos como de calidad media (M). Por tanto,
de los trece estudios incluidos en la revision sistematica, once presentan un riesgo

bajo de sesgo y dos un riesgo moderado (tabla 4).
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ESTUDIO MUESTRA METODOLOGIA MUESTRA GENES REGION LOCI HERENCIA
CANDIDATOS CROMOS CANDIDATOS
Sasaki Y y col. I: 24 pacientes C Il Estudio de Células epiteliales GHR - - -
(2009)"*? Edad media: 7,3 asociacion de la cavidad oral
Sexo: -
Origen: Asiatico
II: 17 pacientes CI
Edad media: 7,3
Sexo: -
Origen: Asiatico
Frazier-Bowers S y I: 28 pacientes C Il "Genome-wide Sanguinea IGF1 _ 1p22.1, 3g26.2, A.D (P.l)
col. (2009)'"® Edad media: 34,77 linkage" (PureGene Kkit, HOXC 11q22,
Sexo: - Gentra Systems, COL2A1 12913.13,
Origen: Latino Minneapolis, MN, 12923
II: 29 pacientes CI USA)
Edad media: 34,77
Sexo: -
Origen: Latino
Xue Fy col. (2010)""*  I: 211 pacientes Clase Estudio de Sanguinea EPB41 rs4654388  1p36 N
1] asociacion (Omega Bio-Tek (Alelo "G")

Edad media: 17,1
Sexo: 103 My 108 H
Origen: Asiatico

Il: 224 pacientes
Clase |

Edad media:18,4
Sexo: 109 My 115 H
Origen: Asiatico
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Tabla 3. Continuacién

ESTUDIO MUESTRA METODOL MUESTRA GENES REGION Loci HERENCIA
0GIA CANDIDATOS CROMOS CANDIDATOS
Jang JY y col. I: 164 pacientes Clase Il Estudio de  Sanguinea Matrilin-1 7987 G>A, 1p35 _
(2010)""° Edad media: 23,69+3,2 asociacion  (FlexiGene DNA kit, 8572 C>T
Sexo: 78 My 86 H QIAGENE,
Origen: Asiatico Valencia, CA, USA)

II: 132 pacientes Clase |
Edad media: 26,8+2,6
Sexo: 46 My 86 H
Origen: Asiatico

LiQy col (2011)"° I: 11 pacientes Clase Il “Linkage Sanguinea TGFB3 rs1468507 14924.3 A.D
Edad media: 34.77 analysis" (Genomic DNA LTBP2 rs7141857 31.2
Sexo:- Purification
Origen: Asiatico Kit,Promega
II: 10 pacientes Clase | Corporation,
Edad media: 34.77 Madison,
Sexo:- Wisconsin)

Origen: Asiatico

Tassopoulou-Fishell I: 44 pacientes Clase lll Estudio de  Salival 1H - MYO1H rs10850110 _ _
My col. (2012)""" Edad media: 34.77 asociacion  Oragene DNA Self- (Alelo "G")

Sexo: - Collection kits (DNA

Origen: Caucasicos, Genotek Inc.,

africanos, latinos y asiaticos. Ottawa, ON,

II: 35 pacientes Clase | Canada)

Edad media: 34.77

Sexo: -

Origen: Caucasicos
africanos, latinos y asiatico.
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Tabla 3. Continuacién

ESTUDIO MUESTRA METODOL MUESTRA GENES REGION LOCI HERENCIA
0GIA CANDIDATOS CROMOS CANDIDATOS
lkuno Ky col. I: 240 pacientes Clase lll Estudio Sanguinea PLXNA2 _ 1932.2 _
(2014)"™ Edad: 26 "genome-  (QlAamp DNA SSX2IP 1p22.3
Sexo: - wide Blood Maxi Kit,
Origen: Asiatico association” QIAGEN, Hilden,
Il: 360 pacientes Clase | Germany)
Edad: 26
Sexo: -
Origen: Asiatico
Xue F y col. (2014)""  I: 211 pacientes Clase lll Estudio de  Sanguinea COL2A1 rs1793953 _
Edad: 17,3 asociaciony (Omega Bio-Tek (Alelo "A")
Sexo: 103 My 108 H "Linkage DNA purification
Origen: Asiatico analysis" kit,Doraville, GA,
II: 224 pacientes Clase | USA)
Edad:18,1
Sexo: 109 My 115 H
Origen: Asiatico
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ESTUDIO

MUESTRA

METODOL MUESTRA
OGIA

GENES

CANDIDATOS CROMOS

REGION Loci
CANDIDATOS

HERENCIA

Bayram S y col.
(2014)""”

Guan X y col. (2015)"*

Perillo L y col. (2015)""

I: 99 pacientes Clase lll
Edad: 21,942,2
Sexo:47My52H
Origen: Caucasicos

II: 99 pacientes Clase |
Edad: 22,4422

Sexo: 52 My 47 H
Origen: Caucasicos

I: 230 pacientes C lll
Edad media: -

Sexo: -

Origen: Asiatico

II: 120 pacientes ClI
Edad media: -

Sexo: -

Origen: Asiatico

I: 16 pacientes Clase lll
Edad media: 29
Sexo:9My7H

Origen: Caucasicos

II: 11 pacientes Clase |
Edad media: 27,8

Sexo: 52 My 47 H
Origen: Caucasicos

MARTA MORALES FERNANDEZ

Estudio de
asociacion

Sanguinea

Estudio de  Sanguinea

asociacion;  (QIAmp Blood mini
kit, Qiagen, Venlo,
the Netherlands).

linkage
analysis

Estudio de
asociacion

Sanguinea

GHR

ADAMTS1

ARHGAP21

P561T
(Alelo "CA")

chr10:24885 10p12.1
785

A.D (P.)

71



TESIS DOCTORAL

Tabla 3. Continuacién

ESTUDIO MUESTRA METODOL MUESTRA GENES REGION LOCI HERENCIA
OGIA CANDIDATOS CROMOS CANDIDATOS
da Fontoura CS y col. |: 88 pacientes Clase Il Estudio de  Salival (Oragene COL1A1 rs2249492 _ _
(2015)" Edad media: 30,7 asociaciony  kits, DNA Genotek,
Sexo: - "Linkage Ontario, CA, USA)
Origen: Caucasicos analysis"

lla: 53 pacientes Clase |
Edad media: 30,7

Sexo: -

Origen: Caucasicos

lib: 128 pacientes Clase I
Edad media: 30,7

Sexo: -

Origen: Caucasicos

Cruz CVy col. I: 54 pacientes Clase Il Linkage Salival MYO1H rs10850110 12qg24.11 -
(2017)'%° Edad media: 19,65 analysis GHR (A<G)) 5p12

Sexo0: 27 My 27 H FGF10 rs2973015 5p13-12

Origen: Caucaiscos vy latinos rs593307

II: 120 pacientes Clase |
Edad media: 20,46

Sexo: 67 My 53 M

Origen: Caucaiscos y latinos

Leyenda: M: mujer; H: hombre, A.D: autosémico-dominante; P.I:
penetrancia incompleta
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Tabla 4. Calidad metodolégica de los articulos seleccionados con el indice Metodolégico de Estudios No Aleatorios (MINORS)

Inclusion de Recoleccion Objetivo  Valoracion Periodo de  Pérdida Calculo Grupo f;gfe(: Equivalencia Adecuado
Autor y afio Objetivo pacientes prospectiva del no seguimiento seguim. prospectivo control orineo de linea analisis Total RS C
consecutivos de datos estudio sesgada adecuado < 5% del tamafio adecuado P s de base estadistico
Sasaki Y y col. (2009)'"? 2 0 0 2 1 2 2 0 2 2 2 2 17 B A
gg;'g‘;ﬁ?we's Sy col. 2 0 0 2 2 2 2 2 2 0 2 2 18 B A
Xue F y col. (2010)"“ 2 1 0 2 2 2 2 0 2 2 2 2 19 B A
Jang JY y col. (2010)""® 1 2 2 2 2 0 2 2 2 2 19 B A
LiQy col (2011)™ 2 0 0 2 2 2 2 0 0 2 2 2 16 B A
Tassopoulou-Fishell M y
col. (2012)'" 2 0 0 2 1 2 2 0 0 2 2 0 13 M M
Ikuno K y col. (2014)"" 2 0 0 2 2 2 2 0 2 2 2 2 18 B A
Xue F y col. (2014)1‘3 2 1 0 2 2 2 2 0 2 2 2 2 19 B A
Bayram S y col. (2014)""° 2 0 0 2 2 2 2 0 0 0 0 0 10 M M
Guan Xy col. (2015)'?° 2 0 0 2 2 2 2 1 2 2 2 2 19 B A
Perillo L y col. (2015)" 2 0 0 2 2 2 2 0 2 2 2 2 18 B A
da Fontoura CS y col.
(201 5)121 2 0 0 2 2 2 2 0 2 2 2 2 18 B A
Cruz CVy col. (2017)" 2 0 2 2 2 2 0 0 2 2 2 2 18 B A

C: calidad; R.S: riesgo de sesgo,; B:bajo;
M: medio; A: alto
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Debido a la tipologia de trabajos especificos requeridos, la muestra de los
articulos seleccionados consiste en estudios de asociacion genética con disefio
de casos y controles, asi como estudios de linkage analysis. Todos los
estudios estan realizados en humanos y la mayoria incluyen mas de 25 sujetos

por grupo (once de trece articulos).

De los trece estudios genéticos que cumplieron los criterios de inclusién y
exclusién, nueve realizaron la recogida de muestra mediante kits de recoleccion
de muestra sanguinea del paciente, tres mediante kits para muestra salival y uno
mediante muestra de células epiteliales de la cavidad oral. Siete de los doce

estudios seleccionados se realizaron en poblacion asiatica'04 2114116118120 g

119121 uno en poblaciéon latina'''y dos mezclaron

en poblacién caucasica
diferentes grupos étnicos'®'"". A lo largo de los estudios genéticos publicados
hasta la fecha, se han asociado diversos genes con un mayor riesgo de
susceptibilidad de presentar maloclusiéon Clase Il esquelética. Se han
relacionado polimorfismos del receptor de la hormona del crecimiento del gen
(GHR) con discrepancias maxilo-mandibulares en el grupo con Clase Il frente al
grupo control en tres de los trece estudios'®''?"°  Otros dos de los trece
estudios'®'"" han encontrado una relacién estadisticamente significativa del gen
MYO1H y la predisposicion de presentar mayor crecimiento mandibular. El gen
COL2A1, cuya funcion es codificar el colageno tipo Il en el cartilago y, por tanto,
es importante para el crecimiento craneofacial, también ha sido asociado en dos

113,118

de los trece estudios incluidos En cuanto a los loci cromosémicos

identificados, cuatro de los 13 estudios encuentran relaciéon de la maloclusiéon con

el cromosoma'%+113-11°

, siendo tres de ellos realizados en poblacion asiatica y
dos autores cuyo estudio incluye poblacion latina coinciden en el cromosoma
12195113 Finalmente, tres de los trece estudios''"*""® han afirmado un patrén
hereditario autosdmico dominante, con penetrancia incompleta en dos de

11,113

ellos , para la maloclusién Clase Ill esquelética.
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5.2. Resultados del estudio de asociacidén genética

La evaluacion de error del método empleado mostré un valor de grado
aceptable para las telerradiografias laterales de craneo, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre las mediciones originales y repetidas (p>
0,05), y el indice de concordancia (k = 92) para las mediciones en las radiografias

laterales fue muy favorable.

5.2.1. Tamano muestral y distribucion

Una vez aplicados los criterios de inclusion y exclusion y tras el analisis de los

registros tanto radiograficos como biolégicos de cada paciente, 6 de los 220
pacientes fueron excluidos del proyecto (3 pacientes no eran de origen caucasico, 2
pacientes no presentaban la radiografia inicial y 1 muestra salival fue contaminada).
Finalmente, un total de 214 pacientes (82 hombres y 132 muijeres; figura 10) fueron
incluidos en base a la siguiente distribucion:
*Grupo 1 (grupo control): 107 pacientes con maloclusién Clase | esquelética. Se
estimd el numero de hombres y mujeres, asi como la edad media. (37 hombres y 70
mujeres; edad media 22,71 + 10,23). *Grupo 2: 107 pacientes con maloclusién
Clase lll esquelética. Se estimd el numero de hombres y mujeres, asi como la edad
media. (45 hombres y 62 mujeres; edad media 25,83 * 11,42).

SEXO

W10
@200

Figura 9. Distribucién de sexo en la
muestra total seleccionada (n=214),
donde 1 es hombre y 2 mujer.

MARTA MORALES FERNANDEZ 75



TESIS DOCTORAL

5.2.2. Variables radiograficas cuantitativas

El éxito de los estudios genéticos destinados a identificar genes causantes de
rasgos complejos como la maloclusion depende en gran medida de un fenotipo bien
caracterizado y analizado. En relacion con las variables radiograficas cuantitativas,
nuestros resultados muestran una longitud maxilar disminuida, una mayor
proyeccion de pogonion, una longitud mandibular aumentada, un valor de wits
appraisal negativo y un valor de plano oclusal disminuido de la muestra de pacientes
con maloclusion Clase lll esquelética con respecto al grupo control de clase |. Tal y
como se describe la poblacion afecta seleccionada presenta unos valores de
alteracion esquelética en el plano sagital de -5,54+3,27 en relacion al parametro de
Witts y un ANB promedio de 0,54°+2,38 (Tabla 5). Estos valores contrastan con una
poblacién control seleccionada como valor de referencia con unos parametros de
alteracion esquelética normooclusiva de 0,17+1,75 en cuanto al Witts y un ANB de
2,62°+2,84° lo cual nos indica un grado de diferencia en los parametros sagitales
que garantizan una sustancial divergencia en las relaciones maxilo-mandibulares,

imprescindible para la correcta inferencia de resultados genéticos validos.

En el aspecto vertical se ha de destacar valor del angulo goniaco de 123,20°+7,58 y
128,28°+8,24 respectivamente para clases | y clases lll afectas con lo cual se
asumen las no diferencias clinicamente significativas en el grado de crecimiento
vertical de los pacientes incluidos y por tanto homogeneidad al respecto. Asimismo
en este sentido, el angulo plano mandibular (GoMe/PoOr)ha resultado en 27,9°+28°

y de 25,81°+4,92° en clases | control y clases Il afectas. (Tabla 5)
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Tabla 5. Variables radiograficas cuantitativas de los pacientes examinados

Total de la muestra Grupo control Grupo Clase Il
(n=214) (n=107) (n=107)

Parametros clinicos Media DE Media DE Media DE
BASE CRANEAL
Angulo de la silla 122,67 5,29 123,40 4,95 121,94 5,54
Base craneal posterior 32,80 4,32 32,83 3,69 32,78 4,89
Base craneal anterior 66,22 7,73 65,79 412 66,64 10,14
MAXILAR
SNA 80,62 3,63 80,71 3,75 80,53 3,52
Longitud Maxilar 82,27 8,17 81,80 5,53 82,74 10,16
Convexidad 0,25 3,00 1,92 2,02 -1,41 2,91
Dist Aa_| Na-FR 1,69 3,20 1,86 3,27 1,53 3,13
SN/ENAENP 8,33 3,58 8,27 3,70 8,40 3,46
MANDIBULAR
Eje Facial 88,27 4,26 87,47 3,88 89,06 4,48
Dist Pg. a _|_Na-FR 2,77 6,58 0,12 5,65 5,67 6,17
Angulo articular 146,70 7,79 148,15 7,09 145,25 8,21
SNB 79,49 3,92 77,89 3,44 81,10 3,73
Longitud Mandibular 113,77 13,79 110,49 11,25 117,06 15,29
(CoGn)
Angulo goniaco 125,74 8,30 123,20 7,58 128,28 8,24
Angulo Plano Mandibular 26,86 20,08 27,90 28,00 25,81 4,92
(GoMe/PaoOr)
Altura de la rama 46,95 6,88 45,37 5,21 48,54 7,94
Angulo del Plano Mandib. 34,45 5,68 34,28 5,42 34,62 5,94
SN/GoNa
Cuerpo mandibular (GoMe) 70,46 7,90 69,04 6,32 71,87 9,02
Altura facial posterior 76,26 9,09 75,15 6,80 77,37 10,83
Altura facial anterior 117,49 12,86 115,22 7,77 119,78 16,20
INTERMAXILARES
Puntos Ay B al plano -2,85 3,75 0,17 1,75 -5,54 3,27
oclusal
ANB 1,15 2,62 2,84 1,52 0,54 2,38
Diferencia Max. - Mand. 31,17 6,25 27,93 3,79 34,42 6,55
ENAENP/GoGn 26,12 5,66 26,00 5,71 26,25 5,64
Altura Facial Anterior Inf. 67,24 8,63 65,93 6,48 68,55 10,21
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Total de la muestra

Grupo control

Grupo Clase lll

(n=214) (n=107) (n=107)
Parametros clinicos Media DE Media DE Media DE
DENTAL
ISAS-N 101,74 6,76 99,98 6,63 103,49 6,45
FMIA 69,52 7,74 65,72 6,08 73,31 7,36
Plano oclusal 84,67 6,04 89,15 3,04 80,18 4,84
Angulo del incisivo superior 62,10 5,36 63,42 5,57 60,77 4,80
Overjet 1,91 2,47 3,38 1,41 0,44 2,44
Angulo del incisivo inferior 74,66 6,83 71,13 513 78,19 6,51
IMPA 85,88 8,15 90,20 5,89 81,56 7,83
Overbite 1,69 2,03 2,53 1,90 0,84 1,79
Angulo Interincisivo 136,81 9,40 134,60 9,02 139,02 9,28
S-N*PO 16,26 4,46 16,16 4,09 15,85 4,78
Posicion IS 4,54 2,26 4,22 2,32 4,87 2,15
II:N-B 4,46 2,11 4,98 2,03 3,94 2,07
TEJIDOS BLANDOS
UL - Vv 1,98 1,91 2,03 1,77 1,93 2,05
Ang. Nasolabial 107,24 10,74 108,51 9,89 105,98 11,43
LL - Vv 1,21 3,09 0,20 2,49 2,22 3,31
Pg' - Vv -2,35 5,37 -4,54 4,41 0,15 5,36
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5.2.3. Genotipado y estudio de polimorfismos (SNPs)

Tras el procesado y extraccion del ADN se llevé a cabo el genotipado y estudio
de polimorfismos (SNPs) seleccionados de los genes diana a través del sistema
Gold Massaray. El procedimiento de identificacion de este analisis, se ha encontrado
que los sujetos homocigoticos para le alelo 1 de la region rs10048146 estaba
asociado con un mayor riesgo de presentar Clase Il esquelética 8,07 veces mayor
(OR: 8,07 -95% CI: 4,33-15,06).

En los resultados del estudio de asociacién genética se ha determinado que el
gen forkhead box L1 (FOXL1) localizado en el cromosoma 16, concretamente en
locus cromosémico 16924 de la region rs10048146, presenta un grado de
asociacion estadisticamente significativo en cuanto al riesgo o predisposicion a
desarrollar una maloclusion Clase Il esquelética en nuestra poblacion espafiola.
Este gen especificamente tiene una implicacion directa en cuanto a su directa
inferencia en el crecimiento maxilo-mandibular esquelético por su papel regulador en
células madres mesenquimales de la médula 6sea y, por tanto, con un papel
decisivo en el desarrollo esquelético facial en cuanto a regulacion en los centros de

crecimiento 6seo mandibular.

No se determiné ningun tipo de asociacion estadistica en ninguno de los
marcadores genéticos pre-seleccionados adicionales de entre las 42 regiones
cromosomicas mapeadas, ni en los candidatos de alto riesgo preseleccionados
[AArs1038304, AGrs1038304, GGrs1038304, AArs1042903, ACrs1042903,
CCrs1042903, AArs104894059, ACrs104894059, CCrs104894059, AArs1127346,
ACrs1127346, CCrs1127346, CCrs11864477, TCrs11864477, TTrs11864477,
AArs121909190, AGrs121909190, GGrs121909190, CCrs1366594, CGrs1366594,
GGrs1366594]. No obstante, sefalar que los sujetos heterocigéticos vy
homocigoticos para el alelo 2 del gen forkhead box L1 presentan un cierto grado de
proteccion o disminucién del riesgo a padecer maloclusién de clase Il [OR:0,418;
95% CI:0,193-0,909 // OR:0,146; 95% CI:0,70-0,304]
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La evidencia de estudios poblacionales ha demostrado que la maloclusion de
clase Il esta fuertemente influenciada por factores genéticos, y se ha demostrado
que multiples factores ambientales afectan el crecimiento mandibular. Como
resultado, se supone que la maloclusién de Clase Il muestra herencia poligénica. La
herencia poligénica o multifactorial se refiere a la herencia de un rasgo fenotipico
que puede atribuirse a dos o mas genes de susceptibilidad y su interaccion con el
medio ambiente®. El analisis genético de familias con el fenotipo Clase Il apoya
esta hipotesis de herencia poligénica. Sin embargo, son algunos estudios publicados
los que defienden un modelo monogénico. A diferencia de la herencia poligénica, la
herencia monogénica es el resultado de un solo gen mutado y sigue el patrén
mendeliano de herencia. Wolff y col® . realizaron un analisis en familias europeas
nobles que mostraban prognatismo mandibular y encontraron que este fenotipo
estaba determinado por un Unico gen dominante autosémico. El-Gheriani y col.®
llegaron a una conclusién similar después de analizar las familias de 37 pacientes
libios con prognatismo mandibular. Investigaciones recientes sobre 2562 individuos
de 55 familias han indicado que un gen importante influye en la expresién del
prognatismo mandibular y muestra la herencia mendeliana, pero que los factores

ambientales también influyen en la penetrancia del rasgo'?.

A lo largo de la literatura, esta maloclusion ha demostrado ser causada por
diversos patrones de herencia genética y factores ambientales. Se han descrito
multiples modelos de herencia de la enfermedad, incluyendo herencia poligénica,

herencia monogénica, herencia autosémica dominante'?®

y herencia autosdmica
recesiva'®, por lo que es evidente que la maloclusion Clase lll esquelética es una
disarmonia dentofacial compleja a la que se le atribuye una etiologia

multifactorial'®.

Los avances recientes en genética molecular han permitido examinar los genes
de susceptibilidad. Los resultados de estudios de linkage analysis y estudios de
asociaciéon han sugerido varias regiones cromosdmicas que podrian albergar genes

de susceptibilidad para la maloclusién Clase Il esquelética’*""%2°12%6 'yamaguchi y
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col.”® fueron los primeros en la realizacion de un mapeado los loci de
susceptibilidad en los cromosomas 1p36, 6g25 y 19p13.2 en una muestra de
familias coreanas y japonesas. Posteriormente, otro estudio gendmico realizado en
cuatro familias hispanas de origen colombiano, revelé cinco posibles /loci

relacionados con esta maloclusién: 1p22.1, 3g26.2, 11922, 12q13.13 y 12q23""2.

La investigacion en una poblacion japonesa mostrd que los polimorfismos del
receptor de la hormona del crecimiento del gen (GHR) estan asociados con la altura
mandibular'?’. Zhou y col.'?® informaron una conclusion similar de la investigacion
sobre una poblacion china, pero no hay evidencia directa que demuestre una
asociacioén con maloclusion Clase 1.

Xue F y col.*

en un estudio de asociacion caso-control que, con una
muestra de 158 sujetos con prognatismo mandibular, genotiparon 106
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en 1p36 a través de un intervalo
critico de 8,6 Mb y cuatro genes candidatos. Los autores observaron asociaciones
genéticas significativas con prognatismo mandibular para rs2249138, rs2254241,
rs2788890 y rs2788888, respectivamente (p = 0,018; p = 0,015; p = 0,028; p =
0,023); Los cuatro SNPs se localizaron dentro del gen EPB41. Los resultados de
este etudio estudio sugiere que el gen EPB41 podria ser un nuevo gen candidato
posicional que esta implicado en la susceptibilidad al prognatismo mandibular.

Posteriormente, lkuno y col."®

realizaron un estudio GWAS (genome-wide
association study) usando microsatélites como marcadores moleculares en una
poblacién de sujetos japoneses. La muestra comprendia 250 individuos con
prognatismo mandibular y 360 no afectados como grupo control. Todos los
pacientes con Clase Ill eran candidatos a cirugia ortognatica del Hospital
Universitario de Hokkaido, Japodn. Entre los resultados, los autores senalan dos
posibles loci candidatos (D1S1358i y D1S0411i). En primer lugar, D1S1358i se
encuentra en el cromosoma 1q32.2, que constituye un nuevo locus de genes

candidatos del prognatismo mandibular. Este nuevo locus fue un intron del gen
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PLXNA2 (plexin A2), el cual codifica un miembro de la plexina, que a su vez forma
parte de una familia de cororreptores de semaforina. Las semaforinas son una gran
familia de proteinas secretadas que median los efectos repulsivos sobre la
busqueda de axones durante el desarrollo del sistema nervioso. La semaforina 3A
ejerce un efecto osteoprotector tanto por la supresion de la resorcion Osea
osteoclastica como por el aumento de la formacién désea osteoblastica. Asi, se
especuld que el gen PLXNAZ2 pudiera asociarse con un mayor crecimiento del hueso
mandibular. En segundo lugar, D1S0411i (1p22.3) se encuentra en el cromosoma
1p22.3, cerca del locus sugerido por un estudio previo (1p22.3: D1S2865),

apoyando, por tanto, estos resultados descritos’ 2.

Recientemente, Cruz CV y col."® han publicado un estudio realizado en
poblacién caucasica y latina compuesto por una muestra de 54 pacientes de
maloclusion Clase Il esquelética y un grupo control de 120 pacientes de
maloclusion Clase | esquelética. Los autores han analizado 35 polimorfismos en 10
loci candidatos con el objetivo de identificar una variacion genética comun
relacionada con la maloclusién Clase lll. Entre sus resultados se encuentran que
una variacion en el gen MYO1H (rs10850110 A/G), en el locus 12q24.11 contribuye
al prognatismo mandibular y ademas encuentran relacion entre los genes GHR
(rs2973015, locus 5p12) y FGF10 (rs593307, locus 5p13-12) con discrepancias

horizontales maxilomandibulares en comparacion con el grupo control.

Comparando los resultados descritos publicados con nuestro trabajo realizado
en poblacion espafola, nosotros hemos analizado inicialmente 42 genes diana
seleccionados de la base de datos NIH GeneCard. Estos genes han sido
seleccionados en base a su implicacion en el crecimiento craneofacial. Nuestros
resultados muestran que el gen FOXL1 localizado en locus cromosémico 1624 de
la region rs10048146, presenta una relacion estadisticamente significativa con
sujetos de maloclusién Clase Ill esquelética, siendo la primera vez, a lo largo de la
literatura, que se ha descrito asociacion del gen FOXL1 con la maloclusion Clase lli

esquelética.
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Con respecto a las manifestaciones esqueléticas de la maloclusion Clase llI,
sabemos que ésta puede deberse a una posicion anterior mandibular (prognatismo),
a un mayor crecimiento mandibular (macrognatia), a una posicion posterior de
maxilar (retrognatismo), un déficit de crecimiento maxilar (micrognatia) o una
combinacion de discrepancias mandibulares y maxilares. Por tanto, un primer paso
necesario para establecer la contribucion genética de estos problemas es distinguir
los fenotipos, que pueden estar relacionados con diferentes expresiones de la
genética del paciente. Estudios anteriores como el de Sanborn RT y col.®® han
identificado 4 grupos esqueléticos en adultos con maloclusion clase Il esquelética:
un primer grupo con protrusién mandibular (45,2%), un segundo grupo con retrusion
maxilar (33%), un tercer gurpo con combinacién de ambos factores (9,5%) y un

cuarto grupo con una relacion normal (9,5%).

De forma similar, Jacobson y col.'®® encontraron que un alto porcentaje de
adultos con clase lll esquelética presentaban una protrusion mandibular con maxilar
normal (49%), 26% con retrusion maxilar y mandibula normal y un 14% con posicion
normal de maxilar y mandibula. Ellis y McNamara®® encontraron que lo mas
frecuente era una combinacion de retrusion maxilar y protrusion mandibular (30%),
seguido de una retrusion maxilar (19,5%) y de una protrusion mandibular

unicamente (19,1%).

Recientemente, los estudios que utilizan métodos multivariables como el
analisis de componentes principales y el analisis de conglomerados aplicados a los
datos de las radiografias cefalométricas han proporcionado una mayor comprension
de la caracterizacion de los fenotipos de maloclusion de Clase Ill mas alla de los
métodos cefalométricos tradicionales®. El Analisis de Componentes Principales
(ACP) es una técnica estadistica de sintesis de la informacién, o reduccion de la
dimension (numero de variables). Es decir, ante un banco de datos con muchas
variables, el objetivo sera reducirlas a un menor numero perdiendo la menor
cantidad de informacion posible. ElI analisis de componentes principales

esencialmente descompone las correlaciones de un conjunto de variables en
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combinaciones lineales ortogonales de estas variables (denominadas
componentes). La informacion captada por los componentes disminuye con el orden
de los componentes. Cada componente tiene coeficientes de puntuacion para las
variables incluidas que permiten construir un indice lineal que refleja un eje
fenotipico de variacion en las variables. En otras palabras, el analisis del
componente principal explica la variacion morfolégica general en el complejo
craneofacial. Por otra parte, el Andlisis de Cluster o de Conglomerados
complementa el analisis de los componentes principales mediante la identificacion
de grupos de sujetos de fenotipos similares y permitiendo comparaciones
tradicionales de casos y controles. Cada una de estas técnicas se utilizan como
método para crear subpoblaciones, subgrupos'*°.

Mackay y col.?°

estudiaron la variacion morfolégica en formas craneofaciales
usando analisis cluster o analisis de conglomerados en 50 pacientes con
crecimiento finalizado de Clase Ill severos que requirieron correccion quirurgica e
identificaron 5 subgrupos. Estos hallazgos aportaron una buena evidencia de que
existen diferentes formas de maloclusién de Clase lll y pueden ser divididas con
éxito en grupos basados en fenotipos similares. Hong y Yi*? utilizaron el analisis de
conglomerados para ilustrar que los diferentes patrones de la arquitectura
esquelética (mas alla de la clasificacion simple actual basada en las posiciones del
maxilar y la mandibula, las unidades dentoalveolares y las relaciones verticales)
contribuyen al desarrollo de |la deformidad de Clase lll. Ellos identificaron 7 grupos
en su muestra de 106 sujetos no tratados de Clase Ill con una edad media de 21
afos (rango de 16 a 32 afios). Sus resultados mostraron que ademas de los huesos
faciales y la denticidén, la base craneal, la boveda craneal y la columna cervical
también estaban implicados en los diferentes patrones arquitecténicos. Abu Alhaija y
Richardson'® estudiaron 115 nifios de Clase Il (de 11.6 a 12.7 afios) con analisis
de conglomerados y analisis de funcion discriminante para diferenciar a los
cultivadores favorables y desfavorables. Encontraron 3 grupos clinicos principales
de acuerdo con las alturas faciales intermedias, cortas e intermedias y determinaron

que el poder del analisis de la funcidon discriminante para discriminar entre los
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cultivadores favorables y desfavorables aumenta del 80% al 100% en algunos casos
cuando el andlisis de conglomerados es Aplicado antes del analisis de la funcion

discriminante.

Han sido varios las investigaciones que se han desarrollado con el propdsito de
categorizar las formas faciales de la Clase lll, aunque se han llevado a cabo en
poblaciones homogéneas con individuos seleccionados®22. Bui C y col. realizaron
un estudio® para describir la caracterizacion fenotipica de los pacientes de Clase I
en 365 pacientes de diferentes grupos étnicos. Para ello, llevaron a cabo un analisis
cluster (conjunto de técnicas multivariantes utilizadas para clasificar a un conjunto
de individuos en grupos homogéneos) y propusieron una clasificacién con los
subfenotipos mas relevantes. El grupo 1 se caracteriza por una prognacia
mandibular marcada y altura facial aumentada. El grupo 4 representa el fenotipo con
ligera prognacia mandibular. Por otro lado, el grupo 2 representa una deficiencia
maxilar y una disminucion en los parametros verticales, mientras que el grupo 3
también muestra una deficiencia maxilar, pero con un angulo mayor. El grupo 5 se

definio como individuos Clase Il al limite (figura X).

Los principales componentes del analisis fueron los sagitales (como el ANB),
los verticales (como la altura facial inferior) y ambas dimensiones
anteroposteriores y verticales. Dado que en el estudio se incluyen sujetos de
diferentes razas y no solo aquellos con un problema esquelético severo, los

autores consideran extrapolable los resultados a la poblacion americana.

Posteriormente, Staudt CB y col.*® en 2009 realizaron un estudio cefalométrico
con el objetivo de clasificar la etiopatogenia de la maloclusién Clase Ill esquelética
en una poblacién caucasica del ejército suizo. En la muestra seleccionada
calcularon la prevalencia de los diferentes tipos esqueléticos de esta maloclusidon en
cuanto a la posicion de ambos maxilares (prognatismo mandibular y retrognatismo
mandibular), el tamafio (macrognatia mandibular y micrognatia maxilar) y la

combinacion de posicidén y tamarfo (Figura X), encontrando que una combinacion de
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prognatismo y macrognatia mandibular era el componente mas frecuente que

caracterizaba a estos pacientes de Clase lll.

Recientemente, Moreno Uribe LM y col.’*en 2013 publicaron un estudio con el
objetivo de establecer las variaciones fenotipicas en una poblaciéon caucasica de
sujetos adultos maloclusion Clase Il esquelética. Usando métodos similares a los de

Bui y col.*

, uno de los objetivos era evaluar si sus fenotipos se reproducian en una
muestra étnicamente homogénea. Este trabajo, por tanto, se basa en estudios
previos y proporciona un conjunto completo de fenotipos Clase lll que pueden
aplicarse facilmente para la caracterizacion fenotipica de estos sujetos en otras
muestras, lo que facilitaria grandes colaboraciones futuras de estudios genéticos. En
los resultados de su analisis, encontraron 5 grupos de fenotipos Clase lll: los grupos
1y 2 representan fenotipos con tendencia a la Clase lll, con una combinacion leve
de retrognatismo maxilar y prognatismo mandibular y con un plano mandibular recto
o normal, respectivamente. El grupo 3 corresponde al fenotipo vertical Clase Il con
mandibula aumentada y vertical y los grupos 4 y 5 representan los fenotipos severos

de prognatismo mandibular y retrognatismo maxilar respectivamente (figura X).

Por tanto, estos estudios sugieren que los diferentes subgrupos en los que se
han clasificado estos pacientes con maloclusion Clase Il esquelética se han
realizado en base al componente sagital fundamentalmente (prognatismo
mandibular, deficiencia maxilar o ambos), afiadiendo en un subgrupo el componente
vertical junto con el sagital. Teniendo en cuenta estos resultados y en base a los
estudios cefalométricos publicados, nuestro estudio en poblacién espafiola ha
recogido un analisis cefalométrico extenso para poder clasificar e identificar la

severidad de la maloclusion en la muestra estudiada.

En lo relativo a la relacion entre la genética y los mecanismos de actuacion
para el desarrollo de esta maloclusion, se han descrito algunos estudios donde se
expone la importancia del cartilago condilar de la articulacion temporomandibular

131

en el crecimiento mandibular Este cartilago se clasifica como cartilago
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secundario, puesto que presenta caracteristicas biolégicas distintas y se considera
que soporta el crecimiento del hueso mandibular. La carga mecanica o los
estimulos funcionales podrian influir en las respuestas del cartilago condilar y el

posterior crecimiento mandibular'?.

Autores como McNamara y Carlson' plantearon la hipétesis de que el
cartilago del céndilo mandibular es sensible a los cambios biofisicos del medio
ambiente y es muy probable que la maloclusién Clase Il pueda provocarse debido
a estas condiciones biomecanicas por la herencia de genes que predisponen al
desarrollo de este fenotipo de Clase lll. Varios estudios han documentado la
influencia de varios genes que estan implicados en la regulacion de la
morfogénesis mandibular. Las investigaciones recientes se han centrado en la
expresion de factores de crecimiento especificos u otras moléculas de
sefalizacion que estan implicadas en el crecimiento condilar. Los factores de
crecimiento y citocinas son mediadores locales y pueden ser secretados en
respuesta a la deformacién mecanica. Estos mediadores regulan la proliferacion
celular y la expresion de productos de diferenciacion mediante la activacion de
vias de transduccién de sefales en las células diana’™*. En un estudio

experimental llevado a cabo por Rabie y col.%®"®

afirmaron que el
posicionamiento hacia adelante de la mandibula desencadena la expresion de IHH
y PTHLH, genes que promueven la diferenciacién y proliferacion de células
mesenquimales respectivamente y que, estas proteinas, actuaron como
mediadores de la mecanotransduccién para promover un mayor crecimiento del
cartilago condilar. En otro modelo de rata, la expresién de IGF-1 aumentd
significativamente cuando la mandibula se reposicioné por medio de un aparato
propulsor®® . Ademas, factores de crecimiento tales como VEGF y factores de
transcripcion tales como la regién determinante de sexo Y (SRY) -box 9 (Sox9) y
el factor de transcripcion 2 RUNX (RUNX2) juegan un papel importante en la
diferenciacion de condrocitos en la placa de crecimiento bajo condiciones de carga

mecanica o exposicion a otros estimulos "3¢%8,
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Los genes que han sido implicados en el crecimiento condilar en estudios
realizados en ratones podrian servir como posibles candidatos para aumentar
nuestra comprension de la maloclusion Clase Il en seres humanos. El
descubrimiento de genes candidatos proporciona la posibilidad de identificar genes
que confieren susceptibilidad a este fenotipo. La region 1p36, que ha sido sefialada
como region de susceptibilidad en estudios ya descritos, alberga genes candidatos
de posicion de interés, que incluyen heparan sulfato proteoglicano 2 (HSPG2),
matrilina 1, proteina de matriz de cartilago (MATN1) y fosfatasa alcalina (ALPL).
Recientemente, se ha informado que HSPG2 esta relacionado con la formacién de
cartilago y con anomalias craneofaciales™. y Matn1 y Alpl se consideran

marcadores para la formacién de cartilago y hueso, respectivamente% "1,

Ademas, en estudios de crecimiento craneofacial realizado en ratones, se
determind que los loci de los cromosomas 10 y 11 eran responsables de la longitud
mandibular, y estos corresponden a las regiones cromosomicas humanas 12921 y
2p13, respectivamente*’. Este resultado comparativo apoya la hipétesis de que las
regiones 12923 y 12q13 son relevantes para el desarrollo craneofacial y pueden
estar relacionadas con el fenotipo Clase Ill. Los genes candidatos de interés estan
localizados dentro de estas regiones, que incluyen la region homeobox (HOX3),
IGF-1 y el colageno, tipo Il, alfa 1 (COL2A1). Se cree que los genes HOX son

fundamentales en el desarrollo craneofacial'*?

.Se ha demostrado que el IGF-1 esta
implicado en la actividad proliferativa del cartilago condilar’® y que Col2a1 codifica
el colageno tipo Il en el cartilago, siendo importante para el crecimiento

craneofacial'®.

Por lo tanto, todos estos estudios concluyen que los genes
candidatos para el desarrollo de la maloclusién de Clase Ill podrian localizarse en
los loci cromosomicos 1p36, 12923 y 12913. En cuanto al mecanismo de actuacion
de nuestros resultados, el gen FOXL1 presentado se encuentra en relacion con
células madres mesenquimales de la médula 6sea y presenta implicaciones directas

con el crecimiento 6seo.
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En cuanto a las limitaciones de nuestro estudio, podemos sefialar en primer
lugar el tamafo escaso de la muestra (107 sujetos por grupo) y la seleccion de
sujetos de origen espafiol unicamente. Sin embargo, debido al estricto criterio de
inclusion que hemos implantado, la muestra es homogénea y puede aumentar el

poder estadistico.

En segundo lugar, hubiese sido interesante realizar un analisis de
morfometria geométrica, que consiste en un conjunto de métodos para la
adquisicién, procesamiento y analisis de variables morfolégicas, reteniendo toda la
informacion geométrica que contienen. Esto haria factible el estudio de la forma y
el tamafo morfolégico craneofacial conjuntamente en un espacio bi o
tridimensional. Para ello se requieren registros de tomografia computerizada de
haz cénico (CBCT) de cada paciente, sin embargo, no esta justificado la
realizacion de dicha prueba complementaria de rutina en nuestros pacientes de

ortodoncia.

En tercer lugar, en los estudios de asociacion genética con maloclusién de
Clase lll realizados hasta ahora, la mayoria de las cohortes existentes han sido
recolectadas para estudios de casos y controles y, por lo tanto, solo pueden
proporcionar una evaluacién instantanea de la asociacién de una variacién
genética y este rasgo. Sin embargo, no puede ser probada la progresion natural
de la Clase lll ni las posibles interacciones entre los genes y el medio ambiente,
como sugieren algunos autores. Esto hace interesante que a largo plazo los

estudios genéticos sean seguidos en el tiempo.

Por ultimo, los subfenotipos altamente variables (protrusién mandibular,
retrusion maxilar o una combinacién de ambos) y la heterogeneidad clinica de la
macloclusién Clase lll esquelética elevan la complejidad en la identificacion del
mecanismo genético para esta alteracion dentofacial. Asimismo, a lo largo de la
literatura, se ha comprobado que existe una disparidad en el conocimiento acerca

de qué genes candidatos estan relacionados con el prognatismo mandibular y la
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deficiencia maxilar en pacientes con maloclusion esquelética Clase Il debido a
diferentes antecedentes genéticos entre las poblaciones. Asimismo, a pesar de la
seleccidon realizada, la garantizacion de un linaje no hibrido en el contexto
multicultural actual hacen dificil la trazabilidad exacta de tipos de variaciones dado
que existe un grado de influencia poblacional inherente de gran magnitud. No
obstante, los resultados evidenciados reflejan una tendencia clara que aunque con
cautela, nos permiten destacar factores que se asocian y que raramente podran
ser fruto de casualidades probabilisticas sino que se refieren a tendencias reales
de asociacion, mas aun cuando la muestra homogénea analizada cuenta con un

tamafo de muestra que garantiza la potencia estadistica adecuado para ello.

La desproporcion facial que con frecuencia acompana a las maloclusiones
Clase Il esqueléticas severas puede provocar una carga significativa para la calidad
de vida de los pacientes afectados. Los enfoques actuales para esta condicidon estan
dirigidos al tratamiento mas que a la prevencién. Asi, los pacientes son sometidos a
afios de tratamiento ortodontico u ortopédico, y muchos requieren correccion

quirurgica en la edad adulta.

Es importante comprender la causa del problema. Gran parte de la literatura
ortodéncica ha discutido la contribucién de los factores genéticos al crecimiento y a

la maloclusion’®100.144-146

, pero no existe una fuente de conocimiento clara y definida
en nuestra disciplina sobre cual es el origen de esa potencial mayor atribucion del
componente genético. El desarrollo de protocolos individualizados, la guia en la
toma de decisiones diagndsticas precoces en este tipo de pacientes, asi como el
desarrollo de lineas de tratamiento en biomedicina en el futuro pasa por determinar
con clara evidencia el tipo de influencia asociada en este “caracter genético” de la
maloclusién de clase Ill esquelética’®®'¥’. En definitiva, para desarrollar estrategias
preventivas y mejorar las modalidades de tratamiento para estos pacientes, son

necesarios estudios que identifiquen la etiologia genética de la maloclusion Clase IlI.

La maloclusion de Clase lll esquelética es el resultado de multiples factores
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que interactuan durante el periodo morfogenético del maxilar y la mandibula, siendo
posible regular algunos de estos factores durante la infancia. Por esta razén, se ha
sugerido que una mejor comprension de las variables genéticas que contribuyen al
fenotipo Clase Ill es necesario para desarrollar nuevas estrategias preventivas.
Estos enfoques prometedores podrian permitir al ortodoncista seleccionar enfoques
de tratamientos tempranos dentofaciales y ortoddnticos que estén dirigidos a

prevenir el desarrollo de esta maloclusion.

La cuestion practica de la ortodoncia y la genética seria si diferentes individuos
responden en algun grado a un cambio de entorno (tratamiento) de distintas formas,
segun la influencia de sus factores genéticos concretos. Es decir, este estudio
puede preceder a mas investigaciones que evaluen posibles diferencias en las
respuestas de tratamiento basadas en polimorfismos genéticos. Este estudio ha
permitido poner de relieve la existencia de al menos un grado de influencia
genéticamente condicionado que marca el fuerte componente genético que se
relaciona con el desarrollo de la maloclusion Clase Il esquelética. El conocimiento
de la etiologia a través de estudios de asociacion genética puede aportarnos en un
futuro el desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas para el control de esta

alteracion dentofacial.
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7. CONCLUSIONES
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Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos previos, asi como la
revision exhaustiva y especifica sobre la influencia genética en la maloclusion
Clase Il esquelética existentes hasta la actualidad, y tras analizar los resultados

obtenidos del estudio genético, podemos extraer las siguientes conclusiones:

1. Los resultados descritos sugieren que la herencia de un alelo especifico
del gen FOXL1 (forkhead box L1, rs10048146) puede determinar la susceptibilidad
genética de presentar Clase Ill esquelética con un grado de riesgo de 8 veces mas

comparativamente con sujetos control de Clase | esquelética (p<0,001).

2. No se han determinado ninguna otra asociacion estadisticamente
significativa en relacién a ninguna de las 42 regiones mapeadas de riesgo y de

alto riesgo potencial. (p>0,05)

3. Los resultados descritos arrojan nueva informacion especifica sobre el
origen y rasgo de caracter heredable implicado en un tipo de desequilibrio
esquelético sagital de clase lll. Es la primera vez, a lo largo de la literatura, que se

ha descrito asociacién del gen FOXL1 con la maloclusion Clase Ill esquelética.
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CONSEJERIA DE SALUD C.P. CLASE III Y GENOTIPO - C.I. 0230-N-17
15 de mayo de 2017

JUNTR DE RNDRLUCIA

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

Dr. Victor Sanchez Margalet
Presidente del CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

CERTIFICA

1°. Que el CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio en su reunion del dia
28/04/2017, acta 04/2017 ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

Titulo: BASES GENETICAS DE LA MALOCLUSION CLASE III ESQUELETICA

Codigo Promotor: CLASE III Y GENOTIPO Cédigo Interno: 0230-N-17
Promotor: Investigador

10, Considera que

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

20, Por lo que este CEI emite un DICTAMEN FAVORABLE.

390, Este CEI acepta que dicho estudio sea realizado en los siguientes CEI/Centros por los Investigadores:

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Alejandro Iglesias Linares
Rocio (Estomatologia) Universidad de
Sevilla

Lo que firmo en Sevilla, a 15 de mayo de 2017

Fdo:

Dr. Victor Sanchez Margalet
Presidente del CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio
Avda. Manuel Siurot, s/n - Edificio de Laboratorios, 63 plta Sevilla 41013 Sevilla Espafia

Tel. 600 162 458 Fax. Correo electrénico administracion.eecc.hvm.sspa@juntadeandalucia.es
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9.2. Abreviaturas

A: adenina

C: citosina

G: guanina

g: gramo

k: indice kappa

T: timina

G1: grupo 1

G2: grupo 2

ACP: analisis de componentes principales
ADN: acido desoxirribonucléico

ARN: acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ARNr: ARN ribosémico

ARNt: ARN transferente

CEl: comité de ética de la investigacion
COL: colaboradores

CBCT: tomografia computerizada de haz conico
EDTA: acido etilendiaminotetraacético
dNTP: dinucledticos trifosfatos

GWA: Genome-wide association

ICC: indice de correlacion interclase
JCR: Journal Citation Report

MESH: Medical Subject Heading

MSE: multisecuencial

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PT-L2P: preplT-L2P

SSR: simple sequence repeat

SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms
STR: Short Tandem Repeats

mL.: mililitros

ML: microlitros

°C: grado centigrado

°F: grado Fahrenheit
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9.3. Publicaciones”

Review Article

Bone- and dentoalveolar-anchored dentofacial orthopedics for Class Il
malocclusion: New approaches, similar objectives?
A systematic review

Marta Morales-Fernandez; Alejandro Iglesias-Linares®; Rosa Maria Yafez-Vico®;
Asuncion Mendoza-Mendozac; Enrique Solano-Reina“

ABSTRACT

Objectives: To analyze the scientific literature and compare in the results of conventional
orthopedic appliances with those obtained from recent bone-anchored orthopedics for Class Il
malocclusion.

Materials and Methods: The literature was systematically reviewed using PubMed/Medline,
Scopus, and Scirus databases up to January 2012. Articles were selected by two different
researchers (kappa index = 0.83), based on established inclusion/exclusion criteria. Methodologic
quality was classified as high, medium, or low quality.

Results: The search strategy identified 1020 titles. Thirty studies were selected after applying the
criteria (high quality = 9, medium quality = 21). Protraction rates differed within a range of one- to
twofold between bone-anchored and dentoalveolar therapies (P < .001). All studies noted the
effect of clockwise rotation on the mandible and an increase in inferior-anterior and total facial
height; this was more obvious in dentoalveolar therapy than in bone-anchored orthopedics
(P < .001).

Conclusions: Dental parameters like overjet increased significantly with both sets of groups,
ranging from 1.7 to 7.9 mm with dentoalveolar therapy and from 2.7 to 7.6 mm with bone-anchored
orthopedics. (Angle Orthod. 2013;83:540-552.)

KEY WORDS: Dentofacial orthopedics; Orthodontics; Bone-anchored orthopedics

INTRODUCTION

Treating Class Ill malocclusion is one of the most
complex problems arising in orthodontic practice
because the growth patterns in such patients are
unpredictable and unfavorable. The components of a

Class Il malocclusion include dental compensation
and skeletal problems. Maxillary retrusion (hypopla-
sia), mandibular protrusion (hyperplasia), or a combi-
nation of the two may form the skeletal origin of
malocclusion,’ leading to an anterior crossbite and a
concave profile.?

The traditional orthopedic treatment for skeletal
Class Il malocclusion in children who have not yet
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reached the period of pubertal growth spurt involved
correcting skeletal deficiencies.® The introduction of
the new orthopedics based on bone-anchored systems
has made it necessary to revise all of these previous
concepts.* In modern orthodontic practice, it appears
possible to apply pure bone-borne orthopedic forces
between the maxilla and the mandible for 24 hours per
day, avoiding dentoalveolar compensations.®

The aim of the present study is to compile and
analyze the various possibilities of orthopedic treat-
ment for Class Il malocclusion in the scientific
literature and to compare the results of conventional
orthopedic appliances with those obtained from recent
bone-anchored orthopedics.
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