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RESUMO

A carie dentaria, gengivite e os defeitos do desenvolvimento do esmalte (DDE) sdo
alteracdoes prevalentes que acometem a cavidade bucal e apresentam etiologia
multifatorial, que inclui as predisposi¢cdes genéticas. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a prevaléncia de fenoétipos orais e a associacdo com os polimorfismos
rs739837 e rs2228570 no gene do receptor da vitamina D (VDR) em criancas da
cidade de Alfenas-MG. Trata-se de estudo transversal realizado em uma amostra
constituida de 353 criancas, com idade entre 8 e 11 anos, de ambos os géneros,
matriculadas em quatro escolas municipais. Os responsaveis foram entrevistados por
meio de um inquérito com relacao a histéria médica, odontolégica, dieta e habitos de
higiene bucal. Em seguida, as criancas foram submetidas a um exame clinico bucal,
e avaliadas pelos indices ICDAS (céarie dentaria), a presenca de gengivite (CPI) e
dados referentes aos DDEs. Foram coletadas 353 amostras de saliva como material
biologico para extragdo de DNA genémico. O DNA de cada amostra foi extraido,
guantificado e padronizado para a realizacdo de genotipagem dos polimorfismos
rs739837 e rs2228570 no gene receptor da vitamina D, por PCR em tempo real, pelo
método Tagman. Os dados foram submetidos a andlise estatistica empregando os
Testes qui-quadrado e o teste T. Foram consideradas estatisticamente significativos
valores com P<0,05. Em nosso estudo, observamos que a grande maioria das
criancas encontrava-se na denticao mista 308 (87,25%) e 45 (12,75%) apresentavam
denticdo permanente. Ao se observar a presenca de lesGes cariosas, 202 criancas
(57,22%) eram livres de lesbes e 151 (42,78%) apresentavam carie dentaria. Ao
avaliarmos as caracteristicas dos aspectos gengivais encontramos que 147 (41,64%)
apresentavam sangramento gengival em pelo menos um sextante avaliado, quanto a
presenca de biofilme, todas as criancas avaliadas apresentavam algum sextante com
biofilme, com média de 1,79 (x0,30). Durante a avaliacdo dos defeitos de esmalte,
obtivemos 223 (63,17%) criancas que apresentavam pelo menos algum dente com
DDEs. Comrelacao a associacéo dos fendtipos orais com os habitos de higiene bucal,
alimentares e fatores pre, peri e pds-natais, somente foi significativo a utilizacdo do
fiodental com a menor prevaléncia de gengivite (P=0,06). Os polimorfismos rs739837
e rs222857 ndo foram estatisticamente significantes com os fendtipos analisados
neste estudo. Com base nos parametros analisados e nos resultados obtidos, foi
possivel concluir que, em criancas de Alfenas/MG, os habitos de higiene bucal e
dietéticos nao foram associados a carie dentaria. A gengivite esteve associada ao uso
de fiodental e os DDEs ndo estavam associados aos fatores pré, peri e pos-natais.
Ademais, os polimorfirmos genéticos avaliados (rs2228570 e rs739837) ndo foram
assoaciados aos fenétipos orais estudados.

Palavras-chave: Carie Dentaria. Gengivite. Esmalte Dentario-anormalidade. Vitamina
D. Polimorfismo Genético. rs739837. rs2228570.



ABSTRACT

Dental caries, gingivitis and development defects of enamel (DDE) are prevalent
changes affecting the oral cavity and have a multifactorial etiology, whith include
genetic predispositions. The aim of the present study was to evaluate the prevalence
of oral phenotypes and the association with the rs739837 and rs2228570
polymorphisms in the vitamin D receptor (VDR) gene in children from the city of
Alfenas-MG. This cross-sectional study was carried matriculated in four municipal
schools. Those responsible were interviewed through an investigation regarding
medical history, odontology, diet and oral hygiene habits. Afterwards the children were
received dental examinations and evaluated by the ICDAS indices (dental caries), the
presence of gingivitis (CPI) and data referring to DDEs. Saliva samples were collected
as biological material for extraction of genomic DNA. The DNA of each sample was
extracted, quantified and standardized for the genotyping analysis of rs739837 and
rs2228570 polymorphisms in the vitamin D receptor gene by real-time PCR, Tagman
method. The data were submitted to statistical analysis using the chi-square test and
the T-test. Values with p <0.05 were considered statistically significant. In our study,
we observed that the vast majority of the children were in the mixed dentition 308
(87.25%) and 45 (12.75%) had permanent dentition. When the presence of carious
lesions was observed, 202 children (57.22%) were free of lesions and 151 (42.78%)
had dental caries. When we evaluated the characteristics of the gingival aspects, 147
(41.64%) had gingival bleeding in at least one sextant evaluated, and the biofilm
presence, all the children evaluated had some sextant with biofilm, with a mean of 1.79
(= 0.30). During the assessment of defects of enamel, we obtained 223 (63.17%)
children who had at least one tooth with DDEs. The use of dental floss with the lowest
prevalence of gingivitis (p = 0.03) was only significant in relation to the association of
oral phenotypes with oral hygiene, dietary factores and pre, peri and postnatal factors
(P=0,06). Polymorphisms rs739837 and rs222857 were not statistically significant with
the phenotypes analyzed in this study. Based on the parameters analyzed and the
results obtained, it was possible to conclude that oral and dietary hygiene habits were
not associated with dental caries in children of Alfenas, MG. Gingivitis was associated
with the use of dental floss and DDEs were not associated with pre, peri and postnatal
factors. In addition, there was no association between genetic polymorphisms
(rs2228570 and rs739837) in the VDR gene with the presence of evaluated oral
phenotypes studied.

Keywords: Dental Caries. Gingivitis. Vitamin D. Dental Enamel-abnormalities.
Polymorphisms, Genetic. rs739837. rs2228570.
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1 INTRODUCAO

A salde bucal e sua manutencdo ao longo da vida, € um direito humano
fundamental, intimamente relacionada com a saude geral e a qualidade de vida, com
potencial para afetar as intera¢g@es sociais, além de conceber sociedades longevas e
mais saudaveis. Por outro lado, a presenca de doencas e alteragdes nas estruturas
bucais esta associada a deterioracdo da qualidade de vida, e pode provocar
dificuldades na funcdo mastigatoria, ingestédo nutricional, autoestima, problemas para
dormir, além de baixo desempenho escolar e no trabalho (WORD HEALTH
ORGANIZATION, 2015).

As patologias bucais mais prevalentes no mundo sdo a carie dentaria e
doenca periodontal, embora sejam preveniveis e existam medidas necessarias para
seu controle (DE SA CHAVES; VIEIRA, 2017). Essas doencas apresentam fator
causal multiplo e vém associadas a condi¢cdes sociais, econdmicas, politicas,
sistémicas, genéticas e educacionais e ndo apenas como resultado de interacdes
biologicas no biofilme dental (DE SA CHAVES; VIEIRA, 2017).

Como as mudancas nas politicas de saude bucal tem levado a uma diminuicéo
da prevaléncia da carie dentaria e da doenca periodontal, outros fenétipos bucais,
como os defeitos de esmalte, tém sido foco de pesquisas recentes e despertado a
atencao dos cirurgides-dentistas na pratica clinica (NEVES, 2014). A partir disso,
tornam-se essenciais ndo apenas os esfor¢cos voltados para a prevencédo e controle,
mas também aqueles relacionados a elucidacdo dos fatores predisponentes ou
causadores de tais doencas ou alteracbes bucais (MOSES; RAMGEEH;
GURUNATHAN, 2011; PATIR et al., 2012).

Acdes de prevencdo e controle dessas alteracdes bucais séo relevantes na
prética clinica de profissionais de saude. E associado a essas atuacdes preventivas,
€ imprescindivel a necessidade de pesquisar o maior numero de fatores
predisponentes para a efetividade das condutas (MOSES; RAMGEEH,
GURUNATHAN, 2011; PATIR et al., 2012).

Dentro desse contexto, 0s avanc¢os nas técnicas de biologia molecular e o
conhecimento do genoma humano tem mostrado evidéncias importantes sobre a
influéncia de variacbes genéticas na predisposicdo as doencas e alteragbes dos

padrdes de normalidade que ocorrem no corpo (VALARINI et al., 2011). Devido a este
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fato, estudos com o objetivo de avaliar a associacdo entre os fenotipos bucais e
alteracdes em polimorfismos genéticos se fazem necessarios para o esclarecimento
dos fatores causais permitindo, futuramente, a execucdo de estratégias clinicas

capazes de beneficiar a populacéo predisposta a sua ocorréncia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SAUDE BUCAL NA INFANCIA

As doencas bucais constituem um importante problema de saude publica,
ndo somente devido a sua alta prevaléncia, mas também pelo seu impacto a nivel
individual e coletivo, em termos de dor, desconforto, limitagcdes sociais e funcionais, 0
gue afeta a qualidade de vida do individuo (COSTA, 2012; LIBERATTI et al., 2018).

Para entendermos essa relacéo, faz-se necessario compreender que a saude
bucal esta diretamente associada a fatores socioeconémicos, como condi¢cbes de
alimentacdo, moradia, trabalho, renda, meio ambiente, transporte, lazer, liberdade,
acesso a servicos de saude e informacao. Neste contexto quando se luta pela saude
bucal, batalha-se também pela melhoria dos determinantes sociais, politicos e
econdmicos (BARRETO et al., 2013; LIBERATTI et al., 2018).

Gracas a implementacédo de medidas de saude publica, como distribuicdo de
escovas de dente e dentifricios com flior, ampliacdo do acesso aos servicos
odontoldgicos publicos e principalmente a fluoretacdo das aguas de abastecimento,
houve uma significativa melhora na saude bucal da populacéo brasileira. De acordo
com os resultados do projeto SB Brasil 2010, a populacao brasileira passou de uma
condicdo de média para baixa prevaléncia de carie (BRASIL, 2011).

Para promovermos mudancas significavas na saude bucal da populacéo,
devemos estimular acdes preventivas que englobem a infancia, pois € nesse periodo
da vida onde sdo implantados o conhecimento, a valorizacdo, a importancia, os
cuidados e a rotina com relacdo aos habitos saudaveis para toda vida (PITTNER et
al., 2018).

A saude bucal da crianca abrange diversas esferas de atuacéo, tais como a
familia, as politicas governamentais, a sociedade e também o cirurgido-dentista. Em
todas, a atencdo em saude deve estar centrada na construcdo de uma sociedade
saudavel. Para isso, é essencial a preocupacdo com a prevengdo e diagndstico
precoce das doencas, evitando a necessidade de grandes tratamentos e reabilitacoes
(RIBEIRO et al., 2012).
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Desta forma, a atencdo odontol6gica nos primeiros anos de vida esta
relacionada a momentos de educacéo, troca de experiéncias, identificacdo de fatores
de risco para doencas bucais e execucédo de procedimentos preventivos e curativos
se necesséario (RODRIGUES et al., 2014). Iniciar os cuidados com a saude bucal
desde o recém-nascido, prepara um adulto consciente. A educacao na infancia,
propicia que o individuo chegue a idade adulta com um numero menor de
intercorréncias com relacdo a saude, o que impacta de forma positiva na satude do
individuo e, consequentemente, da sociedade de uma forma geral (PITTNER et al.,
2018). Despertar o interesse da familia para os cuidados com a saude e educa-la para
adotar um estilo de vida adequado exerce grande impacto sobre suas vidas (DA SILVA
et al., 2013; PEREIRA, 2017).

2.2 DOENCAS BUCAIS PRESENTES NA INFANCIA

2.2.1 Carie dentaria

A carie dentaria € uma doenca considerada um problema de salude publica
principalmente nas populacfes industrializadas, onde ha grande consumo de
sacarose desde o século XX. E considerada uma doenca grave, de progresséo
constante, podendo avancar até a destruicdo total das estruturas mineralizadas. Sua
etiologia € multipla e envolve fatores biolégicos, sociais, culturais e comportamentais,
principalmente os habitos alimentares e de higiene bucal (DE REZENDE et al., 2014).

No desenvolvimento da lesdo de carie, ocorre a desmineralizacdo da parte
inorganica dos tecidos dentais por acidos produzidos pelas bactérias, a partir de
carboidratos fermentaveis. Nesse processo, apos a parte mineral da dentina ser
dissolvida, ocorre a exposi¢cdo da matriz organica, levando a formacao da cavidade,
gue, nao tratada evolui para o comprometimento pulpar e 6sseo (CLARK; CLARK,
2018).

Dependendo da gravidade da doenca e da infeccéo, a carie compromete os

dentes permanentes com lesdes irreversiveis que podem levar a indicacdo de
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exodontia, 0 que acarreta em sérios prejuizos a fonacao, degluticdo e alimentagéo
(MSEFER, 2006).

Contudo, apesar de ser uma doenca de ampla disseminacéo pelo mundo esta
ocorrendo um declinio, ocasionado principalmente pela conscientizacdo dos cuidados
necessarios para seu controle (BOING et al., 2014). Este declinio na prevaléncia de
carie, também foi observado no Brasil, por meio dos levantamentos epidemiolégicos
do Projeto SB Brasil realizados no ano de 2003 e 2011, que constatou uma reducao
de 25% do CPO-d em criangas com 12 anos (BRASIL, 2004; BRASIL, 2011).

Narvai et al. (2006) atribuiram esse declinio a fluoretacdo da agua de
abastecimento publico e dos dentifricios, além de uma extensa reforma no sistema de
saude, que propiciou a promocao de iniciativas de educacdo em saude bucal e a
provisdo de tratamentos preventivos e de restauragcdo dentaria para criancas. Essas
medidas incorporaram avangos muito importantes nas ultimas décadas, e incluem
uma ampla gama de a¢des no ambiente social, fisico e comportamental em saude,
uma vez que a carie representa uma interacdo complexa de fatores causais
(BONOTTO et al., 2017).

Dentro da etiologia multifatorial ha influencia de um componente genético e/ou
biologico que afeta a susceptibilidade a carie dentaria. A descoberta de genes
envolvidos na predisposicdo a doenca pode melhorar a identificacdo de individuos
com maior risco e reforcar aimplementacéo de estratégias de prevencao antes do seu
inicio (SLAYTON; COOPER; MARAZITA, 2005).

Devido a isso, muito tem sido feito para investigar e identificar os fatores
genéticos e bioldgicos relacionados aos riscos ou protecdo para o desenvolvimento
da cérie. Esses fatores podem estar relacionados aos sistemas de defesa salivar que
desempenham um papel importante na sua prevengdo, como 0s peptideos
antimicrobianos, que atuam como antibioticos naturais, e funcionam como uma
primeira linha de defesa contra um amplo espectro de agentes patogénicos. Além
disso, muitos progressos tem sido feito em pesquisas avaliando polimorfismos
genéticos capazes de influenciar a predisposicdo a carie, seja por alteracdes na
formacéo dos tecidos dentais, como o esmalte, na composi¢ao salivar, em genes
relacionados ao risco do desenvolvimento da doenca, dentre os quais o VDR, ou
receptor de vitamina D (SAHA et al., 2015; BONOTTO et al.,2017; LIPS et al., 2017,
SHIMIZU et al., 2012; SENGUL et al., 2016; WANG et al., 2012; KUCHLER et al.,



20

2017; HOLLA et al., 2017; YU et al., 2017; GYLL et al., 2018). Contudo, os estudos
em genética sdo fortemente influenciados pelas caracteristicas da populacéo
estudada, o que justifica a realizacdo de novas pesquisas que endossem a sua

eficacia como um possivel biomarcador para a cérie.

2.2.2 Gengivite

Além da cérie dentéaria, as doencas inflamatérias que atingem o periodonto
também estdo entre as afec¢cbes bucais mais prevalentes no mundo, sendo, da
mesma forma que a carie, consideradas um importante problema de saude publica
(PETERSEN; OGAWA, 2012).

As doencas periodontais séo classificadas em dois amplos grupos: gengivites
e periodontites. As gengivites sdo as mais prevalentes e consistem em um processo
inflamatorio de origem infecciosa que acomete somente os tecidos gengivais, causado
pelo acumulo de placa bacteriana nas superficies dos dentes (MARTENS, et al.,
2017). A gengivite manifesta-se clinicamente por meio do sangramento dos tecidos
gengivais, sem perda de insercdo 6ssea. Assim, é uma doenca que atinge grande
parte da populacdo, de baixa gravidade e tratamento facil. Analogamente, as
periodontites, agrupam as apresentacfes mais agressivas da doenca, acometem 0s
tecidos gengivais e periodontais, e implicam quase sempre em lesdes com perda de
suporte dos tecidos periodontais (DA CRUZ; DAMASCENO; LEMOS, 2017).

Em termos epidemiolégicos, é consensual a elevada prevaléncia da doenca
periodontal, estimando a presenca de gengivite em aproximadamente 80% da
populacdo mundial (PIHLSTROM et al., 2005). Eke et al. (2012) identificaram uma
elevada prevaléncia de periodontite nos EUA, cerca de 50% dos individuos com mais
de 30 anos de idade.

O levantamento epidemiolégico SB Brasil 2010, ao avaliar a condicao
periodontal da populacéo brasileira, demonstrou que 62,9% dos adolescentes de 12
anos apresentaram todos o0s sextantes higidos para a ocorréncia de gengivite.
Ademais, a prevaléncia de sangramento foi a pior condi¢cdo periodontal observada
(27,1%), seguida pela prevaléncia de calculo, presente em 24,0% do total de
adolescentes (BRASIL, 2011).
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A extenséao e a gravidade da doenca periodontal estao relacionadas a razdes
multifatoriais, podendo estar associadas a condigbes de risco, como alteracbes
sistémicas e aspectos comportamentais, haja vista que, o fator etiolégico e a reacao
tecidual ndo podem ser equacionados como uma simples reacdo de causa e efeito.
Além disso, ndo se pode atribuir aos fatores locais (com sua intensidade, frequéncia
e duracdo) toda a responsabilidade pelo processo, pois os tecidos sdo governados
pelo estado de saude geral do paciente (MARTENS, et al., 2017).

O consenso atual € de que a etiopatogenia da doenca periodontal e seus
aspectos clinicos resultam da interacdo dindmica e complexa entre o estimulo
desencadeado por varias bactérias periodontopatogénicas com a resposta
imunoldgica do hospedeiro, sob a influéncia de diversos fatores ambientais e fatores
de suscetibilidade genética (DENTINO et al., 2013; SLOTS, 2013).

Alguns estudos foram desenvolvidos com o intuito de demonstrar a existéncia
de correlacdo entre polimorfismos em genes responsaveis por modular uma série de
respostas imunoldgicas e inflamatorias com a maior incidéncia e severidade da
doenca periodontal, dentre estes, polimorfismos no gene IL-1RN, IL-1A e IL-1B, IL-6
e IL-10, receptor ECA e receptor de Beta-3 adrenérgico (MESA et al.,2017; PRETZL
etal., 2012; TOKER et al., 2017; KANG et al., 2015; YOSHIHARA et al., 2013). Além
destes, outros polimorfismos em genes relacionados a formacdo de tecidos
mineralizados também estdo sendo estudados, como no receptor da vitamina D (VDR)
(CAI et al., 2017; YOSHIHARA et al., 2018; RATHEESH et al., 2018) e no gene
GPR126 (KITAGAK et al., 2016).

Sheibak, Heidari e Mahmodeuzadeh- Saghem (2017) observaram que
pacientes com sindrome de Down, apresentaram uma supressao do sistema imune e
a superexpressdo de genes contidos no cromossomo 21, aumentando a severidade
da doenca periodontal. Ademais, quando foi pesquisado a relacdo do papel de
enzimas na doenca periodontal de individuos com a Sindrome de Down, foi
encontrada alteracdes no funcionamento e na concentracdo das metaloproteinases
(MMPs).

Desta forma, a doenca periodontal possui uma etiologia genética, e estas
variabilidades podem justificar, pelo menos parcialmente, o porqué de diferentes
individuos apresentarem diferentes niveis de suscetibilidade ou de resisténcia a
doenca (LAINE et al., 2012).

Apesar das melhorias na saude bucal da populacdo e do declinio da
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prevaléncia de carie ao longo das ultimas décadas, as condi¢fes de saude dos tecidos
periodontais mantiveram-se praticamente as mesmas, fato que pode ser relacionado
a fatores etiol6gicos genéticos e que necessitam de maiores estudos para serem
determinados (CORTELLINI et al., 2017). Pois, apesar de ser consensual a existéncia
de uma base genética para o risco da doenca e de existirem varios genes candidatos,
os diversos estudos existentes ndo permitem ainda tirar conclusdes definitivas (LAINE
et al., 2012).

2.2.3 Defeitos de desenvolvimento de esmalte

Os defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDEs) sédo afecc¢bes bucais
muito comuns na populacdo, que ocorrem em funcdo de alteragcbes no
desenvolvimento dentario no periodo da amelogénese (HOFFMANN et al., 2007).

A formacédo do esmalte dentario ocorre em trés estagios: secrecdo da matriz
organica, durante a qual sdo produzidas as proteinas envolvidas na amelogénese;
mineralizacdo, quando sdo adquiridos os conteudos minerais e parte das proteinas
secretadas € removida, e maturacdo, fase em que o esmalte torna-se altamente
calcificado. Esses processos ocorrem sob influéncia genética e mudancas ambientais.
Dessa forma, o desenvolvimento de defeitos de esmalte pode resultar de qualquer
dano ocorrido nesses estagios (HOFFMANN et al., 2007).

Os DDEs apresentam prevaléncia significante na populacdo e sao designados
como alteracfes na estrutura do esmalte ou perda local de sua translucidez. Essas
anomalias se originam por fatores que interferem na mineralizacdo, podendo ter
origem local, sistémica e/ou genética. Ademais englobam a: hipoplasia do esmalte e
a hipomineralizacao (MATA, 2017).

A Hipoplasia, um defeito quantitativo, caracteriza-se pela formacgéo incompleta
ou defeituosa na matriz organica do esmalte, com a perda da estrutura devido a um
comprometimento dos ameloblastos na fase da secre¢édo. Pode ser consequéncia de
enfermidades, disturbios sistémicos, alteragfes genéticas, traumatismos e infec¢des
pulpares dos dentes deciduos (NETTO et al., 2017). E o DDE mais prevalente em
humanos e com implicacdes clinicas relevantes, como a reducéo da espessura do

esmalte e um aspecto corrosivo. E desta forma, implica em alteracbes estéticas e
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maior suscetibilidade a cérie (CRUVINEL et al., 2012; MASSIGNAN et al., 2016;
VARGAS-FERREIRA et al., 2018).

A Hipomineralizagdo, um defeito qualitativo, é formada por defeitos na
microestrutura do esmalte na fase da maturacao. A espessura e superficie do esmalte
€ regular, tendo por caracteristica clinica a alteracao na cor/translucidez do esmalte,
podendo variar entres tons de branco, creme, amarelo ou marrom (DINIZ et al., 2011).
As areas hipomineralizadas sdo mais porosas e tendem a fraturar com facilidade,
favorecendo assim o desenvolvimento de lesbes de carie (ALLAZZAM et al., 2014;
ALMEIDA, 2018).

A hipomineralizagdo pode ser dividida em dois subgrupos. A opacidade
difusa, tem sido atribuida a exposicao excessiva de fluoretos durante a amelogénese,
ocasionando uma alteracédo na translucidez em varios graus e que se distribui de
forma continua. Ja a opacidade demarcada é caracterizada por uma opacidade
confinada em uma area bem delimitada e que apresenta etiologia relacionada a casos
de deficiéncia nutricional e infec¢cbes severas (MASSIGNAN et al., 2016; SEOW,
2014).

Atualmente, tem sido atribuida uma classificacdo particular aos DDEs
denominada Hipomineralizacdo Molar-Incisivo (HMI), caracterizada por afetar um ou
mais molares permanentes e também o0s incisivos permanentes. Esta condicédo
apresenta origem sistémica e € caracterizada por uma opacidade demarcada e
gualitativa, onde ha alteracdo na cor/translucidez do esmalte (AMERICANO et al.,
2017; GAROT et al., 2017; MATA, 2017).

A prevaléncia de defeitos de desenvolvimento de esmalte na populagcédo é
descrita com valores conflitantes. Estudos recentes encontraram prevaléncia de DDE
em 48,3% de criancas chinesas (LI et al., 2018), e, segundo Chauhan (2013) valores
mais elevados em criancas indianas (67,1%). No Brasil, os valores também, mostram-
se elevados, Ferreira et al. (2018) observaram DDEs em 64% de criancas do sul do
Brasil. Cerca de 49,6% de pré-escolares no nordeste brasileiro também apresentaram
essas alteracdes no esmalte (MASSONI et al 2009).

Os defeitos citados no esmalte, apresentam fatores etiol6gicos complexos e
ainda em estudo, sendo necessarios grandes investimentos a longo prazo para que
os dados figuem mais consistentes. Contudo, acredita-se que séo resultados de uma

variedade de fatores ambientais que atuam ao nivel sistémico, e inclui todos os fatores
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presentes nos periodos pré-natal, perinatal e durante a infancia, que possam interferir
com o normal desenvolvimento do esmalte, ndo podendo ser excluida a predisposi¢cédo
genética (JEREMIAS et al., 2013; HONG et al., 2017).

Dentre os fatores etiol6gicos alguns ja foram comprovados por estudos,
dentre estes os traumas dentofaciais (HILGEMBERG et al., 2012), infeccbes
microbianas, obesidade, deficiéncia de vitamina D e deficiéncia nutricional durante o
periodo intrauterino e pés-natal e parto prematuro (MASTERSON et al., 2018; SEOW,
2014; VARGAS-FERREIRA et al., 2018).

Considerando que todo o processo de formacdo do esmalte dentario esta sob
controle genético, é razoavel a hip6tese de que variacfes genéticas podem estar
associadas a alteracdes na amelogénese. Neste contexto, € valido ressaltar que
polimorfismos no gene ENAM foram associados a diferentes tipos de amelogénese
imperfeita (GUTIERREZ et al., 2012).

Ademais, outros estudos também buscaram associar polimorfismos em genes
relacionados a formacéao e mineralizacdo do esmalte dentario com o maior risco de
prevaléncia dos DDEs, como os genes AMELX e AMBN, TUFT1 e TFIP11 e receptor
da vitamina D - VDR (JEREMIAS et al., 2013; GERRETH et al., 2017; ULUCAN et al.,
2013; YANG et al., 2016). Contudo apesar de alguns estudos obterem associacgao,
esses resultados ainda ndo permitem tirar conclusdes definitivas, fato que justifica a

realizacdo de novas pesquisas.

2.3 POLIMORFISMOS GENETICOS

Polimorfismos séo alteracfes na sequéncia de pares de bases do DNA, que
alcancam uma parcela da populagdo, no minimo 1%, e que ndo provocam uma
doenca letal. A maioria das alteracfes séo funcionalmente neutras, contudo algumas
podem estar relacionadas a regulacdo da expressao de um gene ou a funcdo da
proteina codificada, ocasionando diferentes comportamentos bioldgicos (YE, 2001).

Com os avancos da biologia molecular e os resultados do Projeto Genona
Humano, sabemos que existem aproximadamente 6 milhdes de polimorfismos

genéticos, muitos dos quais ja foram descritos. A abundancia e a grande frequéncia
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de polimorfismos, os transformam em alvo para explicar a variabilidade genética de
cada individuo e a susceptibilidade individual ou a resisténcia a varias doencas
(CARATACHEA, 2007; MISHRA; KUMAR; YATHISH, 2017).

Existem varios tipos de polimorfismos (inser¢cdes/delecdes, sitio de restricdo
e alteracdes no numero de sequéncias repetidas), contudo os mais frequentes, que
constituem 90% das alteragbes no DNA (CARATACHEA, 2007), séo os que envolvem
um Unico nucleotideo, chamado de polimorfismo de Unico nucleotideo, de transicédo
ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), onde ocorre a substituicdo de um
nucleotideo por outro, portanto provocam a troca de um Unico par de bases
nitrogenadas, coexistindo alelos multiplos em determinados locus, e dessa forma pode
afetar a expressao de proteinas, a fungéo e a estrutura de um gene (ASA’'AD et al.,
2017).

Os polimorfismos estao localizados em todo o genoma e podem ocorrer em
regides codificadoras e néo codificadoras. Nos polimorfismos de regides
codificadoras, denominados néo-sinbnimos, pode ocorrer uma substituicdo de um
aminoacido na sequéncia proteica, acarretando em modificacdes estruturais e
funcionais na proteina e um potencial efeito biol6gico com altera¢des na fungéo celular
(CHASMAN; ADAMS, 2001). Se a funcao das proteinas for afetada em um processo
biologico, o polimorfismo de alguns genes pode aumentar ou diminuir o risco do
paciente expressar fenotipicamente as doencas (KINANE E HART, 2003). Os
polimorfismos de regides nao codificadoras, chamados sinénimos, podem modificar a
estrutura e estabilidade do RNA mensageiro e afetar a quantidade de proteina
produzida (CHASMAN; ADAMS, 2001).

O estudo de polimorfismos genéticos tem aplicacdes no campo médico,
pesquisa bioldgica e processos legais. Algumas doencas podem ser influenciadas
por polimorfismos, o que faz com que estes possam ser usados como biomarcadores
de certas doencas, sendo a sua presenca considerada um fator de risco para o
desenvolvimento ou progressdo da mesma (CARATACHEA, 2007). Além disso,
podem ser usados como marcadores para ajudar a esclarecer certos padrdes e/ou
processos bioldgicos, e até mesmo na comprovacao de processos de paternidade. A
partir disso, surgiram evidéncias diretas e indiretas para justificar o estudo de genes
candidatos a fatores etiol6gicos de doencas (CARATACHEA, 2007).
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2.4 VITAMINA D

A vitamina D é uma vitamina lipossolivel com fun¢bes hormonais
semelhantes a esteroides multifuncionais. Existem duas formas principais de vitamina
D: vitamina D3 (colecalciferol) e vitamina D2 (ergocalciferol). O colecalciferol é
sintetizado na pele a partir do colesterol quando exposto ao sol (radiacdo UVB),
enquanto o ergocalciferol € principalmente ingerido a partir da dieta. A forma primaria
da vitamina D deve ser convertida em seu metabdlito ativo hormonal, para se tornar
biologicamente ativo (NORMAN; POWELL, 2014; SEPIDARKISH et al.,, 2018;
SLOMINSKI et al., 2014).

Na literatura, ha consenso sobre o papel crucial da vitamina D para o
organismo, devido a sua responsabilidade na modulacdo da homeostasia mineral e
da arquitetura esquelética ao normalizar o metabolismo do calcio e do fosforo,
influenciando a reabsorcdo renal, a restauracdo Ossea e a absorcao intestinal
(RAMEZANLI et al., 2017).

Além dos papéis classicos da vitamina D no metabolismo 6sseo, pesquisas
tem sido realizadas com o intuito de avaliar sua importancia em varios processos
biologicos para a prevencdo de uma ampla gama de doencas, como a resposta imune,
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, hipertensdo arterial e a regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo celular (MATHIEU et al., 2004; ROSEN et al., 2012;
SEPIDARKISH et al., 2018; SOOY et al., 2005).

Na Odontologia, a vitamina D também apresenta grande importancia,
havendo relatos de sua associacdo com a doenca periodontal e a maior incidéncia de
carie (HOREWICZ et al., 2006; KONG et al., 2017). Outros estudos tém relacionado
a deficiéncia da vitamina D ao sucesso de implantes dentérios, estomatite aftosa
recorrente e ao cancer bucal (FATHI et al., 2018; GUIDO et al., 2018; OZTEKIN;
OZTEKIN; 2018).

A deficiencia de vitamina D é uma ocorréncia comum na populacédo em geral,
podendo acontecer em até 80% dos adolescentes europeus (BRAEGGER et al., 2013;
GONZALEZ-GROSS et al.,, 2012). De uma forma geral, esta deficiéncia esta
relacionada a pigmentacao da pele, obesidade, autolimita¢cdo da exposi¢ao solar, uso

de protetores solares e ingestao dietética deficiente (por exemplo: peixe gordo, ovo,
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leite) (BACCHETTA et al., 2010; HOLICK et al., 2014). Além disso, h4 uma variagcédo
sazonal nos niveis de vitamina D, com niveis mais altos durante o verdo e niveis mais
baixos no inverno (HARAGUZEL et al., 2014).

A Associacdo Americana de Pediatria estimou que o nivel ideal de vitamina D
deve ser 220ng/mL em bebés e criangas, enquanto a Sociedade Enddcrina
recomenda um nivel > 30ng/mL (HOLICK et al., 2011; WAGNER; GREER, 2008).
Yong et al. (2018), ao realizarem um estudo de avaliacdo dos niveis de Vitamina D
em recém-nascidos europeus, encontraram que apenas 41% das criancas
apresentaram os valores ideias sugeridos pela Associacdo Americana de Pediatria e

apenas 16%, os valores preconizados pela Sociedade Endécrina ao nascimento.

Em um estudo realizado nos Estados Unidos, com o objetivo de avaliar a
prevaléncia da deficiéncia de 250HD, por meio da andlise da concentracdo em
sangue de cordao umbilical de recém nascidos, também foram observados valores
menores que os ideais (<20ng/mL), da mesma forma que na Francga, onde cerca de
dois tercos dos recém-nascidos apresentavam niveis de vitamina D menores que
20ng/mL, mesmo nos casos onde foi realizada a suplementacdo durante a gravidez
(CECCALDI, 2017; MARSHALL et al., 2016).

Os efeitos da vitamina D descritos acima sdo mediados via receptor
intracelular de alta afinidade, o receptor da vitamina D (VDR), que é uma proteina
nuclear, amplamente expressa em muitos tipos de células (RAMEZANLI et al., 2017).

O gene do VDR esta localizado no cromossomo 12 e os polimorfismos
associados a atividade da proteina VDR séo afetados por polimorfismos no gene VDR,
gue podem diminuir a sua afinidade pela vitamina D (KONG et al., 2017; RAMEZANLI
et al., 2017). Até o momento, mais de 200 polimorfismos foram relatados no gene em
guestdo (COGULU et al., 2016).

Além dos efeitos causados pela deficiéncia na vitamina D, os polimorfismos do
gene VDR também estdo sendo associados a etiologia de doencas, assim como as
alteracdes bucais. Até o momento, ja foram realizados estudos encontrando uma
associacao de polimorfismo no gene VDR com a carie dentaria em populacdes turcas,
chinesas e tchecas, com fluorose dentaria e também com periodontite agressiva e
cronica (HU et al., 2015; COGULU et al., 2016; HOLLA et al.,2017; YANG et al. 2016;
MASHHADIABBAS et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia de fenGtipos orais e sua associacdo com os polimorfismos
rs739837 e rs2228570 no gene do receptor da vitamina D (VDR) em escolares da
cidade de Alfenas- MG.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetos especificos do presente estudo foram:

a) Levantar os dados socio-demograficos e fatores pré, peri e pos-natais
relacionados as condi¢des de saude bucal das criancas;

b) Avaliar a prevaléncia de lesdes de carie dentaria, gengivite e defeitos do
desenvolvimento do esmalte das criancgas;

c) Investigar a associacdo entre a dieta e habitos de higiene bucal com a
prevaléncia de lesdes de carie dentaria e gengivite;

d) Investigar a associacao entre os aspectos demogréficos e fatores pré, peri e
pos-natais com a prevaléncia dos defeitos de desenvolvimento de defeitos
de esmalte;

e) Avaliar a associacdo dos polimorfismos rs739837 e rs2228570 no gene
receptor de vitamina D (VDR) com a ocorréncia de carie dentéria, gengivite

e defeitos de desenvolvimento do esmalte.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo transversal foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL/MG) (CAAE: 78568217.7.0000.5142 - ANEXO A). A sua execugao respeitou
as normas determinadas pela Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude (BRASIL, 2013) e suas resolu¢cdes complementares relativas ao
estudo com seres humanos. Inicialmente, todas as criangas e 0s responsaveis foram
esclarecidos acerca dos objetivos, importancia, riscos, beneficios do estudo. Os
responsaveis expressaram sua concordancia por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) e a crianca sua autorizagcdo por
meio do Termo de Assentimento Esclarecido (APENDICE B).

Além disso, 0 acesso as Escolas Municipais foi aprovado e autorizado pela
Secretaria Municipal de Educacéo e Cultura da cidade de Alfenas/MG (ANEXO B).

4.2 SELECAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida por 353 criancas matriculadas em escolas
municipais da cidade de Alfenas/MG. As criancas participantes foram selecionadas
por sorteio, a partir do numero total de estudantes matriculados nas escolas da rede
municipal.

As escolas selecionadas foram a Escola municipal Tancredo Neves, Escola
Municipal Tereza Paulino da Costa, Escola Municipal Fausto Monteiro e Escola

Municipal Dr. Jodo Januério de Magalhéaes.
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4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas criancas com idade entre 8 a 11 anos, de ambos os géneros,
sem distin¢cao de raca. De acordo com o critério de exclusdo, ndo participaram aqueles
individuos portadores de sindromes genéticas e/ou com doencas sistémicas e 0s que
nao concordaram ou assinaram o Termo de Consentimento Livre e Termo de
Assentimento Esclarecido devidamente.

Além disso, criancas que apresentaram trauma dental na denticdo decidua
foram excluidas para que ndo houvesse interferéncia deste fator local na ocorréncia

dos defeitos de desenvolvimento do esmalte observados na amostra.

4.4 TREINAMENTO E CALIBRACAO DO EXAMINADOR

Anteriormente ao procedimento de exame clinico das condi¢cdes bucais, uma
Unica examinadora, Mariane Carolina Faria Barbosa, foi treinada e calibrada para que
houvesse padronizac&o no diagndstico de carie, gengivite e DDEs. Os procedimentos
de treinamento e calibracdo intra-examinador foram realizados com 45 criancas,
obtendo-se uma taxa de concordancia de 93%, com kappa intra-examinador = 0,87
para o indice ICDAS e concordancia perfeita para demais indices utilizados. Os
individuos que patrticiparam dessa fase preliminar ndo foram incluidos na amostra do

estudo.

4.5 LEVANTAMENTO DOS DADOS DEMOGRAFICOS E DESCRICAO DA SAUDE
GERAL E BUCAL DOS PACIENTE

A coleta dos dados foi realizada durante o periodo letivo, em horarios
previamente agendados com os diretores das escolas. A entrevista com as criangas

e pais/responsaveis foi feita individualmente de forma que fosse assegurada a sua
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privacidade e a confidencialidade dos dados.

O instrumento utilizado para a apuracdo dos dados demograficos dos
individuos foi um questionario validado e estruturado (ANTUNES et al., 2016),
composto por perguntas abertas e fechadas. Foram coletados dados demogréficos,
histéria médica e habitos gerais relacionados aos aspectos de saude geral da crianca,
com o intuito de investigar fatores etiol6gicos presentes durante o periodo gestacional,
perinatal e dos primeiros anos de vida da crianca que pudessem ser relacionados aos
fenotipos bucais das criancas, além da histéria odontolégica (APENDICE C).

4.6 AVALIACAO DAS CONDICOES CLINICAS BUCAIS

Realizada essa primeira etapa, os pacientes foram submetidos ao exame fisico
intraoral e examinados quanto a presenca de carie dentaria, gengivite e defeitos de
esmalte (APENDICE D). O exame clinico foi realizado em ambiente externo e
iluminado com luz natural, utilizando-se espatulas de madeira, gaze e roletes de
algodao (para limpeza), espelhos bucais planos numero 5 e sondas exploradoras CPI
(Organizacdo Mundial de Saude ou ballpoint), com esfera de 0,5 mm na extremidade
ativa e marcacOes a partir da ponta ativa do instrumento para exame periodontal
(Figura 1).

11,5 mm
B,5 mm l

5.5 mm y

3,5 mm

3 v P

Figura 1 — Sonda O.M.S. ou ballpoint, ilustrando as marca¢des com as distancias a ponta da
sonda, em milimetros.
Fonte: BRASIL (2009B, p. 44).

O exame da presenca de carie foi realizado a partir dos critérios propostos
pelo indice ICDAS (SHOAIB et al., 2009) ilustrado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Cadigos e critérios utilizados para 0 exame da carie dentaria de acordo com SHOAIB et al.,

2009.
Cddigos Critérios Fotos
0 Nenhuma ou sutil alteracdo na translucidez do
esmalte apds secagem prolongada (5s).
Primeira alteracdo visual no esmalte apos
1 secagem prolongada (5s); Opacidade e/ou

pigmentacdo (branca ou marrom) visivel em
fundo de fossulas e sulcos.

Alteracdo visual em esmalte na presenca de
umidade; Opacidade notavel e/ou pigmentacéo
extrapola fundo de féssulas e sulcos.

Cavitacao localizada apenas em esmalte visivel
em presenca de umidade e apds secagem
prolongada.

Sombreamento em dentina subjacente; Pode ou
nao haver microcavitacdo, desde que ndo haja
dentina aparente.

Cavitacdo em esmalte com exposicdo de dentina
(até 1/2 da superficie da face analisada).

Cavitacdo em esmalte com exposicéo de dentina
(mais da 1/2 da superficie da face analisada).

Fonte: Adaptado de SHOAIB et al., 2009.
Fotos: Do autor.
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Para a avaliagdo de gengivite, o exame foi baseado na ocorréncia de
sangramento gengival, de acordo com os cddigos e critérios do indice Periodontal
Comunitario (CPIl) (QUADRO 2), preconizado pela Organizagdo Mundial de Saude
(1997), e pela a presenca de biofilme visivel a partir do indice de placa descrito por
Silness e Loe (1964) (QUADRO 3).

Quadro 2 — Codigos e critérios para registro do sangramento gengival, de acordo com o indice
Periodontal Comunitario (CPI), preconizado pela OMS, 1997.

Cddigo Descricao Fotos

0 Auséncia de Sangramento
1 Presenca de Sangramento
X Sextante Excluido

9 N&o examinado

Fonte: Adaptado de OMS (1997).
Fotos: Do autor.
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Quadro 3 — Cadigos e critérios para registro da presenca de biofilme visivel, de acordo com o indice de

placa descrito por Silness e Loe (1964).

Cddigo

Descricao

Fotos

Sem presenca de placa

Apresenta um filme de placa
aderindo a margem gengival livre e
a area adjacente do dente. A placa
pode ser vista somente apos a
aplicacdo da solucéao reveladora ou
pela passagem da sonda na
superficie do dente.

Acumulacéo moderada de
depdsitos de massa (placa) dentro
da bolsa gengival, ou no dente e
margem gengival que pode ser vista
a olho nu.

Abundancia de matéria macia
(placa) dentro da bolsa gengival e /
ou no dente e margem gengival.

Fonte: Adaptado de SILNESS; LOE (1964).
Fotos: Do autor.

Os defeitos de desenvolvimento do esmalte foram classificados de acordo

com o indice de Defeitos de Desenvolvimento do Esmalte (DDE), com critérios que
analisam o tipo (QUADRO 4) e a extensao dos defeitos (QUADRO 5), sendo ambos

os indices recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (1997).
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Quadro 4 — Cadigos e critérios para registro da presenca de Defeitos de Esmalte (DDE), descrito por

DDE Index (1992).

Cédigo | Tipo de defeito

Descricao

0 NORMAL
OPACIDADE

1 DEMARCADA
OPACIDADE

2 DIFUSA

3 HIPOPLASIA

Sem alteracdes

No esmalte de espessura normal e com uma
superficie intacta, existe uma alteragdo na
translucidez do esmalte, de grau variavel. Ela é
demarcada a partir do esmalte adjacente normal com
limites nitidos e claros, e pode ter uma coloracao
branca, bege, amarela ou marrom.

Anormalidade envolvendo uma alteracdo na
translucidez do esmalte, de grau variavel, de
coloracdo branca. Nao existe um limite nitido entre o
esmalte normal adjacente e a opacidade. Pode ser
linear, em placas, ou ter uma distribuicdo confluente.

Um defeito associado com a reducéo localizada da
espessura do esmalte e envolvendo a sua superficie.
Pode ocorrer na forma de:

(a) fossulas — Unicas ou multiplas, rasas ou profundas,
difusas ou alinhadas,

(b) sulcos — unicos ou multiplos, estreitos ou amplos
(maximo de 2 mm);

(c) auséncia parcial ou total de esmalte sobre uma
area consideravel de dentina.

Fonte: Adaptado DDE Index, 1992.

Quadro 5 — Cadigos e critérios para registro da extensado de Defeitos de Esmalte (DDE), por DDE Index

(1992).
Cadigo Descricao
0 Normal
1 Menos de 1/3
2 De 1/3 - 2/3
3 Mais de 2/3

Fonte: Adaptado DDE Index, 1992,
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As criangas que apresentaram defeitos nos Molares associados aos Incisivos
permanentes, foram classificadas como Criancas com Hipomineralizagdo Molar-
Incisivo (HMI).

Concluido o levantamento, as criancas foram classificadas de acordo com a
presenca de carie, gengivite, DDEs e HMI em grupo cérie, gengivite, DDEs e HMI.
Aquelas que ndo apresentavam estas ocorréncias foram chamadas controle de cada

um destes grupos.

4.7 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Células do epitélio bucal como fonte de DNA gendmico foram coletadas a partir
de amostras de saliva n&o-estimulada, seguindo um protocolo previamente
estabelecido (KUCHLER et al.,, 2012). Para a coleta, os individuos realizaram
bochecho com 5 mL de solucéo salina 5% durante 1 minuto, sendo todo o volume do
bochecho acondicionado em tubos Falcon para centrifuga de 15 mL (CORNING Inc.,
CORNING, NY, EUA).

O material foi armazenado congelado em Freezer -20°C no Biobanco do
Departamento de Clinica e Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL) até o momento de ser processado no laboratério de
Biologia Molecular e Celular do Departamento de Clinica Infantil da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo (FORP-USP).

A figura 2 representa a sequéncia de acdo realizada durante as etapas de
avaliacdo das condicbes clinicas bucais, coleta de material biolégico e dados

antropometricos.
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Figura 2 — Sequéncia de exame clinico intrabucal e coleta de material biol6gico
Legenda: 1) Assinatura do Termo de Assentimento Esclarecido

2) Exame Fisico Intraoral

3) Coleta de dados antropométricos

4) Coleta de material biolégico
Fonte: Do autor.

4.8 PROCESSAMENTO DO DNA

Cada tubo contendo a saliva coletada foi descongelado e centrifugado a
550rpm durante 10 minutos para sedimentacdo do pellet de células. O sobrenadante
foi descartado em hipoclorito de sédio de 2,5% e o pellet ressuspendido em 1mL de
tampdo de extracdo (TE) (Tris-HClI 10mM, pH 7.8; EDTA 5mM; SDS 0.5%).
Posteriormente, as amostras foram transferidas para um tubo eppendorf de 1,5mL e
entéo congelados a -20° C até o momento da extracéo do DNA.



38

Nessa hora, as amostras foram novamente descongeladas e incubadas com
100ng/mL de Proteinase K (4L de Proteinase K - Fungal, Invitrogen Laboratories, Cat
n°25530-015), na concentracdo de 25mg/mL, em banho-maria a 56° C overnight, e
entdo submetidas a processos de precipitacao utilizando-se 400uL de solucéo de
acetato de amoénio a 10M. A seguir, todos os tubos foram agitados manualmente por
5 minutos e centrifugados por 15 minutos (12000rpm), sendo o sobrenadante dividido
em dois microtubos plasticos eppendorf de 1,5mL, contendo 700uL cada. O mesmo
volume (700uL) de alcool isopropilico gelado foi adicionado em cada tubo, seguido de
agitacdo manual vigorosa.

ApOs nova centrifugacdo por 20 minutos (12000 rpm) a 4°C, a formacéo de
"nuvem de DNA” foi observada nas aliquotas de cada microtubo plastico. Em seguida,
0 sobrenadante foi descartado com cuidado para néo deslocar o pellet de DNA, e 1mL
de etanol 70% gelado foi adicionado, seguido de centrifugacdo por 15 minutos (12000
rpm), a 4°C. Posteriormente o sobrenadante foi descartado, e o tubo ficou aberto e
emborcado em papel por 30 minutos, para secagem e evaporacao do excesso de
etanol. O pellet de DNA foi ressuspendido em 400 pL de tampé&o de extracédo (TE)
(Tris-HCI 10mM; pH 7.8; EDTA 1mM) e congelado a -20°C.

A concentracao e a pureza do DNA foram determinadas por densidade éptica
em espectrofotbmetro  (NanoDrop®2000espectrophotometer, Thermo Fisher
Scientific, Foster City, CA), utilizando-se 2 uL do material extraido, em comprimentos
de onda de 260 e 280 nanb6metros (nm). A razdo entre os valores obtidos nos
comprimentos de onda de 260 e 280nm foi usada para estimar a pureza do DNA
gendmico. A seguir, as amostras foram diluidas em agua Milli-Q, a 2nm/ uL (FIGURA
3).



Figura 3 — Imagens ilustrativas da metodologia empregada no processamento.
Legenda: A) Contetdo do bochecho acondicionado em tubo Falcon 15 mL
B) Centrifugacéo
C) Pellet de células
D) Descarte do sobrenadante
E) Ressuspencao do pellet e transferéncia para tubo eppendorf 1,5 mL
F) Amostras congelada
G) Incubacado com Proteinase K em banho-maria
H) Nuvem de DNA
I) Precipitagcdo com acetato
J) Centrifugagéo
k) Pellet de DNA
L-M) Quantificagéo e estimagdo da pureza do DNA.
Fonte: Do autor.
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4.9 SELECAO DO POLIMORFISMO GENETICO E GENOTIPAGEM POR PCR EM
REAL TIME

Foram selecionados os polimorfismos potencialmente funcionais no Receptor
de Vitamina D (VDR), rs739837 e rs2228570. Para a selecdo, foi levada em

consideracao a frequéncia alélica na populacdo caucasiana (http://genome.uscs.edu)

e 0 possivel impacto biolégico na alteracdo dos nucleotideos. As caracteristicas dos
polimorfismos selecionados estéo descritas na tabela 1.

O genotipagem foi realizada por PCR (reacdo de polimerase em cadeia) em
tempo real, usando o método Tagman (KUCHLER et al.,2017), utilizando o
termociclador Step One Plus Real time PCR System (Applied Biosystems — Foster
City — California — USA), no laboratorio de “Biologia Molecular e Cultura de Células”
do Departamento de Clinica Infantil, da FORP/USP.

Na analise de Tagman, duas sondas (VIC e FAM) foram utilizadas no ensaio
de discriminacdo alética, onde cada sonda anela com a variante polimorfica
especifica. Durante a reacado, primers se hibridizam com a sequéncia alvo do DNA.
Essa reacdo resultou na liberacéo de fluorescéncia especifica de cada sonda e essa
fluorescéncia foi capturada e mensurada pelo termociclador, como consequéncia da
amplificacdo do DNA alvo.

Todas as rea¢cdes de PCR foram realizadas com um volume final de 3,4 uL
{4ng de DNA, 2,5uL de Tagman Genotyping Master Mix PCR (Applied biosystems by
Thermo Fisher Scientifc, Foster City, CA 94404), 0,075 de sonda do polimorfismo e
agua deionizada q.s.p.}. A condicdo de ciclo do PCR utilizada foi de 95°C por 10
minutos, seguido por 40 ciclos de amplificacdo de 92°C por 15 segundos e 60°C por
1 minuto (FIGURA 4).


http://genome.uscs.edu/
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Tabela 1 - Descricao das caracteristicas das variacdes genéticas estudadas. Alfenas/MG, 2019.

Gene Locus | Polimorfismo MAF Funcéo Sequéncia
rs739837 0,4942/2475  UTR 3, Transversion Substitution, = CTCAACATCAGTCAGCAGCCACTTA[G/T]GCAGCGG
Intron, Intragenic TGGAGGCATCTCTGGGCA
VDR 12

rs2228570 0,3285/1645  UTR 3, Transversion Substitution, GGAAGTGCTGGCCGCCATTGCCTCCIA/G]TCCCTG
Intron, Intragenic TAAGAACAGCAAGCAGGCC

Obtido a partir da base de dados: http://www.thermofisher.com; http://www.ncbi.nih.gov; http://genome.ucsc.edu. MAF: Minor Allele Frequency (Fréquencia do

Alelo Menor); letras em negrito e sublinhado indicam alelo mutante.


http://www.ncbi.nih.gov/
http://genome.ucsc.edu/
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Figura 4 — Imagens ilustrativas da metodologia empregada na Genotipagem por PCR em tempo real,
método Tagman
Legenda: A) Placa
B- C) Termociclador Step One Plus Real time PCR System;
D- E) Exemplo do resultado da reacgéo.
Fonte: Do autor.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Considerando a natureza dos dados obtidos , os resultados foram analisados
utilizando o software Epi Info 7.0 (Centers for Diaease Controland Prevention-CDC,
Atlanta, Georgia, USA). O teste de qui-quadrado ou Teste exato de Fisher foram
utilizados para comparar as frequencias entre os grupos. O teste T ou ANOVA foram
usados para comparar as diferencas entre as médias entre os grupos. Todos os testes

foram realizados com um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DOS ASPECTOS DEMOGRAFICOS E FENOTIPOS ORAIS DAS
CRIANCAS

Entre as 353 crian¢as que compuseram a amostra, a média de idade foi de 8,9
anos (DP 0,89), sendo a maioria, 147 (41,64%) com 8 anos. A distribuicdo de meninos
e meninas foi de 170 (48,16%) e 183 (51,84%), respectivamente. A tabela 2
representa os aspectos demograficos das criancas abordadas no presente estudo.

Tabela 2 - Representacdo dos aspectos demogréficos das criancas. Alfenas/MG, 2019.

Aspectos n %

Idade (anos)

8 147 41,64
9 115 32,58
10 76 21,53
11 15 4,25
Género

Feminino 183 51,84
Masculino 170 48,16

Procedéncia

Zona urbana 322 91,22
Zona Rural 31 8,78
Total 353 100,00

Fonte: Do autor.

O exame clinico da cavidade bucal das criangas mostrou que a grande maioria
encontrava-se na denticdo mista, 308 (87,25%) e 45 (12,75%) na denticao
permanente. Com relacdo a carie, 202 criancas (57,22%) eram livres de lesdes e 151
(42,78%) apresentavam pelo menos um dente com presenca de lesédo. A média de

dentes afetados foi de 1,24 (DP 1,99), com variacdo de 0 al6 dentes acometidos.
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A avaliagéo das condi¢Oes gengivais da populacéo estudada, mostrou que 147
(41,64%) das criancas apresentavam sangramento gengival em pelo menos um
sextante avaliado e 206 (58,36%) apresentavam sinais de normalidade gengival.
Quanto a presenca de biofilme, todas as criancas avaliadas apresentavam algum
sextante com biofilme. A variagdo encontrada nos seis sextantes foi de 0,67 a 2,33,
com media de 1,79 (DP 0,30).

Com relagéo a ocorréncia de DDEs, 223 (63,17%) criancas apresentaram pelo
menos um dente com defeito de esmalte (DDES), sendo a média de dentes 3,85 (DP
2,60), e a ocorréncia variando de 1 a 14 elementos. Quanto a distribuicdo segundo o
género, os DDEs foram mais prevalentes no género feminino 115 (51,57%), contra
108 (48,43%) casos no masculino. A distribuicdo dos tipos, extensdo e localizagéao

nas arcadas encontra-se descrita na tabela 3.



Tabela 3 - Representa¢éo dos defeitos de desenvolvimento do esmalte. Alfenas/MG, 2019.

Defeitos de esmalte n %
Sim 223 63,17
N&o 130 36,83
Tipo de DDE

Opacidade Demarcada 33 14,80
Opacidade Difusa 82 36,77
Hipoplasia 13 5,83
Opacidade Demarcada e difusa 54 24,21
Opacidade Demarcada e Hipoplasia 24 10,76
Opacidade Difusa e Hipoplasia 2 0,90
Combinacao dos trés defeitos 15 6,73
MIH 77 21,81
Extenséo

Menos de 1/3 153 68,61
De 1/3a2/3 64 28,7
Mais de 2/3 6 2,69
Distribuicdo nas Arcadas

Maxila 70 31,39
Mandibula 30 13,45
Ambas 123 55,16
Distribuicdo Antero/Posterior

Dentes Anteriores 100 44,85
Dentes Posteriores 31 13,90
Ambos 92 41,25

Fonte: Do autor.
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5.2 ASSOCIACAO ENTRE OS FENOTIPOS ORAIS COM OS FATORES PRE, PERI
e POS-NATAIS

Os dados sociodemogréficos e as informacdes relacionadas aos habitos de
higiene bucal e dieta das criancas foram descritos e associados aos grupos cérie
(Tabela 4), gengivite (Tabela 5) e respectivos controles.

Com relacdo a presenca de carie, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os fatores avaliados e a sua ocorréncia (p> 0,05)
(Tabela 4). Na analise dos grupos com gengivite e controle, foi encontrada
significancia entre o uso de fio dental e a menor susceptibilidade a gengivite na

populacédo avaliada (Tabela 5).
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Tabela 4 - Dados demogréficos, informagfes dietéticas e habitos de higiene bucal nos grupos carie e

controle. Alfenas/MG, 2019.

o Controle Carie
Variaveis P
(n=202) (n=151)

Género n(%)
Masculino 98 (48,5%) 72 (47,7%)

0,87
Feminino 104 (51,5%) 79 (52,3%)
Idade (média e DP) 8.9 (x0,91) 8.83(+0,86) 0,84
indice de Biofilme (média e DP) 1.7 (£0,31) 1.8 (£0,25) 0,79
Consome doces entre as refeicdes? n(%)
Nao 126 (64,6%) 85 (57,4%)

0,17
Sim 69 (35,4%) 63 (42,6%)
Escova os dentes antes de dormir? n(%)
Nao 45 (23,6%) 32 (22,4%)

0,79
Sim 146 (76,4%) 111 (77,6%)
Quantas vezes escova os dentes por dia? n(%)
lvez 22 (11,3%) 21 (14,3%) Referéncia
2 vezes 76 (39,0%) 60 (40,8%) 0,58
3 ou mais vezes 97 (49,7%) 66 (44,9%) 0,32
Usa dentifricio fluoretado? n(%)
Nao 8 (10,5%) 18 (12,1%)

0,73
Sim 68 (89,5%) 131 (87,9%)
Usa fio dental? n(%)
Nao 65 (32,8%) 63 (42,6%)

0,06
Sim 133 (67,2%) 85 (57,4%)

DP: Desvio Padréo.

Fonte: Do autor.
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Tabela 5 - Dados demogréficos, informacgdes dietéticas e habitos de higiene bucal nos grupos com

gengivite e controle. Alfenas/MG, 2019.

o Controle Gengivite
Variaveis P
(n=202) (n=151)
Género n(%)
Masculino 96 (46,6%) 74 (50,3%)
0,48
Feminino 110 (53,4%) 73 (49,7%)
Idade (média e DP) 8,9 (+0,88) 8,8 (x0,90) 0,89
indice de Biofilme (média e DP) 1,7 (£0,31) 1,8 (+0,23) 0,77
Consome doces entre as refeicdes? n(%)
Nao 122 (61,6%) 89 (61,4%)
0,95
Sim 76 (38,4%) 56 (38,6%)
Escova os dentes antes de dormir? n(%)
Nao 44 (22,3%) 33 (24,1%)
0,86
Sim 153 (77,7%) 104 (75,9%)

Quantas vezes escova os dentes por dia? n(%)

1lvez

2vezes

3 ou mais vezes

Usa dentifricio fluoretado? n(%)

N&o
Sim
Usa fio dental? n(%)
N&o

Sim

24 (12,2%)
76 (38,6%)

97 (49,2%)

20 (9,9%)

183 (90,1%)

65 (32,3%)

136 (67,7%)

19 (13,1%) Referéncia
60 (41,4%) 0,67

66 (45,5%) 0,66

16 (11,0%)
0,73
130 (89,0%)

63 (43,4%)
0,03*
82 (56,6%)

DP: Desvio Padrao * Diferenca estatisticamente significante (P<0,05).

Fonte: Do autor.

Adicionalmente, foi realizada a analise dos fatores etiol6gicos presentes

durante o periodo pré, peri e pés-natal associados com a ocorréncia de defeitos de
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desenvolvimento do esmalte (DDEs). Nenhum dos fatores se mostrou

estatisticamente associado as alteracdes presentes no esmalte (P< 0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Associacao entre os fatores presentes durante o periodo pré, peri e pds-natal e os defeitos de desenvolvimento do esmalte. Alfenas/MG, 2019.

(Continua)
Controle DDE P DDE > 2/3 P HMI P
Caracteristicas n (%) ou média +DP n (%) ou média +DP n (%) ou média n (%) ou

+DP média +DP
Fumou na gestacao
Sim 24 (61,5%) 44 (19,8%) P>0,05 0 (0,0%) P>0,05 14 (18,4%) P>0,05
N&o 15 (38,5%) 178 (80,2%) 6 (100,0%) 62 (81,6%)
Ingeriu bebidas alcodlicas
Sim 12 (9,4%) 21 (9,5%) P>0,05 1 (16,7%) P>0,05  8(10,7%) P>0,05
N&o 116 (90,6%) 200 (90,5%) 5 (83,3%) 67 (89,3%)
Pré-natal
Sim 128 (98,5%) 217 (98,2%)/ P>0,05 6 (100,0%) P>0,05 74 (%) P>0,05
N&o 2 (1,5%) 4 (1,8%) 0 (0,0%) 2 (2,6%)
Problemas de saldde na gestacgao
Sim 18 (13,9%) 29 (13,1%) P>0,05 0 (0,0%) P>0,05  8(10,5%) P>0,05
N&o 111(86,1%) 192 (86,9%) 6 (100,0%) 68 (89,5%)
Idade materna na gestacéo (anos)
Média (DP) 25,2 (+7,60) 25,2 (+6,37) P>0.05 27,83 (£6,27) P>0.05 24,64 (£6,72) P>0.05
Tipo de Parto
Normal 56 (44,8%) 103 (47,2%) P>0,05 3 (50,0%) P>0,05 40 (53,3%) P>0,05
Ceséria 69 (55,2%) 115 (52,8%) 3 (50,0%) 35 (46,7%)
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(Concluséo)

Controle DDE P DDE > 2/3 P HMI P
Caracteristicas n (%) ou média +DP n (%) ou média n (%) ou média n (%) ou média
+DP +DP +DP
Duracéo do parto (horas)

- P>0,05 P>0,05 P>0,05
Média (DP) 4,15 (+5,43) 3,90 (+4,63) 4,20 (£3,76) 4,33 (£5,00)
Complicagcdes no parto

. P>0,05 P>0,05
Sim 11 (8,7%) 17 (7,8%) P>0,05 1 (16,7%) 8 (10,7%)

Nao 116 (91,3%) 200 (92,2%) 5 (83,3%) 67 (89,3%)
Nascimento prematuro

. P>0,05 P>0,05
Sim 13 (10,6%) 22 (10,5%) P>0,05 0 (0,0%) 6 (8,3%)

Nao 109 (89,4%) 188 (89,5%) 5 (100,0%) 66 (91,7%)
Peso ao nascer (g)

- P>0,05 P>0,05 P>0,05
Média (DP) 3022,22 (+568,93) 3108,35 (+660,73) 3420,00 3156,45

(£164,32) (£624,79)
Comprimento ao nascer (cm)

L P>0,05 P>0,05 P>0,05
Média (DP) 48,44 (+4,55) 48,2 (+4,59) 51,80 (+4,87) 48,08 (£3,92)

Doenca até os trés anos de vida

. P>0,05 P>0,05
Sim 32 (24,8%) 66 (30,3%) P>0,05 1 (16,7%) 28 (37,3%)

Nao 97 (75,2%) 152 (69,7%) 5 (83,3%) 47 (62,7%)

Fonte: Do autor.
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5.3 ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS rs739837 E rs2228570 NO GENE
VDR E OS FENOTIPOS ORAIS

A tabela 7 apresenta as distribuicdes dos genotipos para os polimorfismos
rs739837 e rs2228570 nos grupos carie e gengivite. As distribuicdes de genotipos
nao foram estatisticamente significantes entre os grupos de carie e gengivite com seus

respectivos controles (p> 0,05), para ambos os polimorfismos.

Tabela 7 - Distribuicdo dos genétipos entre os grupos cdrie e gengivite. Alfenas/MG, 2019.

Gendtipos n (%)

Polimorfismo Grupos
CcC CT TT P
Livres de carie 43 (21,4%) 92 (45,8%) 66 (32,8%) 0,58
Com lesGes de carie 29 (19,3%) 77 (51,3%) 44 (29,4%)
rs739837
Livre de gengivite 39 (19,0%) 97 (47,3%) 69 (33,7%) 0,48
Com gengivite 33 (22,6%) 72 (49,3%) 41 (28,1%)
AA AG GG
Livres de carie 26 (12,9%) 87 (43,1%) 89 (44,0%)
0,31
Com lesbes de carie 20 (13,2%) 57 (37,8%) 74 (49,0%)
rs2228570
Livre de gengivite 25 (12,1%) 83 (40,3%) 98 (47,6%)
0,76

Com gengivite

21 (14,3%)

61 (41,5%)

65 (44,2%)

Fonte: Do autor.

Com relacado a associacao entre 0s genotipos para os polimorfismos rs739837
e rs2228570 e a ocorréncia de DDEs, também néo foi observada diferenca

estatisticamente em ambos os polimorfismos (p> 0,05) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Distribuicdo dos genétipos para os defeitos de desenvolvimento do esmalte. Alfenas/MG,

2019.
Gendtipos n (%)
Polimorfismo Grupos
CcC CT TT P
Controle 26 (20,1%) 62 (48,0%) 41 (31,7%) Referéncia
DDE 46 (20,7%) 107 (48,2%) 69 (31,0%) 0,98
rs739837
DDE > 2/3 0 (0,0%) 4 (66,7%) 2 (33,3%) 0,88
MIH 18 (23,7%) 32 (42,1%) 26 (34,2%) 0,69
AA AG GG
Controle 23 (17,6%) 50 (38,4%) 57 (43,8%) Referéncia
DDE 23 (10,3%) 94 (42,1%) 106 (47,5%) 0,13
rs2228570
DDE > 2/3 1 (16,7%) 2 (33,3%) 3 (50,0%) 0,95
MIH 7 (9,2%) 33 (43,4%) 36 (47,4%) 0,24

Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

6.1 PREVALENCIA DOS FENOTIPOS ORAIS

O presente estudo avaliou a prevaléncia de fendtipos orais (cérie dentaria,
gengivite e defeitos do esmalte) em criangas do municipio de Alfenas, cidade de médio
porte do sudeste do Brasil, com populagéo de 73,774 habitantes, que apresenta boas
condicbes de acesso aos servicos de saude e fluoretacdo nas aguas de
abastecimento desde 1975.

A carie dentaria € um importante problema de saude bucal que afeta 2,43
bilhdes de pessoas (35,3% da populagdo) em todo o mundo no ano de 2010 (VOZ et
al., 2010). Segundo os resultados da ultima Pesquisa Nacional de Saude Bucal (SB
Brasil) realizada no Brasil em 2010, entre as criancas com cinco anos de idade,
existiam 46,6% livres de carie e com 12 anos, a prevaléncia foi de 43,5% com
auséncia de lesdes cariosas. Entretando, Oliveira (2012) ao realizar um levantamento
epidemiologico entre escolares (8 a 12 anos) de Patrocinio Paulista / SP, outro
municipio de meédio porte da regido sudeste do Brasil, encontraram 67% de
prevaléncia de criancas com lesfes de cérie.

Durante os exames clinicos da cavidade bucal das criancas, observamos em
nosso estudo que 57,22% das criancas eram livres de lesbes e 42,78% apresentavam
pelo menos um dente com presenca de carie. Desta forma, os escolares de
Alfenas/MG, apresentavam melhores condicbes do que a prevaléncia estimada
nacionalmente.

Nas ultimas décadas, observou-se um declinio na prevalecia de cérie dentaria
entre as criancas e jovens brasileiros (MARTINS et al., 2006), consequéncia das
melhorias de saulde publica, que incluem: a incorporacdo de fldor na agua de
abastecimento publico e no dentifricio, a ampliacdo do acesso ao servico publico
odontolégico e o estimulo as atividades de promoc¢éo e prevengdo em saude bucal
(NARVAI et al., 2006; MULLER et al., 2015).

Além das lesbes cariosas, as alteracdes periodontais sdo alteracdes bucais

altamente prevalentes na populagéo. Estima-se que a gengivite esteja presente em
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90% dos individuos, apesar de sua extensao e severidade serem bastante variadas
(OPPERMANN et al., 2015). No ultimo levantamento epidemiolégico em saude bucal
(BRASIL, 2011), aproximadamente 62,9% das criangas brasileiras de 12 anos
apresentavam todos os sextantes saudaveis.

Em nosso estudo, ao avaliarmos as caracteristicas dos aspectos gengivais da
populacdo estudada encontramos que 41,64% apresentavam gengivite, valores
aproximados a pesquisa nacional (BRASIL, 2011) a aos achados de BASHIRIAN et
al., 2018 que encontraram 52,9% das criangas com sangramento gengival.

Em contrapartida, Tomazoni et al. (2017) avaliaram a prevaléncia de gengivite
em escolares brasileiros e encontraram 96,2% das criangas com sangramento
gengival. Outros autores, também encontraram prevaléncia mais elevada, Neves et
al. (2010) observaram 97,2% em criancas do nordeste brasileiro, Ballouk e Dashasn
(2018) encontraram gengivite em 97,3% das criangas da Siria, Tantawi e Alagl (2018)
em 73,9% em criangcas da Arabia Saudita e em 91,0% das criangas na Roménia
(FUNIERU et al., 2017).

Quanto a presenca de biofilme, todas as criancas avaliadas em nosso estudo,
apresentavam algum sextante com biofilme. Neves et al. (2010) encontraram que
97,2% dos escolares avaliados apresentam biofilme visivel. Aproximadamente 40 a
50% da placa permanece nos dentes apds a escovacao, e os efeitos da placa séao
citados como etiologia de algumas doencas bucais, incluindo céarie e gengivite
(CLAYDON, 2008)

Os defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE) sado alteracdes bucais que
acometem o esmalte dentario (LACRUZ et al., 2012). Apresentam importante
relevancia para a atuacao clinica, pois sdo prevalentes na populacéo e influenciam
diretamente a qualidade de vida dos individuos, devido ao compromentimento estético
e 0 aumento da suceptilidade a céarie (DE REZENDE et al., 2014; ONORIOBE et al.,
2014; MATA, 2017; VARGAS-FERREIRA et al., 2018).

Em nosso estudo a ocorréncia de DDE nas criancas foi de 63,17%, equivalente
aos achados de Vagas-Ferreira et al., (2018) que encontraram essa alteracdo em 64%
dos escolares do municipio de Araraquara. Outros estudos também encontraram
resultados analogos, na india a ocorréncia de DDEs foi de 66,2% (CHAUHAN et al.
2013) e na Malasia, foi encontrado em 67,1% dos escolares (SUJAK et al., 2004).

Até o momento, encontramos na literatura diversos estudos que avaliaram a

prevaléncia de DDEs no Brasil e no mundo, contudo os valores sdo heterogéneos.
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Jalevik (2010) em reviséo sistematica encontrou uma variacao de 2,4% a 40,2% na
ocorrencia dos defeitos de desenvolvimento de esmalte. Ravindran e Saji (2016)
relataram que a prevaléncia de DDE apresenta variacao de 6,7% a 67,1% nos paises
desenvolvidos e nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, é de 27% a 66,2%.

A discrepancia entre a prevaléncia nos diversos estudos, pode ter sido
influenciada pela diferenca de idade das criangas avaliadas e pela variedade de
indices utilizados na metodologia durante a afericdo da presenca do defeitos de
desenvolvimento do esmalte. Além disso, supBe-se a interferéncia das mudancgas no
padrdo dos perfis de saude das criancas nas Ultimas duas décadas, devido a
imunizacado, o uso de medicamentos e instalagcdes médicas prontamente disponiveis
(WONG et al., 2014). Portanto, a comparacao de prevaléncias é dificil de ser realizada
entre os estudos.

Quanto aos tipos de DDE, no presente estudo, a opacidade difusa foi a mais
encontrada (36,77%), seguida pela opacidade demarcada (14,80%). Ramesh et al.
(2011) e Chauhan et al. (2013) observaram dados semelhantes, encontrando que a
opacidade difusa como a mais comum. Por outro lado, Robles et al.,, (2013) e
Ravindran e Saji (2016), observaram em seus estudos uma maior prevaléncia de
opacidade demarcada, divergindo dos achados deste trabalho.

Ademais, em nosso estudo, os defeitos de desenvolvimento do esmalte
apresentaram-se mais frequentes em ambas as arcadas (55,16%), seguido pela
maxila (31,39%). Esses achados divergem de Massignan et al., 2016, que
encontraram 60% dos defeitos localizados na mandibula. Ao avaliar a extenséo do
defeito, a maioria (68,61%) estendiam-se por menos de 1/3 do dente e apenas 2,69%
por mais de 2/3. Esses achados corroboram com Ravidran e Saji (2016), que
obtiveram aproximadamente 79% dos DDEs com até 1/3 de extensdo. Contudo,
Masterson et al. (2018) encontraram mais comumente (47%) a extenséo de 1/3 a 2/3
de acometimento da superficie dental.

Quanto a distribuicdo por género, houve uma distribuicdo homogénea entre
meninas (62,84% - 115) e meninos (63,53% - 108). Esta igualdade na manifestacao
da referida alteracdo entre os géneros também foi observada em outros estudos
prévios (MASSIGNAN et al., 2016; IBIYEMI et al., 2018; FERREIRA-VARGAS et al.,
2018).

Em contraste, Robles et al. (2013) encontraram maior risco de

desenvolvimento de DDE em meninos, e segundo Memarpour et al. (2014) as
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meninas apresentavam 1,33 vezes mais chances de ter DDE. Desta forma, os
achados na literatura acerca da predilecdo por género, localizacdo em arcada e
extensdo do defeito ainda séo inconsistentes.

A hipomineralizagao Molar-Incisivo (HMI) também foi avaliada neste estudo e a
prevaléncia encontrada foi de 21,81%. Silva et al. (2016), em revisdo sistematica
destacaram que a prevaléncia de HMI pode variar entre 2,4% e 40,2%. De forma
equivalente, Tourino et al. (2016) observaram que 20,4% dos escolares brasileiros,
com 8 e 9 anos, apresentavam HMI. Em criancas espanholas a ocorréncia foi de
21,8%, dados que concordam com nossos achados (GARCIA-MARGART et al.,
2013).

Em amostras de criancas brasileiras foram observadas prevaléncias inferiores
ao nosso estudo. Em Patrocinio Paulista/ SP aproximadamente 14% das criancas
apresentavam HMI (OLIVEIRA, 2012), em Araraquara/SP constataram essa alteracéo
em 12,3% dos escolares (JEREMIAS al.,, 2013) e em 7,44% das criancas de
Manaus/AM (ALVES FILHO, 2015).

Essas diferencas entre as prevaléncias de HMI, podem ser explicadas pelo
método utilizado e pela idade da amostra avaliada. Neste estudo adotou-se o critério
de diagnostico para HMI, o DDE Index (1992) e a presenca de pelo menos um molar

permanente afetado que deveria estar associado a algum incisivo permanente.

6.2 ASSOCIACAO DOS FATORES RELACIONADOS A ETIOLOGIA DOS
FENOTIPOS ORAIS

Os fendétipos orais avaliados neste estudo apresentam etiologia multifatorial,
por isso foram associados aos fatores relacionados ao risco de desenvolvimento da
alteracdo. Desta forma, avaliamos a associacdo entre a carie dentaria e os habitos
alimentares e de higiene bucal, e ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante entre os aspectos avaliados e a presenca de Carie.

O consumo de alimentos agucarados entre as refei¢des foi associado a carie

dentaria em diversos estudos, ademais € descrita como um importante fator etiolégico
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(GUEIROS; SILVA, 2003; DOMEJEAN-ORLIAGUET, 2006; IFLIKHAR et al, 2012,
SHROTH et al., 2013; HAN et al., 2014; YAZEED et al., 2018). Contudo, em nosso
estudo, ndo foram encontradas associacdes entre o consumo de doce entre as
refeicdes e a carie, o que também néo foi constato por outros autores (PUNITHA et al
2015).

A falta de remocdo do biofiime estd associada ao aparecimento e
desenvolvimento de lesdes de carie (CHANKANKA et al., 2011). Ao avaliarmos este
aspecto, ndo encontramos associacao com a frequéncia de escovacdo e nem com a
sua realizacdo antes de dormir. Hujoel et al. (2018) em uma recente revisdo
sistematica, encontrou que a higiene bucal ndo apresentava impacto sobre as taxas
de carie dentaria, embora Zeng et al. (2018), tenham demonstrado que quando a
escovacao e realizada somente uma vez por dia ha um aumento na prevaléncia de
lesbes cariosas.

Além da escovacéo, o uso de dentifricio fluoretado também néo foi associado
a carie em nosso estudo. Equivalentemente, Zeng et al. (2018), também néo
encontraram associagdo, contudo outros pesquisadores mostraram que a carie
dentaria foi menos prevalente entre criancas que utilizavam o dentifricio fluoretado
(MANTONANAKI et al., 2013; ANIL, ANAND, 2017). O mesmo raciocinio pode ser
empregado para o uso do fio dental, onde ndo observamos associacao significativa,
assim como Hujoel et al. (2018).

Embora a carie seja reconhecia como a doenca bucal mais persistente e
frequente na infancia, muitas criancas apresentam sintomas de doencas periodontais
(JIN et al., 2016). No presente estudo, a ocorréncia de gengivite foi associada aos
mesmos fatores que a carie, sendo também observado resultados semelhantes,
exceto para a utilizac&o do fio dental.

O consumo de alimentos adocicados entre as refeicdes ndo foi associado a
gengivite em nosso estudo, embora outros autores jA associaram a nutricdo
inadequada e o alto consumo de alimento doces a um aumento na prevaléncia de
gengivite em criancas (MIRKARIMI et al., 2016; KESHANI et al., 2016; KAMALIKHAH
et al. 2015).

Ademais, também avaliamos a quantidade de biofilme encontrada nos
elementos dentarios e ndo foi significativa a associagdo com a gengivite entre 0s

escolares. No entanto, Amran et al. (2016) e Kamienska et al. (2018) encontraram
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uma correlacdo entre a quantidade de placa bacteriana e a probabilidade de
sangramento, o que evidencia a relacdo entre gengivite e o estado de higiene oral.

A presenca de placa bacteriana esta descrita na literatura com fator de risco
para o desenvolvimento de doenca gengival e periodontal. Para o correto controle e
remocdo da placa, a escovacdo dentaria realizada corretamente € essencial e
associada ao uso do fio dental demonstra evidéncias de melhora na quantidade de
acumulo de placa interproximal (BIESBROCK et al., 2006). Em nosso estudo, 0 uso
de fio dental foi associado a ocorréncia de gengivite entre os escolares de Alfenas.

Hujoel et al. (2006) apontam que o uso do fio dental, quando realizado da
maneira correta, provavelmente € um método eficaz contra a inflamacéo gengival e
também para a prevencgéo da céarie dentaria. Entretanto, as evidéncias com relagéo a
associacao entre o uso do fio dental e a prevaléncia e gengivite ainda despertam
controvérsia na literatura. Para Chapple et al. (2015) o uso do fil dental ndo foi
considerado o instrumento mais adequado para o controle da gengivite, e somente
deveria ser recomendado para aqueles locais onde vocé ndo pode usar escovas de
dente interdentais. Por outro lado, Salzer et al. (2015), destacaram em reviséo
sistematica que embora a maioria dos estudos ndo demonstrem que o uso do fio
dental foi 0 método mais eficaz, esta associado ao menor risco de gengivite.

Kotsakis et al. (2018) ao realizar uma meta-analise que o uso do fio dental néo
supervisionado nao produziu reduc¢des substanciais na inflamacéao gengival. Contudo
0s autores afirmam que é preciso cautela ao analisar esses dados, visto que ja é
consagrado na literatura e altamente recomendado por dentistas e associacfes
dentarias o uso do fio dental, por apresentar excelente capacidade de remocéo de
biofilme nas areas interdentais (LANG et al., 1995).

Em relacdo aos possiveis fatores relacionados aos defeitos de
desenvolvimento de esmalte, em nosso estudo, avaliamos a associagdo com aspectos
presentes durante os periodos pré, peri e pos-natal, capazes de interferir na
constituicdo do esmalte dentario durante as diversas etapas de sua formacéao
(JEREMIAS et al., 2013). De acordo com a literatura, destacam-se 0s traumas
dentofaciais, problemas de saude na gestacdo, nascimento prematuro, baixo status
socioecondémico, disfuncdes sistémicas como infecgcdes microbianas e respiratorias,
alteracBes nutricionais e problemas de saude nos primeiros anos de vida (SEOW,
2014; VARGAS-FERREIRA et al., 2018; MASTERSON et al., 2018),
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As associacdes entre os DDEs e as caracteristicas presentes no periodo pré,
peri e pés-natal, ndo foram significativas em nosso estudo. Nossos resultados
confirmaram os achados de trabalhos anteriores, que também ndo encontraram
associacao com estes fatores (WHATLING; FEARNE, 2008; WONG et al., 2014).

Gisoo et al. (2010) encontraram uma associacgao significativa entre a presenca
de doencas sistémicas durante os primeiros 5 anos de vida e a prevaléncia de DDE.
Ademais, Mihaela et al. (2011) relataram associagao entre o consumo de drogas ou
substancias quimicas durante os primeiros anos de vida com o risco de desenvolver
DDE. Equivalentemente, Ford et al. (2009) indicaram que o tabagismo dos pais estava
correlacionado com o Desenvolvimento de alteragdes no esmalte dentério.

Assim como nosso estudo, Faria et al. (2013) ndo encontraram associagcao
entre os defeitos de desenvolvimento de esmalte (DDE) e nascimento prematuro.
Contudo, outros autores ja obteram associacdo com bebés nascidos prematuramente
(GISOO et al., 2010; ARROW, 2009; CORTINES et al., 2019). Uma hipdtese para a
possivel associagcdo de nascimento prematuro com o maior risco de DDE é a
ocorréncia de trauma local na cavidade bucal destas criancas. Durante os
procedimentos de intubacdo para assisténcia ventilatoria e suporte nutricional
(CORTINES et al., 2019).

Criancas que apresentavam baixo peso ao nhascimento também foram
associadas ao maior risco de desenvolver DDE (ENACHE et al., 2010; PINTO et al.,
2012; BASHA et al., 2014). Uma possivel explicacdo € que, a ma nutricdo e pouco
desenvolvimento da crianga, possa interferir na funcdo dos ameloblastos, os quais
nao obtém os nutrientes necessarios para secretar o esmalte, ocasionando uma série
de alteracdes clinicas (NELSON et al., 2013).

Além disso, outros autores encontraram que a presenca dos defeitos de
desenvolvimento do esmalte estava associada a idade materna jovem (FARIA et al.,
2013; CORTINES et al.,, 2019). Ademais, Massoni et al. (2009) encontraram
associacdo com o retardo de crescimento intrauterino e a idade gestacional jovem.
Gissso et al (2010) obteve associacdo com a presenca de doencas na mae durante o
periodo gestacional.

Além dos DDES, também avaliamos a associacdo de fatores presente durante
os periodos pré, peri e pos-natais com a ocorréncia de Hipomineralizacdo Molar-

Incisivo, e nossos achados néo foram significantes. Contrapondo-se, Ghanim et al.



62

(2012) e Pitiphat et al. (2014) constataram que as condi¢cdes de saude pré-natal e
perinatal foram associadas ao desenvolvimento de HMI.

Ademais, Tourino et al. (2016) também encontrou que o HMI estava
relacionado ao uso de medicamentos durante a gravidez, parto prematuro e
oxigenacao ao nascimento. Em coontrapartida, Silva et al. (2016) observaram em
revisdo sistematica, que um numero limitado de estudos mostraram associacdes
significativas entre HMI e fatores pré e perinatais, como doenca materna e uso de
medicamentos na gravidez, prematuridade e complica¢cdes no parto. E desta forma
esses achados necessitam de maiores investigagdes.

Wu et al. (2018) em revisdo sistematica e meta analise, encontrou que bebés
prematuros (32 a 37 semanas) e baixo peso (<2500 gramas) apresentavam maiores
riscos de desenvolver HMI. Do mesmo modo, Tourino et al. (2016) encontrou que o
parto prematuro estava associado ao risco de HMI.

Ghanim et al. (2012) ao contrario de nosso estudo, encontraram que as
criancas com maior prevaléncia de hipomineralizacdo molar-incisivo apresentavam
maior numero de condicbes médicas durante os primeiros anos de vida, embora
nenhuma alteracdo de saude tenha sido identificada como um fator de risco. Esses
achados concordam com os de Silva et al. (2016) que realizaram uma revisao
sistematica e encontraram que a doenca infantil provavelmente estava associada ao

HMI, principalmente a asma, pneumonia e febre.

6.3 ASSOCIACAO DOS FENOTIPOS ORAIS COM OS POLIMORFISMOS rs739837
E rs2228570 DO GENE VDR

Em nosso estudo, avaliamos a presenca de alteracbes que acometem a
cavidade bucal, principalmente o esmalte dentario, um tecido que é formado por
células especificas do dente, os ameloblastos, e que sdo responséaveis pela producao
e secrecdo de proteinas da matriz do esmalte durante a fase secretora da
amelogénese (YOSHIZAKI; YAMADA, 2013; HU et al., 2015). Logo apoés, durante o
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estagio de maturagédo, os ameloblastos realizam a degradacéo e a reabsorcdo das
proteinas da matriz que serdo substituidas por célcio e fosfato. Tais eventos criam
espaco para cristais de esmalte aumentar em espessura e largura, levando ao
endurecimento do esmalte dentério (YOSHIZAKI; YAMADA, 2013).

Durante todo esse processo, varios genes-chave estdo envolvidos e a
mineralizacdo sera resultado da passagem sequencial de muitos ions minerais por
entre as barreiras celulares e fluidas (LACRUZ et al., 2012). As etapas de formacao
e calcificacdo do esmalte dentario sdo processos altamente regulados e estdo sob
estrito controle genético. Desta forma, parece razoavel supor que variacdo em genes
gue codificam proteinas envolvidas na amelogénese pode contribuir para o aumento

do risco de afeccbes que acometem esse tecido dental.

DeLuca (2004) descreve que a vitamina D tem fungdo de manter as
concentragdes plasmaticas de célcio em um nivel constante, além de importante acéo
na modulacao da resposta imunolégica (JAVORSKI et al., 2018) e por isso, apresenta
grande importancia para o desenvolvimento e mineralizacdo dos 0ssos e dos dentes.
Além disso, sabe-se que os ameloblastos sdo extremamente sensiveis as flutuacoes
séricas do calcio, mesmo em curtos periodos de tempo (LACRUZ, 2017).

Alguns estudos ja mostraram que a deficiéncia de vitamina D, influenciou o
risco de desenvolvimento de DDE e de céarie dentaria (SCHROTH et al., 2014).
Kuhnisch et al. (2015), também encontraram associacao entre 0s niveis séricos e as
alteracoes no esmalte. Contudo, Van der Tas et al. (2018) ndo encontraram
associacao entre as concentracfes de vitamina D com o maior risco de HMI.

Ademais, Pinto et al. (2018), em revisao sistematica, encontraram diversos
estudos em que os niveis de vitamina D estavam associados ao risco de doenca
periodontal, contudo os dados eram inconclusivos até o presente momento. Desta
forma, os estudos citados demonstram que os fendtipos orais avaliados neste
trabalho, possivelmente sao influenciados pelos niveis de vitamina D.

Em nosso estudo, investigamos se 0s polimorfismos rs2228570 e rs739837
localizados no gene Receptor da Vitamina D (VDR) estavam associados aos fenétipos
avaliados. Foi selecionado tais polimorfismos, pois a maioria das atividades biologicas
da vitamina D, possivelmente, funcionam através do controle de genes-alvo mediado
pelo VDR (KATO, 2000). Contudo, essas informac¢des ainda necessitam ser melhor

esclarecidas na literatura.
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A carie dentéaria apresenta etiologia que inclui fatores genéticos e ambientais.
Os fatores ambientes sdo amplamente descritos, mas o papel dos fatores genéticos
ainda é bastante desconhecido, contudo diversos estudos sendo recentes estdo
realizados (WENDELL et al., 2010; RAIVISTO et al., 2018). Abbasoglu et al. (2015)
ao analisar variantes em genes candidatos, encontraram que os fatores ambientais e
as interacfes génicas podem atuar como fator de risco ou de protecdo para céaries
precoce em criancas. Ademais, esses fatores atuando juntos podem contribuir para a
presenca e gravidade da doenca.

A cérie € uma afeccao hereditaria, e 0os genes que afetam o risco da doenca na
denticdo decidua podem ser diferentes daqueles que afetam a permanente (WANG et
al., 2010; BAYRAM et al., 2015). A herdabilidade da céarie dentaria varia de 40% a
60% (WANG et al., 2010; WENDELL et al., 2010). Desta forma, o estudo de genes
gue afetam a susceptibilidade pode ajudar a identificar os individuos em risco e
melhorar a implementacdo de estratégias preventivas antes do inicio da carie
(WENDELL et al., 2010).

Hu et al. (2015) realizaram o primeiro estudo propondo que variantes no gene
VDR poderiam estar associadas a carie. Sua hipotese justificou-se devido as
caracteristicas e ao papel da vitamina D para a formacé&o dos tecidos dentarios. Logo
apos, outros autores também iniciaram a discussao da associacéo dos polimorfismos
neste gene com a susceptibilidade a carie dentaria.

Raivisto et al. (2018) também avaliaram SNPs em genes candidatos para a
carie dentéria, dentre estes os polimorfismos rs1544410 e rs2228570 localizados no
gene VDR, e ambos ndo apresentaram associagdo com 0 maior risco para a carie.
Esse achado concorda com nosso estudo, que também avaliou o polimorfismo
rs2228570 e nao obteve significancia quando associado a carie dentéria.

Em nosso estudo o polimorfismo rs739837 também néo foi associado a cérie.
N&o encontramos outros estudos que avaliaram esta mesma variante associada a
susceptibilidade a doenca carie, por isso maiores discussdes serdo inviabilizadas.
Contudo, outros autores avaliaram o papel de outros polimorfismos localizados no
mesmo gene (VDR).

Hu et al. (2017) também estudaram a associagéo de alguns SNPs no gene VDR
com a céarie, e encontraram que a susceptibilidade em adolescentes estava
aumentada na presenca da variante do gene Fokl (rs10735810). Em contrapartida, os
demais (Apal -rs7975232; Bsml - rs1544410 e Tagl - rs731236) ndo obtiveram
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diferenca estatisticamente significante.

Ademais, a variante do gene VDR rs731236 em um estudo Tcheco nao foi
associada a carie em criancas, desta forma os autores sugeriram que esse
polimorfismo néo poderia ser usado como um marcador para identificar um maior risco
de céarie em criancas (HOLLA et al., 2017). Contrapondo-se Hu et al. (2015) encontrou
associacgao com a variante do gene VDR rs731236, assim como Cogulu et al. (2016)
obteve achados parecidos e concluiu em seu estudo que os polimorfismos presentes
no gene receptor da vitamina D poderiam ser usados como um marcador para a
identificacdo de pacientes com alto risco de carie dentaria, sendo necessério a
realizacdo de mais estudos para a confirmacao.

Além disso, o polimorfismo Bsml (rs1544410) no gene VDR mostrou maior risco
para a carie na denticdo decidua de criancas chinesas (KONG et al., 2017). O autor
afrma que esse mecanismo precisa continuar a ser verificado através de
experimentos para confirmar os achados. Desta forma, esses estudos apontam para
uma relacao entre as variantes do gene VDR e a susceptibilidade a carie dentaria em
ambas as denticdes.

As doencas periodontais sdo doencas multifatoriais complexas, que envolvem
a interacdo de fatores genéticos e ambientais, como sexo, idade, tabagismo e
doencas sistémicas (TABA et al, 2012). Muitos genes ja foram associados as
alteracoes periodontais, entre eles o gene receptor de vitamina D (VDR)
(MASHHADIABBAS et al., 2018).

Mashhadiabbas et al. (2018) em revisdo sistematica, buscou uma melhor
compreensao dos papéis dos polimorfismos do VDR (Bsml - rs1544410, Taqgl -
rs1544410, Fokl - rs7975232 e Apal - rs731236) na suscetibilidade a periodontite
cronica. No geral, ndo foi observada associacao significativa entre as variantes citadas
e o risco de periodontite crénica em qualquer modelo genético analisado na revisédo
sistematica.

Avaliando a periodontite crénica severa, Rastheesh et al. (2018) néo
encontraram associacao entre o polimorfismo Taql no gene VDR. Contudo, Shi et al.
(2017) concluiram em meta-anélise, que o polimorfismo Bsml estava associado a
diminuicdo do risco de periodontite em chineses, contudo outros estudos sao
necessarios para confirmar o comportamento em em outros grupos éticos.

Em relacdo a gengivite, Holla et al., (2017) encontrou associagdo entre o

polimorfismo Taql do gene VDR e a inflamacdo gengival. Em nosso estudo, nao
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encontramos associagcdo dos polimorfismos rs2228570 e rs739837 com o risco de
gengivite nas criangas.

Na literatura, ndo encontramos estudos que avaliaram a relacdo entre
alteragbes gengivais e o SNP rs739837. Ademais, obtivemos poucos estudos que
associaram o SNP rs2228570 com as alteragbes gengivais e periodontais. Tobon-
Arroyave et al. (2017) observaram que embora os seus resultados néo suportem que
0 SNP rs2228570 no gene VDR pudessem ser identificados como variaveis preditoras
independentes de risco para periodontite na populacdo colombiana, os efeitos
interativos biolégicos relacionados a idade podem desempenhar um papel significativo
nas vias patogénicas da periodontite.

Tanaka et al. (2013) avaliaram o SNP rs2228570 e de modo geral concluiram
gue o alelo T poderia estar correlacionado com um maior risco de periodontontite.
Além disso, Heikkinem et al. (2016) avaliaram em adolescentes a associacdo de
polimorfismos com a periodontite inicial, e encontraram que o principal alelo C do SNP
rs2228570 do receptor da vitamina D era um fator protetor. No entanto, outros estudos
nao relataram associacao entre rs2228570 e periodontite (Wang et al., 2009; Wang;
Zhang; Chen, 2015 ; El Jilani et al., 2015)

Os defeitos de desenvolvimento de esmalte (DDE) apresentam etilogia
multifatorial que inclui os fatores geneticos. Até o momento ja foram associados a
diversos polimorfismos genéticos ( POULTER et al., 2014; GERRETH et al., 2017).
Inicialmente os estudos foram realizados com genes envolvidos na formacédo e
mineralizacdo do esmalte dentario, que sdo candidatos 6bvios para influenciar o risco
do desenvolvimento de alteracdes no esmalte.

Entre os genes estudados, os DDEs foram associados positivamente com o
AMELX e AMBN, TUFT1 e TFIP11, ERS1 e GHR, e VDR (GERRETH et al., 2018;
JEREMIAS et al., 2013; ARID et al., 2019; ULUCAN et al., 2013). Porém, ainda ha
muito a ser elucidado em relacdo ao estudo dos diferentes polimorfismos nos diversos
genes (OLIVEIRA et al., 2018).

Na literatura, encontramos poucos estudos que buscaram uma associacao
entre os polimorfismos no gene VDR e os defeitos de desenvolvimento do esmalte.
Ulucan et al. (2013) avaliou a associacdo entre dentinogénese imperfeita e os
Polimorfismos rs731236, rs7975232 e o rs10735810 localizados no gene VDR e
concluiram que estes SNPs, poderiam afetar o desenvolvimento da dentina e do
esmalte (ULUCAN et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tob%C3%B3n-Arroyave%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28384983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tob%C3%B3n-Arroyave%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28384983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5839215/#cre240-bib-0046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5839215/#cre240-bib-0047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5839215/#cre240-bib-0008
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No presente estudo, com relacéo a distribuicdo do gendtipo entre os grupos
controle e DDE, foi evidenciado que os polimorfismos rs2228570 e rs739837 néo
foram associados a susceptibilidade ao DDE. Contudo, outros SNPs no gene VDR ja
foram associados ao maior risco de defeitos nos tecidos dentais por interferir nas
etapas da amelogénese (ULUCAN et al., 2013). Desta forma, acredita-se que outros
polimorfismos no receptor da Vitamina D poderiam estar associados com os defeitos

no esmalte dentario.

Com relacdo a possivel associacdo com a Hipomineralizacdo Molar-Incisivo,
nosso estudo também ndo encontrou associagcdo com os polimorfismos avaliados.
Assim como os DDEs, a literatura é escassa em relacao a estudos que buscaram essa

associacgao.

Jeremias et al. (2013) mostraram que SNPs em genes que codificam proteinas
envolvidas na formacéo de esmalte dentario (AMBN, AMELX, ENAM e TUFT1) podem
causar HMI em pacientes. Foi possivel notar que algumas variantes indicaram uma
tendéncia de associacdo com a susceptibilidade ao HMI (ENAM e TUFT1), enquanto
outras mostraram uma tendéncia na outra direcéo, sugerindo um efeito protetor contra
o desenvolvimento de HMI (AMBN). Jeremias et al. (2016) avaliaram, em familias
brasileiras, a associacdo da ocorréncia de HMI com polimorfismos de nucleotideos
unico em genes relacionados com a amelogénese, e encontraram associacdo com
SNPs localizados em diferentes genes (AMELX, ENAM, ABMN, TFT1).

Embora saiba-se que a influéncia de fatores genéticos € um item relevantes no
desenvolvimento e saude das denticbes e que os polimorfismos sdo capazes de
ocasionar alteracdes nos estagios da amelogénese. O campo de pesquisa da biologia
molecular, ainda precisa ser explorado na Odontologia. Muitos genes ainda precisam
ser avaliados, ademais é necessario a replicacdo de resultados em diferentes

populacdes para evitar associacdes falso positivas (OLIVEIRA et al., 2017).

7

Nosso estudo, avaliou criancas do municipio de Alfenas, e é importante
considerar este fato, pois os brasileiros formam uma das populacbes mais
heterogéneas do mundo, resultante de cruzamentos interétnicos entre europeus
(principalmente portugueses e italianos), africanos (trazidos como escravos de

diversas partes do continente) e amerindios nativos (SILVA et al., 2000).
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Deve ser enfatizar, a importancia do presente estudo, em fungcao da auséncia
de trabalhos publicados na literatura que avalie a associacdo entre os polimorfismos
rs2228570 e rs739837 do gene VDR com os defeitos de desenvolvimento de esmalte
e a hipomineraliza¢cdo molar-incisivo. Além disso, os demais fenétipos avaliados, cérie

dentaria e gengivite, também apresentam estudos escassos com esses SNPs.
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7 CONCLUSAO

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos, conclui-se que:

a) Os habitos de higiene bucal e dietéticos ndo foram associados a cérie
dentaria e a gengivite, exceto para a associacao entre o uso do fio dental e
gengivite;

b) Os defeitos desenvolvimento de esmalte e hipomineralizagdo molar-incisivo
nado foram associados aos fatores pré, peri e pds-natais;

c) Nao houve associacdo entre os polimorfismos genéticos (rs2228570 e
rs739837) com os fendtipos orais avaliados (carie dentaria, gengivite,

defeitos de esmalte e hipomineralizagdo molar-incisivo).
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ol4, seu filho (a) estad sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), da pesquisa
— “ASSSOCIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS COM FENOTIPOS ORAIS EM
CRIANCAS.”, no caso de vocé concordar em participar, favor assinar ao final do
documento. Sua participacdo ndo é obrigatéria, e, a qualquer momento, vocé podera
desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa néo trard nenhum prejuizo
em sua relacdo com a pesquisadora ou com a instituicdo. Vocé recebera uma copia deste
termo onde consta o telefone e endereco da pesquisadora principal, podendo tirar davidas
do projeto e de sua participagao.

TITULO DA PESQUISA: ASSSOCIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS COM
FENOTIPOS ORAIS EM CRIANCAS.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Profa. Dra. Daniela Silva Barroso de Oliveira, Docente
associada a disciplina de Odontopediatria da Faculdade de Odontologia- UNIFAL.
TELEFONE DE CONTATO: (035) 3701-9420

ENDERECO: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700, Centro, Cep: 37130-000
PESQUISADORES PARTICIPANTE: Mariane Carolina Faria Barbosa- mestranda do
Programa de P6s-graduacéo em Ciéncias Odontolégicas da UNIFAL e Profa. Dra. Daniela
Coelho de Lima, Docente associada a disciplina de Saude Coletiva da Faculdade de
Odontologia- UNIFAL.

OBJETIVOS: Avaliar a associacdo de doencgas bucais como carie, doenga periodontal,
alteracdo na sequéncia de erupcdo dentaria e defeitos do esmalte, com o polimorfismo
genético no gene receptor de vitamina D (VDR) de criangcas matriculadas em escolas
municipais da cidade de Alfenas-MG.

JUSTIFICATIVA: A pesquisa podera auxiliar na identificacdo de fatores etioldégicos das
doencas bucais mais incidentes e prevalentes na infancia, auxiliando no planejamento
preventivo e no tratamento odontolégico.

PROCEDIMENTO DO ESTUDO:

Procedimentos Preliminares- ApOs assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, sera solicitado o preenchimento de um questionario acerca da saude bucal
de seu filho.

Protocolo Clinico — Com o seu filho, sera realizado um exame clinico bucal, sob luz
natural, nas dependéncias da Escola e durante horério letivo, utilizando espelho bucal
plano n°5 e sonda exploradora, para diagnosticar possiveis alteracdes na cavidade bucal
(lesdes de carie, presenca de doenca periodontal, defeitos no esmalte dentario e a
contagem dos dentes permanentes erupcionados). Durante o exame clinico bucal
também sera coletado uma amostra de saliva, como fonte de DNA. Assim, sera solicitado
gue acrianca realize um bochecho com 5 ml de solucgéo fisiolégica durante 1 minuto. Todo
0 material sera acondicionado em tubos e mantidos a -20°C, até serem processados e
analisados no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Clinica Infantil da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP.

RISCOS E DESCONFORTOS: A realizacdo da pesquisa podera causar alguns
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desconfortos aos voluntarios. Para 0s responsaveis, poderdo ocasionar cansaco ao
preencher o questionario socio demografico. Para as criancas participantes podera
ocorrer um desconforto leve durante a insercdo da sonda periodontal no exame clinico
bucal, mas este procedimento ndo causa nenhum prejuizo ao paciente e ndo necessita
de anestesia local prévia, somente o manejo correto do pesquisador que minimizara a
sensacdo. Durante o bochecho com solucao fisiolégica, o participante podera relatar
enjoo, que sera minimizado com a utilizacdo de gelo. E para evitar constrangimento das
criangas ao participarem da pesquisa, todos os procedimentos serdo realizados em locais
tranquilos e afastados dos demais alunos na dependéncia das Escolas.

BENEFICIOS: Os beneficios esperados, incluem a possivel melhora na qualidade de vida
e disponibilizacdo de informagBes acerca do assunto pesquisado. Os participantes
receberdo um kit de higiene bucal e os que necessitarem de atendimento, seréo
encaminhados para a clinica de Odontopediatria da Universidade Federal de Alfenas ou
para sua Estratégia Saude da Familia.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Vocé ndo terd nenhum custo para
participar da pesquisa, 0s exames serdo totalmente gratuitos. Vocé também nao recebera
gualquer pagamento com a sua participacao.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Sera mantido sigilo quanto a identidade de todos
os participantes da pesquisa na divulgacgéo e publicacdo dos dados da pesquisa.

Assinatura do Pesquisador Responsével:

Eu, , DECLARO, que li as informacgdes
contidas nesse documento, fui devidamente esclarecido pela pesquisadora Prof® Dra.
Daniela Silva Barroso de Oliveira dos procedimentos que serdo utilizados, riscos e
desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da
pesquisa, concordando ainda em patrticipar da pesquisa.

Foi-me garantido que tenho o direito de retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que este ato acarrete alguma penalidade. Poderei consultar o pesquisador
responséavel (acima identificado), na UNIFAL-MG, com enderec¢o na Universidade Federal
de Alfenas, Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700, Centro, Cep- 37130-000, Fone: (35) 3701-
9420, no e-mail: comite.etica@unifal-mg.edu.br sempre que entender necessario obter
informacgdes ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e minha participagdo no
mesmo.

Os resultados obtidos durante este estudo seréo mantidos em sigilo, mas concordo
gue sejam divulgados em publicacdes cientificas, desde que meus dados pessoais nao
sejam mencionados. Declaro ainda que recebi uma via deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

DECLARO que ap0s convenientemente esclarecido pelas pesquisadoras e ter
entendido o que me foi explicado, consinto voluntariamente em participar desta pesquisa.

Nome por extenso do Responséavel da crianca

Assinatura do Responséavel da crianca

Alfenas, de de 2018.
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APENDICE B - TERMO DE ASSENTIMENTO ESCLARECIDO

Assentimento informado para criangas entre as idades de 8 até 12 anos e que estamos
convidando a participar da pesquisa ASSSOCIACAO DE POLIMORFISMOS
GENETICOS COM FENOTIPOS ORAIS EM CRIANCAS.

Meu nome é Daniela Silva Barroso de Oliveira, sou professora de Odontopediatria
da UNIFAL, e junto com a professora Daniela Coelho de Lima e a mestranda Mariane
Carolina Faria Barbosa, estamos realizando um trabalho com o intuito de pesquisar
doencas bucais para entender quais alteracdes genéticas as provoca. Se confirmarmos
gue a genética € uma das causas das doencas bucais, poderemos ajudar a evita-las e
achamos que esta pesquisa pode nos ajudar a confirmar isso. Eu vou informar vocé e
convida-lo a participar desta pesquisa. Vocé pode escolher se quer participar ou nao.
Conversamos com seus pais ou responsaveis e eles sabem que estamos pedindo seu
acordo. Seus pais permitiram que vocé participe, contudo se vocé ndo desejar fazer parte
da pesquisa, ndo € obrigado. E mesmo se disser sim agora, podera mudar de ideia depois,
sem nenhum problema.

Vocé pode discutir qualquer coisa deste formulario com seus pais, amigos ou
qualquer um com quem vocé se sentir & vontade de conversar e decidir depois, caso se
sinta confortavel. Caso vocé ndo entenda alguma palavra ou como sera realizado, peco
gue pare a qualquer momento que eu explicarei.

Estamos realizando a pesquisa para que possamos ajudar a prevenir a cérie e
outras doencas bucais. E para conseguirmos, precisamos entender as causas.

As criancas que irdo participar desta pesquisa tém de 8 a 12 anos de idade e
estudam nas Escolas Municipais da cidade Alfenas/MG.

Aquelas criancas que aceitarem participar irdo realizar um exame nos dentes e
sera coletado um pouco de saliva em um tubo. A realizacdo da pesquisa é considerada
segura, e ndo apresenta riscos significativos, podendo ocorrer apenas um enjoo. Caso
vocé sinta desconfortos iremos ajudar para que melhore.

Vocé também tera beneficios em participar. Caso precise de fazer algum
tratamento no dentista serd encaminhado para a clinica de Odontopediatria da UNIFAL
ou para a Estratégia de Saude da Familia e recebera um kit de higiene bucal. Ha outras
coisas boas que podem acontecer como ajudar outras pessoas a nao terem doencas
bucais, como a carie.

A pesquisa sera realizada durante sua aula, mas caso vocé tenha que vir para
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participar da pesquisa e vocé morar longe da Escola nés daremos a seus pais dinheiro
suficiente para transporte.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras
pessoas, nem daremos a estranhos as informag¢des que vocé nos der. Depois que a
pesquisa acabar, os resultados serdo informados para vocé e para seus pais. Além disso,
os resultados da pesquisa vao ser publicados, mas sem identificar as criancas que
participaram. Qualquer informacédo sobre as criangas terd um numero ao invés de um
nome. SO os investigadores saberdo qual é o seu niumero e manteremos em sigilo. Ela
nao sera compartilhada com quem quer que seja exceto, alguém que tenha permisséo de
acesso a informacéo, tal como: patrocinadores de pesquisa, 0rgdos governamentais e
seu medico.

Quando terminarmos a pesquisa os resultados seréo utilizados para conversarmos
com cientistas e outros, sobre a pesquisa. Faremos isso, escrevendo relatorios e indo
para as reunibes com pessoas que estao interessadas no trabalho que fizemos.

Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar agora ou depois. Caso
aconteca algo, vocé pode nos procurar pelos telefones (035) 3701-9420 das
pesquisadoras Daniela Silva Barroso de Oliveira, Daniela Coelho de Lima e a Mariane
Carolina Faria Barbosa. Mas se quiser falar com outra pessoa néo tem problema.

Vocé entendeu que a pesquisa é uma avaliacdo para a estudar as causas de
doencas bucais e que ir4 participar de um exame dos dentes e também bochechar em

um tubo sua saliva.

Assinatura da crianca:

Assinatura dos pais/responsaveis:

Assinatura da pesquisadora:

Alfenas, de de 2018.
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APENDICE C - Inquérito proposto por Antunes et al., 2016.

Prontuario N©.: DATA: / /

Nome da crianca:

Data nasc.: / / Sexo: F( )M( ) Etnia da criancga:

Endereco:

Bairro: Cidade: UF._
CEP: Tel.: Cel.:

Mae: Idade:
Pai: Idade:

2.HISTORIA MEDICA

A MAE DURANTE A GRAVIDEZ (GESTACAOQ):

A mée durante a gravidez recebeu acompanhamento pré-natal? ( )Sim ( )N&o

A mée durante a gravidez teve algum problema de saude? ( )Sim ( )Nao Em que

periodo da gestacéo?

A mée durante a gravidez fumou? ( )Sim ( )Nao

A mée durante a gravidez consumiu alcool? ( )Sim ( )Nao Qual frequéncia?

Qual foi o tipo de parto?

Qual a duracéo do trabalho de parto?

Teve alguma complicacao no parto? ( )Sim ( )Nado Qual?

A mae durante a gravidez fez uso de Vitaminas? ( )Nao ( ) Ndo Sabe ( )Sim:
Quais?
c) A mée durante a gravidez fez uso de calcio? ( )N&o ( ) Nao Sabe ()Sim:
Qual?
d) A mae durante a gravidez fez uso de algum remédio? ( )Nado ( ) SIM
( ) Nao Sabe: Quais?

Prematuro? ( )Sim ( )Nao Quantas semanas?

Peso ao nascimento: Comprimento ao nascimento:)

A criancga teve algum problema de saude nos primeiros 3 anos de vida?
( )Nao ( )Sim: Qual (ais)?
A crianca fez uso frequente de algum medicamento nos primeiros 3 anos de vida?

( )Nao ( )Sim Qual (ais)?




3. HABITOS DE DIETA:
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A crianca mamou no peito? ( )Sim ( )Nao ( )nao sabe Até quando?
Tomou mamadeira?( )Sim ( )N&o ( ) Nao sabe

Mamadeira com o que? Até quando?

Consome muito doce entre as refei¢des? ( )N&do ( )Sim
Ja usou chupeta? ( )N&o ( )Sim; Qual a frequéncia? ( )muito ( ) mais ou menos
() pouco; Até que idade?

Ja chupou o dedo?( )N&o ( )Sim; Qual a frequéncia? ( )muito ( ) mais ou menos
() pouco; Até que idade?

Jaroeuunha? ( )N&o ( )Sim; Qual a frequéncia? ( )muito ( ) mais ou menos ( )
pouco; Até que idade?

Faz algum barulho rangendo os dentes? ( )N&o ( )Sim ( )Durante o dia
( )Durante a noite ( )Dia e noite; Até que idade?

4. HABITOS DE HIGIENE:

Quem escova o dente do seu filho ( )ele mesmo ( ) responsavel (pai, mae)
( )tanto a crianga quanto o responsavel

Quantas vezes a crianga escova os dentes por dia?

Escova antes de dormir? ( )N&ao ( )Sim

Usafiodental? ( )Ndao ( )Sim: ( )Devezemquando ( ) Todo dia

5. USO DE FLUORETOS:

A pasta de dentes que seu filho usa é: () de adulto ( ) infantii Marca da pasta de

dentes:

Seu filho ingere a pasta de dentes? ( )Nao ( )Sim

Seu filho faz bochechos: ( )ndo ( )sim Marca:

Quem prescreveu
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APENDICE D - FICHA PARA EXAME CLINICO

Prontuario N©.: DATA DA COLETA: / /

Nome da crianca:

Data nascimento.: / / Idade no dia da coleta: anos

Etnia da crianca: ( ) Branca ( ) Preta ( ) Amarela ( ) Parda () Indigena

Sexo: F( ) M() Escola Municipal:

Mordida Aberta anterior: ( ) Ausente ( ) Presente

Mordida Cruzada posterior: ( ) Ausente ( )Unilateral ( ) Bilateral
Mordida Cruzada anterior: ( ) Ausente ( ) Presente
Presenca de Bruxismo: ( ) Sim ( ) Nao

Tipo de denticdo: ( ) Decidua ( ) Permanente ( ) Mista

Presenca de Carie: ( ) Sim ( ) Nao

MAXILA
ICDAS | Tipo Ext. ICDAS | Tipo DDE | Ext.
DDE DDE DDE
17 27
16 26
15/55 25/65
14/54 24/64
13/53 23/63
12/52 22/62
11/51 21/61
MANDIBULA
ICDAS | Tipo Ext. ICDAS | Tipo DDE | Ext.
DDE DDE DDE
37 47
36 46
35/75 45/85
34/74 44/84
33/73 43/83
32/72 42/82
31/71 41/81




FLUOROSE DENTARIA

CONDICAO PERIODONTAL

16
11
26
36
31
46

Peso:

Sangramento

Gengival

KG

16
11
26
36
31
46

Biofilme

Visivel

Altura; Metros

94
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ANEXOS
ANEXO A - Aprovacgédo do Comité de Etica com Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALFENAS %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: POLIMORFISMO GENETICO NO GENE RECEPTOR DE VITAMINA D (VDR) EM
CRIANCAS

Pesquisador: Daniela Silva Barroso de Oliveira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 4

CAAE: 78568217.7.0000.5142

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.815.946

Apresentagao do Projeto:
Assunto: Emenda solicitando mudanca de titulo de projeto no Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos

Ao Comité,

Solicito a alteragéo do titulo do projeto “Polimorfismo genético no gene

receptor de vitamina D (VDR) em criangas” para “Associa¢ao de polimorfismos genéticos
com fen6tipos orais em criangas”. A solicitagdo fundamenta-se no fato de que o primeiro
nao fazia mengao entre a associagdo dos polimorfismos com as principais doengas
bucais, o que é o principal objetivo do projeto.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Enderego: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700

Bairro: centro CEP: 37.130-001
UF: MG Municipio: ALFENAS
Telefone: (35)3701-9153 Fax: (35)3701-9153 E-mail: comite etica@unifal-mg.edu.br
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Avaliar a incidéncia de doengas bucais como cérie, doenga periodontal, alteragdo na sequéncia de erupgao
e MIH, e sua relagdo com o polimorfismo

genético no gene receptor de vitamina D (VDR) de criangas matriculadas em escolas municipais da cidade
de Alfenas-MG.

Objetivo Secundario:

- Avaliar a historia os aspectos sécio demograficos associados com as doengas bucais, como carie, doenga
periodontal, defeitos de esmalte

(Hipoplasias, Hipomineralizacédo e fluorose dentaria) e alteragées na sequencia de erupcéo. - Avaliar os
aspectos fisioldgicos do processo de salde.

- Avaliar a associagéo entre o polimorfismo genético no gene do VDR com a carie, doenga periodontal,
defeitos do esmalte (Hipoplasias,

Hipomineralizacéo e fluorose dentéaria) e alteragdes na sequencia de erupcéo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa podera provocar alguns desconfortos aos voluntarios. Para os responsaveis, podera provocar
cansaco ao preencher o questionario sécio demografico, ja para as criangas participantes podera ocorrer um
desconforto leve durante a inser¢do da sonda periodontal no exame clinico bucal,

mas este procedimento ndo causa nenhum prejuizo ao paciente e ndo necessita de anestesia local prévia,
somente o manejo correto do pesquisador minimizara a sensagédo. Durante o bochecho com solugéo
fisiologica, o participante podera relatar enjoo, que serd minimizado com a utilizacao de gelo. E para evitar
constrangimento das criancgas ao participarem da pesquisa, todos os procedimentos serdo realizados em
locais tranquilos e afastados dos demais alunos na dependéncia das Escolas.

Beneficios:

Os beneficios esperados, incluem a possivel melhora na qualidade de vida e disponibilizacdo de
informagdes acerca do assunto pesquisado. Os participantes receberam um kit de higiene bucal e os que
necessitarem de atendimento, serdo encaminhados para a clinica de Odontopediatria da Universidade
Federal de Alfenas ou para sua ESF (Estratégia Saude da Familia).

Endereco: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700

Bairro: centro CEP: 37.130-001
UF: MG Municipio: ALFENAS
Telefone: (35)3701-9153 Fax: (35)3701-9153 E-mail: comite.etica@unifal-mg.edu.br
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

a) Metodologia da pesquisa: adequada aos objetivos do projeto e atualizada;
b) Referencial tedrico: atualizada e suficiente para aquilo que se propde;

¢) Cronograma de execucéo da pesquisa esta adequado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

a) Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE): Presente e adequado;
b) Termo de assentimento esclarecido (TAE): Nao se aplica;

c) Termo de Anuéncia Institucional (TAI): Presente e adequado;

d) Folha de rosto: Presente e adequada;

e) Projeto de pesquisa: Presente e adequado;

f) Termo de doacdo: N&o se aplica.

Recomendacdes:

Nao Ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Recomenda aprovacéo.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O Colegiado do CEP acata o parecer do relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_115304| 16/07/2018 Aceito
do Projeto 8 E2.pdf 14:45:33
TCLE/ Termos de |CONSENTIMENTO.pdf 21/02/2018 |Daniela Silva Barroso| Aceito
Assentimento / 10:08:48 [de Oliveira
Justificativa de
Auséncia
TCLE/Termos de [ASSENTIMENTO.pdf 21/02/2018 |Daniela Silva Barroso| Aceito
Assentimento / 10:08:32 |de Oliveira
Justificativa de
Auséncia
Recurso Anexado OFICIOEMENDA.pdf 21/02/2018 |Daniela Silva Barroso| Aceito
pelo Pesquisador 10:07:39 _[de Oliveira
Declaracéo de documentoPREFEITURA . jpg 21/02/2018 |Daniela Silva Barroso| Aceito
Instituicdo e 10:07:19 | de Oliveira
Endereco: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700
Bairro: centro CEP: 37.130-001
UF: MG Municipio: ALFENAS
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Infraestrutura documentoPREFEITURA jpg 21/02/2018 |Daniela Silva Barroso| Aceito
10:07:19 | de Oliveira

Declaracéo de documentoFORP.pdf 21/02/2018 |Daniela Silva Barroso| Aceito

Instituicdo e 10:07:07 [de Oliveira

Infraestrutura

Projeto Detalhado / | PROJETOPOLIMORFISMO.pdf 21/02/2018 |Daniela Silva Barroso| Aceito

Brochura 10:05:27 |de Oliveira

Investigador

Folha de Rosto FOLHADEROSTOMARIANE.pdf 21/02/2018 |Daniela Silva Barroso| Aceito
09:49:38 [de Oliveira

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

ALFENAS, 13 de Agosto de 2018

Assinado por:

ANDREIA MARIA SILVA VILELA TERRA
(Coordenador)

Endereco: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700

Bairro: centro
UF: MG
Telefone: (35)3701-9153

CEP: 37.130-001

Municipio: ALFENAS
Fax:

(35)3701-9153

E-mail:

comite.etica@unifal-mg.edu.br
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ANEXO B - Autorizacao da Secretaria Municipal de Educacgéo e cultura de
Alfenas/MG

MINISTERIO DA EDUCACAO %
Universidade Federal de Alfenas . Unifal-MG %

b
Ruz Gabriel Monteiro da Silva, 714 — Alfenas/MG — CEP 37130-000 P ()
CEP 37130-000 n' a ':E

Fone: (35) 3299-1000. Fax- (35) 3299-1063

Alfenas, 14 de Dezembro de 2017.

Prezado Secretéario de Educacgao,

Com o objetivo de produzir trabalhos cientificos que possam contribuir
com melhores condicdes da salde de nossa comunidade, pego a permissao
para que minha orientada, a cirurgia-dentista Mariane Carolina Faria Barbosa,
tenha contato com as Escolas Municipais com criancas na faixa etéria entre 2 e
9 anos da cidade de Alfenas-MG. Trata-se de uma pesquisa intitulada:
“ASSSOCIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS COM FENOTIPOS ORAIS EM
CRIANCAS". Sera aplicada um questionario validado na literatura cientifica para
avaliar os fatores correlacionados a incidéncia de doengas bucais como carie,
doenca periodontal, defeitos de esmalte (DDE), alteragbes no periodo de
erupcao e fatores de associagdo com o polimorfismo genético no gene receptor
da vitamina D (VDR) em criangas, além de um exame clinico dos principais
agravos orais (carie, doenga periodontal, defeitos de esmalte (DDE) e alteragées
no periodo de erupcéo) e coleta de saliva, para analise genética. Os dados seréo
coletados nas dependéncias das Escolas, apés esclarecimentos e autorizagao
para sua realizagao. Nenhum desconforto ou risco & esperado nesse estudo por
se tratar de aplicacdo de um questionario, exame clinico e coleta de saliva.
Porém, deixar-se-a claro aos responsaveis dos sujeitos que esses podem se
negar a responder a qualquer pergunta ou a permitir que a crianca se submeta
a qualquer fase do exame sem prejuizo algum. Espera-se com o estudo trazer o
beneficio do melhor conhecimento das condigbes de salde bucal dessa
populagdo para que, assim, as agoes em salde bucal possam ser melhor
direcionadas.

Sem mais, agradeco a atengao e aproveito para retornar meus votes de
estima e consideracao. iro

- pe
Atenciosamente, - KO&edfédua‘i“
Secte""icd\‘“ﬁ\e
Dando ciencia, A\fe"‘{gs.eof"sa

Tani Rose Ribeirc

Secretaria de Educagéo e Cultura do Municipio de Alfenas/MG



