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Resumo
A doença cárie é considerada, atualmente, como biofilme sacarose dependente, entretanto, estudos recentes apontam que fatores genéticos 
também podem influenciar seu desenvolvimento. Variantes nos gene amelogenina (AMELX) e enamelina (ENAM), responsáveis pela formação 
do esmalte, têm sido propostas como potencialmente envolvidos na doença. O objetivo deste estudo foi avaliar se a ocorrência de cárie dentária 
em adolescentes está relacionado às variantes nos genes AMELX e ENAM. Para a avaliação da prevalência de cárie foi utilizado o índice de 
dentes cariados, perdidos e obturados (CPO-D), segundo critérios da Organização Mundial de Saúde. As amostras de DNA foram extraídas das 
células da mucosa oral. Para a análise dos polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) dos genes AMELX (rs17878486) e ENAM (rs7671281) 
foi utilizada  a técnica de amplificação de fragmentos de DNA pela reação em cadeia da polimerase foi realizada (PCR) em tempo real pelo 
sistema TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Para a análise estatística, foi utilizado o teste exato de Fisher e qui-quadrado com 
nível de significância de 5%. Apenas os fatores socioeconômicos influenciaram a experiência de cárie. Concluiu-se que o componente genético, 
na população deste estudo, não influenciou o desenvolvimento da cárie.
Palavras-chave: Polimorfismo genético. Adolescentes. Esmalte. 

Abstract
Caries disease is currently considered a sucrose-dependent biofilm, however recent studies indicate that a genetic component can also influence 
its development. Variants in the amelogenin (AMELX) and enamelin (ENAM) genes, responsible for the enamel formation, have been proposed 
as potentially involved in the disease. The purpose of this study was to evaluate whether the occurrence of dental caries in adolescents is 
related to variants in the AMELX and ENAM genes. To assess the caries prevalence, the index of decayed, missing and filled teeth (DMFT) 
were used, according to World Health Organization criteria. DNA samples were extracted from oral mucosa cells. For the analysis of single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) of the AMELX (rs17878486) and ENAM (rs7671281) genes, the amplifying DNA fragments technique  by 
the polymerase chain reaction was performed (PCR) in real time by the TaqMan system (Applied Biosystems, Foster City, USA). For the 
statistical analysis, Fisher’s exact test and chi-square were used with a 5% significance level. Only socioeconomic factors influenced the caries 
experience. It was concluded that the genetic component in the population of this study, did not influence the development of caries. 
Keywords: Genetic polymorphism. Adolescents. Enamel. 
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Introdução

A cárie dentária continua sendo um sério problema social 
e de saúde muito comum (GERRETH et al., 2017), afetando 
cerca de 35% da população mundia1 (KASSEBAUM et al., 
2015) e 60–90% das crianças em idade escolar (PETERSEN, 
2003). 

Esta doença é considerada biofilme sacarose dependente 
complexa, em que a participação do açúcar assume um papel 
determinante no processo carioso (SHEIHAM; JAMES, 
2015). No entanto, evidências científicas demonstraram que 
a cárie dentária esta também intimamente associada com 
polimorfismos genéticos (ALYOUSEF et al., 2017; COGULU 
et al., 2016; ECKERT et al., 2017; PIEKOSZEWSKA-
ZIETEK; TURSKA-SZYBKA; OLCZAR-KOWALCZYK; 
YILDIZ et al., 2016;), entretanto, alguns resultados ainda são 
contraditórios, especialmente, quando se trata de diferentes 

populações étnicas e regiões geográficas (IZAKOVICOVA  
HOLLA et al., 2017; OLSZOWSKI et al., 2017).

Assim, os genes implicados na formação do esmalte 
dentário, quando mutados, estão envolvidos com a 
suscetibilidade à cárie dentária, e foram relatadas associações 
entre variação genética no genes amelogenina, tuftelina e 
enamelina e esta afecção (GERRETH et al., 2012; SHIMIZU 
et al., 2012). 

Estudo realizado em crianças da Turquia demonstrou a 
possível interação entre a alteração genética do gene enamelina 
(ENAM) e o Streptococcus mutans, por tornar o hospedeiro 
suscetível ao desenvolvimento de cárie dentária (PATIR et 
al., 2008). É sugerido que a enamelina controla a formação 
de cristais juntamente com amelogenina, a mais abundante 
das proteínas da matriz do esmalte e, subsequentemente,  
construir uma estrutura de cristais de hidroxiapatita altamente 
organizada (BARTLETT, 2013). Dessa forma, sugere-
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se que variações genéticas nesses genes devem contribuir 
para alterações estruturais no esmalte dentário que podem 
causar altos níveis de perdas minerais, maior suscetibilidade 
ao ataque bacteriano e deposição do biofilme (PATIR et 
al., 2008; SHIMIZU et al., 2012). Assim, a hipótese deste 
estudo foi que polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) 
nos genes AMELX e ENAM devem ter relação com a cárie 
dentária. O objetivo deste trabalho foi investigar a influência 
dos polimorfismos nestes genes no desenvolvimento da cárie 
dentária em escolares de 14 a 19 anos.

2 Material e Métodos

A partir de um estudo transversal realizado em 2008, 
foi selecionada uma amostra de adolescentes pertencentes 
a escolas públicas de Londrina-PR, com idade entre 14 e 
19 anos, de ambos os gêneros. Foi realizada uma coleta de 
amostras de saliva para a extração de DNA, aplicação de 
questionários e exame clínico para avaliação do índice de 
cárie (n=157). 

Como variável dependente foram considerados níveis 
de lesões de cárie dentária, conforme aferido pelo índice 
CPO-D, seguindo os critérios de diagnóstico definidos pela 
Organização Mundial da Saúde. As avaliações bucais foram 
realizadas por um único examinador, previamente treinado e 
calibrado, registrando a prevalência da cárie dentária.

Os questionários foram aplicados para se obter as 
características sociodemográficas dos indivíduos e suas 
famílias. Foram registradas informações demográficas, 
socioeconômicas e hábitos alimentares, de higiene e saúde 
bucal. 

Este estudo prévio foi submetido à avaliação do Comitê 
de Ética em Pesquisa da Universidade Pitágoras Unopar, 
recebendo parecer favorável para sua execução (Protocolo PP 
0012/08).

Para a coleta de dados, questionário e amostras de 
saliva, foi requerida a autorização das direções das escolas 
selecionadas e um termo de consentimento livre e esclarecido 
foi aplicado para os responsáveis dos alunos participantes do 
projeto. 

2.1 Reação em cadeira da polimerase (pcr) em tempo real 
e análise dos polimorfismos de AMELX e ENAM.

As amostras de DNA foram extraídas de acordo com o 
método descrito por Aidar e Line (2007). 

Os materiais coletados foram acondicionados sob 
refrigeração (-80 °C), para não haver a sua desnaturação. 
Os que não eram válidos foram descartados, totalizando a 
amostra de 123 alunos (n=123), exceto para a avaliação dos 
SNPs (rs17878486) no gene amelogenina,  que a amostra foi 
constituída de 82 indivíduos (n=82). A perda amostral foi 
decorrente de problemas laboratoriais.

Para a análise dos polimorfismos de nucleotídeos únicos 
(SNPs) dos genes AMELX e ENAM foi realizada a técnica 
de amplificação dos fragmentos de DNA por meio da reação 

em cadeira da polimerase (PCR) em tempo real pelo sistema 
TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, USA). 

Os ensaios foram conduzidos em placas de 96 poços 
contendo um volume final de reação em cada poço de 20 uL 
consistindo de: DNA genômico 30ng, Máster Mix 1x e os 
primers 1x (ensaio desenvolvido pela Applied Biosystems: 
C___2190967_10 para AMELX e C__25763290_10 para 
ENAM). 

A PCR pelo sistema TaqMan foi realizada em um 
termociclador automático (Applied Biosystems 7500 Real 
Time PCR Systems), sob as seguintes condições: 95 °C por 
10 minutos (ativação inicial), seguido por 50 ciclos de 95 °C 
por 15 segundos (desnaturação do DNA) e 60 °C por 1 minuto 
e 30 segundos (pareamento dos primers e duplicação do 
DNA). Após a PCR completa, a placa foi lida e os resultados 
analisados para a discriminação alélica por meio do software 
detector de sequência (StepOne Plus Real-time PCR System - 
Applied Biosystems).

2.2 Análise estatística

Foi utilizado o pacote estatístico Statistical Package 
for Social Science – SPSS, versão 17.0, com único 
digitador, propiciando a pesquisa uma maior fidedignidade 
e confiabilidade. Após realizada a coleta dos dados, estes 
foram processados para a confecção de um banco de dados. 
Foi feita a análise descritiva desses, e o teste Exato de 
Fisher e de associação do Qui-quadrado foram empregados, 
utilizando-se o nível de significância de 5% para identificar 
prováveis relações significantes entre as variáveis genéticas/
comportamentais e a ocorrência de cárie dentária entre os 
adolescentes estudados.

3 Resultados e Discussão

Os resultados do levantamento epidemiológico realizado 
nos adolescentes das escolas públicas de Londrina-PR estão 
expressos no Quadro 1. Dos 123 participantes da pesquisa, 
85 (69,1%) foram do gênero feminino e 81 (61,9%) de etnia 
branca e maior parcela tinha idade entre 14 e 15 anos (43,1%).

Quadro 1 - Distribuição das variáveis sociodemográficas e 
econômicas, comportamentais, de saúde bucal e genéticas na 
população de escolares de 14 a 19 anos  de escolas públicas do 
município de Londrina/PR

Características N %
Sociodemográficas
Gênero
Feminino 38 30,9
Masculino 85 69,1
Idade
14 a 15 53 43,1
16 35 28,5
17 ou + 35 28,5
Cor
Branca 81 65,8
Não branca 42 34,1
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Socioeconômicas
Características N %

Renda familiar
350 a 1245 46 45,5
1245 a 2075 30 29,7
Acima de 2075 25 24,8
Escolaridade materna
0 a 8 anos 67 54,5
9 a 11 anos 40 32,5  
Acima de 12 16 13,0
Visitas regulares ao dentista
Sim 54 43,9
Não 69 56,1
Comportamentais
Frequência de consumo de doces em geral
1 32 26,0  
2 ou + 91 74,0
Hábito de ingerir alimentos entre as refeições
Sim 109 88,6
Não 14 11,4
Saúde bucal
Histórico de cárie
Com cárie 74 60,2            
Sem cárie 49 39,8
Genética
Enamelina
CC 10 8,1
TT 93 75,6
CT 20 16,3
 Amelogenina
CC 4 4,9
TT                                                                                                  62 75,6
CT                                                           82 19,5

Fonte: Dados da pesquisa. 

A maioria dos participantes mostrou ter pelo menos um 
dente cariado (60,2%), em que o índice CPO-D encontrado 
para os adolescentes com cárie foi de 3,67 (DP= 2,2). Dos 
123 participantes do estudo, 88,6% apresentavam hábito de 
ingerir alimentos entre as refeições. Os que consumiam doces 
diariamente foram 26% dos estudantes avaliados e 74% 
relataram ingerir dois ou mais doces por dia.

Com relação à renda familiar, 45,5% dos adolescentes 
disseram ter o salário familiar entre R$ 350,00 a R$ 1245,00.  
A frequência de visitas ao dentista eram regulares para 56,1% 
dos participantes. Metade das mães apresentava escolaridade 
entre 0 a 8 anos de estudo.

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

No presente estudo foi observada uma associação 
estatisticamente significativa entre as variáveis hábito de 
ingerir alimentos entre as refeições, consumo de doces em 
geral, escolaridade materna e a experiência de cárie (Quadro2).

Quadro 2 - Relação entre as variáveis deste estudo e a experiência 
de cárie dentária em escolares da rede pública de Londrina/PR

Variáveis Com Cárie Sem Cárie χ² Valor 
de P

N    % N      %
Gênero  
Feminino 50    (67,6) 35  (71,4) 0,21 0,65                
Masculino 24    (32,4) 14  (28,6)
Idade
14 a 15 33   (44,6) 20  (40,8)
16 20   (27,0) 15  (30,6) 0,23 0,89
17 ou + 21   (28,4) 14  (28,6)
Cor
Branco 46    (62,1) 35  (71,4) 0,34 0,48    
Não branco 28   (37,9) 14  (28,6)
Renda familiar
350 a 1245 28    (47,5) 18  (42,9)
1245 a 2075 19    (32,2) 11  (26,2) 1,5 0,46
Acima de 2075 12    (20,3) 13  (31,0)
Escolaridade materna
0 a 8 anos 45    (60,0) 22  (44,0)
9 a 11 anos 24    (33,3) 16  (34,0) 6,9 0,03
Acima de 12 5      (6,7) 11  (22,0)
Visitas regulares ao dentista
Sim 42    (56,8) 27  (55,1) 0,03 0,85                           
Não 32    (43,2) 22  (44,9)
Frequência de consumo de doces em geral
1 16    (21,6) 16  (32,7) 9,5 0,02
2 ou + 58    (78,4) 33  (67,3)
Hábito de beliscar
Sim 70  (94,6) 39  (79,6) 6,5 0,02
Não 4   (5,4) 10  (20,4)
Enamelina
CC 6   (8,1) 4   (8,2)
TT 55  (74,3) 38  (77,6) 0,24 0,89
CT 13  (17,6) 7    (14,3)
Amelogenina
CC 2        (4,2) 2    (5,9)
TT 36    (75,0) 26  (76,5) 0,22 0,89
CT 20    (10,8) 6  (17,6)

Fonte: Dados da pesquisa. 

Pode ser verificado que 94,6% dos escolares que 
apresentavam hábito de consumir alimentos entre as refeições 
tinham cárie dentária, enquanto que 20,4% daqueles que 
não tinham o hábito, estavam livres da doença. Dos que 
apresentavam a doença cárie, 78,4% consumiam mais de dois 
doces por dia.

A escolaridade materna também teve influência nesta 
pesquisa, sendo que as mães com menos anos de estudo 
tendiam a ter filhos com cárie dentária, ou seja, 60% dos filhos 
de mães, que tinham de 0 a 8 anos de estudo, apresentavam 
lesões cariosas (Quadro 2).

A cárie dentária tem origem no biofilme sacarose 
dependente complexa, com foco na participação central 
dos açúcares como fator determinante negativo no processo 
carioso (SHEIHAM; JAMES, 2015). Há alguns fatores 
biológicos que modulam a doença, como a má higiene bucal, 
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genes de formação de esmalte apresentarem polimorfismos 
aumentando a suscetibilidade à cárie não deve ser rejeitada 
(PANG et al., 2017). 

Em um estudo realizado por Haworth et al. (2018), 
pesquisou-se a localização de um loco genético que poderia 
conter uma mutação associada com a doença cárie. Evidências 
apontaram associação entre rs1594318 e cárie em dentes 
decíduos e rs7738851 em dentes permanentes. Porém,  quando 
a variante foi observada em diferentes grupos étnicos, esta se 
mostrou mais fraca em função da grande heterogeneidade na 
população de estudo. 

Li et al. (2000) avaliaram associação genética dos 
polimorfismos em lactotransferrina (LTF) e o risco de cárie 
dentária. Análises mais profundas indicaram que rs1126478 
estava associado ao risco dentário em indivíduos que já 
eram acometidos pela doença, principalmente, em sua forma 
moderada ou grave. Porém, a partir dessa metanálise não 
se observou associação significativa da variante genética 
rsl126478 em LTF com o risco de cárie dentária.

O estudo em questão possui algumas limitações. Não foram 
realizadas radiografias, de modo que lesões interproximal ou 
cárie secundária não puderam ser detectadas. Além disso, o 
número de participantes dos grupos com e sem experiência 
de cárie não apresentou o mesmo n amostral. Por problemas 
laboratoriais, não foi possível obter a frequência genotípica 
da amelogenina em todos os participantes. Considerando o 
limitado  tamanho amostral, estes resultados precisam ser 
replicados em outras populações maiores.

4 Conclusão

Conclui-se que nesta população de estudo, os fatores 
socioeconômicos e comportamentais tiveram mais relevância 
que os fatores genéticos. Deve-se, em pesquisas futuras, 
investigar outros genes envolvidos na cárie dentária com uma 
população maior de estudo. 
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