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COSTA. Paula Marino. Polimorfismo nos genes enamelina e amelogenina e sua
relacdo com a cérie dentaria. 52 pag. Dissertacao de Mestrado. Programa de P0s-
Graduacao em Odontologia — Universidade Norte do Parand, Londrina, 2016.

RESUMO

A céarie é uma doenca multifatorial e complexa, ndo estando todos os fatores
envolvidos em sua etiologia ainda definidos. J& est4d bem documentado o papel dos
micro-organismos e da dieta para 0 seu estabelecimento e progresséao, no entanto
também parece haver um componente genético que influencia o desenvolvimento da
carie dentaria. Dados da literatura relatam que o polimorfismo nos genes
amelogenina (AMELX) e enamelina (ENAM), genes responsaveis pela formacao do
esmalte, pode estar envolvido nesta doenca. O objetivo do presente estudo foi
avaliar se a ocorréncia de carie dentédria em adolescentes esté relacionada com o
polimorfismo nos genes AMELX e ENAM. Para a avaliagcdo da prevaléncia de cérie,
foi utilizado o indice de dentes permanentes cariados, perdidos e obturados (CPO-
D), segundo critérios da Organizacdo Mundial da Saude. As amostras de DNA,
extraidas de células da mucosa bucal, foram quantificadas em um Espectrofotdmetro
ND-1000 (Nanodrop) e posteriormente diluidas em uma concentracdo final de 30
ng/uL. Para a analise dos polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) dos genes
AMELX (rs17878486) e ENAM (rs7671281) foi realizada a técnica de amplificacédo
dos fragmentos de DNA por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real pelo sistema TagMan (Applied Biosystems, Foster City, USA). A andlise
estatistica dos dados foi realizada utilizando os testes Exato de Fisher e Qui-
Quadrado, fixando o nivel de significancia em 5%. De acordo com os procedimentos
estatisticos deste estudo, somente os fatores socioeconémicos tiveram influéncia na
experiéncia de céarie. Conclui-se que, o componente genético, representado pelo
polimorfismo nos genes AMELX e ENAM, nesta populacdo de estudo, ndo exerceu
influéncia no desenvolvimento da carie.

Palavras-chave: Cérie Dentaria. Polimorfismo genético. Adolescentes. Esmalte.
Suscetibilidade a Carie Dentéria.



COSTA, Paula Marino. Polymorphism in enamelin and amelogenin gene and
their relationship with dental caries. 52 p. Master's Thesis. Dentistry Post-
Graduate Program — Universidade Norte do Parang, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Although awareness of disease determinants is, usually, enough to get control over
it, about tooth decay that is not possible yet, because it is a multifactorial and
complex disease, and neither all involved factors have been already defined. The
roles of microorganisms and diet are widely understood, as well their setting up and
progression. However, there seems to be a genetic component, which influences the
development of dental caries. Scientific literature and dental research data have
reported that a kind of polymorphism in amelogenin gene (AMELX) and enamelin
(ENAM) genes, which are responsible for enamel formation, they also have been
seen as potentially involved in this specific disease. The aim of this study was to
evaluate if the occurrence of dental caries in adolescents is related to the
polymorphism in AMELX and ENAM genes. For an assessment of caries prevalence
it was used the Index of Decayed, Missing and Filled (DMF-T), according to criteria
of the World Health Organization. The DNA samples, extracted from the oral mucosa
cells, were quantified by a spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop), and then diluted
into a final concentration of 30 ng/uL. For the analysis of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of AMELX genes (rs17878486) and ENAM (rs7671281)
amplification technique of DNA fragments by polymerase chain reaction was
performed (PCR) in real time by TagMan system (Applied Biosystems, Foster City,
USA). For the statistical data analysis, it was performed using Fisher exact test and
chi-square with significance level of 5%. According to the statistical data of this study,
only socioeconomic factors had an influence on caries experience. It was concluded
that the genetic component in this study population, did not influence the
development of caries.

Keywords: Dental caries. Genetic polymorphism. Adolescents. Enamel. Dental
Caries Susceptibility.
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1 INTRODUCAO

Gracas a implementacao de medidas de saude publica, como distribuicéo
de escovas de dente e dentifricio com fllor, acesso a agua fluoretada, ampliacdo do
acesso aos servi¢cos odontologicos, houve uma significativa melhora na saude bucal
da populacao brasileira. De acordo com o projeto SBBrasil 2010, o Brasil passou de
uma condicdo de média prevaléncia de carie para baixa prevaléncia de carie. No
entanto, na populacdo de 15 a 19 anos, apesar de ter ocorrido uma reducao
significativa na prevaléncia de carie em relacéo a 2003, a média dos dentes afetados
por céarie foi de 4,25, o que representa mais do que o dobro do nimero médio
encontrado aos 12 anos (BRASIL, 2011).

Para que o controle e a prevencdo da doenca carie sejam efetivos, torna-
se inquestionavel a necessidade de pesquisar 0 maior numero de fatores
predisponentes desta doenca, antes que ela se instale ou se agrave. Atualmente,
estudos tem sido realizados para provar que ha um componente genético que
influencia na suscetibilidade a cérie e pesquisas realizadas em seres humanos
apontaram que alteracbes em genes formadores do esmalte e sua interagdo com
Streptococcus mutans podem contribuir para o desenvolvimento da doenca (PATIR
et al., 2008). Os genes que codificam proteinas que formam o esmalte dentério,
guando mutados, foram propostos como potencialmente envolvidos com a carie, e
foram relatadas associacfes positivas entre variacdo genética no genes
amelogenina, tuftelina e enamelina e a cérie dentéria (SHIMIZU et al., 2012).

Estudos feitos anteriormente comprovam a relacéo genética entre o gene
amelogenina (AMELX), gene responsavel por contribuir na formagdo do esmalte
dentario, e a doenca em questdo. Defeitos no gene AMELX estdo associadas com
amelogénese imperfeita (SIMMER e HU, 2002).

Estudo realizado em criancas da Turquia demonstrou a possivel interacao
entre a alteracdo genética do gene enamelina (ENAM) e o Streptococcus mutans
(uma das bactérias precursoras da carie dentaria), por tornar o hospedeiro suscetivel
ao desenvolvimento a céarie dentaria (PATIR et al., 2008). E sugerido que a
enamelina controla a formacéo de cristais juntamente com amelogenina, a mais
abundante das proteinas da matriz do esmalte, e subsequentemente, construir uma
estrutura de cristais de hidroxiapatita altamente organizada (BARLETT, 2013). Desta

forma, alguns autores sugerem que variagcoes genéticas nesses genes devem
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contribuir para alteracdes estruturais no esmalte dentario que podem causar altos
niveis de perdas minerais, maior suscetibilidade ao atague bacteriano e deposicao
do biofilme (PATIR et al., 2008). Assim a hipétese do nosso estudo foi que
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) nos genes AMELX e ENAM teriam
relacdo com a carie dentaria. O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia que
polimorfismos nestes genes podem causar no desenvolvimento da cérie em

escolares de 12 a 19 anos de idade.
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2 REVISAO DE LITERATURA — CONTEXTUALIZACAO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA CARIE DENTARIA

A salde bucal tem relacdo direta com a qualidade de vida,
principalmente quando se trata de relacdes sociais, devido a preocupag¢do com a
halitose e com a aparéncia. Além disso com a carie ndo tratada, o individuo
apresentara dor, desconforto e sofrimento, causando impacto em seu bem-estar
geral (KRIDAPONG et al. 2012). A cérie dentéria e a doenca periodontal sdo os
agravos de saude bucal que causam mais dor e constrangimento entre o0s
adolescentes (LEAO et al., 2015).

No inicio do século 21, grande porcentagem de criancas em idade
escolar e expressiva proporcao de adultos no mundo todo foram afetadas pela cérie
dentaria, uma doenca predominante quando se diz respeito as doencas bucais.
Apesar da distribuicdo da cérie divergir entre os continentes, a doenca é
predominante nas Américas. Ha discrepancia entre regides também, sendo que
regibes economicamente menos favorecidas apresentam-se ainda com alta
prevaléncia da doenca, diferindo das mais favorecidas economicamente (BOING et
al., 2014).

E hoje amplamente reconhecido que uma compreensdo mais
abrangente e detalhada de desigualdades em saude bucal é necessaria para
permitir que agéncias de salde publica tomem medidas eficazes contra este
problema fundamental da saude. Por isso, é importante conhecer o padrdo de
distribuicdo da céarie dentaria em diferentes grupos populacionais (PIOVESAN et al.,
2011).

Encontra-se alta desigualdade entre a distribuicdo da carie dentaria,
a experiéncia varia entre paises e até mesmo dentro de pequenas regides. Existem
diversos fatores que contribuem para esta variagdo, como idade, sexo, dieta, etnia e
fatores dentro da cavidade oral (SARAVANAN; ANUDRADHA; BHASKAR, 2003).
Apesar do declinio na experiéncia de carie na maioria dos paises, a alta prevaléncia
da doenca € observada em algumas minorias (BONECKER; MARCENES;
SHEIHAM, 2002).
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A prevencdo da céarie dentaria tem sido considerada como uma tarefa
importante para os profissionais de saude. Os cientistas continuam suas pesquisas
para identificar as melhores préticas para a prevencao, diagnéstico e tratamento da
carie. Ha a tendéncia de substituicdo dos métodos utilizados para o tratamento das
lesbes cariosas e estratégias tém sido enfatizadas para a prevencado e conservagao
da estrutura dentaria (MOSES; RAMGEEH; GURUNATHAN, 2011).

Os resultados de um levantamento realizado no Brasil em 2003
demonstraram que adolescentes de 15 a 19 anos, possuiam em média 6 dentes com
experiencia de céarie, estando somente 11% destes livres da doenca (BRASIL, 2004).
Segundo dados do levantamento realizado no ano de 2010, houve melhora no indice
CPO-D, sendo que este reduziu para 4,25 (BRASIL, 2011).

2.2 ETIOLOGIA DA CARIE DENTARIA

A carie dentaria € uma doenca multifatorial reconhecida por ser causada
por uma combinacdo de fatores ambientais e comportamentais e predisposicoes
genéticas. Os fatores de risco ambientais para a carie dentaria tém sido estudados
h& décadas e incluem comportamentos alimentares, microbiota bucal, transmissao
de bactérias, higiene bucal, composi¢édo e quantidade de fluxo salivar, caracteristicas
morfolégicas dos dentes, exposicdo ao fldor, status socioeconbémico e acesso a
saude bucal (HUNTER, 1988; ANDERSON, 2002).

A saliva contém componentes que podem agir diretamente nas bactérias
cariogénicas. Também € rica em célcio e fosfatos que estdo ativamente envolvidos
no processo de re-mineralizacdo do esmalte do dente. O fluxo salivar ajuda a
desalojar agentes patogénicos (virus, bactérias e leveduras) dos dentes e
superficies das mucosas (STOOKEY, 2008).

A morfologia do dente se refere ao niumero e forma das cuspides, sulcos,
e até mesmo ao tamanho do dente como um todo. Mau posicionamento dos dentes,
ranhuras e anatomia profunda e areas de retencédo devido a morfologia natural da
estrutura do dente podem causar dificuldades na escovagcao dos dentes e, assim,
serem considerado como fatores de risco a carie (GUZMAN-ARMSTRONG, 2005).
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Na cavidade bucal humana, existe um biofilme altamente diversificado,
sendo que do grupo estreptococos, existem cerca de 25 espécies. Cada espécie
coloniza um diferente local e tem propriedades especificas que conseguem resistir
as agressoes externas. Algumas destas espécies sdo etiologicamente responsaveis
pelo processo carioso. As espécies mutans e sobrinus, sdo as espécies mais
fortemente ligadas as lesdes cariosas, devido a sua patogenicidade. A simples
presenca de estreptococos do grupo mutans nao indica maior risco a carie, ja que
este grupo faz parte da microbiota residente da boca, porém a interacdo das
espécies mutans, sobrinus (NICOLAS; LAVOIE, 2010) e sanguinis (GE et al, 2008)
pode levar a manifestacdo da céarie dentaria. Outro grupo importante de bactérias
residentes na boca, mas que apresenta espécies fortemente correlacionadas a carie
€ representado pelos lactobacilos. Eles se instalam na cavidade bucal logo nos
primeiros anos de vida e estdo fortemente ligados com o consumo de acgUcares. A
caracteristica primordial que torna o género Lactobacillus um excelente progressor
do processo carioso € a capacidade de produzir acidos e também sobreviver em
meio acido. No entanto, nem todas as espécies sao cariogénicas, como € o caso da
espécie casei, algumas chegam a diminuir a contagem de S. mutans (BADET,;
THEBAUD, 2008).

Uma alimentacdo balanceada € capaz de proporcionar um adequado
estado nutricional, além de contribuir para uma desejavel condicdo bucal do
individuo. A alimentacado e a nutricdo sdo importantes no desenvolvimento dentario:
a nutricdo implica na ingestao e absor¢éo dos nutrientes, bem como nos seus efeitos
sobre os processos metabdlicos e esta relacionada ao equilibrio entre o consumo
fisiolégico de energia e nutrientes, ambas participando do processo de determinacéo
do estado nutricional dos individuos (BATISTA; MOREIRA; CORSO, 2007). A dieta
pode influenciar na quantidade e tipo de formacédo de biofiime e os detritos e a
presenca de microrganismos cariogénicos nas superficies dos dentes. As interacdes
do potencial cariogénico de alimentos (por exemplo, sacarose), a frequéncia de
ingestdo de alimentos e do estado fisico (ou tipo) de toda a dieta pode afetar
individualmente ou em conjunto o processo de carie (WENDELL et al., 2010).

Embora o conhecimento sobre o papel que a dieta desempenha na
instalacdo e progressdo da doenca cérie seja conhecido h& varias décadas
(NEWBRUN, 1988), vérios trabalhos tém sido realizados buscando esclarecer

melhor este ponto. Isto talvez ocorra pela dificuldade encontrada na prética clinica
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diaria em fazer pacientes e seus responsaveis seguirem as recomendacfes a este
respeito (KRASSE, 1988; SHEIHAM, 2015).

O paciente quando € motivado a fazer uma higiene bucal com qualidade,
consegue remover o biofilme satisfatoriamente, prevenindo contra lesdo cariosa,
doenca periodontal, retracdo gengival e abrasdo. O paciente precisa se adaptar a
melhor técnica de escovacéo, para fazer uma higiene bucal com qualidade, sendo
mais importante a qualidade do que a frequéncia de escovacdo (GUEDES-PINTO,
2010; SANTOS et al., 2007).

2.3 GENETICA E CARIE DENTARIA

A carie dentaria em si € um processo destrutivo causando
demineralizacdo do esmalte do dente e levando a destruigdo continuada de esmalte
e dentina, e, eventualmente, a cavitagdo do dente. Desmineralizagdo do esmalte
conduz a carie e por outro lado, a remineralizacdo pode ajudar a prevenir esta
doenca. Assim, os genes que regulam a formacéo do esmalte / dentina devem fazer
contribui¢cdes significativas, quando alterados, para a experiéncia de carie. H4 duas
teorias plausiveis que explicam como os genes relacionados a formacao do esmalte
podem associar-se com o desenvolvimento de lesbes de cérie: eles interagem com
bactérias orais (tais como Streptococcus mutans) para afetar a suscetibilidade a
carie e / ou alterar a espessura do esmalte, causando maiores niveis de perdas de
minerais, ou facilitando a fixacdo bacteriana e o acimulo de biofilme (PATIR et al.,
2008).

Numerosos esforcos no mapeamento de genes tém sido feitos para
identificar um locus génico especifico que deva contribuir para a susceptibilidade a
carie (WERNECK; LAZARO; COBAT, 2010). Genes responsaveis pela formacéo do
esmalte tém sido propostos como potencialmente envolvidos na suscetibilidade a
carie, e associacdes positivas entre a variagdo genética nos genes amelogenina,
tuftelina e enamelina e a maior experiéncia de céarie foram relatadas (SLAYTON;
COOPER; MARAZITA, 2005). Com estes resultados pode-se propor que a variagcao
na superficie do esmalte pode ser um fator predisponente em individuos para o
desenvolvimento de lesdes de cérie. A identificacdo de individuos com "esmalte
predisponente para a carie" permitiria pensar em estratégias preventivas para o
controle da doenca (SHIMIZU et al., 2012).
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Dada a evidéncia de um componente genético para a cérie dentaria, a
descoberta de genes e vias adicionais podem melhorar significativamente a
identificacdo de individuos de risco e reforcar a implementacdo de estratégias de
prevencdo orientadas para a fase critica antes do inicio da carie. Alguns estudos
evidenciaram a associacdo de genes especificos e a carie em humanos. Tuftelina e
diferentes niveis de Streptococos mutans foram estudados e relacionados com a
carie (SLAYTON; COOPER; MARAZITA, 2005).

Doengas genéticas humanas séo classificadas em duas categorias: 1)
doencas mendelianas e 2) doencas complexas. Doencas mendelianas sdo raras e
geralmente causadas pela variacdo em um anico gene (monogenética). Apresentam
uma perfeita correlacdo entre o gendtipo e fendtipo. Doencas complexas sao
resultados da interacéo entre fatores genéticos e ndo genéticos (SORENSEN et al.,
1988).

Desde o inicio do século XX pesquisadores ja haviam comecado a avaliar
a suscetibilidade genética a céarie dentaria por meio de estudo de gémeos
monozigoticos e dizigdticos. Em 1927, Bachrach e Young fizeram um estudo com
301 pares de gémeos, destes 130 eram monozigéticos e 171 dizig6ticos. Resultados
indicaram que gémeos monozigoticos apresentavam incidéncia de céarie similar e os
dizigéticos de géneros diferentes tinham uma variacdo maior (BACHRACH; YOUNG,
1927).

Klein e Palmer (1938) estudaram familias e indicaram que a carie tem um
componente genético. Shuler (2001), em sua revisdo sistemética de literatura,
apontou que gémeos idénticos tinham carie em dentes correspondentes, indicando
gue a heranca genética € um fator contribuinte no risco a cérie dentaria.

Estudos sobre pares de gémeos monozigéticos criados separadamente
sugerem uma contribuicdo genética para o estabelecimento da carie de 40%
(CONRY et al., 1993). Estudos de gémeos criados juntos estimam a heranca desta
doencga, ajustado para idade e sexo, em 45-64% (BRETZ et al., 2005). No entanto,
habitos compartilhados dentro de familias podem contribuir para a covariancia entre
parentes e imitar a correlagdo genética. Deve-se, portanto, levar em consideragao

todos os fatores para realizar o delineamento experimental (POTTER, 1990).
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Com o passar do tempo, as pesquisas com gémeos monozigéticos e
dizigbticos evoluiram sistematicamente, assim como suas técnicas de avaliacdo
(SHULER, 2001). Goldberg (1930), Horowitx (1958), Mansbridge (1959) e Finn
(1963), detectaram um componente genético na suscetibilidade a céarie dentaria e
demonstraram que ocorréncia de carie em gémeos monozigbticos obteve
concordancia maior que nos dizigéticos.

Durante o desenvolvimento dos dentes, a amelogenina e outros
componentes da matriz dentinaria (enamelina, ameloblastina) sdo depositadas por
ameloblastos secretores de esmalte de uma maneira altamente estruturada de modo
a formar prismas que sao completamente mineralizados durante a maturagao, com a
degradacédo de componentes proteicos e deposicdo de minerais de hidroxiapatita. O
esmalte € composto por aproximadamente 96% de minerais, 3% de agua, e 1% de
material organico. A maior parte do material organico esta localizado no interior do
esmalte, onde forma estruturas muito caracteristicas chamadas tufos de esmalte
devido a sua aparéncia na juncdo amelo-dentinaria (DUVERGER et al., 2014).

A literatura relata que existem alguns genes envolvidos na formacéo do
esmalte dentario, ou seja: amelogenina (AMELX) , enamelina (ENAM), calicreina - 4
(KLK4), metaloprotease de matriz-20 (MMP 20), ameloblastina (WRIGHT et al.,
2009) e além dos que foram descobertos recentemente, DLX3
(STEPHANOPOULOS et al., 2005), FAM83H (WRIGHT et al., 2009, HAUBEK et al.,
2011) WDR725 (WRIGHT et al. 2011) e SLC4A4 (URZUA et al., 2009). Tuftelina

também é associada a carie dentaria (SLAYTON et al. 2005).

2.3.1 AMELOGENINA

O gene Amelogenina (AMELX) codifica um membro da familia da proteina
amelogenina da matriz extracelular e tem um papel importante no desenvolvimento
do esmalte dentéario, na sua biomineralizacdo. O gene amelogenina ligado ao X esta
localizado no cromossomo Xp22.31 - p22.1 (KANG; YOON; CHOO, 2011) (Figura 1).

Mutacbes conhecidas do gene amelogenina (AMELX) aparentam ser
criticas na mineralizacdo do esmalte dentario. Defeitos no gene AMELX estédo
associados com amelogénese imperfeita, uma variedade de doencas caracterizadas
por hipoplasia do esmalte (SIMMER; HU, 2002). Além disso, de acordo com Deeley

et al. (2008), que examinaram a associacao entre 0 gene amelogenina e experiéncia
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de céarie na populacdo da Guatemala, alteracbes no gene amelogenina foram
associadas com aumento a cérie ajustadas por idade.

Kang, Yon, Choo (2010) relizaram a genotipagem de trés polimorfismos de
nudcleotideo Unico (rs17878486, rs5933871, rs5934997) no gene AMELX. A intencao
deste estudo era avaliar se a variacdo no gene AMELX poderia contribuir para a
suscebilidade a carie em criangas coreanas. Os autores comprovaram a existéncia
da relacdo entre polimorfismos de nucleotideo Unico em AMELX (rs5933871 e
rs5934997) e a suscetibilidade a carie dentaria.

Hu et al. (1997) afirmam que o gene amelogenina tem expressao
diferencial em homens e mulheres. As mutacdes e polimorfismos no gene
amelogenina causam uma das formas de amelogénese imperfeita. No entanto,
amelogénese imperfeita pode ser expressa de forma diferente dependendo do
género do individuo afetado (ALVELSALO, 1997).

Ambos os cromossomos X e Y tém uma versdo do gene amelogenina. No
entanto, as sequéncias de aminoacidos de ambas as proteinas parecem diferir, e 0s
produtos de transcricdo dos cromossomos X e Y sao tanto quantitativa como
gualitativamente diferentes (ALVELSALO, 1997). O locus do cromossomo Y codifica
uma proteina funcional, embora o seu nivel de expresséo seja de apenas 10% em
relacdo ao locus no cromossomo X (SALIDO et al., 1992). Pode-se especular que a
variacdo de amelogenina X altera a estrutura do esmalte e aumenta a
suscetibilidade a cérie e que a expressdo amelogenina adicional de 10% no sexo
masculino, em parte, explica por que as mulheres tendem a mostrar sucetibilidade

mais elevada de experiéncia de céarie (PATIR et al., 2008).
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Figl: Localizacdo do gene AMELX no cromossomo X.
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2.3.2 ENAMELINA

A proteina da matriz extracelular do esmalte dentario, enamelina, foi
identificada por Fukae et al. (1993). Esta proteina € produzida por ameloblastos,
durante a fase secretora do esmalte. Na polpa dentaria, ha a expressdo de
pequenos niveis de enamelina, presumivelmente secretada por odontoblastos.
Western, utilizando a imuno-histoquimica, mostra que a enamelina intacta (186kDa)
e o0s produtos de clivagem da enamelina (155 kDa, 142 kDa, 89 kDa) estéao
presentes apenas na superficie do esmalte e ndo se acumulam na matriz (HU et al.,
1997).

Estudo realizado em criancas da Turquia mostrou que existe a possivel
interacdo entre a alteracdo genética do gene enamelina e o Streptococcus mutans
(uma das bactérias precursoras da carie dentaria), e o agravamento da saude bucal
do individuo (PATIR et al., 2008).

Enamelina é especifica do esmalte dentario, ndo sendo detectada em
outros tecidos do corpo humano. Um papel que € sugerido para enamelina é
controlar a formacao de cristais juntamente com amelogenina, a mais abundante das
proteinas da matriz do esmalte, e subsequentemente, construir uma estrutura de
cristais de hidroxiapatita altamente organizada (BARLETT, 2012).

O gene ENAM (4q13.3) foi mapeado no cromossomo 4 (Figura 2), assim
como, o gene da ameloblastina (genes separados apenas por 15 kb), sugerindo que
esta regido pode conter um grupo de genes que codificam proteinas do esmalte.
Recentemente, mutagbes do gene enamelina foram identificadas em formas
autossbmicas dominantes de amelogénese imperfeita hipoplasica. Os primeiros
relatos de mutacdo no gene enamelina em humanos foram no intron 7 por uma
Unica substituicdo de base, o que resultou em uma forma grave de amelogenese
imperfeita hipoplasica (SANTOS; LINE, 2005).



22

7 5sby
£FE
T+E
£IE
TIE

T TERE

T5Tde

TE5Tdy
EE5TdE

Z9Tde

Fig 2: Localizacdo do gene ENAM no cromossomo 4.
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3 PROPOSICAO

Geral:

- Avaliar a possivel relacdo entre o polimorfismo de genes que codificam
proteinas formadoras do esmalte dentério e a suscetibilidade a cérie dentaria em
escolares com idade entre 15 e 19 anos pertencentes a escolas publicas do

municipio de Londrina-PR.

Especifica:

- Verificar a prevaléncia de carie dentaria em alunos de escolas publicas do

municipio de Londrina — PR;
- Identificar o perfil sociodemografico dos alunos e suas familias.
- Conhecer os comportamentos em saulde bucal dos alunos.

- Determinar as frequéncias genotipicas dos genes amelogenina e enamelina

na populacao de estudo;
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Abstract

The roles of microorganisms and diet are widely understood, as well their setting up
and progression. However, there seems to be a genetic component, which influences
the development of dental caries. Scientific literature and dental research data have
reported that a kind of polymorphism in amelogenin gene (AMELX) and enamelin
(ENAM) genes, which are responsible for enamel formation, they also have been
seen as potentially involved in this specific disease. The aim of this study was to
evaluate if the occurrence of dental caries in adolescents is related to the
polymorphism in AMELX and ENAM genes. For an assessment of caries prevalence
it was used the Index of Decayed, Missing and Filled (DMF-T), according to criteria
of the World Health Organization. The DNA samples, extracted from the oral mucosa
cells, were quantified by a spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop), and then diluted
into a final concentration of 30 ng/uL. For the analysis of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of AMELX genes (rs17878486) and ENAM (rs7671281)
amplification technique of DNA fragments by polymerase chain reaction was
performed (PCR) in real time by TagMan system (Applied Biosystems, Foster City,
USA). For the statistical data analysis, it was performed using Fisher exact test and
chi-square with significance level of 5%. According to the statistical data of this study,
only socioeconomic factors had an influence on caries experience. It was concluded
that the genetic component in this study population, did not influence the
development of caries.

Keywords: Dental caries. Genetic polymorphism. Adolescents. Enamel. Dental
Caries Susceptibility.
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4.1 INTRODUCAO

Gracas a implementacao de medidas de saude publica, como distribuicéo
de escovas de dente e dentifricio com fldor, acesso a agua fluoretada, ampliacdo do
acesso aos servi¢cos odontologicos, houve uma significativa melhora na saude bucal
da populacao brasileira. De acordo com os dados do projeto SBBrasil 2010, o Brasil
passou de uma condicdo de média prevaléncia de carie para baixa prevaléncia de
carie, tendo como parametro o grupo etario de 12 anos. No entanto, na populacdo
de 15 a 19 anos, apesar de ter ocorrido uma reducédo significativa desta doenca em
relacdo ao levantamento nacional anterior (Brasil 2004). A média dos dentes
afetados por cérie foi de 4,25, representando mais do que o dobro do niumero médio
encontrado aos 12 anos (Brasil 2011).

Para que o controle e a prevencdo da doenca carie sejam efetivos, torna-
se inquestionavel a necessidade de pesquisar 0 maior numero de fatores
predisponentes desta doenca, antes que ela se instale ou se agrave. Atualmente,
estudos tem sido realizados para provar que ha um componente genético que
influencia na suscetibilidade a cérie e pesquisas realizadas em seres humanos
apontaram que alteracbes em genes formadores do esmalte e sua interagdo com
Streptococcus mutans podem contribuir para o desenvolvimento da doenca (Patir et
al. 2008). Os genes que codificam proteinas que formam o esmalte dentario, quando
mutados, foram propostos como potencialmente envolvidos com a carie, e foram
relatadas associagfes positivas entre a ocorréncia desta e a variagdo geneética no
genes amelogenina, tuftelina e enamelina (Shimizu et al. 2012).

Estudos feitos anteriormente comprovaram a relacdo genética entre o
gene amelogenina (AMELX), gene responsavel por contribuir na formagédo do
esmalte dentario, e a doenca em questdo. Defeitos no gene AMELX estédo
associados com amelogénese imperfeita (Simmer & Hu 2002).

Por outro lado, pesquisa realizada com criangas turcas demonstrou a
possivel interacdo entre a alteragcdo genética do gene enamelina (ENAM) e o
Streptococcus mutans, tornando o hospedeiro suscetivel ao desenvolvimento da
céarie dentaria (Patir et al. 2008). E sugerido que a enamelina controla a formac&o de
cristais juntamente com amelogenina, a mais abundante das proteinas da matriz do
esmalte, e subsequentemente, constréi uma estrutura de cristais de hidroxiapatita

altamente organizada (Barlett 2013). Desta forma, sugere-se que variagoes
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genéticas nesses genes devem contribuir para alteragdes estruturais no esmalte
dentario que podem causar altos niveis de perdas minerais, maior suscetibilidade ao
ataque bacteriano e deposicao do biofilme (Patir et al. 2008). Assim a hipotese do
nosso estudo foi que polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) nos genes
AMELX e ENAM devem ter relacdo com a carie dentaria. O objetivo deste trabalho
foi investigar a influéncia que polimorfismos nestes genes podem causar no

desenvolvimento da carie em adolescentes.
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4.2 MATERIAL E METODOS

As amostras de DNA utilizadas nesta pesquisa (Fig. 1) foram coletadas no ano de
2008, em um estudo transversal realizado com adolescentes de escolas publicas
para a dissertacdo de mestrado da aluna Denise Morim (Relacdo entre
polimorfismos do gene do paladar amargo TAS2R38 e a ocorréncia da carie
dentaria). Estas amostras foram devidamente acondicionadas sob refrigeracao (-
80°C) para ndo haver a desnaturacdo do DNA. Os DNA que nao eram validos foram
descartados, totalizando a amostra de 123 alunos (n=123), exceto para a avaliacao
dos SNPs (rs17878486) no gene amelogenina, onde a amostra foi constituida de 82
individuos (n=82), em funcédo de problemas laboratoriais. Os dados utilizados do
questionario e indice de carie dos alunos também foram coletados neste ano de
2008.

Fig. 3: Amostras contendo DNA.

Para a pesquisa realizada no ano de 2008, um estudo transversal foi
desenvolvido com uma amostra de 157 adolescentes de ambos os géneros, com
idades entre 15 e 19 anos, matriculadas na rede publica de ensino médio de
Londrina, PR. Para a selecédo dos alunos, o municipio foi dividido por estratos em 5
regibes geogréficas (norte, sul, leste, oeste e centro). Em cada uma dessas regides,
as escolas foram classificadas como sendo de grande e pequeno porte, segundo 0
namero de estudantes matriculados. Os critérios de elegibilidade foram os
adolescentes pertencerem a escolas publicas de Londrina-PR e terem a idade entre

12 e 19 anos.

A partir destas amostras de DNA anteriomente coletadas, foi avaliada a
frequéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) pela reacdo de cadeia da
polimerase (PCR). Nosso foco foi o0 SNPs no gene que codifica a amelogenina -
AMELX C__ 2190967_10 (rs17878486) que pode apresentar a substituicdo de
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Citosina para Timina, e 0 gene que codifica a enamelina - ENAM C__ 25763290 10

(rs76711281), onde pode ocorrer também uma troca de Citosina por Timina.

4.2.1 ETICA

Este estudo prévio foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Norte do Parana (UNOPAR), recebendo parecer favoravel

a sua execucao (Protocolo PP 0012/08 — anexo A).

Para a coleta de dados, questionario e amostras de saliva, foi requerida a
autorizacdo das direcdes das escolas selecionadas e um termo de consentimento
livre e esclarecido foi enviado para os responsaveis dos alunos participantes do

projeto.

4.2.2 EXAME CLINICO

Como variavel dependente, foram considerados niveis de lesbes de cérie
dentaria, conforme aferido pelo indice CPO-D (dentes permanentes perdidos,
cariados e obturados), seguindo os critérios de diagnéstico definidos pela

Organizacdo Mundial da Saude.

As avaliacbes bucais foram realizadas por um Unico examinador,
previamente treinado e calibrado. Os exames clinicos foram conduzidos em uma
sala sob luz natural, com auxilio de um espelho clinico plano e sonda. O examinador
realizava limpeza com gaze para remover o0s detritos alimentares, quando

necessario. O exame clinico registrou a prevaléncia da carie dentéria.
4.2.3 QUESTIONARIO

As caracteristicas sociodemograficas dos individuos e suas familias
foram obtidas por meio de questionario aplicado aos adolescentes. O instrumento da
coleta de dados permitia o registro de informac¢des demograficas e socioeconémicas,
e outras relacionadas a saude bucal (morbidade bucal referida, uso de servigos,

autopercepcao e impactos). Além de obter registros de alimentacéo e higiene oral.
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Os dados obtidos pelo questionario aplicado aos escolares serdo
utilizados como meio de avaliagdo dos impactos que a condi¢c&o social, alimentacgao,
acesso a saude e historico familiar de doenca bucal tém em relacdo a saude bucal

atual deles.

4.2.4 ANALISE DOS POLIMORFISMOS DOS GENES AMELX E ENAM

4.2.4.1 Extracdo do DNA

As amostras de DNA dos adolescentes foram extraidas de acordo com o
método descrito por Aidar & Line (2007) modificado. Foi solicitado que os escolares
fizessem um bochecho com 5ml de dextrose (glicose) a 3% durante 1 minuto e que
durante este procedimento esfregassem a lingua na mucosa bucal e nos dentes. O
contetdo do bochecho foi desprezado em tubos de centrifuga de 15 ml através de

um funil.

4.2.4.2 Genotipagem para 0os genes AMELX e ENAM

Os DNA extraidos foram quantificados em um Espectrofotémetro ND -
1000 (Nanodrop) e posteriormente diluidos em uma concentragao final de 30 ng/uL.
Polimorfismos de nucleotideos Unicos AMELX C__ 2190967 10 (rs17878486),
substituicio de C para T, e o gene que codifica a enamelina — ENAM
C__ 25763290 10 (rs76711281), aqui, também, uma substituicdo de C para T.
Selecionados a partir de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP e analisados usando
ensaios TagMan validados (Applied Biosystems, Foster City, CA). Primers para a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e as sondas TagMAn foram desenhadas
pela Applied Biosystems.

425 REACAO EM CADEIRA DA POLIMERASE (PCR) EM TEMPO REAL E
ANALISE DOS POLIMORFISMOS DE AMELX E ENAM

Para a analise dos polimorfismos de nucleotideos uUnicos (SNPs) dos

genes AMELX e ENAM foi realizada a técnica de amplificacdo dos fragmentos de
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DNA por meio da reacdo em cadeira da polimerase (PCR) em tempo real pelo

sistema TagMan (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Os ensaios foram conduzidos em placas de 96 pocos contendo um
volume final de reagdo em cada poc¢o de 20 uL consistindo de: DNA gendmico 30ng,
Master Mix 1x e os primers 1x (ensaio desenvolvido pela Applied Biosystems:
C__ 2190967_10 para AMELX e C_ 25763290 10 para ENAM). A PCR pelo
sistema TagMan foi realizada em um termociclador automético (Applied Biosystems
7500 Real Time PCR Systems), sob as seguintes condi¢des: 95 °C por 10 minutos
(ativacao inicial), seguido por 50 ciclos de 95 °C por 15 segundos (desnaturacao do
DNA) e 60 °C por 1 minuto e 30 segundos (pareamento dos primers e duplicacéo do
DNA) (Figura 4). Apos a PCR completa, a placa foi lida e os resultados analisados
para a discriminacao alélica por meio do software detector de sequéncia (StepOne

Plus Real-time PCR System - Applied Biosystems).
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Fig 4: Condicdes da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).



Figura 5: Representacéo grafica de individuos portadores dos genotipos (a)
heterozigoto CT, (b) homozigoto TT, (c) homozigoto CC.
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4.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o pacote estatistico Statistical Package for Social Science —
SPSS, versdo 17.0, com Uunico digitador, propiciando a pesquisa uma maior
fidedignidade e confiabilidade. Apos a realizacdo da coleta dos dados, estes foram
processados para a confec¢do de um banco de dados. Foi feita a andlise descritiva
dos mesmos, e o teste Exato de Fisher e de associacdo do Qui-quadrado foram
empregados, utilizando-se o nivel de significancia de 5% para identificar provaveis
relaces significantes entre as variaveis genéticas/comportamentais e a ocorréncia

de carie dentaria entre os adolescentes estudados.
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4.3 RESULTADOS

Os resultados do levantamento epidemiologico realizado nos
adolescentes das escolas publicas de Londrina-PR, estdo expressos na tabela 1.
Dos 123 patrticipantes da pesquisa, 85 (69,1%) foram do género feminino e 81
(61,9%) de etnia branca e maior parcela tinha idade entre 14 e 15 anos (43,1%).

A maioria do adolescentes mostraram ter pelo menos um dente
cariado (60,2%). O indice CPO-D encontrado para os adolescentes com carie foi de
3,67 (DP= 2,2). Dos 123 participantes do estudo, 88,6% apresentavam habito de
beliscar. Os que consumiam doces diariamente foram 26% dos estudantes avaliados
e 74% relataram ingerir dois ou mais doces por dia.

Com relacéo a renda familiar, 45,5% dos adolescentes disseram ter o
salario familiar entre 350 a 1245 Reais. Metade das maes apresentava escolaridade
entre 0 a 8 anos de estudo e 56,1% fizeram visitas ao dentista regularmente.

A frequéncia genotipica da enamelina foi de CC 0,08, TT 0,75 e CT
0,16. Da amelogenina, CC 0,04, TT 0,75 e CT 0,19 e estdo expressos nos graficos 1 e
2, respectivamente.

A frequéncia alélica dos participantes da pesquisa na enamelina foi
de 0,16 para o alelo C e 0,87 para o alelo T. Na amelogenina, o C foi de 0,14 e 0
alelo T 0,85.

No presente estudo foi observada uma associacdo estatisticamente
significativa entre as variaveis habito de beliscar, consumo de doces em geral,
escolaridade materna e a experiéncia de céarie (Tabela 2).

Pode ser verificado que 94,6% dos escolares que apresentavam

habito de beliscar entre as refeicdes tinham carie dentaria, enquanto que 20,4%
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daqueles que nado tinham o habito, estavam livres da doenca. Dos que
apresentavam a doenca carie, 78,4% consumiam mais de dois doces por dia.

A escolaridade materna também teve influéncia nesta pesquisa,
sendo que os filhos de mdes com menos anos de estudo tendiam a apresentar a
carie dentaria. Ou seja, 60% dos filhos de mées que tinham de 0 a 8 anos de estudo,

apresentavam lesdes cariosas (Tabela 2).
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Figura 6 - Grafico 1. Frequéncia genotipica para o gene enamelina na populagéo

estudada.
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Figura 7- Grafico 2: Frequéncia genotipica para o gene Amelogenina na populacéo estudada.



TABELA 1- Distribuicdo das variaveis socio demogréaficas e econdémicas,
comportamentais, de saude bucal e genéticas na populagcédo de escolares
de 12 a 19 anos de idade de escolas publicas do municipio de
Londrina/PR.

Caracteristicas N %

Sociodemogréaficas

Género
Feminino 38 30,9
Masculino 85 69,1
Idade
14 a 15 53 43,1
16 35 28,5
17 ou + 35 28,5
Cor
Branca 81 65,8
Nao branca 42 34,1

Socioecondmicas
Renda familiar

350 a 1245 46 45,5
1245 a 2075 30 29,7
Acima de 2075 25 24,8
Escolaridade materna
0 a 8 anos 67 54,5
9 a 1l anos 40 32,5
Acima de 12 16 13,0
Visitas regulares ao dentista
Sim 54 43,9
Nao 69 56,1
Comportamentais
Frequéncia de consumo de doces em geral
1 32 26,0
20U+ 91 74,0
Habito de beliscar
Sim 109 88,6
Nao 14 11,4
Saude bucal
Historico de carie
Com carie 74 60,2
Sem carie 49 39,8
Genética
Enamelina
CcC 10 8,1
TT 93 75,6
CT 20 16,3
Amelogenina
CcC 4 4.9
TT 62 75,6

CT 82 19,5
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TABELA 2 - Relacdo entre as variaveis deste estudo e a experiéncia de cérie

dentéria em escolares da rede publica de Londrina/PR.

Variaveis Com carie Sem cérie x> ValordeP
N % N %
Género
Feminino 50 (67,6) 35 (71,4) 0,21 0,65
Masculino 24 (32,4) 14 (28,6)
Idade
14a15 33 (44,6) 20 (40,8)
16 20 (27,0) 15 (30,6) 0,23 0,89
17 ou + 21 (28,4) 14 (28,6)
Cor
Branco 46 (62,1) 35 (71,4) 0,34 0,48
N&o branco 28 (37,9 14 (28,6)
Renda familiar
350 a 1245 28 (47,5) 18 (42,9)
1245 a 2075 19 (32,2) 11 (26,2) 15 0,46
Acima de 2075 12 (20,3) 13 (31,0)
Escolaridade materna
0 a 8 anos 45 (60,0) 22 (44,0)
9allanos 24 (33,3) 16 (34,0) 6,9 0,031
Acima de 12 5 (6,7) 11 (22,0)
Visitas regulares ao
dentista
Sim 42 (56,8) 27 (55,1) 0,03 0,85
Né&o 32 (43,2) 22 (44)9)
Frequéncia de consumo
de doces em geral
1 16 (21,6) 16 (32,7) 9,5 0,023
20u+ 58 (78,4) 33 (67,3)
Habito de beliscar
Sim 70 (94,6) 39 (79,6) 6,5 0,02
Néao 4 (54 10 (20,4)
Enamelina
CC 6 (81 4 (8,2
TT 55 (74,3) 38 (77,6) 0,24 0,89
CT 13 (17,6) 7 (14,3)
Amelogenina
CcC 2 (42 2 (59
TT 36 (75,0) 26 (76,5) 0,22 0,89
CT 20 (10,8) 6 (17.,6)
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4.4 DISCUSSAO

A saude bucal é fundamental para que o individuo seja saudavel como
um todo, e na presenca da doenca carie dentaria, dificulta a capacidade da pessoa
de comer, falar e até de socializar (Parker 2007). Como a carie € uma doenca
multifatorial, € necessario conhecer os fatores predisponentes para sua formacao.
Ha alguns fatores biologicos que influenciam a doenca, como a ma higiene bucal, a
presenca de bactérias cariogénicas, exposicdo inadequada ao fluor, habitos
alimentares errados (Selwitz, Ismail, Pitts 2007), genética (KANG et al. 2011), além
dos fatores socioecondémicos (Peres et al. 2005).

Estudos tem tentando comprovar que ha um fator genético que influencia
no estabelecimento da carie (Shuler 2001). A variacdo nos genes que codificam o
esmalte dentario, quando mutados, pode levar a perda de minerais (Deeley et al.
2008). Amelogenina pode ser associada com a suscetibilidade a céarie dentaria
(Kang et al. 2011). Estudo realizado em criancas da Turquia mostrou a possivel
interacdo entre a alteracdo genética na enamelina e o Streptococcus mutans, pode
agravar a saude do individuo (Patir et al. 2008).

Nesta pesquisa, foram investigados estes dois genes envolvidos na
formacéo do esmalte, o AMELX (rs 17878486) e o ENAM (rs76711281). Ambos néo
mostraram associacao significativa com a carie dentaria nesta populacédo do estudo.
Assim como um estudo realizado em coreanos por Kang et al., ndo foi possivel
provar a associacdo entre carie dentaria e o polimorfismo do AMELX (rs17878486).
Porém, nesta mesma pesquisa realizada em coreanos, foram investigados mais dois
SNPs do AMELX (rs5933871 e rs5934997) e os autores comprovaram a influéncia

genética destes dois SNPs com a carie na populacdo da Coréia (Kang et al. 2011).
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Foram encontradas mutagdes nos genes AMELX e ENAM, em um estudo
realizado no Brasil e na Turquia, e os autores concluiram que as mutacdes podem
levar a amelogénese imperfeita (Jeremias et al. 2013).

A frequéncia alélica dos participantes da pesquisa na amelogenina foi
de C 0,14 e o para o alelo T 0,85. Comparando com estudo feito em coreanos, que
mostrou que o C e o T, representam 0,026 e 0,97, respectivamente (Kang et al
2011). Na populacdo coerana, quase 100% apresenta frequéncia do alelo T, assim
como no Brasil, que a maioria (85%) também apresenta o alelo T.

O principal achado do estudo foi a positiva associacdo do comportamento,
que se refere ao habito de beliscar e ingestdo de doces em geral, com a cérie
dentaria, que nesta populacdo estudada foi o que teve mais influéncia. O fator
primordial para a prevencao da carie € o controle do agucar (Moynihan 2005). Deve-
se realizar um aconselhamento sobre educacdo nutricional para os pais, para que
estes ensinem os filhos e reduzam a exposicdo ao acucar, diminuindo entdo a
prevaléncia de carie dentaria (Tinanoff, Palmer 2000). A dieta representa um papel
muito importante na instalacdo e desenvolvimento da doenca carie e embora seja
muito dificil conseguir a adesdo dos pacientes e/ou seus responsaveis as
orientacdes sobre alteracdes na dieta (Krasse 1988). A importancia do consumo do
acUcar na carie dentaria é erroneamente ndo explorada em estratégias preventivas
(Sheiham, James 2015). Além disso, populacdes de baixa renda ainda séo
particularmente suscetiveis a essa doenca, devendo-se intervir em seus fatores de
risco para diminuir sua prevaléncia. A OMS recomenda que fatores de risco comuns
a determinadas doencas sejam identificados e controlados visando a saude global
do individuo. A cérie e a obesidade, dois sérios problemas de saude publica, tém a

dieta como fator comum (Watt 2005).
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Fatores de risco sociais e biologicos acumulados precocemente na vida,
contribuem para o desenvolvimento de altos niveis de carie dentaria na infancia
(Peres et al. 2005). O nivel de escolaridade materna, como fator de risco social, teve
associacao estatistica positiva com a presenca da carie dentaria nos adolescentes.

No entanto, o nosso estudo tem algumas limitacbes. NOs ndo tinhamos
radiografias, lesées de modo interproximal ou carie secundaria debaixo do material
restaurador pode nao ter sido detectados. Além disso, o nUmero de participantes dos
grupos com e sem experiéncia de carie ndo apresentavam o mesmo n amostral. pois
Por problemas laboratoriais, ndo foi possivel obter a frequéncia genotipica da
amelogenina em todos os participantes. Considerando o limitado tamanho amostral,

estes resultados precisam ser replicados em outras populacdes maiores.
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4.5 CONCLUSOES

Conclui-se que nesta populacdo de estudo os fatores ambientais,
socioeconémicos e comportamentais tiveram maior relevancia do que os fatores
biolégicos, ou seja, os fatores genéticos. Deve-se em pesquisas futuras investigar

outros genes envolvidos na cérie dentaria, com uma popula¢do maior de estudo.
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5 CONCLUSOES

Nesta populagcédo de estudo néo foi possivel estabelecer a relacdo entre o
polimorfismo dos genes AMELX e ENAM, ambos formadores do esmalte dentario,
com a carie dentaria.

A maioria do adolescentes mostraram ter pelo menos um dente cariado
(60,2%). O indice CPO-D encontrado para os adolescentes com cérie foi de 3,67.

Os fatores etiolégicos que apresentaram relacdo com o desenvolvimento
da doenca foram os comportamentais, que se caracterizam pelo alto consumo de
acucar e o habito de beliscar entre as refeicdes.

A frequéncia genotipica da enamelina foi de CC 0,08, TT 0,75 e CT 0,16.
Da amelogenina, CC 0,04, TT 0,75 e CT 0,19.

Por fim, conclui-se que sdo necessarias novas pesquisas em outras
populacées e com maior nimero de amostras, para poder verificar a suscetibilidade

genética a cérie dentaria.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Pensando em triagem genética, as possibilidades sdo quase infinitas.
Estudos na genética sao validos, mas deve-se considerar a aplicabilidade na pratica.
Este estudo encontrou consisténcia entre a prevaléncia de carie e habitos
comportamentais e socioeconémicos, que apesar de representarem um desafio para
os clinicos, para que consigam modifica-los, € uma estratégia mais acessivel do

ponto de vista econémico do que a triagem genética.
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ANEXO A

Parecer consubistanciado
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u Universidade Norte do Parana

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO

PROTOCOLO: PP 0012/08
RESPONSAVEL: Sandra Mara Macie/

O Comité de Etica em Pesquisa da Unopar analisou @ APROVOU quanto ao aspecto #ico o
projefo “Estudo sobre fatores gendticos e comportamentais de risco comum & cérle
dentiria @ 4 obesidade em adolescentes”.

O CEPIUNOPAR estabeloce:

a) O sujelto da pesquisa tom a liberdade de recusar-se B participar ou de retitar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma ¢ sem prajuizo
20 sou cuidado (Res. CNS 196/96 - item IV 1.1) e deve receber uma copia do Termo
de Consantimento Livre e Esclaracido, na integra, por &le assinado (item IV.2.d)

b} O pesquisador dove desenvolver a pesquisa confoeme dalineada no protocolo aprovado
€ descontinuar 0 esludo soments apos andiise das raxdes da descontinuidade pelo
CEP/UNOPAR (Res CNS Mem N3.2) asguardande sau parecer, exceto quando
perceber fisco ou dano ndo previsio 80 sujeito participante ou quando constatar a
supencridade de regime oferecido a um dos grupas da pesquisa (Rerm V 3) que
requeiram aglo mediata

¢) O CEP/UNOPAR deve ser informado de '0dos os efetos adversos ou falos relovantes
que alleram o curso normal do estudo (Res. CNS ltem V.4). € papel do pesquisador
assegurar modidas imediatas adequadas frente & evento adverso grave ocorrido
(mesmo que tonha sido em outro centro) e enviar notificacdo a0 CEPIUNOPAR junto
©OM SeU POSICIONAMAanto.

d) Eventusis modificagies ou emandas a0 profocolo devem ser apresentadss a0
CEP/UNOPAR de forma clara e sucinta, identficando a parte do protocolo a ser
modificada ¢ suas justificativas

o} Semastraiments devern ser encaminhados relatdrios parciais @ 20 trmino do projeto o
relatono final

Londring, 09 de rmaio de 2008




