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Jeremias F. Avaliacdo genética da hipomineralizagdo molar-incisivo [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Resumo

Disturbios genéticos durante o desenvolvimento dentario influenciam na
variacao do numero e formada denticdo. Este € o primeiro estudo a avaliar
se a variagao genética nos genes da formagado do esmalte dentario esta
associada com a Hipomineralizagdo Molar-Incisivo (HMI), levando também
em consideracdo, a experiéncia de carie. Amostras de DNA de 71 casos
(com HMI) e 89 controles (ndo afetados) de Araraquara/SP (Brasil) foram
analisadas. Onze marcadores em cinco genes [ameloblastina (AMBN),
amelogenina (AMELX), enamelina (ENAM), tuftelina (TUFT1), e proteina 11
interagindo com tuftelina (TFIP11)] foram genotipados pelo método TagMan.
O teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar as frequéncias alélicas e
genotipicas entre os grupos caso e controle. A experiéncia de carie no grupo
HMI também foi avaliada para a associagdo com a variagdo genética nos
genes da formacdo do esmalte. Os marcadores rs3796704 (ENAM),
rs4694075 (AMBN); rs5997096/rs134136 (TFIP11), foram associados com a
HMI (p<0.05). Associagbes dos marcadores rs5997096/rs134136(TFIP11),
rs12640848/rs3796704 (ENAM) e rs17878486 (AMELX) (p<0.05) com a
carie dentaria foram observadas. O presente estudo sugere possibilidade de
associacao entre o esmalte hipomineralizado e variagdo genética nos genes

da formacéo do esmalte dentario.

Palavras-chave: esmalte dentéario; amelogénese; carie dentaria; polimorfismo

genético
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Jeremias F. Genetic evaluation of the molar-Incisor hypomineralization.
[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2013.

Abstract

Genetic disturbances during dental development influence variation of
number and shape of the dentition. This is the first study that tested if genetic
variation in enamel formation genes is associated with molar-incisor
hypomineralization (MIH), also taking into consideration caries experience.
DNA samples from 71 cases with MIH and 89 unaffected controls from
Araraquara/SP (Brazil) were studied. Eleven markers in five genes
[ameloblastin (AMBN), amelogenin (AMELX), enamelin (ENAM), tuftelin
(TUFT1), and tuftelin-interacting protein 11 (TFIP11)] were genotyped by the
TagMan method. Chi-square was used to compare allele and genotype
frequencies between cases with MIH and controls. Distinct caries experience
within the MIH group was also tested for association with genetic variation in
enamel formation genes. The markers, rs3796704 (ENAM), rs4694075
(AMBN); rs5997096/rs134136 (TFIP11), were associated with MIH (p<0.05).
Associations between rs5997096/rs134136 (TFIP11), rs12640848/rs3796704
(ENAM) e rs17878486 (AMELX) (p<0.05) markers could be seen with caries.
This study suggests a possible association between hypomineralized enamel

and genetic variation in the genes of the enamel formation.

Key Words: dental enamel; amelogenesis; dental caries; genetic

polymorphism
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1 INTRODUCAO

O esmalte dentario € o tecido mais mineralizado do corpo humano,
sendo caracterizado por um processo de desenvolvimento altamente
complexoze. Estudos tém demonstrado que as células responsaveis pela
formacado do esmalte, os ameloblastos, sdo extremamente sensiveis®® ",
Caso ocorra sensibilizagdo durante a fase secretéria da amelogénese,
uma redugao na espessura do esmalte pode ser originada, resultando no
defeito de esmalte conhecido como hipoplasia. Contudo, se estas células
forem afetadas na fase tardia da mineralizagao ou maturagao do esmalte,
um defeito na translucidez deste tecido pode ser induzido, caracterizando

uma hipomineralizagéo”®®°.

Um exemplo desta alteragcdo € a
Hipomineralizagdo Molar-Incisivo (HMI), defeito qualitativo, que tem
despertado interesse de clinicos e pesquisadores de todo o mundo.

O primeiro relato desta condi¢cdo foi na Suécia no final dos anos
70*. Em 2001 foi referenciada como HMI, com a definicdo de “uma
hipomineralizagdo de origem sistémica que afeta um ou mais primeiros
molares permanentes com ou sem envolvimento dos incisivos
permanentes”. A HMI pode ser diferenciada da fluorose dental, que é
caracterizada por opacidades difusas que afetam os dentes
simetricamente®®. O diagnostico diferencial com a amelogénese imperfeita

(Al) é fundamentado na distribuicdo das opacidades; enquanto na HMI

raramente os molares sao afetados na mesma intensidade; na Al, toda a
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denticdo ou grupo dentario é afetado, com envolvimento genético
comprovado®.

O esmalte poroso da HMI pode fraturar-se com facilidade,
principalmente sob influéncia de forgas mastigatorias, deixando a dentina
desprotegida e favorecendo o desenvolvimento de lesdo -cariosa,
evidenciando a associacdo deste defeito com a carie
dentéria1'4'13'37'40’48’54'63'89.

As criangas com HMI podem apresentar sensibilidade dentaria
intensa mediante variacdes de temperatura® em decorréncia da
inflamacéao cronica da polpa, diretamente relacionada a maior inervagao
da regido subodontoblastica sob a area hipomineralizada®, fatores estes
que dificultam a acdo anestésica e subsequentemente, o manejo da
crianga®>°.

Além disso, estas criangas apresentam uma probabilidade 10,5
vezes maior de retornar ao consultério para retratamento odontoldgico
comparado as sem a alteragdo, devido a deficiénciade mineral da
estrutura dentaria que desfavorece a adesdo de materiais
restauradores®.

Ndo ha dados conclusivos com relagdo a etiologia da HMI®2.
Considerando que todo o processo de formagao do esmalte dentario esta
sob controle genético73, € razoavel a hipotese de que variagbes genéticas
podem estar associadas a alteragcdes na amelogénese. Neste contexto, &

valido ressaltar que mutagdes genéticas tém sido associadas a diferentes



29

tipos de amelogénese imperfeita®*. Além disso, a susceptibilidade a carie
também tem sido associada com variacdo genética'®°86"71727582:8586
Portanto, o presente estudo hipotetiza que a variagdo em genes

envolvidos na formagao do esmalte contribui para o aumento da

experiéncia de HMI em humanos.
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2 PROPOSICAO

1 Objetivo Geral:

Investigar possiveis polimorfismos nos genes [ameloblastina
(AMBN), amelogenina (AMELX), enamelina (ENAM), tuftelina (TUFT1), e
proteina 11 interagindo com tuftelina (TFIP11)] relacionados a fase de
maturacdo da amelogénese na populagcdo de Araraquara/SP; além de
analisar a possivel associacdo genética com a carie dentaria em

individuos portadores da Hipomineralizagédo Molar-Incisivo (HMI).

2 Hipoteses testadas:

1. Nao existem alteracbes nos genes candidatos relacionadas ao
processo de maturacdo do esmalte dentario em individuos com a
HMI;

2. Variagbes nos genes envolvidos na formagao do esmalte dentario ndo

contribuem para o aumento da susceptibilidade a carie.
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3 REVISAO DE LITERATURA

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Primeiros molares permanentes e incisivos permanentes com
hipomineralizacdo de esmalte idiopatica foram reconhecidos pela primeira
vez na Suécia na década de 1970 (Koch et al.**, 1987). Essa condigao ja
foi referida como “primeiros molares permanentes hipomineralizados”,
‘hipomineralizagcdo idiopatica do esmalte”, “hipomineralizagdo nao
fluorética” e “cheese molars”, por diversos autores (Koch et al.**, 1987;
Leppaniemi et al.*®, 2001; Weerheijm et al.®°, 2001; Weerheijm®®, 2004)
devido a auséncia de dados conclusivos relativos aos seus fatores
etioldgicos.

Em 2001, Weerheijm et al.®® (2001) sugeriram o termo “Molar
Incisor Hypomineralization” (MIH), definindo como uma hipomineralizagao
de origem sistémica, envolvendo 1 a 4 primeiros molares permanentes,
normalmente associados com incisivos permanentes afetados. Essa
descricdo enfatizao fato de que os primeiros molares permanentes estao
sempre envolvidos quando ocorre a Hipomineralizacdo Molar-Incisivo
(HMI), sendo que geralmente esses dentes sdo acompanhados de
manchas demarcadas nos incisivos. Por outro lado, manchas somente

nos incisivos permanentes podem indicar defeitos de outras origens,
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como injuria traumatica ou infecgao periapical nos incisivos deciduos, que
ndo sao relacionados com a referida condigéo (Cho et al.’®, 2008).

Existem estudos que apontam a existéncia de hipomineralizagao
em outros dentes (Elfrink et al.??, 2008; Elfrink et al.?*, 2012), fato este que
sugere uma ampliacdo na definicido de HMI. Elfrink et al.??, (2012),
concluiram que a hipomineralizagcdo em segundos molares deciduos esta
relacionada a um risco aumentado de HMI na denticdo permanente. A
mineralizagado destes dentes deciduos acontece praticamente ao mesmo
tempo em que os primeiros molares permanentes, entretanto é mais
acelerada (Elfrink et al.?®, 2012). Independentemente do dente afetado, o
fato € que durante anos é possivel que estas hipomineralizagoes
estivessem mascaradas pela carie dentaria, e com o declinio desta
doenga nas ultimas décadas (Narvai et al.%®, 2000; Celeste et al."", 2007),
este defeito de esmalte ficou muito mais evidente, se tornando um dos
grandes desafios para clinicos e pesquisadores.

A prevaléncia da HMI varia no mundo entre 2,4 a 40,2% (Jalevik®,
2010). Dados brasileiros apontam variacao entre 12,3% a 40,2% (Soviero
et al.”®, 2009; da Costa-Silva et al.'®, 2010; Jeremias et al.*’, 2013).
Estudos recentes em paises da América Latina apontam registros de
15,9% (Biondi et al.”, 2011) e 6,5% (Biondi et al.®, 2012). Clinicamente, os
defeitos de esmalte desta condicdo podem variar desde opacidades leves
com coloragao branca, amarela ou marrom até comprometimento severo

do esmalte com perda estrutural subita quando da irrupgao dentaria
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(Weerheijm®’, 2003). A severidade do defeito & muito variavel, sendo o
grau de porosidade do esmalte dentario um dos fatores determinantes do
nivel de desintegracéo tecidual (Weerheijm et al.*°, 2001).

Na tentativa de reduzir a falta de padronizacdo observada nos
estudos epidemiolégicos, em 2003 foram estabelecidos os critérios para
diagnostico desta alteragdo de esmalte, sendo a HMI dividida em trés
escores de severidade: leve, moderado e severo (Weerheijm et aI.89,
2003). Em 2010, entretanto, esta classificacao foi limitada a apenas dois
escores: leve e severo. Em outras palavras, se o dente apresenta apenas
manchas € considerado leve, mas se apresentar perdas estruturais ou
restauracdes atipicas é codificado como severo (Lygidakis et al.*?, 2010).

O esmalte poroso da HMI pode romper-se com facilidade,
principalmente sob influéncia de forcas mastigatérias. Na presenca de
fratura do esmalte, o quadro clinico pode se assemelhar a uma hipoplasia
do esmalte (defeito quantitativo durante a fase de secrecéo de esmalte).
Entretanto, na HMI, as margens da éarea afetada sao irregulares,
enquanto que na hipoplasia sdo regulares e arredondadas. As lesdes
demarcadas na HMI podem ser distinguidas das manchas difusas, tipicas
de  fluorose  (Weerheijm®®,  2004). Defeitos de  esmalte
(hipomineralizagao/hipoplasia) que acometem grupos de dentes ou a
denticdo completa e que tem origem genética associada caracterizam a
amelogénese imperfeita, diferenciando da HMI (Weerheijm et al.?®, 2003;

William et al.*3, 2006).



36

Apesar de ser um defeito assimétrico, quando uma lesdo severa
existe em um elemento dentario, € comum que o contralateral também
esteja afetado (Alaluusua et al.?, 1996; Weerheijm®’, 2003). O risco de os
incisivos estarem alterados parece ser proporcional ao numero de
molares acometidos, sendo que raramente apresentam perda de estrutura
(Koch et al.**, 1987; Jalevik et al.*°, 2001; Jeremias et al.>’, 2013).

A alta porosidade da superficie afetada favorece a adesido do
biofilme e também o influxo de bactérias da saliva e placa em direcao a
polpa, resultando em sinais de inflamagdo (Rodd et al.®®, 2007). A
hipersensibilidade dentaria intensa € um dos maiores problemas, sendo
frequente mediante variagdes de temperatura (Weerheijm et al.*, 2001).
O mais provavel é que seja decorrente da inflamagao crénica da polpa,
diretamente relacionada a maior inervagao da regido subodontoblastica
sob a area hipomineralizada (Rodd et al.®®, 2007), fatores estes que
dificultam a acdo anestésica e subsequientemente, 0 manejo da crianca
(Jalevik, Klingberg*', 2002; Preusser et al.%®, 2007). A dentina quando
desprotegida favorece o desenvolvimento de lesdo cariosa (Jalevik et
al.*°, 2001; Weerheijm®’, 2003), evidenciando a associagdo da presenca
destes defeitos com a carie dentaria (Leppaniemi et al.*8, 2001; Balmer et
al., 2005; Preusser et al.®*, 2007; Cho et al."®, 2008).

A idade dos pacientes apresentarem estes problemas € mais
frequente entre 6 e 9 anos de idade. Muitos deles se submetem a

extensivos tratamentos dentarios, especialmente nos casos severos de
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HMI. Desta maneira, criangas com o referido diagndstico apresentam uma
probabilidade 10,5 vezes maior de retornar ao consultério para
atendimento odontolégico comparado as sem a alteragdo (Jalevik,
Klingberg*', 2002; Kotsanos et al.*®, 2005; Jalevik, Klingberg®®, 2012). Em
um estudo mais recente, observou-se que criancas acometidas
retornaram ao consultério trés vezes mais devido a dor e seis vezes mais
devido a queixas de sensibilidade (Ghanim et al.*°, 2012).
Histologicamente, apenas parte do esmalte afetado ¢é
hipomineralizado, mas nunca o esmalte como um todo. Existem areas
normais, especialmente na regiao cervical do dente; embora as razdes
ainda permanecam desconhecidas. Um dos grandes desafios é que
materiais restauradores ndo se aderem (adesivamente) ao tecido
hipomineralizado, sendo comum perdas precoces de restauracbes e/ou
fraturas das bordas das restauracdes (Kotsanos et al.*®, 2005).
Reconhecer clinicamente essa condig¢ao, identificar as suas causas
e estabelecer o seu diagnéstico diferencial é fundamental para a
conducgao clinica do paciente afetado. Desta maneira, o conhecimento
epidemioldgico e etiopatogénico da doenga é um importante indicador
para definicdo de a¢des de promogao de saude bucal. Diante do exposto,
as criangas em risco devem ser monitoradas cuidadosamente durante o
periodo de irrupcdo dos seus primeiros molares permanentes. Ao se
planejar o tratamento, deve-se considerar o prognéstico em longo prazo

destes dentes, sendo este decidido junto aos familiares, pois 0 mesmo
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pode variar desde uma terapia remineralizadora até exodontia
acompanhada de tracionamento ortodéntico (Lygidakis*®, 2010; Gandhi et
al.?®, 2012; Jalevik, Klingberg®®, 2012; Mastroberardino et al.>®, 2012).

A HMI deve ser considerada nadao como uma entidade
completamente nova de uma doenga, mas sim uma condicdo melhor
diagnosticada como utra doenca cada vez menos prevalente, a carie

dentaria.

ASPECTOS ETIOLOGICOS

A formacgao do esmalte é dividida em trés fases principais. Na fase
secretora, os ameloblastos secretam grandes quantidades de proteinas
da matriz do esmalte no qual longas fitas finas de mineral do esmalte,
principalmente hidroxiapatita, formam-se rapidamente. Os cristais de
esmalte crescem principalmente em comprimento e a camada de esmalte
cresce em espessura. O estagio de maturagdo se inicia quando a
espessura do esmalte é completada, e os ameloblastos secretérios
transformam-se, por meio de uma fase de transicdo curta, em
ameloblastos maduros responsaveis pela degradagédo da matriz do
esmalte, seguido de mineralizagdo. Na mineralizagao final, a camada de

esmalte endurece devido ao aumento dos cristais em largura e
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espessura, o que resulta em um tecido mineralizado, que contém mais de
95%, em peso, de minerais (Alaluusua’, 2010).

Os primeiros molares permanentes comegcam a se desenvolver
durante o quarto més de gestacdo. As quatro cuspides se unem préximo
dos seis meses de vida, e durante o primeiro ano € completada a
deposicdo de matriz de esmalte no tergco oclusal da coroa, e assim, a
maturagdo é iniciada (Suga®', 1989; Alaluusua’, 2010). O periodo mais
critico para defeitos no esmalte de primeiros molares e incisivos
permanentes € o primeiro ano de vida, que coincide com o inicio da
maturacdo do esmalte (Alaluusua®, 2010). Entretanto, como a maturagao
do esmalte dos primeiros molares permanentes se estende por anos, a
hipomineralizagao pode se desenvolver até os 3 anos de idade.

Alguns achados sugerem que a presenca de defeitos de
desenvolvimento de esmalte € maior em areas onde o esmalte € espesso
(Needleman et al.*’, 1991; Jalevik et al.**, 2001), sugerindo que essas
areas demandam maior atividade metabdlica dos ameloblastos
produzindo esmalte rapido, se tornando ao mesmo tempo, vulneraveis a
qualquer insulto. Segundo Needleman et al.>’ (1991), um disturbio
metabdlico severo pode afetar todos os dentes e superficies, enquanto
que se moderado pode afetar a atividade dos ameloblastos mais ativos ou
acelerar a maturacdo do esmalte. Alguns ameloblastos podem se
recuperar frente ao insulto, mas acabam atuando de maneira deficiente.

Geneticamente, um insulto isolado geralmente n&do é suficiente para o
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desenvolvimento de um determinado fendtipo, entretanto dois ou mais
insultos podem levar a uma mutacdo em um alelo funcional anterior e,
consequentemente, a um feno6tipo bem conhecido (Dimaras et al.?°,
2012).

O fato € que apenas dados limitados estdo disponiveis para
descrever a magnitude do fenémeno (HMI), caracterizando a necessidade
crescente de evidéncias para identificagdo dos diferentes fatores que
sensibilizam os ameloblastos desde o periodo pré-natal até os trés
primeiros anos de vida da crianca (Alaluusua et al.?, 1996; Weerheijm et
al.®°, 2001; Beentjes et al.’, 2002; Preusser et al.®, 2007; Whatling,
Fearne®, 2008; Laisi et al.*’, 2009).

Os fatores associados com a HMI incluem condi¢des sistémicas e
ambientais. Criancas com problemas respiratérios, complicagbes pré-
natais, baixo peso ao nascimento, desordens metabdlicas de calcio e
fosfato e doencgas de infancia acompanhadas de febre alta (Alaluusua1,
2010) nos trés primeiros anos de vida tém risco aumentado de apresentar
a condicdo. Certos poluentes ambientais, como a dioxina e o furano,
também podem aumentar o risco de se desenvolver a HMI via leite
materno, o uso de mordedores, chupetas e mamadeiras de plastico
também s&o fatores associados. A ingestdo de antibidticos também foi
apontada como possivel fator etiolégico, entretanto, ndo é facil definir se a
alteracao foi causada pela doencga ou pelo tratamento, havendo diversas

controversas na literatura (Jalevik et al.**, 2001; Tapias-Ledesma et al.®*,
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2003; Hong et al.>®, 2005; Whatling, Fearne®, 2008; Crombie et al.',
2009; Laisi et al.*’, 2009; Phipps®?, 2012). A combinagdo de antibiéticos
com fluoreto de sddio ainda pode potencializar o efeito nocivo na
formacdo do esmalte (Sahlberg et al.®”, 2013). Ha algumas evidéncias
para vincular a desnutricdo infantii a um aumento da prevaléncia de
defeitos do esmalte, mas ainda é necessaria investigagdo para confirmar
qualquer relacao direta. Mais recentemente, fatores como estresse
psicologico materno, exposicao freqliente a exames de ultra-som durante
o ultimo trimestre de gestacdo foram reportados (Ghanim et al.?®, 2013).
Em um estudo recente do Brasil (Souza et al.”’, 2012), os autores
observaram uma associagao mais frequente de HMI com disturbios
durante a gravidez e/ou infancia (3 anos de vida), em criangas de areas
rurais comparado as de areas urbanas. Em contrapartida, outro estudo
observou que residir proximo de areas industriais aumenta o risco de se
apresentar defeitos de esmalte, especiamente os difusos (Arrow?, 2009).
Os resultados muito contraditérios em relagcdo aos fatores
ambientais, assim chamados, n&o oferecem seguranga absoluta quanto a
etiologia. Nenhuma das patologias associadas até entdo, € nova ou ainda
desconhecida. Por exemplo, quase todas as criancas passam pela
experiéncia de patologias sistémicas, acompanhadas de um ou mais
episodios de febre, infeccdes do trato respiratorio, otite média, asma, ou
disturbio metabdlico. Além disso, muitas sdo tratadas com antibidticos.

Muito provavelmente, sdo amamentadas, no minimo, até seis meses de
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vida. Parece provavel que a susceptibilidade genética possa
desempenhar um papel importante na etiologia desta HMI (AIaqusua1,
2010; Jeremias et al.’”, 2013). Neste contexto, como explicar dentes
(molares e incisivos permanentes) que se desenvolvem tdo proximos,
cronologicamente e ao mesmo tempo sdo afetados de maneira t&o
distinta. Do ponto de vista puramente biolégico, estdo mais relacionados a
regulacdo temporoespacial (alteracao genes envolvidos na amelogénese)
do que a qualquer outra associacao etiolégica. Sem considerar possivel
modulagao epigenética (controle sobre a genética), continua inexplicavel
Ccomo uma causa sistémica isolada possa atuar de maneira tdo seletiva
(Frazier-Bowers et al.?’, 2010).

Na pratica clinica, € muito comum observar familiares que
apresentam a HMI e correlagdo desta com experiéncia de carie dentaria.
Whatling, Fearne® (2008) relataram que historicos de defeitos de esmalte
na familia estiveram mais relacionados a criangas com HMI. Contudo,
ainda ndo existem dados conclusivos quanto a etiologia da HMI
(AIaqusua1, 2010). Ao mesmo tempo, a literatura ainda ndo apresenta
resposta a uma das grandes questdes relacionadas a esta condi¢ao: seria
a HMI uma doenga autossdmica recessiva ou uma forma desconhecida
de amelogénese imperfeita? Considerando que todo o processo de
amelogénese esta sob controle genético (Simmer, Hu"®, 2001), entende-
se que a identificagdo de genes envolvidos em doengas humanas tem

importante papel na compreenséo da fisiopatologia da doenga, além de
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propiciar novos conhecimentos sobre mecanismos bioldégicos normais. A
susceptibilidade a carie dentaria também esta relacionada a variagao
genética, segundo evidéncias que buscam fornecer novas estratégias
para resolugdo desta doenca (Slayton et al.”’, 2005; Deeley et al.'®, 2008;
Patir et al.®’, 2008; Vieira et al.®*, 2008; Vieira et al.?*, 2011).

Apesar de algumas publicagbes discutirem uma possivel
predisposicdo genética para HMI (Jalevik, Norén*?, 2000; Lygidakis et
al.®", 2008; Whatling, Fearne®, 2008; Alaluusua', 2010; Elfrink et al.?,
2012; Jeremias et al.37, 2013), até o momento nao ha relato na literatura
de estudos desta associagdo. Nas pesquisas que tratam de etiologia, ndo
ha registro de nenhuma distingdo entre gémeos monos ou dizigdticos, os
pais ndo costumam ser examinados para detectar quaisquer sinais de
hipomineralizagdo em seus dentes, e o comprometimento dos dentes
afetados usualmente ndo é pontuado. Desta maneira, nenhuma relagao
familiar pode ser afirmada. Em 2010, um documento de orientacdo sobre

HMI foi publicado (Lygidakis et al.®

, 2010), sendo fortemente
recomendada a investigagao de gémeos de maneira detalhada.

No estudo de Jalevik, Norén*? (2000) ha relatos de irmaos com
molares afetados e mancha branca nos incisivos permanentes, mas
nenhum registro foi realizado emoutro membro da familia. Outro estudo
apenas questionou as maes sobre seus dentes, mas nao verificou se

apresentava dentes afetados (Lygidakis et al.*°, 2008). Enquanto nenhum

registro dentario de varios membros da familia da criangca afetada é
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tomado, a fim de se caracterizar a linhagem, a hipotese de que alguns
genes possam estar envolvidos na HMI permanece apenas especulativa.

O principal problema quando se examina pais das criangas
afetadas pela HMI é avaliar se os dentes indice (molares e incisivos
permanentes) apresentam sinais do defeito. O fato &€ que pertencem a
uma geragdo que apresenta muitas restauragdes, embora, ndo se
compare a geragao antecessora. Qualquer diagndstico retrospectivo com
relagdo a sinais de HMI nos pais pode ser sobreposto por suas
restauracdes e, na maioria das vezes nao podem ser claramente
distinguidos se estes sao devido a carie ou ao defeito de esmalte. Quando
nao ha clinicamente nenhuma opacidade associada ao dente restaurado,
0 que se pode presumir € que qualquer restauragdo com formas atipicas
pode estar associada a hipomineralizagdo. Desta maneira, apenas o
dente anterior (incisivo permanente) permanece como um preditor mais
confiavel, quando o clinico se depara com uma situagdo duvidosa.
Entretanto, é valido enfatizar que apenas em alguns casos, 0s incisivos
também sé&o afetados.

Desta maneira, sao necessarios estudos epidemiolégicos
prospectivos em longo prazo que utilizem protocolos clinicos claramente
definidos, além de indices, que incluam de maneira abrangente, a coleta
de informacdes ambientais e genéticas (Crombie et al.*, 2009).

Neste contexto, o teste de genes candidatos € uma estratégia

bastante eficiente e rapida para avaliagdo da relagdo gendétipo-fendtipo.
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Um método bastante usado para testar genes candidatos € o estudo de
associagao, visando determinar se uma variagdio em um gene esta
associada a doencga. Para se avaliar genes candidatos, os Polimorfismos
de Nucleotideos Unicos (SNP, do inglés Single NucleotidePolimorphisms)
sao bastante uteis. SNPs sao variacdes na sequéncia de DNA frequentes
entre individuos e por isso mesmo, com grande potencial de uso como
marcador genético para a localizacdo de genes causadores de doencgas

(Goldstein, Cavalleri*®, 2005).

E preciso investigar se existe susceptibilidade genética na HMI.
Neste contexto, o presente estudo procurou avaliar o processo de
maturagcdo de esmalte dentario, por meio da investigacdo genética de
alguns genes envolvidos nessa fase complexa da amelogénese. Além
disso, avaliou a associagao genotipica de alguns genes responsaveis pela
formagdo do esmalte com a carie dentaria. Acredita-se que
esclarecimentos com relagdo a biologia molecular sejam fundamentais
para o melhor entendimento dessa condi¢ao que tanto tem desafiado os

clinicos de todo o mundo.
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4 CASUISTICA E METODOS
Amostragem

A amostra deste estudo foi composta por 71 individuos
diagnosticados com a HMI (caso) e 89 individuos ndo afetados (controle),
segundo os critérios da Academia Européia de Odontopediatria
(Weerheijm et al.®®, 2003) (Anexo 1). A amostra foi composta por criangas
e adultos. O estudo teve inicio apds assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndices 1A e 1B), mediante
aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Araraquara-UNESP (protocolo #45/10) (Anexo 2). Foram excluidos
individuos que apresentavam qualquer outro tipo de defeito de esmalte
associado, além de evidéncia de sindromes e uso de aparelho ortodéntico
fixo.

No calculo amostral, realizado para avaliar o poder estatistico do
estudo, foram considerados: 1. Parametros da populacdo a ser
investigada; 2. estrutura familiar e 3. parametros relacionados ao poder
estatistico. A fim de se avaliar o poder (1 - B) de detectar associagao
genética com a presente amostra, foi utilizado o programa TDT POWER

CALCULATOR (Chen e Deng'?, 2001), utilizando um grau de significancia
Ocorrigido = 0,002 ajustado para mdltiplos testes, por meio de corregéo de

Bonferroni (Draghici?', 2003) e uma prevaléncia da doenca de 12,3% na

populagao (Jeremias et al.¥, 2013). Foi constatado que a utilizagdo do
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numero amostral previsto produziria resultados com poder estatistico para

detectar associagao entre os genes investigados e a doenga (1 - >80%).

Exame clinico

A calibragdo dos examinadores (2) foi realizada de acordo com a
metodologia do levantamento de Saude Bucal-Brasil, realizado pelo

Ministério da Saude Bucal (Brasil'°

, 2001). Em primeiro lugar, o calibrador
apresentou aos examinadores os critérios para a detecgcao de HMI,
mostrando imagens de varias situagbes para serem observadas no
exame clinico, discutindo cada uma destas situagdes. Esta sessao durou
entre uma a duas horas. Em seguida, o calibrador e examinadores
examinaram 10 a 20 sujeitos e discutiram cada caso. A concordancia inter
e intra-examinador foi avaliada em um segundo exame clinico em 10% da
amostra, apos duas semanas, com um kappa de 1,0. Odiagndstico da
HMI foi realizado segundo os critérios da EAPD (Associagao Européia de
Odontopediatria) (Weerheijm et al.®®, 2003) (Anexo 1) (Figuras 1-3).
Foram consideradas apenas opacidades demarcadas maiores que 2.0
mm de didmetro (FDI?°, 1992). Os casos foram definidos como sujeitos
com o fendétipo de HMI, enquanto que os controles foram definidos como

os individuos sem evidéncia da HMI (incluindo nenhuma evidéncia de

fluorose).
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Figura 1 - Opacidades demarcadas em incisivos permanentes (A) e
primeiros molares permanentes (B).

Figura 2 - Perda estrutural associada a opacidades demarcadas em
incisivos permanentes (A) e primeiros molares permanentes (B).

Figura 3 - Restauragdes atipicas em incisivos permanentes (A) e

primeiros molares permanentes (B).

FONTE: (Jeremias et al., 2013).
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Os exames clinicos foram realizados com a utilizagdo de luz
artificial e espelho bucal. Além disso, dados de experiéncia de carie
(CPOD) foram registrados seguindo os critérios estabelecidos pela
Organizacdo Mundial da Saude. Em resumo, as lesdes visiveis na
dentina, bem como lesdes ativas visiveis no esmalte (manchas brancas) e
restauragbes insatisfatérias com tecido cariado foram pontuadas como
cariado. Uma sonda exploradora foi usada cuidadosamente para avaliar a
lisura das superficies dos dentes. Gaze foi usada para secar e limpar os
dentes previamente ao exame. Lesbes de manchas brancas foram
distinguidas de defeitos de desenvolvimento do esmalte simplesmente por
razdes clinicas baseadas na associagado das lesbes com areas de placa
madura e localizacdo sobre o dente (supra-gengival, associada a ligeira
inflamacdo na gengiva ou até a tecido gengival saudavel), além do
aspecto da lesdo semelhante a giz branco, quando seca (Seow’®, 1997).
Nenhuma radiografia foi avaliada.

As caracteristicas demogréficas (idade e género) dos individuos

incluidos neste estudo sao apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1 - Caracteristicas demograficas da populacédo

estudada (adultos e criancas), representadas pela média da

idade e género.

(n=160)
HMI sem HMI
(caso) (controle) p
n=71 n=89
Média da idade em anos
13 38 0.00001
Género
Masculino 37 38 0.24
Feminino 34 51

Coleta de material bioldgico e extragdo de DNA
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Apés assinado o termo de consentimento livre e esclarecido,

(Apéndice 1A e 1B) foi solicitado a cada individuo que realizasse dois

bochechos com solugcdo de glicose a 3%, autoclavada, por 2 min, com

intervalo de 5 minutos cada. Familiares de criangas afetadas também

foram convidados a participar do estudo. Tal procedimento foi realizado

na Clinica de Po6s-Graduagdo em Odontopediatria da FOAr-UNESP

(Figura 4). Os tubos contendo o bochecho foram mantidos resfriados (em

caixa de isopor com gelo) do local da coleta até a chegada ao Laboratério

de Genética Molecular da Instituigdo. Cada tubo foi centrifugado a

2000rpm por 10 min para separar o pellet de células que se despregam

da mucosa oral do sobrenadante (saliva+glicose 3%)(Scarel et al.®®, 2000)
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(Figura 5). A este pellet de células foi adicionado uma solugdo Tampao
(TrisHCI 10mM, EDTA 0,1 M, SDS 0,5% - pH 8.0), sendo armazenado em

freezer (—80°C) até a finalizagdo das coletas de todos os individuos.

Figura 4 - Coleta de fluxo salivar, apds bochecho com solugao glicosilada

a 3%, por 2 minutos.

~
r IN

Figura 5 - Concentracdo do pellet de células na parte inferior do tubo,

apos centrifugacao, e previamente a adigao de solugao tampéao.
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A etapa seguinte foi a de extracdo do DNA com o kit Purelink
Genomic DNA (K182002) (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA)
(Figura 6) a partir do pellet de células, seguindo as recomendagdes do
fabricante. Inicialmente procedeu-se a lise das células com 2 ul de
proteinase K e 520 ul de solugdo tampéo (Purelink Genomic Lysis/Binding
Buffer) (ap6s descongelamento da amostra), seguida pela agitagdo dos
microtubos no vortex e banho-maria a 55°C. Apds esta etapa era
realizada uma centrifugacao rapida para coletar possivel amostra contida
na tampa do microtubo. O préximo passo consistia na divisdo do
conteudo lisado em 2 microtubos e adigao de 260 ul de etanol puro 96-
100% a cada um deles. O DNA entdo se precipitava (Figura 7), o
conteudo era agitado no vértex (10 segundos) até se obter uma solugao
homogénea. E a partir de entdo, o conteudo era filtrado em aliquotas de
390 pl de solugéao (em um tubo que contém filtro afinidade por DNA) apds
centrifugado a 10.000 g (*rcf) por 1 minuto a 25°C. Terminada a filtragem,
o DNA era purificado com 500 pl de solugdo tampao (Wash Buffer 1),
centrifugado a temperatura ambiente a 10.000 g (*rcf) por 1 minuto, sendo
descartado o volume filtrado e adicionado 500 ul da solugdo tampao
Wash Buffer 2, sendo o microtubo agora centrifugado a 20.817 g (*rcf),
por 3 minutos, a 25°C. O volume filtrado era novamente descartado. A

etapa seguinte foi a eluigdo do DNA dos tubos de filtragem com adi¢ao de
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50 ul de solugdo tampéo (Elution Buffer) e posterior centrifugagdo a
20.817 g (*rcf) por 1 minuto, a temperatura ambiente. O microtubo com
DNA purificado era entdo mantido em microtubo de 1,5 ml. Apés todo este
processo, o0 DNA genbmico foi avaliado com relagdo a concentragcéo
(ng/pl) e pureza (260/280nm; 260/230nm) no aparelho NanoVue™ Plus

Spectrophotometer (GE Healthcare Life Sciences, EUA) (Figura 8).

Figura 6 - Kit de Extracao/ Purificagcao de DNA utilizado neste estudo.

-

: Purelink™ PureLink™
Miwy w.m “‘A‘ - itk ww ”"\-
B ads & m: ol 1LY

oM v o
ME e

LT TR T L




55

Figura 7 - Aspecto de “nuvem” do DNA extraido, previamente a etapas

finais de purificagéo.

Figura 8 - Posicionamento da aliquota de DNA (2 pl) no espectrofotdmetro
para avaliar a qualidade do acido nucléico (A); leitura do DNA mostrada

no visor (B).
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Apos leitura no referido dispositivo, o microtubo contendo DNA
gendmico purificado foi armazenado a -80°C até o momento da

genotipagem.

Selecéo e Genotipagem dos SNPs

Para a selecdo dos SNPs foi consultada a pagina do International
HapMap Project (www.hapmap.org), que consiste em um consorcio de
varios paises para o desenvolvimento de um mapa com os padroes de
variagdbes na sequéncia de DNA. Nesse banco de dados estéo
disponiveis informagdes sobre os SNPs nos genes de interesse, sendo 11
os SNPs que foram selecionados como marcadores investigados neste
estudo (Tabela 2). Eles foram selecionados utilizando o software
SNPbrowser™, versdo 4.0, que ilustra um painel de cromossomos
humanos representando a localizagdo de mais de 150.000 SNPs
validados nos blocos haplotipicos e respectivos SNP tags para cada
populagdo avaliada no Projeto HapMap (The International HapMap
Consortium). Foram priorizados SNPs baseados nos modelos de

desequilibrio de ligagdo (De La Vega et al."’, 2005).
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Tabela 2 - Marcadores dos genes candidatos estudados.

Gene Locus SNP
Ameloblastina (AMBN) 4921 rs496502
rs4694075
Amelogenina (AMELX) Xp22.31-p22.1 rs17878486
rs946252
Enamelina (ENAM) 49q13.3 rs3796704
rs12640848
Tuftelina (TUFT1) 1921 rs3790506
rs2337360
rs4970957
Interacao proteina 11 com Tuftelina 22q12.1 rs134136
(TFIP11) rs5997096

Os polimorfismos foram investigados por meio de reagdes de PCR
(Polimerase Chain Reaction) em Tempo Real (Figura 9), utilizando o
sistema de genotipagem TagMan® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
EUA)(Ranade et al.%, 2001), que emprega uma sonda especifica para
cada alelo, marcada com fluoréforos diferentes. Desta forma, um
individuo homozigoto para um alelo tem a emissdo de somente um
comprimento de onda (referente a sonda que se anelou no gene alvo),
enquanto para um individuo heterozigoto ha a emissdo de ambos os

fluoréforos das duas sondas empregadas para detecgao do polimorfismo.
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Para todos os testes TagMan, a amplificagdo do DNA foi realizada
em volume de 3,0ul contendo 1.0 upl de 2,0 ng/ul de DNA e 2,0 pl de
primers e Master Mix TagMan. As amplificagcbes foram realizadas no
equipamento de PCR GeneAmp® System 9700 (Perkin Elmer Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA), sendo os sinais fluorescentes
detectados no sistema HT 7900 (Applied Biosystems, Foster

City,Califérnia, EUA).

Presenca do DNA gendmico de Streptococcus mutans

Para gerar dados sobre colonizagdo de Streptoccocus mutans nos
individuos que apresentaram carie, foi extraido amostras de DNA da
saliva humana para verificar cépias de DNA gendmico de bactérias. PCR
em tempo real foi realizado por meio da utilizagao do ABI PRISM 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, California,
EUA). Cada tubo de reagao continha 10 pl de mistura de reagéo, incluindo
tampao X SYBR Green, 0,025 U/ul de polimerase de DNA AmpliTagGold,
0,01 U/ul de AmpErase UNG (uracil N-glicosilase), 1,2 mM de cada uma
das dNTPs, 3 mMMgCI2 (SYBR Green PCRCore Reagents, Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA), 2 pl de DNA humano extraido
de amostras de saliva e 0,8 mM de cada primer especifico para S. mutans
(5'AGCCATGCGCAATCAACAGGTT3' e 5'CGCAACGCGAACATCTTGATCAGS'). A
especificidade destes primers ja havia sido testada anteriormente (Yano

et al.®®, 2002) e o DNA gendmico do S. mutans (Streptococcus mutans
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ATCC®25175) foi incluido em todas as reacbes como controle positivo e
curvas padrédo de DNA foram geradas. As condi¢des ciclicas foram de 2
minutos a 50° C para uracil N-glicosilase (este tratamento previne
contaminagdo cruzada por digestdo de fragmentos contendo uracila
gerados antes do ensaio de PCR), 10 minutos a 95°C para a ativagao de
AmpliTaqGold, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C para desnaturacéao e 1
minuto a 68°C para o aquecimento e extensao. Valores do ciclo limiar (Ct)
acima de zero foram considerados positivos para a infecgdo por S.
mutans com base no sucesso da amplificacdo da sequéncia alvo. Esses
valores foram correlacionados com os escores de CPOD, considerando

alfa de 0,05 como estatisticamente significante.

Figura 9 - Aparelho de PCR em tempo real, utilizado na genotipagem.
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Anélise Estatistica

Os testes qui-quadrado e t de Student foram aplicados para
comparar frequéncias de género e idade e para testar os desvios nas
distribuicbes alélicas e genotipicas entre os grupos. Desvios de Hardy-
Weinberg também foram examinados usando o teste qui-quadrado (em
ambos os grupos). Comparagdes das frequéncias de alelo e gendtipo
entre os casos e controles foram realizadas levando-se em consideracao
a deteccdo da HMI, assim como a sua severidade (leve e grave). Nos
casos leves ha opacidades demarcadas de esmalte sem quebra do
esmalte. Em casos graves, existem opacidades de esmalte demarcadas
com perdas estruturais, carie, hipersensibilidade espontanea e forte
preocupacdo estética (Lygidakis et al., 2010). O risco associado com
alelos ou gendtipos individuais foi calculado como a razdo de chances
(OR) com intervalo de confianga de 95% (IC). O nivel de probabilidade de
p<0.05 foi considerado como indicativo de significancia estatistica para a
analise do marcador e para a analise de cada um dos marcadores com
base na severidade da HMI. Finalmente, foi realizada regressao logistica
para testar a associagao entre variagdo genética e experiéncia de carie,
ajustando a analise por colonizacdo de Streptococcus mutans e HMI. O
ajuste da analise do grau de HMI é importante uma vez que dados
anteriores sugerem que a HMI esta associada com maior experiéncia de

carie nesta populagao (Jeremias et al.¥, 2013)
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5 RESULTADO

Todos os genotipos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.
As Tabelas 3 e 4 resumem os resultados das comparacdes de frequéncia
de alelo e de gendtipo entre os grupos (caso e controle). Considerando-se
a comparacao entre o numero total de casos (HMI) e controles (ndo MIH),
foram encontrados resultados limitrofes para rs3796704 ENAM (p = 0.02
para a frequéncia alélica, e p = 0.06 para a frequéncia genotipica). Assim,
sugere-se que os individuos portadores do alelo A estejam protegidos
contra o desenvolvimento da HMI (OR = 0.42, 95% IC = 0.20-0.47)
(Tabela 3).
Ao se considerara severidade da condi¢gao na analise (Tabela
4), observou-se diferencga estatisticamente significativa na frequéncia do
alelo para o marcador rs4694075 AMBN (p = 0.003; OR = 0.46, 95% IC =
0.26-0.80), com o alelo T, sugerindo um papel protetor. O marcador
rs3796704 ENAM também esteve associado com a severidade da
condicao (OR = 0.28, 95% IC = 0.06-1.0); uma vez que o alelo G foi mais
frequente no subgrupo severo (p = 0.03) em comparagao com o subgrupo
controle. Houve uma diferenga significativa na distribuicdo dos gendétipos
referente ao polimorfismo rs5997096 do gene TFIP11l entre os casos
severos de HMI (p = 0.01). Por outro lado, os gendtipos do marcador
rs134136 também do gene TFIP11l foram significantes nos casos com

diagnostico leve (p = 0.02).



Tabela 3 - Comparac8es das frequéncias de alelos e gendtipos entre 0os grupos caso e controle.
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Marcadores Alelos (%) p (9580'7_0) Genotipos (%) p

TUFT1
rs2337360 A G AA AG GG
HMI 52(36.6) 90(63.4) 1.48 9(12.7)  34(47.9) 28(39.4)

0.11 0.23
Sem HMI 46(28.5)  118(71.5) (0.89-247)  56.1)  36(43.9) 41(50.0)
rs4970957 A G AA AG GG
HMI 108(76.1)  34(23.9) 5 0.95 44(62.0) 20(28.2) 709 5
Sem HMI 134(75.3)  44(24.7) ' (0.60-1.80) 51(57.3) 32(36.0) 6(6.7) '
rs3790506 A G AA AG GG
HMI 41(28.8) 101(71.2) 5 0.95 5(7.0)  31(437) 35(493) .,
Sem HMI 53(29.7) 125(70.3) ’ (0.57-1.60) 10(11.2) 33(37.1)  46(51.7) ’
AMBN
rs4694075 C T cc CT TT
HMI 71(42.2) 73(57.8) 0.06 0.65 16(225)  39(54.9) 17(225) o
Sem HMI 90(52.8) 88(47.2) (0.60-1.51)  23(25.8) 44(49.4) 22(24.7)
rs496502 T G GG GT TT
HMI 31(23.1) 99(76.9) 0.65 1.13 38(58.5) 23(35.4) 462) o0
Sem HMI 37(21.0)  139(79.0) ' (0.65-2.09) 56(63.6) 27(30.7) 5(5.7) '
ENAM
rs12640848 A G AA AG GG
HMI 60(42.3) 82(57.7) 5 1.02 9(127)  42(592) 20(282) .
Sem HMI 93(50.6) 83(49.4) (0.41-1.04) 25(28.4) 43(48.9) 20(22.7)
rs3796704 A G AA AG GG
HMI 11(8.0) 121(92.0) 0.42 0(0) 11(16.7)  55(83.3)

0.02 0.06
Sem HMI 29(17.0)  141(83.0) (0.20-0.47)  5(59)  19(22.4)  61(71.8)
TFIP11
rs5997096 C T cc CT TT
HMI 54(40.3) 80(59.7) 0.60 0.88 9(134)  36(537) 22(328) .,
Sem HMI 77(43.2) 101(56.8) ' (0.55-1.43) 19(21.3) 39(43.8) 31(34.8) :
rs134136 T C cc CT TT
HMI 60(42.2) 82(57.8) 014 1.40 26(366) 30(423)  15(21.1) .o
Sem HMI 61(34.2) 117(65.8) ' (0.87-2.27) 42(47.2) 33(37.1)  14(15.7) '
AMELX
rs946252 T C cC CT TT
HMI 23(12.6) 117(87.4) G 1.38 52(74.3)  13(18.6) 571 460
Sem HMI 22(9.4) 156(90.6) ' (0.71-2.74)  72(80.9) 12(13.5) 5(5.6) '
rs17878486 C T cc CT TT
HMI 29(19.2) 113(80.8) o 1.86 10(14.1)  9(127)  52(732)
Sem HMI 35(11.3) 139(83.7) ' (0.57-1.83)  9(10.3)  17(19.5) 61(70.1)

Nota: OR (95% 1.C.)= Odds ratio (95% intervalo de confianga)
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Tabela 4 - Comparagdes das frequéncias de alelos e gendtipos com relagdo a severidade da HMI na populagéo
estudada.

Alelos (%) p OR (95% IC) Genotipos (%) p
TUFT1
rs2337360 A G AA AG GG
Sem HMI 46(28.1) 118(71.9) Referéncia 5(6.1) 36(43.9) 41(50.0) Referéncia
Leve 30(35.7) 54(64.3) 0.21 1.43(0.78-2.59) 6(14.3) 18(42.9) 18(42.9) 0.30
Severo 22(37.9) 36(62.1) 0.16 1.57(0.8-3.08) 3(10.3) 16(55.2) 10(34.5) 0.33
rs4970957 A G AA AG GG
Sem HMI 134(75.3) 44(24.7) Referéncia 51(57.3) 32(36.0) 6(6.7) Referéncia
Leve 66(78.6) 18(21.4) 0.56 1.2(0.62-2.35) 28(66.7) 10(23.8) 4(9.5) 0.36
Severo 42(72.4) 16(27.6) 0.66 0.86(0.42-1.78) 16(55.2) 10(34.5) 3(10.3) 0.82
rs3790506 A G AA AG GG
Sem HMI 53(29.8) 125(70.2) Referéncia 10(11.2) 33(37.1) 46(51.7) Referéncia
Leve 25(29.8) 59(70.2) 0.99 1.0(0.54-1.83) 2(4.8) 21(50.0) 19(45.2) 0.25
Severo 16(27.6) 42(72.4) 0.75 0.9(0.44-1.82) 3(10.3) 10(34.5) 16(55.2) 0.95
AMBN
rs4694075 C T CC CT T
Sem HMI 90(50.6) 88(49.4) Referéncia 23(25.8) 44(49.4) 22(24.7) Referéncia
Leve 30(31.9) 64(68.1) 0.003 0.46(0.26-0.80) 10(23.8) 20(47.6) 12(28.6) 0.89
Severo 31(53.4) 27(46.6) 0.70 1.12(0.59-2.12) 6(20.7) 19(65.5) 4(13.8) 0.29
rs496502 G T GG GT T
Sem HMI 139(78.9) 37(21.1) Referéncia 56(63.6) 27(30.7) 5(5.7) Referéncia
Leve 52(68.4) 24(31.6) 0.07 0.58(0.3-1.1) 18(47.4) 16(42.1) 4(10.5) 0.21
Severo 51(87.9) 7(12.1) 0.13 1.94(0.77-5.11) 22(75.9) 7(24.1) 0(0) 0.29
ENAM
rs12640848 A G AA AG GG
Sem HMI 93(52.8) 83(47.2) Referéncia 25(28.4) 43(48.9) 20(22.7) Referéncia
Leve 34(40.5) 50(59.5) 0.06 0.61(0.35-1.06) 5(11.9) 24(57.1) 13(31.0) 0.10
Severo 26(44.8) 32(55.2) 0.29 0.73(0.38-1.37) 4(13.8) 18(62.1) 7(24.1) 0.27
rs3796704 A G AA AG GG
Sem HMI 29(17.1) 141(82.9) Referéncia 5(5.9) 19(22.4) 61(71.8) Referéncia
Leve 8(10.0) 72(90.0) 0.14 0.54(0.21-1.32) 0(0) 8(20.0) 32(80.0) 0.26
Severo 3(5.4) 53(94.6) 0.03 0.28(0.06-1.0) 0(0) 3(10.7) 25(89.3) 0.14
TFIP11
rs5997096 C T cc CT T
Sem HMI 77(43.3) 101(56.7) Referéncia 19(21.3) 39(43.8) 31(34.8) Referéncia
Leve 35(44.9) 43(55.1) 0.81 1.07(0.6-1.89) 9(23.1) 17(43.6) 13(33.3) 0.97
Severo 19(33.9) 37(66.1) 0.21 0.67(0.34-1.32) 0(0) 19(67.9) 9(32.1) 0.01
rs134136 C T CcC CT TT
Sem HMI 117(65.7) 61(34.3) Referéncia 42(47.2) 33(37.1) 14(15.7) Referéncia
Leve 50(59.5) 34(40.5) 0.33 0.77(0.43-1.36) 17(40.5) 16(38.1) 9(21.4) 0.02
Severo 32(55.2) 26(44.8) 0.15 0.64(0.34-1.22) 9(31.0) 14(48.3) 6(20.7) 0.31
AMELX
rs946252 © T CE cr T
Sem HMI 156(87.6) 22(12.4) Referéncia 72(80.9) 12(13.5) 5(5.6) Referéncia
Leve 65(79.3) 17(20.7) 0.08 0.54(0.25-1.14) 27(65.9) 11(26.8) 3(7.3) 0.15
Severo 52(89.7) 6(10.3) 0.68 1.22(0.44-3.57) 25(86.2) 2(6.9) 2(6.9) 0.63
rs17878486 © T cC cr T
Sem HMI 35(20.1) 139(79.9) Referéncia 9(10.3) 17(19.5) 61(70.1) Referéncia
Leve 20(23.8) 64(76.2) 0.50 1.24(0.63-2.42) 7(16.7) 6(14.3) 29(69.0) 0.51
Severo 9(15.5) 49(84.5) 0.44 0.73(0.3-1.72) 3(10.3) 3(10.3) 23(79.3) 0.52

Nota: OR (95% 1.C.)= Odds ratio (95% intervalo de confianga)
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Com relagéo a experiéncia de carie dentaria, a média do indice
CPOD foi de 5,04 + 3,12. No entanto, ndo foi observada qualquer
diferenca no nivel de colonizagdo do Streptococcus mutans, pois também
se observou cépias detectaveis de DNA gendmico de S. mutans em
individuos livres de carie.

A Tabela 5 mostra as frequéncias de alelos e genotipos dos
polimorfismos investigados nos pacientes com HMI relacionando com a
experiéncia de carie (baixa: CPOD < 3; alta: CPOD = 4). Associagoes
sugestivas foram encontradas para trés marcadores: rs134136
TFIP11(p=0.01; OR = 1.78, 95% IC = 1.08-2.94 para frequéncia alélica) e
rs17878486 para o gene AMELX (p=0.03, OR = 0.53, 95% IC = 0.29-0.98
para a frequéncia alélica e p = 0.03 para a frequéncia genotipica).

A Tabela 6 resume os resultados da analise de regresséo
ajustada (para idade, S. mutans e condigdo da HMI) e teste de modelos.
Nas analises de regressao, observou-se associagao dos fatores ajustados
com a carie para o polimorfismo rs5997096 do gene TFIP11 (para o
gendtipo CT: OR = 0.34; 95% IC = 0.13-0.88) e para o polimorfismo
rs17878486 do gene AMELX (para CT: OR = 5.38, 95% IC = 1.38-20.98;
para TT: OR = 3.91, 95% IC = 1.21-12.55), independente da condi¢céo de
HMI ou copias de DNA genémico de S. mutans (detectados por PCR em
tempo real). Ao se considerar os testes de modelos especificos nas
analises, também se observou associagdo do gene ENAM com a carie

dentaria.
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Tabela 5 - Comparac@es das frequéncias de alelos e gendétipos com relagcdo aexperiéncia de carie no grupo com
HMI.

Alelos (%) p OR (95% IC) Genotipos (%) p
TUFT1
rs2337360 A G AA AG GG
Baixa 49(31.4) 107(65.6) 0.81 1.06(0.64-1.76) 6(7.7) 37(47.4) 35(44.9) 0.79
Alta 49(32.7) 101(67.3) 8(10.7) 33(44.0) 34(45.3)
rs4970957 A G AA AG GG
Baixa 124(75.6) 40(24.4) 50(61.0) 24(29.3) 8(9.8)
. 1. .58-1.72 .
Alta 118(75.6) 38(24.4) 0.99 00(0.58 ) 45(57.7) 28(35.9) 5(6.4) 0.56
rs3790506 A G AA AG GG
Baixa 51(31.1) 113(68.9) 8(9.8) 35(42.7) 39(47.6)
Alta 43(27.6) 113(72.4) 0.49 0.84(0.51-1.4) 7(9.0) 29(37.2) 42(53.8) 0.72
AMBN
rs4694075 C T cC CT TT
Baixa 79(48.2) 85(51.8) 16(19.5) 47(57.3) 19(23.2)
4 1.19(0.75-1. .27
Alta 82(52.6) 74(47 .4) 0.43 9(0.75-1.89) 23(29.5) 36(46.2) 19(24.4) 0
rs496502 T G GG GT TT
Baixa 121(76.6) 37(23.4) 48(60.8) 25(31.6) 6(7.6)
.52 1.19(0.67-2.12 .62
Alta 121(79.6) 31(20.4) 0.5 906 ) 48(63.2) 25(32.9) 3(3.9) 06
ENAM
rs12640848 A G AA AG GG
Baixa 83(50.7) 81(49.3) 21(25.6) 41(50.0) 20(24 .4)
ol 1.07(0.66-1.7 4
Alta 70(52.2) 64(47.3) 0.78 07(0.66-1.73) 13(16.9) 44(57.1) 20(26.0) 0.40
rs3796704 A G AA AG GG
Baixa 21(13.6) 133(86.4) 076 0.9(0.44-1.85) 1(1.3) 19(24.7) 57(74.0) 013
Alta 19(12.5) 133(87.5) 4(5.3) 11(14.5) 61(80.3)
TFIP11
rs5997096 C T cC CT TT
Baixa 61(38.1) 99(61.9) 9(11.3) 43(53.8) 28(35.0)
Alta 70(46.1) 82(53.9) 0-16 1.39(0.-86-2.23) 19(25.0) 32(42.1) 25(32.9) 0.07
rs134136 T C cC CT TT
Baixa 68(50.7) 66(49.3) 30(36.6) 38(46.3) 14(17.1)
0.01 . .08-2. .
Alta 101(64.8) 55(36.2) 1.78(1.08-2.94) 38(48.7) 25(32.1) 15(19.2) 017
AMELX
rs946252 T © cC CT TT
Baixa 139(85.8) 23(14.2) 63(77.8) 13(16.0) 5(6.2)
Alta 134(85.9) 22(14.1) 0.89  1.00(0.53-1.89) 61(78.2) 12(15.4) 5(6.4) 0.99
rs17878486 © T cE CT TT
Baixa 41(25.0) 123(75.0) 15(18.3) 11(13.4) 56(68.3)
0.03 . .29-0. 0.03
Alta 23(15.1) 129(84.9) 0.53(0.29-0.98) 4(5.3) 15(19.7) 57(75.0)

Nota: OR (95% 1.C.)= Odds ratio; 95% intervalo de confianga
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Tabela 6 - Andlise de regressdo da associacdo entre céarie e variagdo genética ajustada para HMI e presenca de
Streptococcus mutans e teste de modelos.

Gene/Marcador Analise Multivariada*® »
Genétipos 5 OR 5% TC) Teste/modelo Genotipos P
AMELX
rs946252 CcC Referéncia Referéncia Genotipo CCICT/TT 0.72
CT 0.88 0.93 (0.39-2.22) Modelo Dominante CC+CTvsTT 0.51
TT 0.97 1.02 (0.28-3.73) Modelo Recessivo CCvsCT+TT 0.70
CC Referéncia Referéncia Genotipo CCICT/TT 0.04
rs17878486 CT 0.01 5.38(1.38-20.98) Modelo Dominante CC+CTvsTT 0.35
TT 0.02 3.91(1.21-12.55) Modelo Recessivo CCvsCT+TT 0.01
TFIP11
CcC Referéncia Referéncia Gendtipo CC/CT/TT 0.07
rs5997096 CT 0.03 0.34(0.13-0.88) Modelo Dominante CC+CTvsTT 0.78
TT 0.07 0.41(0.41-1.09) Modelo Recessivo CCvsCT+TT 0.02
rs134136 CcC Referéncia Referéncia Gendtipo CC/ICT/TT 0.38
CT 0.07 0.52(0.26-1.05) Modelo Dominante CC+CTvsTT 0.37
TT 0.69 0.84(0.35-2.01) Modelo Recessivo CCvsCT+TT 0.17
AMBN
rs4694075 CcC Referéncia Referéncia Gendtipo CC/CT/TT 0.78
CT 0.11 0.53(0.25-1.16) Modelo Dominante CC+CTvsTT 0.63
TT 0.42 0.69(0.28-1.70) Modelo Recessivo CCvsCT+TT 0.75
rs496502 GG Referéncia Referéncia Gendtipo GG/GT/TT 0.80
GT 0.17 0.60(0.29-1.20) Modelo Dominante | GG+GTvsTT 0.51
TT 0.85 0.86(0.19-3.88) Modelo Recessivo GGvsGT+TT 0.82
ENAM
rs12640848 AA Referéncia Referéncia Gendtipo AA/AG/IGG 0.05
AG 0.19 1.73(0.76-3.96) Modelo Dominante | AA+AGvsGG 0.01
GG 0.32 1.6(0.62-4.11) Modelo Recessivo AAvsAG+GG 0.43
rs3796704 AA Referéncia Referéncia Genotipo AA/AG/GG 0.01
AG 0.10 1.15(0.01-1.50) Modelo Dominante | AA+AGvsGG 0.02
GG 0.25 0.27(0.02-2.58) Modelo Recessivo | AAvsAG+GG | <0.00001
TUFT1
rs3790506 AA Referéncia Referéncia Genotipo AA/AG/IGG 0.54
AG 0.87 0.91(0.29-2.84) Modelo Dominante | AA+AGvsGG 0.76
GG 0.78 1.17(0.38-3.59) Modelo Recessivo | AAvsAG+GG 0.36
rs233736 AA Referéncia Referéncia Gendtipo AA/AG/IGG 0.23
AG 0.49 0.66(0.2-2.12) Modelo Dominante | AA+AGvsGG 0.19
GG 0.57 0.71(0.22-2.32) Modelo Recessivo AAvsAG+GG 0.15
rs4970957 AA Referéncia Referéncia Gendtipo AA/AG/IGG 0.50
AG 0.45 1.02(0.53-1.95) Modelo Dominante | AA+AGvsGG 0.54
GG 0.50 0.27(0.66-2.57) Modelo Recessivo AAvsAG+GG 0.47
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6 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo a avaliar a possivel associacdo entre
HMI e variagbes em genes relacionados a formagdo do esmalte. Um
importante ponto de discussédo é que ainda existe debate no contexto da
HMI ser verdadeiramente reconhecivel como uma condigdo distinta.
Defeitos de esmalte restritos a incisivos e molares podem ser
considerados puramente ambientais em sua origem (isto &, infecgéo) ou
confundidos com casos de amelogénese imperfeita, particularmente no
caso de criangas jovens em que Os Unicos dentes permanentes
irrompidos s&do os incisivos e molares. Mutacbes em AMELX e ENAM,
dois genes marcadores que foram incluidos neste estudo, podem originar
a amelogénese imperfeita.

A maioria dos casos de amelogénese imperfeita decorre de
mutagcdbes em ENAM, que pode ser herdada como autossOmica
dominante ou recessiva. Cerca de 5% dos casos sao formas recessivas
ligadas ao cromossomo X, associadas a mutacbes em AMELX
(Stephanopoulos et al.”®, 2005). Enquanto a inativagdo desses genes
acarreta a amelogénese imperfeita, as suas variantes hipomorficas (isto é,
SNPs comuns na populagao) podem desempenhar um papel na formagéao
do esmaltee levar a formas moderadas de defeitos que afetam apenas
partes das denticbes e sdo menos severas. Além disso, a limitagao
relacionada a idade dos sujeitos pode afetar o diagnodstico de individuos

mais velhos. Em individuos adultos, defeitos de desenvolvimento de
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esmalte podem ter sido mascarados por restauracbes e agentes
remineralizantes. Desta maneira, a precisdo do diagnostico da
presenca/auséncia de defeitos de esmalte pode ser questionada. A
consequéncia desse viés € incluir controles com defeitos de esmalte néo
detectados, o que implicaria em auséncia de associa¢des verdadeiras.
Se, por um lado, tal fato € uma preocupacao, por outro lado, pode sugerir
que as associagdes encontradas neste estudo sao, de fato, decorrentes
de relacbes biolégicas verdadeiras, uma vez que as diferencas entre os
casos e controles foram suficientemente significativas para superar a
chance de alguns controles terem sido erroneamente classificados como
tal.

A aparéncia morfolégica do ameloblastos difere em cada fase
sucessiva do desenvolvimento do esmalte (pré-secretora, secretora, de
transicdo e maturagéo), com alteragdes correspondentes na expressao de
varios genes (Nanci et al.*®, 1998; Hu et al.*®, 2001; Paine et al.>®, 2001;
Stephanopoulos et al.”, 2005). Durante a progressao dos estagios
iniciais até o estagio mais tardio da maturagdo do esmalte, um processo
dindmico ocorre no tecido em desenvolvimento, envolvendo alteracbes
celulares, bioquimicas, genéticas e epigenéticas. Sado observadas altas
taxas de aquisicdo mineral, associado a flutuagdes no pH extracelular,
além de reabsorcao de proteinas do esmalte extracelulares.Durante a
fase de maturagédo, os ameloblastos deixam de ser alongados, finos, e

com organizagao altamente polarizada (caracteristica da fase de
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secrecgdo), para assumirem uma morfologia colunar baixa e larga. Estes
resultados indicam que os ameloblastos sdo submetidos a alteracdes
moleculares durante a fase de maturagéo da amelogénese (Bartlett et al.®,
2006). A literatura especula que o defeito observado no esmalte da HMI
ocorra devido a sensibilizagdo dos ameloblastos durante a fase de
maturacgéo do esmalte dentario (Weerheijm®’, 2003).

O presente estudo sugere possibilidade de associagao entre o
esmalte hipomineralizado e variacdo genética nos genes da formagao do
esmalte. Foi possivel notar que algumas variagdes indicaram uma
tendéncia de associagdo com a susceptibilidade a HMI, enquanto outras
mostraram uma tendéncia na diregdo oposta, o que sugere um efeito
protetor contra o seu desenvolvimento. Curiosamente, nenhuma
associacao relacionada ao desenvolvimento da HMI foi encontrada no
que diz respeito ao AMELX, um gene essencial que segrega a proteina
principal do esmalte, a amelogenina, durante a fase de secreg¢do da
amelogénese. Isto pode sugerir que o defeito do esmalte na HMI parece
nao estar diretamente relacionado com a fungdo da amelogenina durante
a fase de secrecgao.

Os genes Amelx, Enam, e Ambn apresentam niveis
reduzidos de expressdo no estagio de maturagdo da amelogénese,
segundo relatado em estudo com modelo animal (Bartlett et al.®, 2006).
No entanto, essas mudangas sao mais sutis para Ambn. Este achado esta

de acordo com relatos de que Ambn é expresso durante a fase de



72

maturagdo (Winter, Brook®, 1975). Apesar de nenhuma alteracdo
morfoldgica grave ter sido descrita entre o inicio e o final da maturagao do
orgao do esmalte, uma série de alteragbes ultraestruturais (padrado de
vacuolizagdo e conteudo lisossémico) ocorrem. Além disso, atividades
fisiologicas, tais como as que podem decorrer de variagdes de pH e as
diferengcas nas taxas de aquisicdo mineral entre estas duas fases
(Smith™, 1998; Lacruz et al.*®, 2011), estdo provavelmente relacionadas
com alteracdes na regulacdo génica (Smith’®, 1998). Foi possivel
observar, nesta investigacdo, uma tendéncia de associagao de variagao
em ENAM (Tabelas 3 e 4) e AMBN (Tabela 4) com HMI, o que pode
sugerir que a variagado na regulacdo deste gene € um mecanismo que
conduz ao defeito.

A tuftelina desempenha um papel importante durante o
desenvolvimento e mineralizagao do esmalte, mas sua funcao exata ainda
é incerta. E também expressa em varios tecidos moles ndo mineralizados,
sugerindo que tenha uma fung¢ao universal e/ou um papel multifuncional
(Salama et al.®®, 1990). A proteina 11 que interage com a tuftelina
(TFIP11) foi a primeira identificada em uma varredura especifica, como
sendo uma proteina capaz de tal interacdo. A expressdo ubiqua de
TFIP11 sugere que possa ter outras funcbes em tecidos nao dentarios
(Deutsch et al.’®, 2002). Foram observadas evidéncias de uma possivel

associacao entre variacdo genética da TFIP11 e HMI (Tabela 4),
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sugerindo que este gene esteja potencialmente envolvido na sua
predisposicao.

Neste estudo também foi avaliada a associacdo de
marcadores genéticos de genes da formacdo do esmalte com carie
dentaria e presenca de HMI. Uma vez que ndo havia radiografias para
revisdo, ha a possibilidade de que algumas lesdes de carie ndo tenham
sido devidamente detectadas clinicamente. No entanto, esta é uma
limitacdo para a amostra inteira e ndo ha motivos para acreditar que
casos e controles tenham sido diferentemente afetados. Casos de HMI
tiveram a experiéncia de carie dentaria sugestivamente associada a
variagbes em AMELX, ENAM, e TFIP11 (Tabelas 5 e 6).

A associagédo entre AMELX, ENAM e carie também tem sido
relatada em esmalte livre de hipomineralizagado (Deeley et al.'®, 2008;
Patir et al.%", 2008; Shimizu et al.”?, 2012). E fato que as alteragdes
genéticas conduzem a uma fungcao anormal da proteina e reduzem a
quantidade de proteina que gera certo grau de desorganizagdo dos
prismas de esmalte, aumentando a susceptibilidade individual a carie
(Shimizu et al.”?, 2012). A associacdo com TFIP11 & intrigante, uma vez
que as tentativas anteriores para detectar esta associacdo falharam
(Slayton et al.”®, 2005; Deeley et al.’®, 2008; Patir et al.®’, 2008). ATFIP11
ja foi associada a estagios iniciais da desmineralizagdo do esmalte e

remineralizagdo mediada por fluoreto (Shimizu et al.”?, 2012), o que
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sugere que as analises genéticas de carie devem considerar a descrigao
mais pormenorizada do estado da doenca.

O presente estudo tem algumas limitagbes Obvias. Casos e
controles ndo eram perfeitamente pareados. Havia um pouco mais
mulheres que homens entre os casos (embora esta diferenga ndo fosse
estatisticamente significativa). A experiéncia de carie (CPOD) tendenciou
a aumentar com a idade, no entanto, ndo se acredita que a diferenca de
idade entre os casos e controles afetaram os resultados, uma vez que os
controles eram mais velhos do que os casos. Algumas caracteristicas
populacionais também podem ter passado despercebidas, considerando
que a populacao de Araraquara/SP é totalmente miscigenada; uma vez
que brasileiros sdo uma das populagdes mais heterogéneas do mundo,
resultantes de cruzamentos interétnicos entre europeus (principalmente
portugueses e italianos), africanos (trazidos como escravos) e indios
nativos (Wen et al.®', 2005).

Em linhas gerais, foi apresentada uma nova visao sobre o
desenvolvimento de defeitos de esmalte hipomineralizados. Considerando
que o periodo de maturacdo do esmalte dentario, comumente afetado na
condigdo estudada (primeiros molares permanentes e incisivos
permanentes), corresponda ao ultimo trimestre gestacional até o terceiro
ano de vida da crianga, € possivel que a variagdo genética possa de
alguma forma interagir com fatores ambientais. Mais estudos de

associacdo envolvendo nucleos familiares sdo necessarios para avaliar
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essa interacédo potencial, bem como identificar padrées de penetrancia da

HMI, considerando ainda os fatores epigenéticos (moduladores de gene).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Diversos outros fatores, além dos ambientais devem ser
considerados na busca da etiopatogenia da HMI. E fato que o ambiente é
capaz de modular o estado epigenético e por sua vez modificar a
expressdo do gene, sem alterar as sequéncias de DNA (Godfrey et al.*?,
2007; Czyz et al.’®, 2012). Entretanto, a questdo sem resposta aqui é,
sera que as mudangas ambientais ao longo das ultimas décadas tém sido
tdo poderosas para produzir um novo fendtipo dentario com uma
prevaléncia relativamente alta. O fator ambiental na HMI parece ser
perturbador, mas um dado fenétipo também pode se adaptar a esse tipo
de insulto. Uma adaptacdo assim € denominada plasticidade. As
evidéncias de disturbios sistémicos € fato comum, entretanto ndo se pode
desconsiderar este raciocinio por completo, pois € provado que alguns
genes podem ser sensiveis a fatores ambientais, uma vez que sua
atividade € dependente da sua programacdo epigenética (Gluckman et
al.>", 2008).

Os sinais que se acumulam numa célula diferenciada diferem
das células pluripotentes, sendo também distintas daquelas de outras
linhagens de células diferenciadas. Esta é a primeira explicacdo porque
apenas os ameloblastos ou alguns dos ameloblastos parecem ser
afetados. Fearne et al.?* (2004) descreveram que a maioria dos defeitos
de desenvolvimento afeta a espessura total do esmalte, mas poucos

defeitos se restringem ao esmalte mais internamente. Isto conduz a
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existéncia de algumas células em dentes com HMI possuirem o potencial
de recuperacao apds qualquer insulto, eventualmente, apenas na parte
interna do esmalte. Estas marcas sdo dinamicas: um gene pode ser
metilado em um tecido, mas ndo metilado em outro.

Este € o primeiro estudo a apresentar evidéncias de que
variagdes genéticas (em ENAM, AMBN e TFIP11) podem contribuir para o
desenvolvimento da hipomineralizagao dentaria, além de favorecerem a
susceptibilidade a carie na presenga da HMI (em AMELX, TFIP11l e
ENAM). Entretanto, as associagbes apresentadas sdo inerentes a
populacdo investigada, particularmente. Extrapolagbes para outras
populacdes ou etnias s6 podem ser feitas mediante novas pesquisas.
Faz-se necessario analisar possivel interacdo com o ambiente,
envolvendo mais genes nos procedimentos de analise, além de maiores
populagdes de estudo. A condigdo, aqui analisada, tem um grande
impacto sobre as criangas afetadas, seus familiares e sociedade, devendo
ainda considerar as peculiaridades nas necessidades de tratamento
odontolégico. E fundamental sensibilizar outras profissdes frente a este
problema mundial, pois apenas asoma de conhecimentos, de nivel basico
e clinico, trara respostas para este defeito de esmalte que tanto desafia a

pratica clinica em Odontologia.
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9 APENDICES

APENDICE1A
Para menores de 18 anos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu: data de
nascimento RG profisséo

morador(a)

cidade sou responsavel legal
de , data de nascimento

e concordo na participagao do mesmo na pesquisa intitulada “Avaliagéo
genética da Hipomineralizagdo Molar-Incisivo”, sob responsabilidade da Profé. Dr2.
Lourdes dos Santos-Pinto. Para isso autorizo a coleta de sua saliva. Fui informado(a)
que este material sera utilizado para estudar se esse problema nos dentes é passado
dos pais para os filhos ou ndo. Também me foi explicado pelo pesquisador que essa
pesquisa ndo tem nada a ver com teste de paternidade, sé vai estudar se os filhos
ganharam dos pais o problema nos dentes.

Estou ciente de que tenho a liberdade de me recusar a participar da pesquisa ou
de retirar meu consentimento em qualquer fase desta, sem penalizagao. Autorizo que os
dados sejam utilizados para pesquisa e sejam publicados em revistas cientificas
especializadas e/ou apresentados em congressos cientificos, ja que me foi garantido
pelo pesquisador que minha identidade e a do menor citado acima serdo mantidas em

sigilo.

Declaro ainda, que a doagao da saliva do menor ndo trara nenhum risco a sua
saude, mas que mesmo assim ele tera assisténcia integral garantida se ele sentir algum
desconforto durante o exame ou durante o tratamento. Declaro que todas as minhas
duvidas sobre o assunto da pesquisa foram esclarecidas e que posso entrar em contato

com o pesquisador sempre que desejar.

Ciente, ,____de de20_ .
Assinatura do menor Assinatura do responsavel
Comité de Etica em Pesquisa Prof2. Dr?. Lourdes dos Santos-Pinto
(16)3301-6432/6434. Pesquisadora responsavel

Fone:(16
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APENDICE1B

Para maiores de 18 anos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu: data de
nascimento RG profissao morador(a)
cidade

, concordo em participar da pesquisa intitulada

“Avaliacao genética da Hipomineralizagdo Molar-Incisivo”, sob responsabilidade da Prof?.
Dr?. Lourdes dos Santos-Pinto. Para isso autorizo a coleta da minha saliva. Fui
informado(a) que este material sera utilizado para estudar se esse problema nos dentes
€ passado dos pais para os filhos ou nao. Também me foi explicado pelo pesquisador
que essa pesquisa ndo tem nada a ver com teste de paternidade, s6 vai estudar se os
filhos ganharam dos pais o problema nos dentes.

Estou ciente de que tenho a liberdade de me recusar a participar da pesquisa ou
de retirar meu consentimento em qualquer fase desta, sem penalizagcao. Autorizo que os
dados sejam utilizados para pesquisa e sejam publicados em revistas cientificas
especializadas e/ou apresentados em congressos cientificos, ja que me foi garantido
pelo pesquisador que minha identidade e a do menor citado acima serdo mantidas em

sigilo.

Declaro ainda, que a doacdo da minha saliva nao trara nenhum risco a minha
saude, mas que mesmo assim terei assisténcia integral garantida se eu sentir algum
desconforto durante o exame. Declaro que todas as minhas duvidas sobre o assunto da
pesquisa foram esclarecidas e que posso entrar em contato com o pesquisador sempre

que desejar.

Ciente, , de de20_ .

Assinatura do responsavel

Comité de Etica em Pesquisa
(16)3301-6432/6434. Profé. Dr2. Lourdes dos Santos-Pinto
Pesquisadora responsavel
Fone:(16)
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ANEXO 1
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CRITERIO DE JULGAMENTO USADO NO DIAGNOSTICO HMI

Criancas serao consideradas como portadoras de HMI quando houver um

ou mais primeiros molares permanentes com lesdes demarcadas em esmalte,

podendo estar ou ndo associados a alteragcdes em incisivos permanentes.

Critério de julgamento usado no diagndstico HMI (adaptado de Weerheijm et al., 2003)

Opacidade
Demarcada

Fraturas

Restauracéo
atipica

Extraido

N&o Irrompido

Defeito demarcado envolvendo uma alteragdo na
translucidez do esmalte, de graus variados. O esmalte
alterado tem uma espessura normal, com superficie lisa e
pode ser branca, amarela ou marrom.

Defeito que indica deficiéncia na face apds a erupgéo do
dente. Perda do esmalte formado apds a irrupgédo dentaria.
A perda é sempre associada a uma opacidade demarcada
prévia.

O tamanho e a forma da restauragdo ndo séo
correspondentes a um preparo para carie. Em muitos
casos molares tém suas restauragdes estendidas para a
face vestibular ou palatina (lingual). Freqientemente as
bordas das restauragcbes apresentam opacidade. Nos
incisivos uma restauracao na face palatina pode estar
presente, ndo sendo associada a carie.

Suspeita-se de exodontia por HMI quando: opacidades ou
restauragcées atipicas em outros primeiros molares
permanentes, combinado com a auséncia de um primeiro
molar. Auséncia de primeiros molares em uma denticéo
saudavel em combinagdo com opacidades demarcadas em
incisivos. Nao € comum incisivo ser extraido pela MIH.

Primeiro molar permanente ou incisivo a ser examinado
ndo irrompido.

1 Branca

2 Amarela

3 Marrom

Leve

Moderada (peq. perda
de esmalte/envolve + 1
face, sem envolver
cuspide)

Severa (degradagédo da
coroa com envolvimento
de cuspide)

Aceitavel

Nao aceitavel (com
infiltragdo e/ou recidiva
de carie)
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ANEXO 2

CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FOAR-UNESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “ JULIO DE MESQUITA FILHO”
6- FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

= Comité de Etica em Pesquisa \ép

Certificado

Certificamos que o projeto de pesquiss ntitulado TAVALIACAD GENETICA PA
HIPOMINERALIZAZAG MOLAR~INGISIVO", sob o protocolo 1 48/10, de responsabilidade do Pesquisador
{8) LOURDES ACARECIDA MARTINS DOS SANTOS PINTO esth de acordo com a Resolugho 19696 do h
Conselho Nacional de Saiide/MS, de 10/10/96, tendo sido aprovado pelo Comitd de Etica em Pesquisa-FOAT, com
validade de 03 (trés) anos, quando sexf avaliado o relatério final da pesquisa. | o

L

Certify that the resemch project ttled “GENETICAL EVALUATION OF THE MOLAR~
INCISOR. HYPOMINERALIZATION", putocul nunber 4310, unda o COURDES NSARECIDA
MARTITAS DOS SANTOS PINTO responssbility, is under the terms of Conselho Nacionul de Sande/MS resolution
# 196/96, published on May 10, 1996, This research has been approved by Rescarch Ethic Committes, FOAr-
UNESP. Approval is grended for 03 (three) yesrs when the final review of this study will ocour,

Araraguarg, 4 de novembro de 2010

Prof Dr.m m. Nagle

Coordenador
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