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RESUMO

A Hipomineralizagdo Molar Incisivo
(HMI) consiste num defeito qualitativo do
esmalte dental caracterizado por lesées que
variamde corbrancaamarrome que acomete,
principalmente, os primeiros molares e
incisivos permanentes. Sua etiologia esta
relacionada a fatores genéticos e ambientais.
O método de estudo de associagdo em que
se utiliza o polimorfismo como marcador para
localizacdo de genes candidatos a doencas
tem sido comumente empregado na busca
de evidéncias que relacionam a HMI a fatores
genéticos. O objetivo deste trabalho é relatar
aspectos clinicos, pré, peri e pos-natais de

uma paciente de 21 anos diagnosticada
com HMI, além de realizar avaliagao clinica
e genética (polimorfismos no gene ENAM)
familiar. Foi realizado avaliagcao clinica dos
pais e coleta de material biolégico (saliva)
para avaliagdo e analise do DNA familiar.
O pai foi diagnosticado com HMI enquanto
a mae nao. As amostras coletadas foram
analisadas em PCR em tempo real, sendo
genotipado o polimorfismo rs7664896
(C>G) localizado no gene ENAM. A paciente
apresentou gendtipo CG com heranca da
condicdo pelo pai. A paciente apresentou
genotipo CG com heranca da condi¢ao pelo
pai. Pode-se inferir a interagao entre aspectos
ambientais e genéticos na etiologia da HMI
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da paciente do presente relato. Estudos
com amostras maiores, de diferentes etnias
e com avaliagcdo de diferentes genes sao
estimulados para aumentar a robustez das
evidéncias cientificas.

Palavras-chave: Hipomineralizacédo

molar; Esmalte dental; Teste genético;
Etiologia

ABSTRACT

Molar Incisor Hypomineralization

(MIH) is a qualitative defect of dental enamel
characterized by a white to brown defect that
affects mainly the first permanent molars
and incisors. Its etiology is related to genetic
and environmental factors. The association
association method in which polymorphism
is used as a marker of candidate genes for
diseases commonly found in the search for
study to study that relate HMI to genetic

INTRODUGCAO

O esmalte dental é o tecido mais
mineralizado do corpo humano, seu processo
de formacdo €& considerado altamente
complexo, ocorrendo em duas fases - secrecao
e maturagao - por meio da atividade celular dos
ameloblastos™ '. Durante a fase de secrecéo
0os ameloblastos sintetizam e secretam as
proteinas da matriz do esmalte, enquanto na
fase de maturagdo os ameloblastos tornam-se
responsaveis pela degradacao e mineralizagéo
dessa matriz. Disturbios ocorridos durante a
fase de secrecdo podem levar restricbes nos
prolongamentos dos cristais de esmalte e
resultar em defeitos morfoldgicos quantitativos,
caracterizados  clinicamente como um
esmalte de espessura fina ou hipoplasico,
enquanto aqueles ocorridos durante a
maturacao podem gerar defeitos morfologicos
qualitativos, caracterizados por opacidades ou
hipomineralizagdes do esmalte’ 4233,

Dentre os defeitos de desenvolvimento

106 |

factors. This study aimed to report clinical,
pre, and postnatal aspects of a 21-year-
old patient diagnosed with HMI, in addition
to performing a familial genetic evaluation
(ENAM gene polymorphisms). Due to the
collection of samples and analysis of a large
amount of materials requested for evaluation
and Dbiological analysis. The samples
were collected in real-time PCR, and the
rs7664896 polymorphism located in the
gene was genotyped. It was inferred that one
patient had a CG genotype with inheritance
of the condition by the father. It is possible to
infer the interaction between environmental
and genetic aspects in the genetics of the
patient's HMI. Studies with major ethnicities,
studies of different ethnicities and evaluation
of different genes are for increasing and larger
ethnicities, studies of scientific differences.

Keywords: Molar hypomineralization;
dental enamel; Genetic testing; Etiology.
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ACEITO: 06/23
REVISADO: 07/23

do esmalte, a Hipomineralizagdo Molar Incisivo
(HMI) é classificada como um defeito de origem
qualitativo do esmalte dental 9 e caracterizada
por opacidades demarcadas bem definidas,
com margens assimétricas e coloracao que
varia do branco/creme ao amarelo/marrom,
alteracdo de translucidez e superficie
porosa*?. Esta condigdo afeta de um a quatro
primeiros molares permanentes, podendo
ou nao afetar os incisivos permanentes*®.
Com menos frequéncia, pode ser identificada
em outros dentes (caninos e pré-molares) e,
quando afeta os segundos molares deciduos
€ denominada Hipomineralizacao Segundos
Molares Deciduos (HSMD) 8.

A etiologia da HMI €& considerada
multifatorial e seu estudo representa um
grande desafio, tendo em vista a dificuldade na
identificacao dos fatores que podem sensibilizar
os ameloblastos na fase de maturacao. Fatores
genéticos e sistémicos, como complicagdes nos
periodos pré, peri e pods-natal (doencas das vias
respiratorias superiores, asma, otite, amigdalite,
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doengas gastrointestinais, desnutri¢cao, varicela,
sarampo e rubéola) sdo associados a etiologia
da HMI, no entanto, a existéncia de evidéncias
cientificas que comprovem e permitam
um melhor entendimento desses fatores
desencadeadores ainda sao insuficientes® 2728,

Estudos genéticos sdo fundamentais para
0 avango no conhecimento sobre a etiologia de
determinadas doencas e, no contexto da HMI,
surge como uma ferramenta importante uma
vez que, de forma similar a outras estruturas
ectodérmicas, a odontogénese € um processo
regulado por uma interagao tecidual ditada por
mediadores genéticos e envolve mecanismos
auto organizados e integrados®23°23, Um método
muito empregado é o estudo de associagao, em
que se utiliza o polimorfismo como marcador
para localizagcdo de genes candidatos a
doencas. O polimorfismo genético pode ser
definido como a existéncia de diferentes alelos
de um gene em uma populacdo humana
como resultado de mutagdes no DNA. Muitas
variantes s&o encontradas no genoma humano
devido a variantes decorrentes de delecoes,
insercdes, substituicdes ou duplicagdes de um
par de bases a centenas ou milhares de pares
de bases de DNA. O tipo mais frequente de
polimorfismo é o de um unico nucleotideo (em
inglés, single nucleotide polymorphism - SNP)
35

Recentemente, estudos relataram a
associacao entre a HMI e variantes genéticas
localizada nos genes envolvidos nas fases da
amelogénese (ENAM, AMBN, KLK4, MMP20,

AMTN, AMELX)?*#3, Dentre esses pode-se
destacar: a enamelina (ENAM) localizada no
cromossomo 4 (4913.3) responsavel pela
organizacao da estrutura e mineralizagéo
do esmalte'™. O presente trabalho tem como
objetivo relatar aspectos clinicos, pré, peri- e
pos-natais de uma paciente com 20 dentes
afetados com HMI, bem como avaliagao clnica
e genética (polimorfismos no gene ENAM)
familiar (paciente, mae e pai). O guia de reporte
CARE foi utilizado na descricdo do relato de
caso™.

RELATO DE CASO

Paciente N.N.B do género feminino,
brasileira, 21 anos de idade, foi atendida na
clinica Odontoldgica da Universidade Salgado
de Oliveira, Campus Niteréi. A paciente
procurou atendimento para consulta de rotina.
Ao exame clinico foi observado mancha de
coloracao branca no terco incisal/oclusal da
face vestibular e/ou palatina dos dentes 14, 15,
17, 23, 24, 25, 26, 27, 33, 34, 35, 36, 37, 42,
43, 44, 45, 47, manchas de coloragdo marrom
na face vestibular e/ou oclusal dos dentes
16, 27, 46 fratura pods eruptiva em ponta de
cuspide do dente 16 e restauragao atipica no
dente 46. A paciente apresentava higiene oral
satisfatoria, sem lesdes de carie e sem relato de
hipersensibilidade dentinaria. A Figura 1 mostra
imagens clinicas e a figura 2 representa um
odontograma dos achados clinicos da paciente
N.N.B.

Figura 1. Aspecto clinico intraoral da paciente.
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Figura 2. Odontograma da paciente.

Durante a anamnese, a mae da paciente
relatou ter tido complicagcbes durante a gravidez
(cerclagem uterina aos 4 [quatro] meses de
gestacdo), além de apresentar quadro de
hipertensdo arterial). Quanto aos fatores
perinatais, a mae relata ter tido parto normal
e nao haver nenhum tipo de alteracdo em
relacéo ao peso e altura da paciente ao nascer.
Relatou ter realizado amamentagdo natural
complementar até os 4 (quatro) anos de idade,
e que esta apresentou quadros recorrentes
de bronquite asmatica, pneumonia, sinusite e
rinite alérgica — iniciados aos 2 (dois) meses
de idade e estendendo-se até os 15 (quinze)
anos -, sendo medicada com: Amoxicilina®,
Cefalexina®, Bactrim®, Decongex® e remédio
para asma. Aos 13 anos foi diagnosticada com
hipertireoidismo.

Foi proposto aplicacdo de infiltrante
resinoso nos dentes afetados da paciente,
entretanto esta ndo apresentava queixa estética
e considerava as manchas ‘charmosas’. Desta
forma, o tratamento estético ndo foi realizado,
somente a aplicagdo de selante resinoso
fotopolimerizavel nos molares.

Devido a grande quantidade de elementos
dentarios hipomineralizados, foi feita avaliagao
clinica do pai e mae da paciente, onde foi
diagnosticada HMI nos elementos 16 e 26 do
pai (Figura 3) e auséncia de hipomineralizacbes
na mae (Figura 4). Adicionalmente, foi solicitado
a familia que realizassem uma coleta de
material biolégico (saliva) para avaliacao e
analise do DNA. O termo de consentimento livre
e esclarecido foi devidamente assinado pela
paciente e pelos seus pais.

Figura 3. Aspecto clinico intraoral do pai.
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Figura 4. Aspecto clinico intraoral da mae.

Coleta do material biolégico (saliva\
DNA)

Foi feita a coleta do material bioldgico
(saliva) de todos os individuos, (paciente, pai
e mae) como fonte de DNA gendmico. Os
participantes foram orientados a estimular
a saliva (bochecho) durante 1 minuto e em
seguida expectorar em tubos falcon de 15ml.
Além disso, os participantes foram orientados
a nao ingerir alimentos 30 minutos antes da
coleta do material. Cada tubo foi identificado
por uma numeracao e congelados a -25°C até
a realizacao da extracdo do DNA.

Selegao do gene e polimorfismo

Para sele¢cdo do gene e polimorfismo
uma busca bibliografica foi realizada entre os
genes atuantes nas fases da amelogénese e
associados com a HMI %24 e o gene selecionado
foi ENAM (rs7664896; C>G).

Extracdo, avaliacdo da quantidade e
pureza do DNA

A extracdo do DNA foi feita em até duas
semanas apos a coleta do material bioldgico.
O protocolo utilizado foi a partir de 2 ml de
saliva (ORAGENE™, DNA GenotekInc, Ontario,
Canada) seguindo as etapas conforme descrito
abaixo:

e Mistura por inversdao o conteudo
de saliva no coletor por alguns segundos,
incubagéo da mistura em incubadora aquatica
a temperatura de 50 °C por no minimo 1 hora,
podendo deixar por overnight;

e Transferéncia de 500uL de saliva para
um Eppendorf estéril de 1.5ml. O excedente da
amostra foi congelado a -20°C;

e Adicao de 20puL da proteinase Oragene
Purifier (OG-L2P) para cada 500uL de saliva e

mantido em vortex por 5 segundos;

e Incubagdo das amostras em gelo por
10 minutos, centrifugacdo em temperatura
ambiente por 5 minutos a 13,000 RPM (15,000
X 9);

e Transferéncia do sobrenadante para
um novo Eppendorf e adicdo de 500uL de
etanol 100%, mistura por inversao e deixado
a temperatura ambiente por 10 minutos para
completar a precipitacdo da molécula de DNA,;

e Centrifugagdo por 2 minutos em
13,000rpm (15,000 x g), descarte do
sobrenadante e centrifugacdo por mais 1
minuto a 13,000 rpm (15,000 x g) para precipitar
o DNA;

e Os tubos foram deixados com as tampas
abertas overnight (24 horas) na bancada;

e Adigéo de 100 pL de TE (10mM Tris-HCI
+ 1mM EDTA, ph 8.0) para dissolver o pellet e
vortexacgao por 5 segundos;

e Por ultimo, as amostras foram deixadas
em temperatura ambiente por 24 horas. As
amostras foram estocadas em freezer a — 20°C
até as proximas etapas.

A concentragdo e a pureza do DNA
foram determinadas por densidade Optica
em espectrofotdmetro  (NanoDrop®2000c)
utilizando-se 1uL do material extraido. A razédo
entre os valores obtidos nos comprimentos de
onda 260nm e 280nm foi usada para estimar
a pureza do DNA a cima de 4ul. As amostras
analisadas tiveram concentragcdo de DNA
acima "7,

Analises (genotipagem)

As amostras foram analisadas em PCR
em tempo real em um termociclador 7900HT
da Applied Biosystems. O método utilizado para
as reagoes foi o TagMan (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA)31, no qual foram utilizadas
sondas especificas para a distingao alélica
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(Sondas TagMan). Todas as reagdes em PCR
foram preparadas com um volume final de
5,0uL (2uL de DNA com a concentragéo de 4
ng/uL reacdo); 2,5uL TagMan PCR master mix;
0,13pL da sonda TagMan de cada SNP incluido
no estudo e 0,37pL de agua deionizada q.s.q.).
A amplificacdo das amostras, foi realizada
em condi¢cdo padrao de 95°C por 10 minutos,
50 ciclos a 52°C por 2 minutos e a 60°C por
1 minuto e 30 segundos. Foram incluidos um
controle negativo e dois controles positivos para
0 SNP (polimorfismo) selecionado.

Heredograma Familia

Resultados da genotipagem (PCR em
tempo real)

Foi genotipado o polimorfismo rs7664896
(C>G) localizado no gene ENAM em uma
familia composta por pai, mae e probando
(afetado por HMI) (Figura 5). Sendo assim foi
possivel identificar os gendétipos do pai (GG) e
da mae (CC) e, dessa forma, que o probando
€ heterozigoto para esse locus, apresentando
gendtipo CG com heranga da condig¢ao pelo pai.

[ sexo masculino/afetado

O Sexo feminino

. Sexo feminino/afetado

Figura 5. Heredrograma familiar para o gene ENAM.

Aspectos éticos

Pai, mae e probando assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido para as
analises e divulgacao dos resultados.

DISCUSSAO

No presente relato de caso 20 dentes
sdo afetados com HMI, podendo-se observar
areas hipomineralizadas que variam do branco
ao castanho, sendo os molares os dentes de
descoloracédo mais severas. O diagnéstico
do presente caso foi dado pelo exame clinico
e 0s possiveis fatores etioldgicos envolvidos
foram pesquisados através de uma anamnese
detalhada com dados pré-, peri- e pds-natais
dos primeiros anos de vida da paciente, bem
como analise genética familiar. O gene ENAM
alterado, predisponente ao HMI, foi transmitido
a paciente pelo pai e acredita-se que fatores
ambientais corroboraram para a sua expressao
e presenca da hipomineralizacao.

Fatores genéticos tém sido associados
ao HMI. Jeremias e colaboradores investigaram
21 genes relacionados a amelogénese
revelando associagao significativa com HMI e
11 SNPs, indicando associag¢ao entre HMI e o
SNP rs3796704 no gene ENAM?. Variacoes
genéticas em alguns genes responsaveis
pela formacdo do esmalte podem explicar,
relativamente, a etiologia do HMI?. Fatores
ambientais que afetam criancas com 3 anos de
idade ou menos também foram hipotetizados
para desempenhar um papel na etiologia da
doenca, podendo influenciar a expressao desses
genes e interferir na amelogénese. Pessoas
com uma predisposicao genética especifica
podem desenvolver HMI se expostas a niveis
de fatores ambientais prejudiciais durante a
amelogénese, corroborando com a ideia de
natureza multifatorial da hipomineralizagao.

No presente caso, durante o periodo pré-
natal a mae apresentou quadro de hipertensao
arterial,entretantondohaevidénciassubstanciais
que possam associar tal complicagdo a HMI™.

ol
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Durante a primeira infancia a paciente teve
infecgbes respiratorias recorrentes, fazendo uso
constante de antibidticos. A associacao entre
a HMI e doencas da infancia como sarampo
infantil, infeccdo do trato urinario, bronquite,
otite média, disturbios gastricos, febre, doencas
renais, pneumonia e asma € relatada em
diversos estudos 51314 Sugere-se que o0 uso
de amoxicilina durante as fases de maturagao
do esmalte dental esta associado a defeitos
no seu desenvolvimento?!, entretanto, ndo
existem evidéncias suficientes para determinar
uma relacado de causa-efeito entre as doencas
da infancia e drogas utilizadas para trata-las e
a HM| #4546 2662214 Desta forma, mantém-se a
hipotese de interacao entre fatores genéticos e
ambientais na etiologia do HMI.

Uma menor qualidade do esmalte dental
aumenta o risco as lesdes de carie? e, quando
associada a mecanica mastigatoria, as fraturas
pos eruptivas. Desta forma, restauracdes
atipicas podem ser encontradas em molares
hipomineralizados'®. O presente caso apresenta
fratura pds eruptiva no dente 16 e restauracao
atipica no 46. Estes achados podem ser
considerados, por dentistas, um indicio para
reconhecimento da patologia.

Os possiveis diagnésticos diferenciais da
HMI sdo hipoplasia do esmalte, amelogénese
imperfeita e carie. Hipoplasias sao alteracoes
no esmalte que resultam em reducdo da
espessura ou da quantidade deste. Os dentes
com hipoplasias podem apresentar mudanca na
cor do esmalte para bege, marrom ou amarelo-
escuro, sendo que fossulas, fissuras ou perda
maior de algumas areas de esmalte podem
ser observadas*''®. E importante destacar que
o HMI é um defeito qualitativo, e a perda de
estrutura do dente ocorre apds a sua erupgao
(devido lesao de caérie ou fratura). As fraturas em
dentes com HMI apresentam bordas irregulares,
quando comparadas a hipoplasias™3¢. Em
relacdo a amelogénese imperfeita, os dentes
podem apresentar alteragdo de forma e/ou cor
evidentes, e sua principal diferenga em relagao
ao HMI se da pelo acometimento de todos os
dentes da mesma denticdo de forma igual®.
Por fim, as lesdes de carie se localizam em
locais de acumulo de biofilme, como na cervical
de dentes anteriores e em dentes posteriores,
paredes proximais e regides de fdssulas e
fissuras, e em atividade apresenta aparéncia
opaca e rugosa'. Ja na HMI, as manchas

REVISTA CIENCIAS E ODONTOLOGIA - 2023 I

em dentes anteriores localizam-se nos tergos
médio e incisal/oclusal dos dentes anteriores
e posteriores, e pontas de cuspides na face
oclusal dos dentes posteriores*®.

Segundo Chawala e colaboradores*
e Rodd e colaboradores** a HMI pode estar
associada a hipersensibilidade dentinaria
e desconforto estético, podendo afetar a
vida social e a autoestima dos pacientes®.
Entretanto, a paciente do presente relato de
caso nao apresentava queixas estéticas ou
hipersensibilidade, definindo as opacidades
como ‘charmosas’. Acredita-se que a auséncia
de queixa estética se da pelo fato que nenhum
dos incisivos centrais e laterais superiores foram
afetados, os dentes superiores afetados em
sua face vestibular apresentavam opacidades
brancas leves e, ao serem hidratados pela
saliva, estas manchas se tornavam ainda menos
evidentes. Desta forma, nenhum tratamento
estético foi realizado e orientagdes relacionadas
a higiene bucal e risco a carie foram reforgadas,
com a intencdo de prevencdo da doenca e
lesbes de carie, corroborando com a atual
filosofia de odontologia de minima intervengéo
e evitando sobre tratamento odontologico.

A maior parte dos estudos clinicos
realizados sobre a etiologia da HMI séo
retrospectivos, ou seja, a obtengdo de
informacdes € realizada através de entrevistas
ou questionarios que dependem da memoria dos
pais, muitas vezes anos apds o acontecimento do
evento em questao, sendo um fator limitador pelo
viées de memoriab3%127, Esta limitagdo também
esta presente neste caso clinico, restringindo
detalhes nas informagdes relacionadas a idade
da paciente e medicamentos utilizados durante
as complicagdes respiratérias. Adicionalmente,
0 presente caso avaliou apenas um gene
e uma familia. Estudos prospectivos, com
amostras representativas, de diferentes etnias
e avaliando diferentes genes sao estimulados
com a intencao de reduzir essas limitagdes e a
coleta de informagdes robustas sobre a etiologia
da HMI.

CONCLUSAO

Pode-se inferir a interagdo entre aspectos
ambientais (bronquite asmatica, pneumonia,
sinusite, rinite alérgica e uso recorrente de
antibiéticos na primeira infancia) e genéticos
(gendtipo CG com heranga da condigéo pelo
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pai) na etiologia da HMI da paciente do presente
relato. Faz-se necessario a realizacao de mais
estudos com amostras maiores, de diferentes
etnias e com avaliagao de diferentes genes para
aumentar a robustez das evidéncias cientificas.
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