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1. INTRODUZIONE 

 

L’influenza differenziale della genetica e dei fattori ambientali nell’eziologia delle 

malocclusioni è da sempre elemento di discussione. I meccanismi molecolari che regolano la 

morfogenesi embriologica cranio-facciale sono stati solo in parte caratterizzati e il loro effetto 

è modulato dalla componente ambientale, in un processo multifattoriale e progressivo nel 

tempo. 

Le anomalie cranio-facciali e dento-facciali sono il risultato di alterazioni dei processi 

embriogenetici, causate da alterazioni del DNA e/o dall’espressione sia di geni codificanti che 

di elementi non-codificanti1. 

Poiché la formazione degli elementi dentari è un processo delicato e dinamico, le cause e le 

manifestazioni delle anomalie dentali sono molto complesse. Lo sviluppo degli elementi dentari 

è infatti un processo costituito da fasi di formazione ed eruzione, che prevede una serie 

reciproca di segnali induttivi tra l'epitelio e il mesenchima derivato dalla cresta neurale, 

riassorbimento dell’osso alveolare e formazione regolata dal follicolo dentale2. 

Durante queste fasi, la costante interazione dei segnali induttivi tra l'epitelio e il mesenchima 

danno origine a parti anatomiche e funzionali distinte del dente. Ogni strato di tessuto fornisce 

istruzioni per differenziarsi in modo specifico portando alla formazione di strutture altamente 

specializzate, quali incisivi, canini, premolari e molari, ciascuno dei quali deriva da diverse 

parti dell'epitelio orale. 

Diversi studi volti a caratterizzare le basi molecolari dello sviluppo degli elementi dentari hanno 

individuato una serie di geni che agiscono nelle fasi specifiche della formazione e dell'eruzione 

dei denti e ne regolano il processo di modellazione e differenziazione. 

La maggior parte dei geni coinvolti nello sviluppo degli elementi dentari comprende ligandi, 

recettori, fattori di trascrizione, cofattori e molecole di segnalazione intracellulare. Un 

equilibrio finemente sintonizzato tra i ligandi di segnalazione, i loro recettori, gli inibitori e i 

fattori di trascrizione regola i diversi aspetti dell'odontogenesi, tra cui la dimensione, il numero 

e la forma. Pertanto, alterazioni di questi percorsi portano a cambiamenti fondamentali 

nell’odontogenesi3 e alla comparsa di anomalie dentali. Mentre è stato chiarito il ruolo di alcuni 

geni nello sviluppo degli elementi dentari, così come gli esiti delle loro mutazioni 

nell’odontogenesi, alcuni aspetti legati alle basi molecolari delle fasi morfologiche di sviluppo 

dell'odontogenesi sono ancora sotto indagine1. 

L’importanza della comprensione delle basi biologiche e molecolari delle anomalie dentali è 

fortemente legata alle prospettive future in campo ortodontico al fine di garantire al clinico un 

miglioramento diagnostico, grazie alla rilevazione di fattori predittivi, e prognostico, 
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improntato sui concetti di ortodonzia personalizzata e sull’integrazione dei dati provenienti 

dalle scienze omiche e dal supporto dell’intelligenza artificiale. 

Infatti la possibilità di poter disporre di fattori predittivi nei casi di anomalie dentarie, come 

l’inclusione del canino mascellare, permetterebbe al clinico di effettuare una diagnosi precoce, 

e di poter attuare un piano di trattamento il più possibile tempestivo e personalizzato, al fine di 

garantire una corretta occlusione tra le arcate dentarie. 
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2. BACKGROUND 

 
 

2.1 LE ANOMALIE DENTALI 

 
 

Si definisce anomalia dentaria un’alterazione dell’aspetto esterno, della struttura interna o della 

topografia di uno o più elementi dentari decidui o permanenti, derivante da un disturbo che può 

essere genetico, congenito o acquisito. 

I disturbi della fase di sviluppo dei denti sono permanenti poiché i tessuti dentari, al contrario 

del tessuto osseo, non possiedono la capacità di rimodellarsi. 

L’eziopatogenesi di un’anomalia dentaria dipende dal momento di sviluppo dell’elemento 

dentario in cui interviene la noxa patogena; ad esempio, se essa agisce nella fase della 

proliferazione iniziale, la conseguenza sarà un’alterazione nel numero degli ispessimenti 

ectodermici, quindi nel numero di denti che ne deriveranno. Pertanto, la mancanza di uno o più 

denti deriva da una carente proliferazione della lamina dentale con diminuzione del numero 

delle bozze dentali, mentre la presenza di un numero di denti maggiore deriva da un’eccessiva 

proliferazione della lamina stessa. 

Se lo stimolo patogeno interferisce con la fase di differenziazione istologica e morfologica, 

invece, si avranno anomalie connesse con l’aspetto futuro dei tessuti differenziati, come le 

anomalie di volume e di forma. 

Talvolta le anomalie possono essere associate tra loro: ad esempio, la presenza di anomalie di 

volume di alcuni denti, che si presentano più piccoli della norma, è di frequente riscontro in 

pazienti con agenesia. 

 

 
2.1.1 Le agenesie degli elementi dentari 

 
L'agenesia degli elementi dentari è una delle anomalie dentali più comuni, con una prevalenza, 

esclusi i terzi molari, che va tra lo 0,15% ed il 16,2%4. Tre termini diversi, ipodonzia, 

oligodonzia e anodonzia, sono generalmente utilizzati per descrivere tale fenomeno, in 

relazione al numero degli elementi dentari mancanti: 

-ipodonzia: presenza di più della metà del numero fisiologico dei denti (decidui o permanenti). 

-oligodonzia: presenza di meno della metà del numero fisiologico dei denti (decidui o 

permanenti). 

–anodonzia: assenza di tutti i denti (decidui o permanenti) associata a grande deficit strutturale 

dei mascellari. 
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Numerosi studi hanno dimostrato l'associazione delle anomalie dentali con la presenza di 

agenesie dentarie. Baccetti5 ha dimostrato l'associazione tra riduzione delle dimensioni della 

corona e l’ipodonzia. Ahmad e coll.6 hanno riferito l'associazione dell’ipodonzia con anomalie 

dentarie come malformazioni, ipoplasie dello smalto, inclusione degli elementi dentari, 

ipocalcificazione e dentinogenesi imperfetta. Altre anomalie della dentizione, come il 

malposizionamento dei canini e l’eruzione ectopica dei primi molari permanenti, sembrano 

essere associate all’ipodonzia7,8. 

Nella maggior parte dei casi familiari di ipodonzia, con o senza associazione con altre anomalie 

dentarie, la modalità di trasmissione è autosomica dominante9. Esistono forme di agenesia 

dentali sporadiche e familiari; quest'ultima si presenta in forma isolata (non sindromica) o 

sindromica. 

La forma sindromica ha un impatto maggiore sulla qualità della vita dei pazienti a causa dei 

disturbi di altri organi; nonostante le agenesie dentali siano causate da fattori ereditari, 

ambientali ed evolutivi, le forme sindromiche sono principalmente influenzate da fattori 

ereditari, tra cui la mutazione genetica e l’anomalia cromosomica10. 

La diversità dell'eziologia crea vari modelli di malattia e le mutazioni nello stesso gene possono 

provocare agenesia sia isolata che sindromica11. 

Diversi studi hanno dimostrato che lo sviluppo dentale è sotto stretto controllo genetico ed 

influenza la forma, la posizione, il numero e le dimensioni degli elementi dentari12. 

Studi familiari mostrano che, l'ipodonzia e l'oligodonzia, come forma isolata, possono essere 

ereditate come tratto autosomico dominante con penetranza incompleta ed espressività 

variabile13, e sono correlate a mutazioni di geni appartenenti a vie di segnalazione coinvolte 

nello sviluppo e nel differenziamento cellulare, come BMP, FGF, SHH e WNT. 

I recenti progressi nella ricerca genetica hanno reso possibile l’identificazione ed il 

sequenziamento dei geni coinvolti nella morfogenesi dentale e i meccanismi molecolari che 

determinano l’agenesia. Diversi sono i geni implicati nelle agenesie, ma le mutazioni che si 

verificano a carico di MSX1, PAX9, AXIN2 e EDA sono quelle maggiormente coinvolte 

nell’eziologia delle agenesie non sindromiche14. 

-MSX1: Il gene MSX1 è co-espresso nel mesenchima insieme al PAX9; entrambi i geni 

codificano per la trascrizione dei fattori che giocano un ruolo importante nel mantenimento 

dell’espressione di BMP4 nel mesenchima. La corretta interazione tra questi tre fattori è 

essenziale per ottenere la progressione dell’odontogenesi dalla fase a gemma alla fase a 

cappuccio. MSX1 e MSX2 sono geni homeobox, ovvero geni che codificano per fattori di 

trascrizione che possono controllare l'espressione di altri geni. Questi geni codificano per 
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sessanta proteine in grado di legare specifiche sequenze di DNA. La proteina Msx1 inibisce la 

trascrizione del gene bersaglio attraverso la sua interazione con altri fattori di trascrizione come 

il DLX (DLX2 e DLX5), Lhx2, PAX3, PAX9, e anche con altri fattori di trascrizione complessi 

nel nucleo, tra cui il '' TATA box ''. La prima mutazione del gene MSX1 associata ad agenesia è 

stata descritta da Vastardis e coll. nel 199615. Egli ha analizzato una famiglia affetta da una 

grave forma di oligodonzia a trasmissione autosomica dominante che coinvolge i II premolari 

ed i III molari, rilevando la presenza di una mutazione situata sul cromosoma 4p sul locus 

MSX1. Questa mutazione missenso (sostituzione di una singola base del DNA con modifica 

dell'aminoacido codificato) determina la sostituzione di una arginina con una prolina che dà 

origine ad una proteina che possiede una stabilità termica inferiore a quella naturale. Gli 

esperimenti condotti da Hu e coll.16 hanno mostrato che la proteina mutata non possiede la 

capacità di interagire con il DNA o con altre proteine, e perde la sua funzione inibitoria sulla 

trascrizione. Pawlowska e coll. in uno studio del 200917 hanno suggerito che due polimorfismi 

in due regioni non tradotte di MSX1 (rs8670 e rs12532), potrebbero essere coinvolti 

nell’agenesia dentaria di tipo sporadico e familiare. Questa evidenza supporta l'ipotesi che le 

regioni diverse del dominio legante il DNA possono essere correlate allo sviluppo degli 

elementi dentari. 

 

-PAX9: il gene PAX9 è localizzato sul cromosoma 14 e, insieme al gene MXS1, è responsabile 

delle agenesie non sindromiche. Nakatomi e coll. hanno fornito prove18 dell’interazione di 

questi due geni nello sviluppo cranio-facciale e degli incisivi inferiori. I topi che presentano la 

mutazione omozigote del gene PAX9 muoiono poco dopo la nascita a causa delle numerose 

anomalie cranio-facciali e degli arti. Infatti, i topi mutanti presentano uno sviluppo degli 

elementi dentari che termina con lo stadio della gemma ed una palatoschisi secondaria. Al 

contrario, i topi con mutazioni eterozigote, non presentano anomalie evidenti19. 

-AXIN2: il gene AXIN2 è localizzato nel cromosoma 17 e la sua mutazione sembrerebbe essere 

implicata, oltre che nelle agenesie, anche nel cancro del colon e del fegato. Lammi e coll.20 

hanno osservato quattro generazioni di una famiglia finlandese colpite da una forma di 

oligodonzia autosomica dominante associata a cancro colon-rettale. La maggior parte dei 

membri della famiglia presentava l’agenesia di quasi o di tutti gli incisivi laterali superiori ed 

inferiori, dei premolari, dei molari e, in tre casi, anche dei canini. 

 

-EDA: Le mutazioni nel gene EDA21 determinano la displasia ectodermica, difetto genetico 

dello sviluppo che colpisce le strutture ectodermiche (cute, capelli, denti e ghiandole 

sudoripare), con riduzione del numero degli elementi dentari. Tale sindrome comprende tre 
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sottotipi, non differenziabili clinicamente: sindrome di Christ-Siemens-Touraine (legata all’X), 

autosomica recessiva ed autosomica dominante. Il gene EDA occupa un segmento del braccio 

lungo del Cromosoma X (Xq12-13.1) e codifica per una proteina appartenente alla famiglia dei 

ligandi del fattore di necrosi tumorale (TNF). Diversi studi hanno riportato casi di ipodonzia 

sporadica in famiglie colpite da mutazioni del gene22,23. Il sesso maschile sembra essere 

maggiormente coinvolto, e tale mutazione sporadica si manifesta con la mancanza di elementi 

dentari ma senza gli altri sintomi propri della displasia ectodermica. Gli elementi dentari più 

comunemente mancanti sono i premolari ed i molari. 

 
Negli ultimi 10 anni la letteratura scientifica ha ampiamente indagato l’incidenza delle agenesie 

di incisivi laterali (2,2%), secondi premolari (3,4%) e terzi molari (10-25%)9,24. 

Per quanto, invece, concerne le agenesie dei canini, in letteratura sono stati riportati alcuni casi 

di ricorrenza familiare di tale anomalia dentaria e casi sporadici25-27. 

L'incidenza dell’agenesia singola del canino è maggiore dell'agenesia multipla ed è spesso 

associata ad altri tipi di anomalie dentali (agenesia di altri denti, microdonzia, eruzione ritardata 

dei denti permanenti, denti soprannumerari)25. 

E’ stato riportato che l'agenesia monolaterale del canino permanente colpisce più 

frequentemente il lato sinistro28 rispetto al destro; inoltre, la possibilità che ciò avvenga 

nell’arcata superiore è maggiore rispetto a quella inferiore25; il rapporto uomo-donna risulta 

essere di 1:2. 

 

 
2.2 L’inclusione del canino mascellare 

Un’altra condizione frequente nella pratica ortodontica quotidiana, ma sulla quale ancora si 

conosce poco in merito alla caratterizzazione genetica dell’anomalia, è l’inclusione dei canini 

mascellari (1-3% della popolazione)27, la quale si manifesta principalmente in individui di sesso 

femminile (rapporto uomo:donna di 1:2)29 e principalmente in forma monolaterale30. 

Per quanto riguarda la sede, le inclusioni palatali sono le più frequenti. Peck e coll. hanno 

riportato un rapporto di 3:1 delle inclusioni palatali rispetto a quelle vestibolari31; Guarnieri e 

coll. hanno riferito che il 72% delle inclusioni si verifica in sede palatale, seguita dal 19% 

nell'area vestibolare e dal 9% in cresta32. 

Numerosi sono i fattori eziologici generali o locali che possono determinare l’inclusione del 

canino superiore. In una revisione della letteratura del 201533, Becker ha individuato cinque 

possibili cause responsabili dell’inclusione del canino mascellare tra cui la presenza di 
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ostruzioni e patologie locali, la presenza di disturbi durante il tragitto eruttivo, la teoria della 

guida e la teoria genetica. 

Secondo la teoria della guida, la superficie distale dell’incisivo laterale superiore funge da guida 

allo sviluppo del canino mascellare nella sua corretta posizione. Per tale motivo, un eccesso di 

spazio, dovuto alla mancanza o alla presenza di un incisivo laterale di ridotte dimensioni, può 

essere causa di inclusione34,35. 

Gli incisivi laterali possono andare incontro ad uno sviluppo variabile, rappresentando gli 

elementi dentari tra i più frequentemente agenesici. Possono inoltre presentare anomalie di 

forma e dimensione, mostrando una morfologia coronale conoide o di dimensioni ridotte 

(rispettivamente incisivi laterali conoidi e microdontici) a cui si associa spesso una radice 

formata solo per un terzo. Tali anomalie sembrerebbero rappresentare l’espressione meno 

severa dell’agenesia stessa. 

All’età di 9 anni, il canino si trova normalmente nella parte distale della radice dell'incisivo 

laterale. Se l'incisivo laterale è agenesico, in ritardo eruttivo, o presenta un’anomalia di forma 

o dimensione, con la radice ancora in via di sviluppo, non potrà fungere da guida per l’eruzione 

del canino mascellare, che verrà spostato verso il basso in direzione palatale36. 

La teoria genetica si basa sull’osservazione che l’inclusione palatale del canino mascellare 

raramente si presenta come un sintomo isolato, ma è accompagnata da altre anomalie dentali di 

origine genetica come l’ipoplasia o l’agenesia dell’incisivo laterale, l’agenesia dei premolari, 

l’infraocclusione dei molari decidui o l’ipoplasia dello smalto37,38. 

La teoria genetica individua quindi, alla base del fenomeno di inclusione palatale del canino 

mascellare, un substrato genetico che controlla l'espressione dell'anomalia di eruzione del 

canino e di altre anomalie dentali che si associano ad essa39. 

La modalità di trasmissione è poligenica, secondo un'ereditarietà di tipo autosomico dominante, 

oppure legata al sesso31. 

Solamente l’inclusione palatale del canino mascellare sembrerebbe avere un substrato genetico: 

al contrario l’inclusione vestibolare deriva da un deficit di spazio in arcata, che il più delle volte 

determina l’eruzione ectopica del canino. 

Recentemente, grazie alle metodiche di Next Generation Sequencing (NGS), sono stati 

identificati diversi geni che, quando mutati, possono concorrere a determinare questo 

fenotipo40-44, ed in particolare, è stata riscontrato la presenza di varianti nei geni che codificano 

per proteine con un ruolo nella via di segnalazione WNT in soggetti che mostravano un fenotipo 

caratterizzato da inclusione del canino mascellare40. 
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Sono state inoltre identificate alcune varianti a singolo nucleotide in porzioni non-codificanti 

del genoma, in particolare in sequenze di microRNA, piccoli RNA non-codificanti della 

lunghezza di circa 22 nucleotidi che, mediante appaiamento alle regioni 3’UTR dei trascritti,  

regolano l’espressione dei geni, agendo da modificatori del genotipo45,46. 

 

 

3. Definizione di miRNA 

 
I microRNA (miRNA) sono piccole molecole endogene di RNA non codificante a singolo 

filamento, che non codificano per nessuna proteina, ma con un ruolo nei processi di regolazione 

post-trascrizionale dei geni codificanti. Funzionano infatti da regolazione dell'espressione 

genica mediante legame complementare imperfetto dei filamenti del messaggero bersaglio 

(mRNA) e quindi, il loro squilibrio può facilmente servire come biomarcatore per diversi 

processi patologici. 

Sono molecole in grado di regolare negativamente l’espressione genica a livello post- 

trascrizionale, legandosi alla regione 3’UTR (regione non tradotta), alla regione codificante 

ORF o alla regione 5’UTR del mRNA bersaglio47,48. 

La prima fase della sintesi dei miRNA consiste nella trascrizione di una breve sequenza 

genomica da parte di una RNA polimerasi II. Da tale trascritto originano i microRNA primari 

(pri-miRNA), che vengono riconosciuti da uno specifico enzima e trasformati in miRNA 

immaturi (pre-miRNA). Il pre-miRNA è trasportato nel citoplasma e riconosciuto da un altro 

enzima, che taglia la sequenza nucleotidica in più punti completando la maturazione dei miRNA 

nella forma finale di RNA a doppio filamento di circa 20-25 nucleotidi. A questo livello i miRNA 

possono andare in contro a due destini: se sono parzialmente complementari ai mRNA ne 

bloccano la traduzione in proteine, se invece la complementarietà è perfetta procedono alla loro 

degradazione riducendo la quantità di miRNA e della proteina prodotta (Fig. 1). 
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Fig. 1: Sintesi e maturazione dei miRNA49. 

 

 

 

La presenza, talvolta, di una complementarietà non perfetta tra miRNA e mRNA target 

determina la presenza di miRNA in numero inferiore rispetto al numero degli mRNA e delle 

proteine, per cui un unico miRNA può regolare centinaia di messaggeri e, viceversa, un singolo 

mRNA può essere regolato da diversi miRNA50. 

L’elevato numero di geni bersaglio suggerisce che i miRNA siano coinvolti nel controllo di 

diversi processi biologici quali la proliferazione, la differenziazione, la migrazione, l’apoptosi, 

il controllo del ciclo cellulare, la repressione della replicazione del virus HBV, la regolazione 

del colesterolo e del metabolismo degli acidi grassi, il controllo della risposta immune innata e 

adattativa, e l’autofagia. 

Poiché i microRNA controllano diversi processi fisiologici, le aberrazioni nella loro espressione 

sono correlate ad una varietà di patologie che vanno dai tumori alle malattie autoimmuni. 

I miRNA possono comportarsi da oncosoppressori o da oncogeni, a seconda del mRNA 

bersaglio con cui si legano51: possono ridurre l’espressione di geni oncosoppressori, 

comportandosi come oncogeni, o agire su trascritti di mRNA oncogenici, comportandosi come 

oncosoppressori. 

Durante la genesi del cancro, alcuni miRNA sono sovraregolati e altri sono sottoregolati, quindi 

qualsiasi cambiamento nell'espressione dei miRNA può causare la soppressione del tumore o 

agire come agente cancerogeno (Fig. 2)52. 
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Fig 2: miRNA soppressori tumorali e miRNA oncogeni. a)Nel tessuto normale l’espressione dei miRNA 

influenza la crescita, la proliferazione, il differenziamento e la morte cellulare. b)La riduzione e/o la perdita di un 

miRNA che funziona da soppressore tumorale determina lo sviluppo del tumore mediante l’aumento di espressione 

della sua oncoproteina bersaglio. c)L’amplificazione di un miRNA oncogeno determina ridotti livelli di 

espressione del suo gene oncosoppressore bersaglio, permettendo alla cellula di acquisire caratteristiche 

neoplastiche53. 

 

I miRNA circolanti sono estremamente stabili in condizioni difficili, come temperatura elevata, 

pH estremo e in presenza di attività di RNA, suggerendo il loro potenziale ruolo come 

biomarcatori per la diagnosi del cancro54. 

Diversi studi hanno riportato un’alterata espressione dei miRNA nel sangue e dei miRNA 

salivari in diversi tipi di tumore, inclusi tumori del colon, del polmone, dell'ovaio e della 

mammella55,56. 

Cambiamenti di espressione di diversi miRNA sono stati documentati con fattori di rischio per 

il cancro orale, ad esempio un aumento dell'espressione di miR-31 e miR-138 ed una 

diminuzione dell’espressione di miR-10b, miR-92a, miR-200b, miR 372, miR-375, miR-378a 

e miR-145, con consumo di tabacco senza fumo57. 

Le prove della letteratura suggeriscono inoltre un’associazione dei miRNA, in particolare di 

miR-34a, con lo sviluppo del dente, il rimodellamento osseo e la differenziazione delle cellule 

staminali dentali58,59. 
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3.1 Ruolo dei microRNA nell’odontogenesi e nelle anomalie dentali 

 
Lo sviluppo del dente, noto anche come odontogenesi, è un processo complesso che prevede 

diversi passaggi, tra cui la formazione, l'eruzione e l'incorporamento del dente nei tessuti 

parodontali e nelle ossa mascellari, facilitato dalle interazioni reciproche tra l'epitelio dentale e 

il mesenchima60. 

Il processo inizia con l'ispessimento dell'epitelio orale, con conseguente formazione della 

lamina dentale. All'interno di questa struttura si formano più placodi dentali, ognuno dei quali 

avvia lo sviluppo di un germe del dente. 

Ogni placode dentale inizia a germogliare nel mesenchima sottostante, inducendo la 

condensazione mesenchimale attorno al germoglio. 

Nelle fasi successive, l'epitelio continua ad estendersi attorno al mesenchima dentale, formando 

inizialmente una forma a cappuccio e successivamente passando a una forma a campana. 

Quindi, inizia una fase di formazione della corona, durante la quale il dente in via di sviluppo 

inizia a staccarsi dall'epitelio della cavità orale. 

Dopo questa fase, inizia la fase di formazione della radice, che stabilisce una connessione tra il 

dente, i nervi, i vasi sanguigni e fornisce l'attaccamento all'osso alveolare60. 

Una volta avviata la formazione della radice, il dente inizia a muoversi verticalmente, 

facilitandone l'eruzione. 

In questo complesso scenario, diversi percorsi molecolari, che coinvolgono un gran numero di 

geni, giocano un ruolo chiave61. 

Tra i percorsi evolutivi più conservati ci sono Wnt, BMP, FGF e Sonic Hedgehog (SHH) che 

sono strettamente regolati e interagiscono strettamente in tutte le fasi dello sviluppo del dente. 

In particolare, le vie Wnt e SHH regolano tutte le fasi di transizione dello sviluppo del dente 

rendendo queste due vie cruciali per l'intero processo di odontogenesi. In effetti, l'alterazione 

dei geni che agiscono in questi percorsi è stata riscontrata in diverse malattie umane 

caratterizzate da anomalie dentali che possono manifestarsi come isolate o come sintomo 

clinico nelle malattie sindromiche. 

I polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) sono un tipo di polimorfismo della sequenza del 

DNA causati dalla variazione in un singolo nucleotide a livello del genoma62. 

Precedenti studi hanno dimostrato che gli SNP genomici sono associati con l'agenesia dentale. 

Ad esempio, Liu e coll.63 hanno riscontrato un’associazione tra rs929387 di GLI3 e agenesia 

dentale non sindromica in una popolazione cinese; Gong e coll., in uno studio del 2015, hanno 

mostrato un’associazione tra rs17563 di BMP4 ed agenesia non sindromica64, mentre Lu e coll. 

nel 2016 tra rs15705 e rs317250 di BMP265. 
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Negli ultimi anni, la relazione tra miRNA e le malattie umane è stata ampiamente studiata. 

Diversi studi hanno mostrato che la famiglia miR-200 è coinvolta nella regolazione delle cellule 

staminali epiteliali e che il miR-200c regola la formazione dello smalto dei denti influenzando 

il segnale di trasduzione tra gli ameloblasti66. Il MiR-21 risulta invece associato all'osteogenesi 

dell'osso alveolare67, mentre il miR-34a promuove la differenziazione odontogenica e 

osteogenica delle cellule staminali della papilla apicale (SCAP)58. Questi studi mostrano 

collettivamente l'importante ruolo del miRNA nella crescita e nello sviluppo dentale. 

Prove emergenti mostrano che i miRNA possono avere un ruolo importante anche nel 

movimento dentale e suggeriscono possibili ruoli di miRNA specifici, tra cui miR-29 nelle 

cellule staminali del legamento parodontale come modulatore dell’omeostasi extracellulare 

durante il movimento ortodontico del dente68 e miR-31, coinvolto nel circuito regolatorio 

dell’eruzione e del movimento degli elementi dentari insieme a RUNX2 e SATB269. 

I polimorfismi a singolo nucleotide nei geni dei miRNA possono alterare l'elaborazione o la 

maturazione del pre-miRNA e influenzare la loro specificità del bersaglio, con il risultato di 

differenze fenotipiche. 

In particolare, SNP nei pre-miRNA possono influenzare l'espressione del miRNA maturo, 

mentre gli SNP intorno ai miRNA maturi o alle regioni a cui si legano i geni bersaglio possono 

influenzare il legame miRNA-mRNA70. 

Una delle precedenti situazioni potrebbe interferire con l’interazione dei geni bersaglio dei 

miRNA, influenzandone così l'insorgenza delle malattie. 
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4. SCOPO DEL LAVORO 

 
Lo scopo del seguente studio genetico e molecolare ha come obiettivo quello di indagare in 

merito alle basi molecolari delle inclusioni palatali del canino mascellare, sia in forma 

monolaterale che bilaterale, e in particolare di studiare il ruolo dei miRNA. Lo studio delle 

inclusioni del canino mascellare è stato effettuato attraverso l’estrazione del DNA in casi 

selezionati, al fine ultimo di: 

identificare il ruolo di elementi non codificanti (miRNA) nell’eziologia del fenotipo 

valutare eventuali correlazioni tra più anomalie dentali e scheletriche 
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5. MATERIALI E METODI 

 
5.1 Disegno dello studio 

Studio sperimentale interventistico senza farmaco 

 
 

5.2 Campione e raccolta dati 

 
Il campione dello studio è stato selezionato presso la UOC di Ortognatodonzia del Policlinico 

Universitario Umberto I di Roma. Il comitato etico del Policlinico Umberto I ha approvato la 

sperimentazione (RIF 6834). A ogni paziente (in caso di minore ad ogni genitore/tutore legale) 

sono stati somministrati due consensi informati, uno generico ed uno specifico genetico, ed un 

modulo di informativa e manifestazione del consenso al trattamento dei dati personali. 

 
I criteri di inclusione dello studio sono stati i seguenti: 

 Inclusione palatale del canino mascellare in forma monolaterale e bilaterale 

 Possibile presenza di altre anomalie dentarie 

 Disponibilità delle seguenti radiografie pre-trattamento: Ortopanoramica, Teleradiografia del 

cranio in proiezione latero-laterale, Cone Beam Computed Tomography (CBCT) 

 Disponibilità dei modelli di studio pre-trattamento 

 

I criteri di esclusione sono stati: 

 Presenza di quadri sindromici cranio-facciali, palatoschisi o labioschisi o pregressi eventi 

traumatici 

 
I pazienti selezionati sono stati sottoposti all’iter diagnostico confermato dalla letteratura 

internazionale: 

 Anamnesi familiare30. 

 Esame clinico71: valutazione dell’assenza della bozza canina all’età di 9-10 anni, eventuale 

asimmetria d’eruzione, assenza del canino permanente in arcata, persistenza del canino deciduo 

oltre i limiti fisiologici, eventuale posizione anomala dell’incisivo laterale. 

 Esami radiografici72,73: l’esame di routine per la diagnosi di inclusione del canino mascellare è 

rappresentato dall’ortopantomografia; altri esami radiografici 2D (teleradiografia del cranio in 

proiezione latero-laterale) per la valutazione della classe scheletrica del soggetto, della 

divergenza e della presenza di concomitanti anomalie scheletriche (bridging della sella turcica, 

ponticulus posticus). Indagini radiografiche di secondo livello (CBCT) possono essere 
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necessarie per una valutazione più approfondita di eventuali rapporti di contiguità del canino 

con i denti adiacenti e le strutture contigue 

 
La fase iniziale del processo di raccolta dati ha comportato l’elaborazione di un foglio di lavoro 

Excel comprendente le seguenti variabili: 

 
 Generalità del paziente (nome, cognome, sesso, telefono, data di nascita, codice identificativo) 

 Data di acquisizione del tampone salivare 

 Inclusione canino (monolaterale o bilaterale) 

 Canino incluso (destro, sinistro, entrambi) 

 Presenza di agenesie dentali 

 Anomalie dell’incisivo laterale (agenesico, conoide, microdontico) 

 Anomalie di eruzione (altre inclusioni e trasposizioni) 

 Odontomi e soprannumerari 

 Valori cefalometrici (SNA, SNB, ANB, SN-GoMe) 

 Ponticulus Posticus: anomalia vertebrale che si forma per ossificazione della membrana atlo- 

occipitale dell’arco posteriore di C1. Il Ponticulus posticus è stato classificato in: 

-Classe I (nessuna calcificazione) 

-Classe II (calcificazione incompleta) 

-Classe III (calcificazione completa) (Fig. 3)74 

 Bridging sella turcica: calcificazione del legamento interclinoideo che viene classificato in tre 

stadi: 

-Classe I (senza calcificazione): lunghezza della sella turcica > 3/4 del massimo diametro 

anteroposteriore della sella turcica. 

-Classe II (calcificazione parziale): lunghezza della sella turcica ≤3/4 del massimo diametro 

anteroposteriore della sella turcica. 

-Classe III (Calcificazione completa): diaframma sella radiograficamente osservabile o 

identificabile. (Fig. 4) 

 Riassorbimento radicolare a carico degli elementi dentari contigui: presente/assente 

 Elementi interessati dal riassorbimento 

 Sede del riassorbimento: terzo apicale, terzo medio, terzo cervicale 
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Figura 3: Classificazione del ponticulus posticus. A)Classe I: Nessuna calcificazione. 

B)Classe II: Calcificazione incompleta. C)Classe III: Calcificazione completa75. 

 

 

 

Figura 4: Classificazione del bridging della sella turcica. A)Classe I: Assenza di calcificazione. 

B)Classe II: Calcificazione parziale. C)Classe III: Calcificazione completa75. 

 

 

 

 

5.3 Selezione dei miRNA associati alle anomalie di eruzione dei denti 

Per identificare i miRNA con un ruolo funzionale nei fenotipi isolati e sindromici, caratterizzati 

da anomalie eruttive degli elementi dentari, è stata condotta una ricerca bibliografica 

utilizzando PubMed come database di riferimento. 

I termini di ricerca hanno incluso: “tooth agenesis”, “tooth impaction”, “tooth eruption” e 

“tooth movement”. 

Tra i 38 articoli, abbiamo considerato i 20 articoli che riportano l'analisi dell'espressione dei 

miRNA in cellule e tessuti umani correlati all'odontogenesi (ad esempio cellule della polpa 

dentale, pre-ameloblasti e tessuto gengivale) eseguita utilizzando microarray, RT-qPCR o 

ibridazione in situ. 

La nomenclatura dei miRNA è stata curata secondo miRBase v22 (ultima versione di miRBase, 

che cataloga, denomina e distribuisce i microRNA nelle sequenze geniche). 

Abbiamo raccolto un elenco di 82 miRNA potenzialmente associati allo sviluppo e all'eruzione 

degli elementi dentari, sulla base dei dati della letteratura (Tab. 1). 
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Di questi 82 miRNA ne sono stati selezionati otto (miR181B2, miR138-1, miR146A, miR155, 

miR181B1, miR182, miR29B1, miR138-2), in quanto maggiormente coinvolti nelle anomalie 

di eruzione degli elementi dentari. 

 

 

 
 

miRBase id Fonte PMID 

hsa-let-7a-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-let-7c-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-101-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-103a-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-106b-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-1246 Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-1260° Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-1260b Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-1297 Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-130a-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-135a-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-135b-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-138-5p Sehic et al., 20171; Wu et al., 201976 27725267;31312353 

hsa-miR-141-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-142-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-143-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-145-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-146a-5p Sehic et al., 20171; Jin et al., 201777 27725267 

hsa-miR-150-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-150-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-155-5p Sehic et al., 20171 27725267;33760254 

hsa-miR-15a-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-181b-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-182-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-185-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-195-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-199a-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-19b-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-200a-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-200b-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-203a-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-205-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-210-3p Sehic et al., 20171; Wu et al., 201976 27725267;31312353 

hsa-miR-214-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-21-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-218-5p Sehic et al., 20171; Wu et al., 201976 27725267;31312353 

hsa-miR-223-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-22-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-224-5p Sehic et al., 20171; Jin et al., 201777 27725267;27835837 

hsa-miR-23a-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-24-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-29b-3p Sehic et al., 20171; Atsawasuwan et al., 201878 27725267;29518149 

hsa-miR-301a-3p Sehic et al., 20171 27725267 
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hsa-miR-30a-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-30d-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-31-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-32-5p Sehic et al., 20171; Jin et al., 201777 27725267;27835837 

hsa-miR-34a-5p Sehic et al., 20171; Jin et al., 201777 27725267;27835837 

hsa-miR-379-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-3917 Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-424-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-4328 Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-433-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-451° Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-486-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-516a-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-520d-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-548a-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-584-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-586 Sehic et al., 20171; Jin et al., 201777 27725267;27835837 

hsa-miR-7-5p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-766-3p Sehic et al., 20171 27725267 

hsa-miR-885-5p Sehic et al., 20171; Jin et al., 201777 27725267;27835837 

hsa-miR-125a-5p He et al., 202179 33524878 

hsa-miR-26a-5p Zhang et al., 202180 34438336 

hsa-miR-221-3p Wu et al., 201976 31312353 

hsa-miR-132-3p Wu et al., 201976 31312353 

hsa-miR-133a-3p Wu et al., 201976 31312353 

hsa-miR-145-3p Wu et al., 201976 31312353 

hsa-miR-143-5p Wu et al., 201976 31312353 

hsa-miR-486-3p Wu et al., 201976 31312353 

hsa-miR-503-5p Liu et al., 201782 27862699 

hsa-miR-3198 Kanzaki et al., 201981 31041888 

hsa-miR-29a-3p Atsawasuwan et al., 201878 29518149 

hsa-miR-29c-3p Atsawasuwan et al., 201878 29518149 

hsa-miR-27a-5p Kulthanaamondhita et al., 202283 35271859 

hsa-miR-675-5p Kulthanaamondhita et al., 202283 35271859 

hsa-miR-3065-5p Kulthanaamondhita et al., 202283 35271859 

hsa-miR-140-5p Kulthanaamondhita et al., 202283 35271859 

hsa-miR-508-5p Kulthanaamondhita et al., 202283 35271859 

hsa-miR-125a-3p Kulthanaamondhita et al., 202283 35271859 

hsa-miR-410-3p Kulthanaamondhita et al., 202283 35271859 

Tabella 1: Elenco di 82 miRNA potenzialmente associati allo sviluppo e all'eruzione degli elementi dentari, sulla 

base dei dati della letteratura. I termini di ricerca hanno incluso: “tooth agenesis”, “tooth impaction”, “tooth 

eruption” e “tooth movement”. 

 

 
5.4 Raccolta del DNA genomico da saliva 

Ai soggetti selezionati sono stati effettuati prelievi di saliva mediante appositi kit di raccolta e 

conservazione (Oracollect for Pediatrics Temp. Ambiente 1 confezione di OC-175 contiene n. 

25 kit). (Fig. 5, Fig. 6). 
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ORAcollect è un kit per il prelievo del DNA indolore e facile da usare che può essere utilizzato 

dai genitori o da professionisti qualificati. 

La tracciabilità completa dei campioni è garantita dalla presenza di codici a barre integrati.  

ORAcollect risulta quindi essere una valida alternativa affidabile ai metodi tradizionali di 

raccolta del DNA, offrendo diversi vantaggi: 

- Indolore per il donatore (no prelievi di sangue). 

- Protocollo di raccolta rapido: non è richiesto alcun tempo di asciugatura. 

- Batteriostatico: il reagente stabilizzatore del DNA inibisce la crescita dei batteri dal momento 

della raccolta del campione fino al trattamento. 

- Campione protetto: il DNA rimane stabile a temperatura ambiente (15-25 °C) per 1 anno. 

 
 

Il prelievo di saliva è stato effettuato nella regione del fornice, sia nel lato destro che sinistro 

(Fig. 7), con un movimento di avanti e indietro ripetuto per 10 volte. 

Dopo il prelievo, il tampone è stato capovolto all’interno della provetta per mescolarlo con il 

liquido reagente, ed agitato rigorosamente per dieci volte. 

 

 

 

 

 

Figura 5: Kit per il prelievo salivare. 
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Figura 6: Tampone salivare utilizzato per il prelievo di saliva. 

 

 

 

Figura 7: Prelievo salivare nel fornice del cavo orale. 

 

 

 

 

5.5 Estrazione del DNA genomico da saliva 

 
 

Ai campioni di saliva raccolti è stato aggiunto 1/25 in volume di buffer PT-L2P rispetto al 

volume totale recuperato dal brush per precipitare le impurità. 

Il campione è stato vortexato per 20 secondi, messo in ghiaccio per 10 minuti e centrifugato a 

15000 rcf per 15 minuti. 

È stato trasferito il sovranatante in una nuova eppendorf e misurato il suo volume in base al 

quale è stato aggiunto etanolo al 95-100% (1,2 volumi di EtOH rispetto al volume di campione). 

Il campione è stato invertito lentamente per 10 volte, lasciato a temperatura ambiente per 10 

minuti e centrifugato a 15000 rcf per 5 minuti. 
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Dopo averlo travasato per inversione in una nuova eppendorf, al sovranatante sono stati 

aggiunti 1,2 volumi di etanolo al 70%. 

Il campione è stato lasciato a temperatura ambiente per 1 minuto e centrifugato a 15000 rcf per 

5 minuti. 

Il sovranatante è stato travasato per inversione in una nuova eppendorf e il pellet di DNA messo 

sotto cappa con flusso acceso. 

Sono stati aggiunti 80 uL di Hydration solution per reidratare il DNA e il campione è stato 

posto in un bagnetto termostatato per 1 ora a 50°C o incubato a temperatura ambiente overnight. 

In seguito, i campioni di DNA sono stati quantificati tramite spettrofotometria con lo strumento 

NanoDrop (Thermo Scientific), effettuata una valutazione a 230, 260 e 280 nanometri (nm). 

È stato possibile quindi calcolare la concentrazione del DNA, espressa in ng/ml, e il suo grado 

di purezza, espresso con i rapporti 260/280 nm e 260/230 nm. 

Il DNA genomico (250 ng) è stato sottoposto a corsa elettroforetica a 80V per 1 ora e 20 minuti 

in un gel di agarosio allo 0.8% in modo da verificarne l’integrità. 

 

 
5.6 Amplificazione e sequenziamento dei miRNA 

 
Sono stati disegnati i primer per amplificare le regioni genomiche contenenti i trascritti primari 

dei seguenti miRNA: miR-181B1, miR-181B2, miR-138-1, miR-146A, miR-155, e miR-182. 

Le reazioni di PCR sono state condotte in un volume finale di 25 ul contenente: 

 AmpliTaq Gold® DNA Polymerase in concentrazione finale pari a 0,03 U/l; 

 10X PCR Buffer I (contenente MgCl2) in concentrazione finale pari a 1X; 

 dNTP mix in concentrazione finale pari a 0,5 mM (0,125 mM ciascuno); 

 Primer forward e reverse in concentrazione finale pari a 0,5 uM ciascuno (0,125 mM ciascuno); 

 DNA: sono stati aggiunti 1,2 l per ogni campione; 

 ddH2O in quantità diversa per ogni mix in modo da portare a volume la reazione. 

Le reazioni di amplificazione sono state eseguite mediante i seguenti cicli di temperatura. La 

denaturazione iniziale è condotta a 95°C per 10 min. I tre passaggi successivi di denaturazione, 

annealing ed estensione, sono stati ripetuti per 35 cicli: 

 Denaturazione: 95°C per 15 sec; 

 Annealing: 60°C per 30 sec; 

 Estensione: 72°C per 24 sec; 

La fase di estensione finale è stata condotta a 72°C per 5 min. 
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Per purificare i prodotti della PCR è stato utilizzato il kit CleanSweep PCR Purification 

(ThermoFisher) che idrolizza l’eccesso di primers e defosforila i dNTP non incorporati che 

potrebbero interferire con le applicazioni successive. 

Sono stati quindi aggiunti 2 ul di CleanSweep reagent ai 5 ul di PCR. Il termociclatore è stato 

impostato come segue: prima incubazione a 37°C per 15 minuti e seconda incubazione a 80°C 

per 15 minuti. 

Per tutti gli amplificati è stata eseguita la reazione di sequenza in un volume finale di 20 l nelle 

seguenti condizioni: 

 BigDye Terminator 3.1 Ready Reaction Mix in concentrazione finale pari a 0.5X; 

 BigDye Terminator v3.1 5X Sequencing Buffer in concentrazione finale pari a 2 l; 

 Primer (forward o reverse) in concentrazione finale pari a 0,16 M; 

 DMSO concentrato al 5%; 

 DNA: sono stati caricati 3 l di purificato; 

 ddH2O in quantità diversa per ogni mix in modo da portare a volume la reazione. 

Tutte le reazioni di sequenza sono state eseguite utilizzando le condizioni termiche riportate di 

seguito: 

 Denaturazione del purificato di PCR: 97°C per 5 min; 

 Denaturazione iniziale: 96°C per 1 min; 

I tre passaggi di denaturazione, annealing ed estensione si ripetono per 25 cicli: 

 Denaurazione a 96°C per 10 sec; 

 Annealing a 55°C per 5 sec; 

 Estensione a 60°C per 4 min. 

Le sequenze sono state purificate utilizzando il kit MSB Spin PCRapace (Invitek). Alle 

reazioni di sequenza sono stati aggiunti 500 l di Binding Buffer. 

I campioni sono stati trasferiti in provette contenenti lo Spin Filter e centrifugate a temperatura 

ambiente per 4 minuti a 14000 rpm. Le provette sono state svuotate del contenuto e centrifugate 

a secco per 1 minuto a 14000 rpm. 

Lo Spin Filter di ogni campione è stato trasferito in altre provette per l’eluizione finale. 

Sono stati quindi aggiunti 15 l di Eluition Buffer direttamente al centro dello Spin Filter. Si 

attendono 2 minuti prima di centrifugare a 11000 rpm per 1 minuto. 

Per il caricamento su piastra sono stati aggiunti in ogni pozzetto 3 l di purificato in media e 20 

l di formammide. 



26  

I campioni sono stati analizzati tramite corsa elettroforetica su sequenziatori capillari automatici: 

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Le sequenze degli elettroferogrammi sono state analizzate mediante il software ChromasPro 

V.1.7.5 (Technelysium Pty Ltd). 

 

 

 
5.7 Numerosità campionaria ed analisi statistica 

Si tratta di uno studio pilota per il quale non è previsto un calcolo formale della dimensione 

campionaria. Sulla base della casistica ad oggi disponibile presso la UOC di Ortognatodonzia 

del Policlinico Umberto I, il progetto coinvolge 25 pazienti. I dati sono stati valutati utilizzando 

un software dedicato di analisi statistica (MedCalc ® Statistical Software version 22.014,). Un 

database è stato creato con Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA), con opportuni controlli 

per identificare possibili errori. L’analisi descrittiva dei dati era comprensiva di valori medi e 

delle deviazioni standard. Il Test chi-quadro di Pearson è stato eseguito per valutare la presenza 

di eventuali correlazioni con le seguenti variabili: agenesie, anomalie dell’incisivo laterale, 

anomalie di eruzione (altre inclusioni, trasposizioni), odontomi e soprannumerari, classe 

scheletrica, divergenza, anomalie del Ponticulus Posticus, bridging della sella turcica, 

riassorbimento. Per ogni test la significatività statistica è stata dichiarata con un p≤ 0,05. 
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6. RISULTATI 

 
 

6.1 Risultati clinici 

6.1.1 Caratteristiche dentali 

 Inclusione del canino: 40% bilaterale, 60% monolaterale; 

 Canino incluso: 16% monolaterale destro, 44% monolaterale sinistro, 40% bilaterale; 

 Agenesie: 52% assenti, 48% presenti (20% III molari, 20% incisivi laterali, 8% 

premolari); 

 Anomalie incisivo laterale: 40% assenti, 60% presenti (20% agenesico, 40% 

microdontico); 

 Anomalie di eruzione: 80% assenti, 20% presenti (16% altre inclusioni, 4% 

trasposizioni); 

 Odontomi e soprannumerari: 80% assenti, 20% presenti (12% odontomi, 8% 

soprannumerari) (Tab. 2); 

 
6.1.2 Caratteristiche cefalometriche 

Il campione preso in esame presentava i seguenti valori medi: 

 SNA: 83,72° ± 4; 

 SNB: 79,32° ± 4; 

 ANB: 4,4° ± 2,25; 

Il 48% del campione presentava una I classe scheletrica; il 52% del campione presentava 

una classe scheletrica diversa dalla I classe (48% II classe, 4% III classe). 

 
 SN^GoMe: il valore medio della divergenza è risultato essere di 28,84° ± 4,49; 

Il 48% del campione presentava valori normali di divergenza (32° ± 5); il 52% del campione 

presentava una variazione della divergenza (44% ipodivergente, 8% iperdivergente) 

 
 Ponticulus Posticus: Il 48% del campione presenzava anomalie del ponticulus posticus 

così distribuite: 52% Classe I, 20% Classe II, 28% Classe III; 

 
 Bridging sella turcica: Il 60% del campione presentava il bridging della sella turcica 

(40% Classe I, 52% Classe II, 8% Classe III) (Tab. 3); 

 
6.1.3 Analisi su CBCT 
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 Riassorbimento di altri elementi dentari: 72% assente, 28% presente; 

 Elementi dentari interessati dal riassorbimento: 14,29% incisivo laterale destro, 

57,13 % incisivo laterale sinistro, 14,29% primo premolare superiore di destra, 14,29 

% primo premolare superiore di sinistra; 

 Sede del riassorbimento: 28% del campione distribuito come segue: 71,4 % terzo 

apicale, 14,3 % terzo medio, 14,3 % terzo cervicale (Tab. 4). 

 

 

 

 

 
CARATTERISTICHE DENTALI 

Canino incluso Bilaterale: 40% Monolaterale dx: 19% Monolaterale sx: 44% 

Agenesie Assenti: 52% Presenti: 48%  

Anomalie incisivo laterale Assenti: 40% Presenti: 60%  

Anomalie di eruzione Assenti: 80% Presenti: 20%  

Odontomi e soprannumerari Assenti: 80% Presenti: 20%  

Tabella 2: Analisi del campione sulla base delle caratteristiche dentali. 

 

 

 

 
CARATTERISTICHE CEFALOMETRICHE 

SNA 83,72° ± 4 

SNB 79,32° ± 4 

ANB 4,4° ± 2,25 

SN^GoMe 28,84° ± 4,49 

Ponticulus Posticus Classe I: 52%, Classe II: 20%, Classe III: 28% 

Bridging sella turcica Classe I: 40%, Classe II: 52%, Classe III: 8% 

Tabella 3: Analisi del campione sulla base delle caratteristiche cefalometriche, comprensiva dei valori medi degli 

angoli SNA, SNB, SN^GoMe. 

 

 

 
ANALISI SU CBCT 

Riassorbimento di altri elementi dentari Assente: 72%, presente: 28% 

Elementi dentari interessati dal 

riassorbimento: 

Incisivo laterale dx: 14,29%, incisivo laterale sx: 57,13%, primo 

premolare di dx: 14,29%, primo premolare di sx: 14,29% 

Sede del riassorbimento Apicale: 71,4, terzo medio: 14,3%, terzo cervicale: 14,3 

Tabella 4: Caratteristiche del campione sulla base dell’analisi eseguita su CBCT. 
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6.2 Risultati molecolari 

 
E’ stato estratto il DNA genomico di tutti i 25 campioni. Tramite spettrofotometria (NanoDrop) 

è stato possibile quantificare i campioni di DNA genomico e determinarne il grado di purezza. 

Per ogni campione è stata quindi calcolata la concentrazione, espressa in ng/l, e calcolato il 

grado di purezza, espresso con i rapporti di assorbanza a 260/280 nm e 260/230 nm. I rapporti 

di assorbanza a 260/280 nm erano compresi in un range di valori di 1.70-1.80, indici di DNA 

considerati sufficientemente puri, mentre i rapporti di assorbanza a 260/230 nm risultavano 

molto più bassi (in media 0.80-0.90) a indicare la presenza di contaminanti co-purificati (proteine 

e fenoli). 

Mediante corsa su gel di agarosio allo 0.8% è stata valutata l’integrità del DNA, ritenuta elevata 

per tutti i campioni a eccezione di due nei quali il DNA risultava parzialmente degradato. 

Sono stati quindi analizzati gli elettroferogrammi dei vari campioni mediante ChromasPro 

V.1.7.5. 

Sono state identificate 3 varianti per i seguenti miRNA: una per il miR-146A (rs2910164) e 

due per il miR-182 (rs76481776 e rs4541843). 

La variante rs2910164 si localizza nella sequenza seed del miR-146A (le prime 8 basi del 

miRNA maturo) all’estremità 3’. Questa sequenza è particolarmente importante perché è la 

sequenza con cui il miRNA si appaia a un mRNA. 

Lo score di MiRLog associato a questa variante è a 0.27, indicando quindi che questa variante 

non sembra essere deleteria. 

MiRLog è lo score che assegna un potenziale effetto funzionale di quella variante e valuta 

l’impatto della variante sul miRNA. Questo sistema è stato allenato su delle varianti che si 

sapeva avessero un effetto deleterio ed è stato creato questo sistema di conteggio che associa 

uno score di effetto deleterio nel caso in cui ci sia qualcosa di simile a quelle varianti. 

La variante è stata riscontrata nel 64% del campione. 

Il miRNA in cui questa variante si localizza è molto analizzato in letteratura, soprattutto in 

associazione a patologie tumorali. E’ stato selezionato nel presente studio perché risulta 

overespresso nelle patologie parodontali1 ed è stato ipotizzato che possa regolare l’espressione 

di geni che regolano l’eruzione dei denti77. 

La variante rs76481776 (C>T) si localizza nella sequenza del miR-182 all’estremità 3’ del 

miRNA. Lo score di MiRLog associato a questa variante, risulta essere molto basso, pari a 0.04, 

indicando quindi che questa variante è predetta essere neutrale. 

Tale variante è stata riscontrata nel 4% del campione preso in esame. Il miRNA in cui questa 

variante si localizza è stato molto analizzato in letteratura, in associazione a patologie tumorali 
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e oculari. E’ stato selezionato perché è riportato essere overespresso durante le infiammazioni 

parodontali nel pathway NF-KB, e sembra avere un ruolo funzionale nella differenziazione 

osteogenica nelle cellule del legamento parodontale77. 

La variante rs4541843 si localizza al di fuori dello stem loop del miR-182, 28bp a valle del 

miRNA maturo, nella regione fiancheggiante al miRNA. Sebbene non sia disponibile lo score 

di MiRLog (poiché la variante si localizza fuori dal miRNA maturo descritto in miRBase), lo 

score del CADD (Combined Annotation Dependent Depletion, uno strumento utile a valutare 

quanto sia deleteria una variante a singolo nucleotide) è piuttosto basso (5.9). Vista la frequenza 

allelica e lo score di CADD trovato, è presumibile che la variante non abbia un effetto deleterio. 

In questo caso,   il   miRNA   coinvolto   è   il   miR-182   descritto   precedentemente. Questa 

variante è stata riscontrata nel 28% del campione. 

 

 
6.3 Analisi statistica delle correlazioni 

 
E’ stata valutata la presenza di correlazioni tra i due miRNA risultati variati [miR-146A 

(rs2910164) e miR-182 (rs76481776 e rs4541843)] e le variabili cliniche, cefalometriche e su 

CBCT prese in esame. E’ stata riscontrata un’associazione statisticamente significativa tra il 

miR-146A e le seguenti variabili: 

 Anomalie incisivo laterale: p = 0,0455 

 Ponticulus Posticus: p = 0,0285 

 Bridging della sella turcica: p = 0,0455 

 

Al contrario, non sono state riscontrate associazioni statisticamente significative del miR-146A 

con il resto delle variabili: 

 Agenesie: p = 0,2807 

 Anomalie di eruzione: p = 0,4142 

 Odontomi e soprannumerari: p = 0,8383 

 Classe scheletrica: p = 0,5784 

 Divergenza: p = 0,1698 

 Riassorbimento: p = 0,6364 

 

Non è stata riscontrata alcuna associazione statisticamente significativa tra il miR-182 e le 

variabili prese in esame: 

 Agenesie: p = 0,6846 
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 Anomalie incisivo laterale: p = 0,1227 

 Anomalie di eruzione: p = 0,6744 

 Odontomi e soprannumerari: p = 0,1415 

 Classe scheletrica: p = 0,893 

 Divergenza: p = 0,893 

 Ponticulus posticus: p = 0,0996 

 Bridging della sella turcica: p = 0,1218 

 Riassorbimento: p= 0,477 
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7. DISCUSSIONE 

 
 

Il presente studio genetico e molecolare ha avuto come obiettivo quello di indagare in merito 

alle basi molecolari delle inclusioni palatali del canino mascellare, ed in particolare di studiare 

il ruolo dei miRNA nell’eziologia del fenotipo e di valutare eventuali correlazioni tra più 

anomalie dentali e scheletriche. 

Ai 25 pazienti selezionati sono stati effettuati prelievi di saliva mediante appositi kit di raccolta 

e conservazione e, successivamente, il DNA raccolto dalla saliva è stato estratto, amplificato e 

sequenziato. 

Sebbene negli ultimi anni alcuni studi della letteratura abbiano iniziato ad esaminare il ruolo 

dei miRNA nelle anomalie dentali, nessuno studio ha indagato l’associazione dei miRNA con 

l’inclusione del canino. 

Al contrario, nel presente studio, è stata riscontrata un’associazione tra inclusione del canino 

mascellare e diverse varianti; in particolare, la variante rs2910164 per il miR-146A e le varianti 

rs76481776 e rs4541843 per il miR-182. 

La variante rs2910164 del miR-146A è stata riscontrata nel 64% del campione, e questo è un 

dato in linea con lo studio di Yang e coll., che hanno indagato la presenza di quattro 

polimorfismi a singolo nucleotide (rs2910164, rs11614913, rs2043556, e rs2682818) in 

associazione ad una maggiore suscettibilità di denti soprannumerari, riscontrando che miR- 

146A/rs2910164 e miR-618/rs2682818 sono associati ad un rischio maggiore di denti 

soprannumerari84. 

E’ nota infatti dalla letteratura l’associazione del canino incluso con altre anomalie dentarie85, 

tra cui la presenza di elementi soprannumerari86. 

In una revisione recente della letteratura87 è stato riscontrato infatti che le anomalie dentali sono 

significativamente più frequenti (>50%) nei pazienti con canini inclusi rispetto ai pazienti senza 

canini inclusi (20%), tra cui la presenza di elementi dentari soprannumerari. 

Il miRNA in cui si localizza la variante rs2910164 riscontrata nel presente studio è stato molto 

analizzato in letteratura, soprattutto in associazione a patologie tumorali. 

È stato selezionato da noi come miRNA poiché risulta essere over-espresso nelle patologie 

parodontali1, con una relazione positiva tra i livelli di miR-146A ed i parametri clinici, inclusi 

il livello di attacco clinico e la profondità di tasca88, che suggerisce un potenziale ruolo 

fisiopatologico di miR-146A nella malattia parodontale, rappresentando un indicatore della 

gravità della malattia. 
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E’ stato inoltre ipotizzato che miR-146A possa regolare l’espressione di geni che controllano 

l’eruzione dei denti, come RUNX277 e TRAF6. 

E’ stato dimostrato che quando il miR-146A viene sovraespresso o inibito, l'espressione di 

RUNX2 è significativamente alterata89. 

La sovra-espressione di TRAF6 è responsabile dell’attivazione della via di segnalazione NF- 

KB, associata all’insorgenza di agenesia dentale non sindromica90; negli ultimi anni è emerso 

che il miR-146 induce l'apoptosi dei condrociti agendo proprio sulla via di segnalazione 

mediata da TRAF691. 

Il miR-182 è un altro miRNA selezionato nel presente studio, in cui sono state riscontrate due 

varianti associate all’inclusione del canino mascellare. 

Il miRNA è stato molto analizzato in letteratura, in associazione a patologie tumorali e a 

patologie oculari ed è stato da noi selezionato poiché risulta over-espresso durante le 

infiammazioni parodontali nel pathway NF-KB, per cui è stato suggerito che possa svolgere un 

ruolo funzionale nella differenziazione osteogenica delle cellule del legamento parodontale77. 

Le due varianti riscontrate (rs76481776 e rs4541843) non sono state associate in letteratura ad 

anomalie dentali; infatti la variante rs76481776 di miR-182 è stata riportata in letteratura in 

associazione al glaucoma ad angolo aperto primario92 e alla malattia di Behçet93, mentre la 

variante rs4541843 si localizza nel pri-miR-182 ed è stata riportata in associazione ad una 

incrementata suscettibilità al tumore al seno94 e all’insorgenza della sclerosi multipla95. 

Nonostante non siano presenti studi che indaghino l’associazione tra il ruolo dei miRNA e 

l’inclusione del canino mascellare, un recente studio pone attenzione sul ruolo dei miRNA nel 

rischio di agenesia del canino45. 

Nello specifico, è stato raccolto un campione di pazienti con un totale di 625 elementi dentali 

colpiti da agenesia non sindromica, e sono stati selezionate quattro varianti comuni nei geni 

miRNA; dai risultati dello studio è emerso che il polimorfismo rs2043556 del pre-miR-605 

risulta essere associato al rischio di agenesia dentale non sindromica, in particolare con il 

rischio di agenesia del canino superiore e, in misura inferiore, con il rischio di agenesia degli 

incisivi laterali superiori e inferiori. Questo lavoro risulta essere molto importante in quanto è 

il primo che indaga la presenza di varianti genetiche di miRNA che contribuiscono alla 

suscettibilità di agenesia del canino. 

I risultati del presente studio e l’analisi della letteratura mostrano come i miRNA possano essere 

coinvolti nella variazione di espressione di un determinato fenotipo, concorrendo 

all’insorgenza di inclusione del canino mascellare. E’ noto che i miRNA siano implicati nella 

regolazione dell’espressione dei geni, agendo da modificatori del genotipo, per cui una loro 
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variante potrebbe determinare una differente regolazione di geni codificanti, con conseguente 

differente espressione del gene. 

Infatti già precedenti studi hanno mostrato un’associazione tra varianti di alcuni geni e agenesia 

dentale non sindromica. Ad esempio, Liu e coll. hanno riscontrato un’associazione tra rs929387 

di GLI3 e agenesia dentale non sindromica in una popolazione cinese63; Gong e coll., in uno 

studio del 2015, hanno mostrato un’associazione tra rs17563 di BMP4 ed agenesia non 

sindromica64, mentre Lu e coll. nel 2016 tra rs15705 e rs317250 di BMP265. 

Lu e coll. hanno sottolineato come gli alleli mutanti di rs15705 e rs3178250 aumentino la 

capacità di legame dei miRNA, con conseguente diminuzione dell'espressione di BMP2, 

ponendo già alla luce l’influenza dei miRNA come modificatori del genotipo65. 

Negli ultimi anni presso la UOC di Ortognatodonzia del Policlinico Umberto I è stato condotto 

uno studio in cui sono state indagate le basi molecolari di una famiglia che presentava anomalie 

di eruzione del canino (agenesia, inclusione, eruzione ectopica)40, i cui risultati hanno messo in 

luce il ruolo delle vie segnaletiche WNT ed EDA nello sviluppo dentale e nella possibile 

anomalia di eruzione del canino mascellare. 

Sembra probabile che le anomalie di eruzione del canino potrebbero rappresentare una diversa 

manifestazione del disordine, oppure potrebbero condividere una base molecolare. 

In particolare, nel presente studio abbiamo scelto di studiare nello specifico il fenotipo 

caratterizzato da inclusione palatale del canino mascellare in quanto, contrariamente 

all’agenesia, che risulta essere una caratteristica clinica non modificabile, l’inclusione, se 

individuata nei tempi giusti, può garantire un riposizionamento dell’elemento dentario in arcata 

e la risoluzione del problema di natura sia estetica che funzionale. Per tale motivo il timing, 

nella diagnosi di inclusione del canino, risulta di fondamentale importanza. 

Inoltre, questa problematica risulta essere molto frequente nella UOC di Ortognatodonzia del 

Policlinico Umberto I rispetto alla popolazione generale27. 

Il secondo obiettivo del presente lavoro è stato quello di indagare eventuali correlazioni dei 

miRNA con anomalie dentali e scheletriche. 

In accordo con Mercuri e coll., l’inclusione palatale del canino infatti raramente si presenta 

come un sintomo isolato, ma è accompagnato da anomalie dentali geneticamente determinate, 

come anomalie a carico degli incisivi laterali mascellari (microdonzia, incisivi laterali conoidi 

o agenesici)85, dovute a disturbi di sviluppo della lamina dentale39. 

Anche nel presente studio è stata riscontrata un’associazione tra il campione di pazienti che 

presentavano la variante rs2910164 del miR-146A e le anomalie dell’incisivo laterale (p = 

0,0455). 
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Negli ultimi anni presso la UOC di Ortgognatodonzia del Policlinico Umberto I è stato 

analizzato un vasto campione di pazienti con anomalie del canino mascellare mettendo in luce 

risultati da un punto di vista diagnostico predittivo, prognostico e terapeutico29,75,96-98. 

In particolare, sono state riscontrate alcune variabili cliniche e radiografiche associate in modo 

statisticamente significativo all'inclusione palatale del canino, come la presenza di anomalie 

scheletriche (ponticulus posticus e bridging della sella turcica), di anomalie morfologiche a 

carico dell’incisivo laterale, ed il sesso femminile, rappresentando quindi un segno predittivo e 

tempestivo della possibile inclusione del canino mascellare che permette al medico di adottare 

misure preventive adeguate e mirate75. 

L’associazione tra canino incluso in sede palatale ed anomalie scheletriche (ponticulus 

posticus, bridging della sella turcica) risulta essere in linea con studi precedenti74,99-101, che 

mostrano come le anomalie scheletriche visibili radiograficamente sono associate non solo con 

le malformazioni dei mascellari e con sindromi craniofacciali, ma anche con anomalie dentali 

come l'inclusione del canino mascellare74,102-104. 

Anche nel presente studio è stata riscontrata un’associazione tra il campione di pazienti che 

presentavano la variante rs2910164 del miR-146A e la presenza del ponticulus posticus (p = 

0,0285) e del bridging della sella turcica (p = 0,0455), in linea con i risultati già riscontrati nel 

precedente studio condotto presso la UOC di Ortognatodonzia del Policlinico Umberto I75. 

Questa correlazione sembra essere dovuta al coinvolgimento delle cellule della cresta neurale 

e/o dei geni homeobox durante le prime fasi di sviluppo e formazione della sella turcica e degli 

elementi dentari105. 

Allo stesso modo viene influenzato lo sviluppo del collo e delle spalle: una mutazione del gene 

homeobox potrebbe essere responsabile di un'anomalia congenita delle vertebre cervicali106. 

Poiché gli elementi dentari, il cranio e la parte cervicale della colonna vertebrale sono 

influenzati nel loro sviluppo dalle cellule della cresta neurale, possono subire l’influenza di un 

disturbo che si verifica a carico di queste cellule. 

Bisogna considerare che questi elementi clinici (anomalie a carico dell’incisivo laterale) e 

radiografici (bridging della sella turcica e ponticulus posticus) sono immutabili e rilevabili in 

giovane età, per cui uno di questi elementi può rappresentare un segno predittivo della possibile 

inclusione del canino mascellare, permettendo al medico di adottare misure preventive 

adeguate e mirate. 

Nel presente studio non è stata invece riscontrata nessuna associazione statisticamente 

significativa tra il miR-182 e le variabili prese in esame; questo dato potrebbe essere dovuto 

alla presenza di una numerosità campionaria ridotta, ma allo stesso tempo risulta in linea con 
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quanto presente in letteratura, in quanto nessuno studio fino ad ora ha riscontrato 

un’associazione tra il miR-182 e anomalie dentali, nonostante questo miRNA risulti espresso, 

secondo i dati della letteratura, in cellule e tessuti umani correlati all'odontogenesi1. 

Negli ultimi anni è cresciuto l’interesse sui miRNA come potenziali biomarcatori per la 

diagnosi, la prognosi, e la valutazione dell'efficacia del trattamento di diverse malattie. Diversi 

studi hanno infatti mostrato la presenza dei miRNA nella saliva, la cui composizione è molto 

complessa ed include enzimi, anticorpi, ormoni, elementi antimicrobici e citochine107. 

Nel presente studio abbiamo scelto di utilizzare la saliva per l’analisi dei miRNA poiché 

possiede molti vantaggi rispetto al prelievo del sangue, in quanto permette una raccolta facile, 

sicura, non invasiva, economica108. 

La possibilità di un campionamento ripetuto e l’utilizzo in popolazioni di grandi dimensioni ha 

permesso infatti ai biomarcatori salivari di svilupparsi rapidamente come potente strumento 

diagnostico109,110, per cui, la rilevazione dei miRNA nella saliva, potrebbe essere utilizzato 

come strumento rapido e non invasivo che può concorrere alla diagnosi di inclusione del canino 

mascellare, soprattutto se associato alla presenza di altre anomalie dentali e scheletriche. 

Il limite della presente ricerca è sicuramente la presenza di una numerosità campionaria ridotta; 

si tratta infatti di uno studio pilota, per cui sarebbe auspicabile analizzare il ruolo dei miRNA 

nell’eziologia del fenotipo caratterizzato da inclusione del canino mascellare all’interno di un 

campione più ampio. 

Come prospettiva futura, sarebbe inoltre interessante studiare il ruolo dei miRNA anche nei 

pazienti che presentano il canino incluso in posizione vestibolare. E’ infatti noto dalla 

letteratura che i canini inclusi in sede vestibolare sono, per la maggior parte dei casi, dovuti ad 

una carenza di spazio in arcata111, per cui, un’analisi genetica in questi pazienti potrebbe mettere 

alla luce in maniera più chiara le basi molecolari di questa anomalia dentaria. 
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8. CONCLUSIONI 

I risultati del presente studio mettono in evidenza il ruolo dei miRNA nelle vie di sviluppo che 

regolano l'eruzione degli elementi dentari, mirando principalmente all'espressione di geni 

cardine di questi processi, in un meccanismo complesso e integrato di regolazione delle reti di 

segnalazione cellulare. 

Di conseguenza, i miRNA sembrerebbero avere un ruolo importante nello sviluppo delle 

anomalie dentarie, con potenziale impatto sulla gestione clinica di questi pazienti. 

Infatti l’utilizzo di un semplice prelievo salivare, in associazione ad una valutazione clinica per 

la contestuale presenza di anomalie dentali a carico dell’incisivo laterale e radiografica per la 

presenza di anomalie scheletriche, sembrerebbe avere un valore predittivo in quanto 

permetterebbe una diagnosi precoce della problematica di inclusione del canino mascellare. 

Sono tuttavia necessari ulteriori studi, con una numerosità campionaria più ampia, condotti 

attraverso analisi dell'espressione genica, screening di sequenziamento e approcci funzionali in 

vitro, al fine di valutare il potenziale ruolo dei miRNA nell’inclusione del canino mascellare e 

valutare come una loro modifica, in termini di espressione, biogenesi e targeting potrebbe 

essere alla base di questa anomalia dentaria. 
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