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RESUMO

INTRODUCAO: A sindrome de Down (SD), mutacdo genética caracterizada pela
triplice copia do cromossomo 21, acomete oito mil criangas por ano no Brasil. Com
relacdo as manifestacdes bucais em pacientes com SD, observa-se que existem
divergéncias quanto & prevaléncia de carie. Desta forma, as contradi¢cdes existentes
justificam a necessidade de avaliacdes adicionais sobre a carie em portadores de
SD, envolvendo a analise de diferentes fatores relacionados ao desenvolvimento da
doenca. OBJETIVOS: O presente estudo investigou 0s niveis salivares de
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp utilizando a
contagem por unidade formadoras de colonia (ufc) em portadores de SD, e no grupo
controle (GC) e detectou amostras de S. mutans, S. sobrinus produtoras de
bacteriocinas em portadores de SD, comparando o0 GC METODOS: Estudo analitico
e transversal constituido por 20 individuos com SD e um GC constituido por igual
namero de irmaos de individuos ndo portadores da sindrome na cidade de
Teresina-PI. Esse estudo determinou os niveis salivares de S. mutans, S. sobrinus e
Lactobacillus spp aplicando o método descrito por Krasse (1986) e avaliou a
atividade antagonista pelo método da sobrecamada. RESULTADOS: Foi observado
gue a maioria dos pacientes com SD e do GC apresentavam baixa contagem de S.
mutans e alta contagem Lactobacillus spp; as amostras isoladas dos pacientes com
sindrome de Down produziram mais SATB do que o GC tanto no isoantagonismo
como no heteroantagonismo. CONCLUSAO: A contagem bacteriana, a producdo de
SATB na instalacdo e progressdo da doenca céarie ainda é controversa, sendo
necessarias mais pesquisas para tentar estabelecer qual a relacdo entre o erro
genético que resulta na sindrome de Down com a ocorréncia ou nao da carie
dentéria nesses pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome de Down. S. mutans, S. sobrinus e Lactobacillus
spp, Bacteriocina.



ABSTRACT

BACKGROUND: Down's syndrome, genetic mutation characterized by a triple copy
of chromosome 21, affects eight thousand children per year in Brazil. With regard to
the buccal manifestations in patients with SD, it is observed that divergences how
much to the caries indices exist. In such a way, the existing contradictions justify the
necessity of evaluations add on the caries in SD carriers, involving the analysis of
different related factors to the development of this illness. OBJECTIVES: This study
assessed the salivary levels of S. mutans, S. sobrinus and Lactobacillus using the
colony-forming units (cfu) in patients with SD and in the control group (CG), and
detected strains of bacteriocin-producing S. mutans, S. sobrinus cultures in patients
with SD unlike GC patients. METHODS: This analytical and cross-sectional study
consisting by 20 individuals with SD and a GC consisting of equal number of brothers
of not carrying individuals of the syndrome in the city of Teresina-Pl. This study
salivares of S determined the levels S. mutans, S. sobrinus and Lactobacillus spp
applying the described method for Krasse (1986) and evaluated the antagonistic
activity for the method of the agar-overlay. RESULTS: The majority of patients with
SD and GC had low S. mutans and high Lactobacillus spp salivary count; samples
isolated from patients with Down's syndrome produced more BLS than GC, both on
isoantagonism and heteroantagonism. CONCLUSION: The bacterial counting, the
production of bacteriocin like substances in onset and progression of dental caries by
S. mutans and S. sobrinus is still controversial. Further studies are necessary to try to
establish what is the relationship between the genetic disorder that results in Down
syndrome and the occurrence of dental caries in these patients.

KEY WORDS: Down's syndrome. S. mutans, S. sobrinus, Lactobacillus. Bacteriocin.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome de Down (SD) é a anormalidade cromossdmica autossémica mais
comum, com incidéncia em torno de 1:600 a 1:1000 nascimentos, sendo que 95%
dos pacientes tém trissomia do cromossomo 21 (47XX ou 47XY,+21), resultante de
nado-disjuncdo meidtica (DESAI; FAYETTEVILLE,1997; HATTORI ET AL., 2000). O
seu risco aumenta com a idade da méae, de 1 em 1000 nascidos vivos para maes
com até 30 anos e, de 9 para cada 1000 nascidos vivos, para maes acima de 40
anos (DESAI; FAYETTEVILLE, 1997).

Com relacdo as manifestacBes bucais em pacientes com SD, esses individuos
possuem uma maior prevaléncia de doenca periodontal que os individuos néo
sindrémicos (WHYMAN ET AL., 1995; VELASCO ET AL., 1997). Analisando os
indices de carie, existem divergéncias. Alguns autores relatam menor prevaléncia de
caries que os ndo sindromicos, apesar de tais individuos possuirem dificuldades
motoras que dificultam a higienizacdo bucal (BARNET ET AL., 1986; SHAPIRA, ET
AL., 1991). Segundo Almeida ET AL. (2005) a baixa prevaléncia de carie nos
portadores de SD poderia ser atribuida a presenca de agentes moduladores da
microbiota da cavidade oral desses individuos, isto €, bactérias produtoras de
substancias denominada de bacteriocina atuariam contra as bactérias cariogénicas
diminuindo a prevaléncia de carie nesses individuos. Para outros, a prevaléncia da
cérie em pacientes com SD nao ¢é significativamente diferente quando comparada a
de outros individuos (ULSETH ET AL., 1991) e ainda encontram-se relatos de que a
prevaléncia de carie nos portadores de SD é maior (BIANCHL; CUERVAS;
JARAMILO, 1991; SCHMIDT, 1995).

Acredita-se que o0s Streptococcus mutans Sao 0s principais agentes
etiologicos da carie dentaria (BALAKRISSHNAN, SIMMONDS e KILIAN; 2002). A
maioria dos S.mutans produz bacteriocinas (mutacinas) que sao proteinas
antibacterianas capazes de inibir o crescimento de bactérias genética e
ecologicamente relacionadas (GRONROOS; ALALUUSUA, 1998), bem como o
crescimento de outras espécies de bactérias Gram-positivas (TAGG; DAJANI;
WANNAMAKER, 1976).



No entanto, existe informacdo conflituosa e controversa considerando a
producao de bacteriocina e o risco de carie. Alaluusua, Matto; Gronroos (1996), nao
encontraram uma correlacdo positiva entre a atividade de carie e 0 numero de S.
mutans no biofilme dental, por outro lado, Fabio et al. (1987) mostraram uma

associacao positiva entre a producao de S. mutans e a producado de bacteriocina.

Em 1995, Morinushi, Lopatin e Tanaka , realizaram um estudo em 75
individuos com idade entre 2 e 18 anos, portadores de SD para avaliar a relacéo
entre biofilme dental, experiéncia de carie e titulos séricos de anticorpos S. mutans e
Streptococcus mitis. Verificaram que, embora, tenham encontrado uma correlacéo
positiva entre a severidade das lesdes e os titulos de anticorpos IgM para S.mutans,

a prevaléncia de carie nesses individuos foi baixa.

Kamiya et al (2005a), pesquisaram a producdo de mutacinas em S. mutans
isolados de pacientes com cérie e pacientes livres de carie e observaram distintos

perfis de producéo de mutacina entre os dois grupos.

Portanto a deteccdo ou ndo de Estreptococos do grupo mutans (EGM) néo
pode ser tomada como determinante da atividade cariogénica, mas identificar
pacientes suscetiveis ao desequilibrio do processo de des-remineralizacdo ajuda no
planejamento e execucdo de programas preventivos (BUISCHI; AXELSSON, 1997;
POWELL, 1998; TANZER, 1999).

A partir do exposto, a escolha do tema justifica-se pela preocupagdo com a
saude bucal dos portadores de sindrome de Down e dos poucos dados na literatura,
uma vez que se tem observado dificuldade de acesso aos servicos odontologicos e
programas de promocdo de saude bucal. Somando-se a estas razfes, sao
necessarias mais pesquisas para tentar estabelecer qual a relacdo entre o erro
genético que resulta na SD com a ocorréncia ou ndo da cérie dentaria nesses
pacientes. Desta forma, esse trabalho avaliou variaveis microbiolégicas envolvidas
na etiopatogenia da carie dental em individuos com sindrome de Down e um grupo

controle na cidade de Teresina-PI.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos sistémicos e bucais de pacientes com sindrome de
Down.

Thompson; Mclnnes; Willard, em 1993, relataram que a SD foi inicialmente
descrita em 1866, por John Langdon Hayden Down. No entanto, somente em 1959,
Le Jeune; Gauthier; Turpin, demonstraram que a sindrome era resultante da
trissonomia do cromossomo 21.

A Sindrome de Down (SD) é a anormalidade cromossdémica autossémica mais
comum, com incidéncia em torno de 1:600 a 1:1000 nascimentos, ela pode ocorrer
de 3 formas: a primeira acontece em 96% dos casos e é denominada trissomia
simples do cromossomo 21, onde ocorre uma nao-disjungcdo cromossdmica na fase
pré-zigotica; o segundo tipo pode ocorrer através de uma migracdo de parte ou de
um cromossomo inteiro que se liga a outro cromossomo sendo chamada de
translocacdo, abrangendo 2% dos casos e por ultimo acometendo os 2% restantes,
tem o mosaicismo que se caracteriza pela distribuicdo de algumas células com 47

cromossomos e outras com 46 cromossomos (MUSTACCHI; PERES, 1999).

Dentre as alteracGes de ordem geral Silva e Sousa (2001) destacaram: olhos
com largas pregas do epicanto, estrabismos, miopia, anomalias cardiacas, genitalia
pequena, maos largas, dedos curtos e hipotonia muscular, braquidactilia. Foi
observado também atraso no desenvolvimento pré e pds natal com peso e estatura

geralmente abaixo do normal.

Com relacdo aos aspectos craniofaciais e bucais, Garcia (1994) salientou a
braquicefalia e 0 nariz geralmente pequeno associado a uma ponte nasal baixa. A
maxila € menor, quando comparada a individuos normais, o palato duro apresenta-

se menor e de forma ogival, lingua fissura e hipertrofia papilar.

As criangas com SD apresentam um grande risco de desenvolver leucemia,

(WILSON, 1994). Aproximadamente 1 em cada 200 criangas com SD ¢é afetada pela



leucemia, em comparagdo com as criancas normais é 10 a 15 vezes maior nas
criancas com esta sindrome. (DESAI; FAYETTEVILLE, 1997; WILSON, 1994).

As estruturas do esqueleto orofacial nestes pacientes apresentam-se
alteradas, ocasionando hipodesenvolvimento ou hipoplasia da parte média da face.
Os ossos do nariz, do palato e da maxila sao relativamente menores em tamanho
guando comparados a individuos normais ou quando comparado ao 0sso da
mandibula, o qual nos individuos com SD apresentam um desenvolvimento normal,
ocasionando nesses pacientes um prognatismo tipo classe Il de Angle (VITTEK ET
AL., 1994)

Outra anomalia comum a esta sindrome é um defeito no funcionamento da
glandula tiredide. Os individuos com SD tendem a apresentar hipotireoidismo, em
cerca de 30%; logo essa disfuncdo da tiredide acaba influenciando no
desenvolvimento tanto dos o0ssos como dos dentes, acarretando um
hipodesenvolvimento 0sseo e dentario com atraso na erupc¢do dos dentes
(KUMASAKA ET AL., 1997).

Uma grande porcentagem de individuos com SD apresenta comprometimento
de seus 6rgaos, o0 que requer, por conseguinte uma atencdo especial no tratamento
odontoldgico destes pacientes. Cerca de 40 a 50 % dos portadores desta sindrome
apresentam algum tipo de anomalia cardiaca (DESAI, FAYETTEVILLE, 1997,
PILCHER, 1998), sendo a mais comum o0 prolapso da valvula mitral que atinge
aproximadamente 50% de todas as doencas cardiacas nesses pacientes (PILCHER,
1998).

Segundo Pilcher (1998), a hipotonia muscular acomete cerca de 80% dos
portadores com SD, causando dificuldades no andar e na coordenacdo motora. Na
cavidade bucal, a musculatura hipotonica afeta principalmente o posicionamento da
lingua diminuindo sua eficiacia na degluticdo, altera a abertura e fechamento da

boca, como também uma menor eficacia na mastigacdo (PILCHER, 1998).

A denticdo apresenta anomalias caracteristicas. Dentre as anomalias dentais,
as mais frequentes séo: oligodontia, microdontia, hipodontia, fusdo e taurodontia. A
hipodontia ocorre nas duas denticbes e a microdontia € a mais prevalente das
alteragOes observadas (PERETZ; KATZENEL; SHAPIRA, 1999).



Segundo Silva e Sousa (2001) os pacientes com SD também apresentam
baixa estatura, oligofrenia, braquicefalia e discreta microcefalia. As paredes
cranianas séo finas e ocorre atraso no fechamento das fontanelas. Pescoco € curto,
largo e a pele € frouxa na regido da nuca. A ponte nasal € plana com tendéncia de
epicanto interno; e as orelhas sao de implantacdo baixa com aparéncia dobrada
tipica. Os olhos apresentam manchas da iris (Manchas de Brushfiel), hipoplasia na

zona periférica da iris e opacificacéo do cristalino.

A doenca periodontal parece ser a patologia bucal mais prevalente nos
deficientes mentais comparado a carie dentaria, dentre eles, os que possuem SD.
Esta doenca tende a aumentar com a idade principalmente em decorréncia da
precariedade da higiene bucal, justificada pelo déficit intelectual e motor e pela
incapacidade desses pacientes, para o desempenho correto dos procedimentos
necessarios a remo¢cdo mecéanica da placa bacteriana (GABRE; MARTINSSON,;
GAHNBERG, 2001).

Para Bimstein et. al. (2002) a reducdo numérica dos linfocitos e os defeitos
funcionais de quimiotaxia e fagocitose celular dos neutrofilos e mondocitos,
resultando em comprometimento local da resisténcia a infecgdo, constituem as
alteracbes mais comumente observadas na resposta imunolégica do portador da

sindrome de Down, as quais o torna susceptivel a doenca periodontal.

Silva, Sandra e Aguiar (2003) realizaram um estudo comparativo para avaliar
a erupcao dental em 115 criancas com SD e 115 criancas sem SD, com idades de 1
a 12 anos e de ambos os géneros. Observaram um atraso na erupgao dental, tanto
nos dentes deciduos quanto nos permanentes, nas criancas com SD, quando
comparadas com as criancas do outro grupo. Além disso, verificaram que as
criancas com SD néo exibiram dentes irrompidos antes de 1 ano de idade e que a
denticdo decidua dessas criancas se completa entre 3 e 4 anos de idade, sendo os
incisivos laterais permanente superiores e inferiores apresentaram erupgao

retardada.

lervolino (2005) descreve ainda que, quanto as patologias geralmente
associadas a sindrome, 40% possuem problemas cardiacos congénitos, 12%
anomalias do trato gastrointestinal; a incidéncia de problemas visuais é alta, sendo

que 30% apresentam problemas graves de miopia; 40 a 75% apresentam perdas



auditivas uni ou bilaterais e, na infancia, muitos apresentam maior sensibilidade no

sistema respiratorio, mesmo nao apresentando problemas anatémicos.

Moraes et al. (2007) avaliaram a idade dentaria em 102 pacientes com SD,
por meio de radiografias panorédmicas. A analise estatistica dos resultados mostrou
gue 70,91% dos individuos do género masculino e 61,21% do género feminino
apresentaram idade dentaria adiantada. Com relacdo as diferencas entre idade
dentaria e idade cronologica, dois tercos dos individuos dos dois géneros possuiam
idades dentarias com até 12 meses de diferenca, o que significa que estdo dentro do
padrdo de normalidade.

Santangelo et al. (2008) avaliaram as caracteristicas bucais de 20 criancas
com SD da APAE de Mogi das Cruzes, por meio de exame clinico e aplicacdo de
guestionario para identificar as alteracdes oclusais e os habitos mais freqlientes dos
pacientes portadores de SD. As principais caracteristicas bucais observadas foram:
macroglossia, hipotonia muscular, respiracdo bucal, palato ogival, poucas lesdes de
cérie e problema periodontal severo. Dentre as alteracfes oclusais os resultados
apontados, neste estudo, permitiram sugerir a tendéncia de maior frequéncia de
maloclusdo de mordida aberta anterior e cruzada, além de observar a respiracéo

bucal e interposi¢éo lingual como os habitos nocivos mais prevalentes.

Avaliando a prevaléncia de maloclusdo em 57 portadores de Sindrome de
Down, na cidade de Teresina (PI), por meio de exame clinico, Soares et al. (2009)
observaram que a maloclusdo classe Il de Angle foi a mais prevalente; por outro
lado, a mordida aberta e cruzada anterior foram de baixa prevaléncia entre os
portadores de sindrome de Down. N&o houve diferenca estatistica na prevaléncia de

mordida cruzada posterior (p= 0,35).

2.2  Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus spp e
carie.

A carie é uma doenca infecciosa oportunista, de carater crénico e multifatorial,
fortemente influenciada pelos carboidratos da dieta e pela acdo dos componentes

salivares (WEYNE; HARARI, 2002). Tem como resultado a desmineralizacdo da



superficie dental por acidos organicos provenientes da fermentagéo dos carboidratos
da dieta, pelas bactérias (LEITES; PINTO; SOUSA, 2006). Newbrum (1988)
acrescentou um quarto fator — o tempo — que deve ser considerado em qualquer
discusséo sobre a etiologia da carie.

A contagem de EGM na saliva e/ou biofilme dentario é um dos critérios que
podem ser usados para determinacdo do risco de cérie de individuos ou de uma
populacdo porque amostras de saliva refletem o nimero de superficies dentais
colonizadas (BRATTHALL; HOSZEK; ZHAO, 1996). Azevedo et al.(1998)
ressaltaram que a analise qualitativa e quantitativa de EGM em nivel de espécie
pode servir como parametro para selecionar métodos de prevencdo de carie
dentéria.

O’Sullivan; Thibodeau (1996) estudaram a correlacao entre lesdes de cérie e
ndamero de S. mutans e Lactobacillus spp presentes no biofilme e na saliva . Por
razbes praticas, o nimero de S. mutans e Lactobacillus spp, presentes no biofilme,
era comumente estimado, a partir de amostras colhidas na saliva, sendo a contagem
de microrganismos presentes na saliva considerada uma razoavel indicadora da
totalidade da carga microbiolégica dentaria. Entretanto, os valores obtidos a partir de
contagem salivar pareciam ser baixos para explicarem ou predizerem as lesdes de
carie. Com o objetivo de avaliar a diferenca no numero de S. mutans e Lactobacillus
spp presentes no biofilme e na saliva, os autores avaliaram 60 criancas, com idades
entre 14 e 15 anos, em relacdo as variaveis lesbes de carie, indice de placa e
namero de S. mutans e Lactobacillus presentes no biofilme e na saliva estimulada.
Apos a andlise dos resultados, os autores destacaram que o nimero de S. mutans e
Lactobacillus spp presentes no biofilme foi baixo e ndo explicava a variacdo da cérie
nos pacientes examinados.

Com o propésito de analisar bioquimica e microbiologicamente a saliva de
escolares pertencentes a cinco diferentes classes sécio-econdmicas (A a E),
Spolidorio (1997), realizou um estudo em 200 escolares na faixa etaria de 6 a 8
anos, da regido de Piracicaba. Os resultados obtidos demonstraram que os indices
microbiologicos, baseados no numero de Lactobacillus spp e EGM foram
considerados altos em todas as classes soécio-econbmicas estudadas. Houve
correlacdo estatisticamente significante entre a classe socio-econémica e o niumero
EGM. Por outro lado, foi observado que o numero de Lactobacillus spp nas criancas

estudadas ndo depende das classes sécio-econdémicas.



As lesBes de cérie estdo associadas a presenca de colonias de S. mutans e
Lactobacillus no biofilme e saliva. Esses tipos de microorganismos produzem uma
reducdo do pH e, consequientemente, uma desmineralizacdo dos tecidos dentarios
duros. Existe uma forte relacdo entre o numero de colonias de S. mutans e a
prevaléncia de carie dentaria, pois os individuos que apresentam niveis altos de S.
mutans desenvolvem um maior nimero de lesbes do que aqueles que apresentam
baixos niveis. Os S. mutans tém um papel importante tanto na iniciacdo como na
progressao das lesbes de carie, enquanto que os Lactobacillus spp apenas atuam
na progressdo da céarie, uma vez que a lesdo ja tenha sido iniciada. (TANZER;
LIVINGSTON; THOMPSON, 2001)

Os dentes sdo colonizados por bactérias que existem no biofilme, cujo
metabolismo ocasiona flutuagdes no pH. Este metabolismo é influenciado por fatores
determinantes que por si s6 ndo levam ao desenvolvimento de carie, mas modulam
sua atividade. Entre esses encontramos a composicdo do préprio biofilme,
composicdo e capacidade tampdo da saliva, velocidade da secrecdo salivar e
composicdo e freqiiéncia da dieta. Além dos fatores determinantes, existem outros
fatores que variam de populacédo para populacdo nos quais se incluem os fatores
sécio-econdmicos, educacionais e comportamentais (WEYNE; HARARI, 2002;
PERINETTI et al., 2005).

Um inicio precoce dos cuidados de higiene bucal estd também relacionado
com um menor numero de lesbes de carie em criangcas muito jovens. As criangas
nas quais colénias de S. mutans sédo detectadas logo apds a erupcao dos dentes e
criancas com niveis altos de coldnias de S. mutans tém também niveis altos de
colonias de Lactobacillus spp. Estas criancas tém uma incidéncia de carie dentaria
significativamente mais alta do que as criancas que sofreram uma coloniza¢cdo mais
tardia e com niveis de coldnias mais baixos (HABIBIAN et al., 2002).

Okada et al., (2005) em estudo de um ano com 60 pré-escolares (trés a cinco
anos de idade) compararam a incidéncia de carie com a colonizacdo por EGM. A
prevaléncia de S. mutans e S. sobrinus encontrada foi de 61,7% e 56,6%,
respectivamente. Treze (21,7%) criancas albergavam apenas S. mutans, 10 (16,6%)
apenas S. sobrinus e 24 (40%) eram colonizados por ambas as espécies. Em 13
criangas nao foi possivel a deteccdo de S. mutans. Criangcas colonizadas por S.
mutans e S. sobrinus tinham maiores indices de prevaléncia de carie do que as

colonizadas apenas por S. mutans (p< 0,05%).



Avaliando a relacéo entre risco de carie, capacidade tampéao salivar e niumero
de coldnias de S. mutans e Lactobacillus spp na saliva, Paiva e Ferreira, em 2009,
realizaram um estudo em 42 criancas com idade média de 6.1 anos, de um centro
dentario privado de Odontopediatria. A contagem dos S. mutans e Lactobacillus spp
na saliva foram realizadas inicialmente e apés o reforgo do ensino das instrucdes de
higiene bucal. As criancas foram reavaliadas quinze dias depois. Os autores
observaram que o namero de coldnias de bactérias influencia significativamente o
grau de risco de céarie para uma capacidade tampdo alta (p=0.000) e média
(p=0.046). Ao comparar o numero de coldnias de bactérias entre a primeira e a
segunda avaliacao verificaram que 62% dos pacientes apresentaram uma reducao
do numero de colbnias (n=26), sendo que em 45% das criancas houve um

decréscimo deste niUmero para valores minimos.

2.3 Sindrome de Down, Streptococcus mutans e carie.

Stabholz et al.(1991) estudaram a prevaléncia de cérie e sua correlacdo com a
colonizacédo de S. mutans e pH salivar em criancas de 8 al3 anos de idade com SD,
com retardo mental e com criangcas nado sindromicas. O CPOS encontrado nas
criancas com SD foi menor que o de criancas ndo sindrdmicas e criangas com
retardo mental. A contagem de S. mutans foi menor nos pacientes com SD
(37,2ufc/mL), sendo que nos pacientes ndo sindromicos foi de 48,2ufc/mL e nos com
retardo mental de 93,9ufc/mL. Oitenta e quatro por cento das criangas com SD nao
apresentavam carie. A contagem de S. mutans correlacionava-se com o CPOS em
todos os grupos. Nao houve correlacéo entre pH salivar e prevaléncia de carie.

A literatura mostra que os individuos com SD possuem uma maior prevaléncia
de doenca periodontal que os individuos normais, mas analisando os indices de
céries, observa-se o oposto (SHAPIRA et al., 1991; MORINUSHI; LOPATIN;
TANAKA, 1995).

As auséncias dentarias e conseglentes espacamentos e 0s atrasos de
erupcdo (menor tempo de exposicdo aos fatores -cariepatogénicos) seriam

responsaveis pela menor prevaléncia de carie nos pacientes com SD em relagcéo



aos grupos controle (GC), porque um menor numero de dentes e superficies
dentarias estariam sendo contabilizados nesta populacéo, segundo Chan (1994).

Uma outra possivel explicacdo para a baixa prevaléncia de carie nos
portadores de SD € a presenca de agentes moduladores da microbiota da cavidade
oral desses individuos. Bactérias produtoras de substancias, chamadas de
bacteriocina, com acao contra bactérias cariogénicas. (PINAZZO; VIANNA, 1998)

Yarat et al., 1999, estudando 51 pacientes turcos com SD de 6 a 24 nos de
idade, ndo encontraram diferenca significativa quanto aos indices de prevaléncia de
carie comparando-os com os do grupo controle, ndo sindrémicos.

Fiorati; Sposito; Borsatto (1999) corroboram estes resultados investigando 25
pacientes SD com idade entre 6 e 36 anos, pois 32% dos pacientes tinham alta
prevaléncia, 40% - média e 4% - baixa. Seis deles estavam livres de carie e tinham
entre seis e 15 anos de idade.

Campos (2001) pesquisando a contagem e prevaléncia de EGM em 40
criancas com SD (faixa etaria de até 12 anos de idade) encontrou 23 (57,5%)
colonizadas por S. mutans, sendo que seis (15%) albergavam também S. sobrinus
(com menos de 10° ufc/mL). Dezesseis criancas apresentam niveis de S. menores
que 10° ufc/mL, seis com niveis entre 10° - 10° ufc/mL. Apenas uma crianga com
cinco anos de idade apresentou 10° ufc/mL. Dezessete criancas ndo apresentavam
niveis detectaveis de EGM e nenhuma delas estava monocolonizada por S.

sobrinus.

Gabre, Martinsson e Gahnberg (2001) realizaram um estudo longitudinal sobre
a incidéncia e prevaléncia de cérie, mortalidade do dente e perda interproximal do
0sso em 124 adultos com retardo mental, incluindo pacientes com SD, durante 8,5
anos. Os resultados desse estudo mostraram que a incidéncia e prevaléncia de
carie em individuos com SD foi inferior quando comparada aos pacientes com
retardo mental e; por outro lado, a perda 6ssea foi bem elevada em relagdo aos

demais pacientes.

Moraes et al, em 2002, estudando a prevaléncia de carie em 38 pacientes
com SD observaram que os individuos portadores de SD, apresentaram uma baixa
prevaléncia de carie, tanto para o género masculino como feminino e os indices ceo-
d e CPO-D encontrados nos individuos com SD foram baixos e semelhantes as

criancas nao sindrémicas da rede publica de ensino.



Marinho de Jesus (2002) examinando 26 criangas com SD com idade entre 12
e 48 meses (24 de média), encontrou apenas quatro (7,69%) delas com manchas
brancas e lesdes cariosas cavitadas. Em metade delas nédo foi possivel a detecgao
de S. mutans. O nivel de colonizacdo por S. mutans aumentava significantemente
com a idade das criancas.

Siqueira e Nicolau (2002) avaliaram 17 criancas com SD e 18 criancas nao-
sindrémicas quanto aos componentes salivares: pH, fluxo, concentracdes de acido
sidlico e proteinas e atividade da amilase e peroxidase. Antes de ser coletada a
saliva era estimulada com um pedacgo de parafina por 10 minutos e posteriormente
analisada. Nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre os niveis
de &cido salicilico entre os dois grupos. A concentracdo de proteina foi 36% mais
alta nos pacientes com Sindrome de Down. Por outro lado, o fluxo salivar, pH e
atividade da amilase e peroxidase foram mais baixos entre as criangas com SD.

Lee et al. (2004) investigaram a relacdo da cérie e a presenca de anticorpos
especificos contra 0os S. mutans na saliva de 90 pacientes com SD e 41 pacientes
nao sindromicos. Observaram que a baixa prevaléncia de carie em pacientes com
SD pode ser explicada pela defesa imunoldgica ocasionada pelo aumento de
concentragcdes da imunoglobulina A (Ig A) causada pela presenca de S. mutans.

Siqueira et al. (2004b) realizaram um estudo em 22 criangas com SD com
idades entre 6 e 10 anos comparando com 21 criangas sem SD na mesma faixa
etaria. Foram analisadas as concentracbes de sodio, potassio, zinco, magnésio e
célcio na saliva. Os autores observaram que nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos estudados quanto as concentracdes de fosforo,
zinco, magnésio e calcio. No que se refere a concentracdo de sédio, as criancas
com SD apresentaram 66,8% de concentracdo mais alta do que as criangas sem
SD, por outro lado, a concentracdo de potassio foi mais baixa no grupo com
sindrome de Down. Sendo assim, provavelmente as glandulas salivares dos
individuos com SD apresentam uma anomalia no transporte de sédio e potassio.

Siqueira et al, (2005), estudou alguns parametros salivares e clinicos com
relacdo a carie dentaria em pacientes com SD e pacientes nao sindromicos (GC) em
varias faixas etérias e concluiu que: o fluxo salivar apresenta-se reduzido em todas
as faixas etarias dos individuos com SD em comparacdo ao GC; a capacidade
tampédo da saliva é mais eficiente em pacientes com SD e os indices ceo-d , CPO-D

e de placa néo apresentam alteragcdes comparando entre 0S grupos.



Avaliando a relacdo entre a prevaléncia de cérie, capacidade tampéo, pH e
presenca de IgA na saliva de pacientes com SD e pacientes ndo sindrémicos (grupo
controle), Cogulu et al.(2006a) observaram que o CPOD foi significativamente mais
baixo nos pacientes com SD do que o grupo controle. Além disso, verificaram que
pacientes com SD tem niveis salivares de IgA mais altos que os do GC, todavia a
capacidade tampé&o e pH nos dois grupos estudados nédo apresentaram diferenca
estatisticamente significante.

Cogulu et al.(2006b) realizaram uma pesquisa em 70 criangas com SD e 64
criancas sem SD com idades entre 7 e 12 anos para comparar a prevaléncia de
carie e investigar a diferenca entre o genétipo de S. mutans colonizado entre 0s
dois grupos.Observaram que o indice de carie foi significativamente mais baixo no
grupo com SD; o nivel de S. mutans salivar entre 0s grupos nao apresentou
diferenca estatistica. A diferenca entre céarie dental e os niveis de S. mutans também
nao foram estatisticamente significante.

Chaushu et al (2007), realizaram uma pesquisa em pacientes com SD para
avaliar a relacdo entre a resposta imunoldgica e a idade desses pacientes. Eles
verificaram que embora a concentracdo de IgA esteja aumentada com a idade, isso
nao compensa a reducao do fluxo salivar nesses pacientes, consequentemente
estariam menos protegidos contra a doenca periodontal e carie.

Castilho; Pardi; Pereira (2007) realizaram um estudo correlacionando
experiéncia de carie com parametros fisioldgicos e microbiol6gicos em 60 pacientes
com Sindrome de Down, de ambos 0s géneros e com idades entre um e 48 anos. A
prevaléncia de cérie foi analisada por meio do CPOD para os dentes permanentes e
ceo para os deciduos. Os fatores fisioldgicos analisados foram o fluxo salivar e a
capacidade tampao. Os parametros microbiolégicos pesquisados foram a contagem
de S. mutans. Apds analise estatistica foi observado que o fluxo salivar e a
capacidade tampéo foram baixos nos pacientes com SD; ndo houve uma correlagcao
significativa entre a contagem dos S. mutans com o fluxo salivar e a capacidade
tampé&o; a prevaléncia de carie aumentou com a idade. Com base nos resultados, os
autores concluiram que a doenca céarie € uma doenca multifatorial e outros fatores
que ndo foram analisados neste estudo como a dieta e higiene oral podem

influenciar no seu desenvolvimento da cérie nos pacientes com SD.



2.4 Bacteriocina produzida por microorganismos orais

Os primeiros registros sobre bacteriocinas datam de 1925, quando Gratia
publicou um estudo referente ao antagonismo promovido por uma linhagem de
Escherichia coli sobre outras linhagens da mesma espécie. As substancias
responsaveis por esse efeito inibitério foram denominadas de ‘colicinas’ em
referéncia ao microrganismo produtor original. Como a descoberta de que a
producdo desses compostos nao se limitava ao grupo dos coliformes, Jacob et al.,
em 1953, propuseram o termo ‘bacteriocina’ para as proteinas antimicrobianas
produzidas por microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos.

Bacteriocinas tém sido conceituadas como substancias produzidas por
bactérias que sdo capazes, em baixas concentracfes, de inibir a multiplicacdo de
outras bactérias taxonomicamente afins (STANIER et al., 1986).

Utilizando-se a técnica de "antagonismo posposto”, Azevedo, Zelante e Ito, em
1985, isolaram 13 cepas de S. mutans, isoladas de placa dental de criancas carie-
ativas. Essas amostras foram analisadas quanto a propriedade de serem produtoras
ou nao de bacteriocinas, pela acdo sobre um conjunto de microrganismos
usualmente integrantes da microbiota bucal humana. Os resultados das reacdes
cruzadas, mostrando o comportamento das cepas isoladas, quando testadas entre
si, indicaram que seis delas foram bacteriocinogénicas, oito se prestaram, ao menos
uma vez, como indicadoras da producdo de bacteriocina e nenhuma das cepas
demonstrou auto-sensibilidade. Frente as indicadoras S. mutans, Streptococcus
sanguis e Actinomyces viscossus, as cepas testadas mostraram comportamento
semelhante ao da reacéo cruzada, permitindo considerar que o espectro de inibicdo
diferiu de uma cepa a outra. Quando isolados dois biotipos do biofilme dental de
uma mesma crianga, 0S seus espectros de atividade ou de sensibilidade a
bacteriocina permitiram comprovar a diferenca entre elas. O modelo experimental
adotado para a deteccdo de cepas de S. mutans produtoras de substancias
semelhantes a bacteriocina prestou-se, adequadamente para a identificacdo e
individualizacéo das cepas.

As mutacinas ou bacteriocina podem apresentar um importante papel

bioldgico na regulacdo e composicdo do biofilme dental, tanto na atividade de



sinergismo ou antagonismo, sugerindo que o largo espectro de mutacinas pode ser
mais importante na colonizacdo e estabilizacdo das espécies -cariogénicas,
mantendo e estabelecendo nichos e atividade microbiana altamente complexa.
(ALALUUSUA, 1991).

De acordo com Nyvad e Kilian (1990), pacientes com carie sdo mais
colonizados por bactérias cariogénicas, considerando que os individuos livres de
cérie abrigam uma maior prevaléncia de S. sanguis e outros Streptococcus do grupo
mitis. O que pode explicar a mais intensa atividade de mutacina contra outras
bactérias que colonizam a cavidade oral nos pacientes com carie.

Goyette et al (1995) estudaram a relacdo entre a proporcdo de bactérias
salivares capazes de inibir os S. mutans e a porcentagem de dentes cariados em
109 pacientes , de ambos os géneros, com idades entre 8 e 75 anos. Foi observado
gue ndo houve uma correlagédo estatisticamente significante entre a proporcdo de
bactéria salivar estimulando o crescimento de S. mutans e a presenga de carie. Por
outro lado, houve uma correlacdo negativa estatisticamente significante entre a
porcentagem de bactéria cultivada que inibiram os S. mutans e a quantidade de
dentes cariados, assim como com o CPOD. Estes resultados indicam um possivel
papel inibitério das substancias produzidas pelas bactérias (bacteriocina) na
manutencdo da saude oral.

Gronroos e Alaluusua. (1998), analisaram o nivel de atividade de
bacteriocinas (mutacinas) e a producao por S.mutans isolados da cavidade bucal de
19 pares mae-filho, sendo que as criangcas possuiam de 18 meses a 3 anos de
idade. Foi observado que 88% das cepas produziram mutacina contra mais de 1
das 14 cepas indicadoras, representadas por S. mutans,S. sanguinis, Streptococcus
salivarius, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii e Streptococcus pyogenes.
As cepas de S. mutans mostraram maior atividade inibitéria do que as cepas de S.
sobrinus. As cepas de S. mutans, compartilhadas entre a mae e sua criancga,
mostraram atividade inibitéria de amplo espectro, se comparadas as cepas que nao
foram transmitidas. Eles concluiram que a atividade mutacinogénica dos isolados
clinicos apresentou uma boa producdo de bacteriocina e este fator de viruléncia
visto como sendo de importancia clinica na colonizacgéo inicial por S. Mutans.

Baseando-se nas propriedades seletivas e ecologicas das mutacinas in vivo,
foi desenvolvida a terapia de substituicdo bacteriana para prevencdo do

desenvolvimento da carie dental (Hillman et al., 2000). Através da construcdo de



uma cepa mutante S. mutans BCS3-L1, produtora de bacteriocina de amplo
espectro in vitro (mutacina 1140) e defectiva na sintese de acido lactico, foi possivel
efetivar a colonizac&o da cepa produtora de baixo potencial cariogénico, na cavidade
oral de ratos. A atividade biol6gica da mutacina produzida in vivo reduziu o indice de
carie possivelmente devido a inibicdo de S. Mutans competidores mais cariogénicos.

Van Loveren, Bujis e Ten Cate (2003) compararam a atividade da bacteriocina
de S. mutans isolados das maes, dos pais e criancas quando a crianca adquire S.
mutans entre 5 e 11 anos de idade. Onze familias foram selecionadas
randomicamente e era feita a coleta de saliva; em seguida, isolava os S. mutans e
testavam contra 21 indicadores. Foi observado que quando a crian¢a adquire os S.
mutans apés 5 anos de idade, pode haver uma similaridade entre na producédo de
bacteriocina e 0s S. mutans nas maes, nos pais e nas criancas indicando que a
transmissdo entre os membros da familia ocorreu.

Longo, Mattos-Graner e Mayer (2003) avaliaram a producdo de mutacinas
pelos S. mutans e a diversidade genotipica dos mesmos, em 19 criancas com cérie
e sem carie. Mostraram que as bacteriocinas podem aumentar a capacidade de
colonizagcdo dos S. mutans e reduzir a infecgdo por tipos sensiveis. Além disso, a
andlise estatistica ndo conseguiu mostrar uma relagdo entre a atividade de cérie e
0s niveis de infeccdo de S. mutans na cavidade oral e entre a producdo de
mutacinas e a presenca ou nao de carie. Em ambos os grupos estudados os S.
mutans isolados ndo apresentaram diferenca estatistica quanto a producdo de
bacteriocina.

Koga-Ito et al. (2004) investigaram 240 individuos divididos em cinco grupos:
criancas livres de caries, criangas com carie, criangas com caries rampantes, adultos
jovens com e sem caries. O objetivo do estudo era correlacionar a contagem de S.
mutans, a carie dentéria e IgA anti- S. mutans na saliva. Inicialmente todos os
individuos foram investigados para o CPOD/ceo-d seguindo os critérios da OMS e o
indice de higiene oral simplificado (IHOS). Apds a coleta de saliva foi realizada a
contagem de S. mutans e o nivel de IgA anti- S. mutans foi determinado pelo método
ELISA. Apés a andlise estatistica foi observado que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa em relagéo IHOS e contagens de microrganismos entre
os grupos de adultos jovens; nenhuma correlacdo entre a contagem de S. mutans e

niveis de IgA anti- S. mutans em nenhum dos grupos estudados; apenas foi



encontrada uma correlagdo entre os niveis mais altos de IgA anti- S. mutans e
auséncia de caries entre os adultos jovens, mas ndo entre criancgas.

Almeida et al. (2005) realizaram um estudo em pacientes com SD para
detectar cepas produtoras de bacteriocinas, com o intuito de avaliar a sua possivel
acdo como moduladoras da microbiota cariogénica dos pacientes com SD. Eles
observaram que duas das dez cepas testadas apresentaram halo de inibicdo de
crescimento contra cepas de S. mutans. A descoberta de cepas que produzem
substancias antimicrobianas pode ser responsavel pela baixa prevaléncia de cérie
em individuos com Sindrome de Down.

Kamiya et al., em 2005, realizaram um estudo em oito pacientes afetados pela
cérie e oito livres de carie para avaliar a producdo de mutacina em genaétipos de S.
mutans. Observaram que as substancias semelhantes as mutacinas de amplo
espectro foram mais freqlentes em genétipos de S. mutans, isolados de individuos
cérie-ativos em relacdo aos genaétipos isolados de voluntarios livres de carie. O
espectro de atividade das mutacinas, identificado neste estudo, foi direcionado
contra colonizadores predominantes nas respectivas populacdes estudadas,
sugerindo uma possivel correlacdo entre o perfil de producdo de mutacinas
(espectro inibitorio) e o padrédo de colonizagdo microbiana observado em individuos
carie-ativos e livres de carie.

Matsumoto et al. (2005) realizaram um estudo em ratos para avaliar a
cariogenicidade dos Lactobacillus. Os ratos foram divididos em seis grupos e
infectados com L. salivarius LS1952R e/ou S. mutans MT8148R. O L. salivarius
LS1952R tornou-se presente na cavidade oral dos ratos mesmo quando infectado
por somente cinco dias. Além disso, a contagem de cérie dos ratos infectados com
L. salivarius LS1952R e/ou S. mutans MT8148R ao mesmo tempo era mais elevado
do que aqueles infectado com um ou outro sozinho, ou seja, a contagem de céarie em
ratos era mais elevada quando o mesmo era infectado ao mesmo por L. salivarius e
S. mutans.

A fim de avaliar se os Lactobacillus orais tém propriedades probidticas (séo
organismos vivos que em concentracdes adequadas, afetam beneficamente a saude
- REID et al.,, 2003) contra S. mutans, Simark-Mattsson et al. (2007) isolaram
Lactobacillus da saliva e do biofilme de criangas e adolescentes com ou sem lesdes
de caries. Foi observado que a inibicdo mediada pelos Lactobacillus spp diferiu

significativamente entre os trés grupos: nenhuma carie, céarie inativa e carie ativa,



demonstrando que a inibicAo aumenta nos grupos sem experiéncia atual ou
precedente de carie comparada aos grupos com carie.

O S. mutans é considerado o principal agente etiologico da céarie dentaria em
humanos e fatores de viruléncia tais como a composicao de sua superficie celular
(sorotipo) e a produgcdo de bacteriocinas (mutacinas) tém sido investigados em
relacdo a sua cariogenicidade (RODRIGUES, 2008). Com base nisso, esses
autores realizaram uma pesquisa em 20 pré-escolares de 4 a 5 anos de idade para
caracterizar isolados de S. mutans quanto ao sorotipo especifico, genes
codificadores de mutacinas em amostras isoladas de pacientes com diferentes
experiéncias de céarie dentaria. Foi observada uma relagédo positiva entre sorotipo e
presenca dos genes para as mutacinas Il/IV nos pré-escolares com carie dentéria (r
= 0,69, P <0,05); sugerindo que multiplos sorotipos e presenca dos genes para
mutacinas ll/IV estéo relacionados com a cariogenicidade de S. mutans.

Simark-Mattsson et al.(2009) avaliaram a capacidade de interferéncia do pH
final dos Lactobacillus orais contra os S. mutans e para isso foram avaliados trés
fatores: experiéncia precedente da carie; colonizacdo de S. mutans; e pH final do
meio de cultura na inibicdo dos Lactobacillus contra S. mutans em pacientes com
diferentes experiéncias de céarie. Apés a analise dos resultados foi verificado que a
presenca de pH baixo seja devido a producdo de acidos organicos e/ou
bacteriocinas podem promover inibicdo de crescimento dos S. mutans in vitro. Além
disso, observa-se que o efeito do pH em pacientes com carie sugere uma inibicdo

dos S. mutans menos eficaz pelos Lactobacillus spp.



3 OBJETIVOS




3 OBJETIVOS

3.1

3.2

Geral
Investigar variaveis microbiolégicas na etiopatogenia da carie dental em

individuos com SD e no grupo controle (GC), na cidade de Teresina-PlI.

Especificos

Investigar os niveis salivares de S. mutans, S. sobrinus e Lactobacillus spp
utilizando a contagem por unidade formadora de colénia (ufc) em portadores
de SD, comparando com o GC;

Relacionar os niveis salivares de S. mutans, S. sobrinus e Lactobacillus spp

com a presenca ou auséncia de lesbes de carie;

Detectar linhagens de S. mutans, S. sobrinus produtoras de substéncias
antagonistas tipo bacteriocina (SATB) em portadores de SD, comparando
com GC.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Tratou-se de um estudo analitico, do tipo transversal em que foi verificada a
participacdo das variaveis microbiologicas na etiopatogenia da carie dental em um
grupo composto de 20 pacientes com SD institucionalizados e um GC formado por

20 irmaos das criancas sindrémicas na cidade de Teresina-PlI.

4.2 Universo

A pesquisa foi realizada no Centro Integrado de Educacédo Especial (CIES)
uma instituicdo publica Estadual especializada no atendimento de criancas especiais
gue funciona desde 2007, das 7:30 as 17:30hs, na cidade de Teresina-Pl. Essa
instituicdo desenvolve um trabalho sem fins lucrativos, atende criangas na faixa
etaria de 3 a 14 anos e tem como metas: promover a reabilitacdo fisica e psico-
social do paciente; atender prioritariamente as pessoas de baixa renda com
necessidades especiais; desenvolver estudos e pesquisas na area de reabilitacéo;
produzir e divulgar informagfes e conhecimentos técnico-cientificos; contribuir para
reducdo de problemas sociais e psicolégicos das pessoas portadoras de
necessidades especiais.

As criancas séo atendidas por equipes multidisciplinares nas diversas areas
de reabilitacdo (fisioterapia, terapia ocupacional, nutricionista, fonoaudi6loga,
neuropediatra, psicologia, enfermagem, odontologia etc.), que constituem clinicas
gue atendem patologias como: paralisia cerebral, sindrome de Down, doencas
neuromusculares, acidente vascular cerebral, ma formacdo congénita, poliomielite,

etc.



4.3 Amostra

O grupo experimental foi constituido por 20 individuos com SD de ambos os
géneros que estivessem regularmente matriculados e com freqiiéncia regular no
CIES. O GC foi constituido por igual nimero de irmaos de individuos nao portadores
da sindrome, de ambos o0s géneros, no municipio de Teresina-Pl e que residiam na

mesma casa do portador de SD.

4.4 Consideracdes Eticas

O estudo foi realizado seguindo as normas que regulamentam a pesquisa em
seres humanos contidas na resolucdo n°196/96 do Conselho Nacional de Saude
(Brasil, 1996) e a Declaracéo de Helsinque Il (2000).

Antes de iniciar o estudo, foi solicitada a autorizacdo da diretoria do CIES
para a realizac&o do estudo nesta instituicdo (APENDICE A). Depois este projeto foi
submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Piaui
(UFPI), para avaliagéo e autorizacao de sua realizacdo, de acordo com a Resolugéo
n° 196/96, do Conselho Nacional de Saude, do Ministério da Saude, no qual
apresentam as diretrizes regulamentadoras mais abrangentes, acerca das pesquisas
envolvendo os seres humanos, e foi autorizado pelo parecer n°® 0031-08.

Os responsaveis pelos pacientes que aceitaram participar do estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE B) para que

pudessem ser incluidas na pesquisa.

45 Variaveis estudadas

As variaveis que foram estudadas, de acordo com o interesse descrito nos

objetivos, foram:

4.5.1 Variaveis independentes

= Género dos individuos com SD e GC;



= |dade dos individuos com SD e GC;

= Perfil socio-econdémico.

4.5.2 Variaveis dependentes

= Habitos de higiene bucal dos individuos com SD e nao sindrémicos;

= Contagem de S. mutans, S. sobrinus e Lactobacillus spp dos individuos com SD
e GC.

= Observacao da expressado da atividade antagonista das amostras de S. mutans e
S. sobrinus, avaliada pela presenca de halo de inibicdo de crescimento das

amostras reveladoras.

4.6 Critérios deinclusao

= O responsavel concordou em participar da pesquisa sendo confirmado pela
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

=  Ter pelo menos um irm&o que conviva na mesma residéncia do portador de
SD e que aceite participar da pesquisa.

® |Individuos na faixa etaria de até 14 anos que tenham dentes irrompidos e
permitam a realizagcdo dos exames.

= Nao ter tomado antibiético nos ultimos trés meses.

4.7 Pré-teste

Foram realizados pré-testes dos questionarios e da coleta de saliva em 10
criancas voluntarias da comunidade, cujos pais autorizaram voluntariamente a
participar pesquisa, objetivando proceder aos ajustes necessarios para melhor

compreensao dos assuntos abordados.



4.8 Exame clinico da cavidade bucal

O portador de SD e seu irmao foram submetidos ao exame clinico. Para esta
etapa, foram utilizadas luvas, mascara, gorro, 6culos de protecdo, espelho bucal
plano, luz artificial, cadeira odontologica do consultorio dentario do CIES.

Durante o exame foram avaliados e anotados no formulério, a presenga ou ndo
de carie e os habitos de higiene bucal dos pacientes com SD e do GC. Além disso,
fizeram parte do formulario quesitos referentes aos dados de idade, género dos
pacientes com SD e do GC, além da escolaridade e idade do responséavel
(APENDICE C e D).

O método de Kappa é um indice de concordancia ajustado e de larga utilizacéao
no campo da saude, que leva em consideracdo as concordancias esperadas,
descontando as que acontecem como fruto do acaso, permitido assim, melhor
avaliacdo sobre as coincidéncias e discrepancias (PINTO, 2000).

Para determinar a precisao intra-examinador no estudo, repetiu-se o exame de
inspecdo de carie dentaria e o questionario em 5 pacientes sorteados apos a
realizacdo em meédia a cada cinco exames. Os resultados foram idénticos aos
anteriores (100% de concordéancia), portanto o valor de Kappa foi 1.

Todos os dados foram, no momento de sua avaliagéo, coletados e anotados

em um formulério (apéndice C e D).

4.9 Isolamento e manutencéo das amostras de S. mutans e S. sobrinus

Para determinar os niveis salivares de S. mutans e S. sobrinus foi aplicado o
método descrito por Krasse (1986) que utiliza uma seringa de 5 ml sem agulha para
coletar a saliva. As amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas trés horas
apos a ultima escovacao por um unico examinador no periodo da manha, entre 8:00
e 9:00 horas e eventualmente entre 13:30 e 14:30 horas, dependendo da
disponibilidade da crianga. Foi coletado 2,5 ml de saliva e em seguida o material era
acondicionado em isopor com gelo e levado ao Laboratério de Microbiologia (Centro
de Ciéncias da Saude (CCS) / UFPI) para o processamento. A escolha do horéario da

coleta justifica-se pelo tempo necessario para realizar o processamento.



Para o isolamento de S. mutans e S. sobrinus empregou-se o meio Mitis
Salivarius Bacitracina (MSB), preparado conforme GOLD; JORDAN; VAN HOUTE
(1973). Ao Agar Mitis Salivarius (Difco) foi acrescentado 15% de sacarose, sendo a
mistura esterilizada em um autoclave, a 121°C, durante 15 minutos, e resfriada a
45°C. Em seguida foi adicionado a essa mistura duas solu¢des: telurito de potassio a
1% (até atingir a concentracdo de 0, 00001 g/ml) e bacitracina (Sigma -
acrescentada até a concentracdo final de 0,2 Ul/ml). Ambas as solu¢des foram
esterilizadas por filtracdo em membranas de nitrocelulose (Milipore) com poros de
0,22 ym de diametro.

Em seguida, procedeu-se uma diluicdo decimal de 10™* a 10 em salina estéril
a 0,85% esterilizada e homogeneizada em agitador de tubos (VORTEX, mod. At56)
durante 30 segundos. Apés a diluicdo aliquotas de 100 pL eram colocadas em
placas de vidro contendo o meio Mitis Salivarius Bacitracina (MSB), conforme o

desenho esquematico (Figural).

Figura 1: Esquema de diluicao e dos meios de cultura

1 mL de saliva

‘ Inoculo em 9 mL de salina a 0,85%

U DiluicBes seriadas: 10 *, 10 10 *, 10"

Vortex

7~

- 4

—
=

Distribui¢cdo de 100uL de todas as
diluicGes em Agar Rogosa semi-sélido,
homogeneizar e verter sobre placa de

Agar Rogosa

Distribuicao de 100 pL em placas de
Agar Mitis Salivarius e distribuir na placa
com bastéo de vidro em L
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Incubar as placas em jarra para
dessecacgdo a 35 °c por 48 e 72 horas,
respectivamente.

T~

Contagem das colbnias

Contagem das colbnias

Obtengéo de cultura pura

Testes de catalase e coloracéo de Gram.

Repique em Agar TSA e Rogosa das
culturas puras.

Congelamento das culturas puras em
freezer a -70 °C em salina a 0.85% com
10% de glicerol.

As placas eram imediatamente incubadas a 37°C durante 48 horas, em jarras
dessecadoras de vidro, em atmosfera de microaerofilia obtida pelo método da vela
(Figura 1). As colbnias caracteristicas de S. mutans e S. sobrinus foram contadas na

diluicdo que contivesse de 30 a 300 colénias e posteriormente classificavam-se os
pacientes conforme a Tabela 1.



Tabela 1: Numero de unidades formadoras colénias/ mL de saliva (ufc/mL) de S.

mutans e S. sobrinus.

Numero de colbnias ufc S. mutans / ml de saliva
0-20 < 10° - grupo de baixa contagem
21-100 10 °- 10 °- grupo de média contagem
> 100 > 10° — grupo de alta contagem

Apoés a contagem das ufc, cerca de 6 colbnias foram retiradas de cada placa,
inoculadas em caldo TSB e incubadas por 48 horas. Confirmou-se a pureza das
amostras por meio da coloracdo de Gram e do teste da catalase, conforme descrito
abaixo. Para o congelamento, a uma aliquota de 1 mL de cultura foi adicionada 100

UL de glicerol e congelada em freezer a — 70° para manutencao ( Figura 1).

4.9.1 Identificacdo das amostras bacterianas nos niveis de género e espécie

A identificacdo preliminar das amostras bacterianas foi feita por meio das
caracteristicas morfotintoriais pelo método de coloracdo de Gram e teste de
catalase. Posteriormente, para as espécies do grupo S. mutans, a identificacdo foi

baseada em caracteristicas bioquimico-fisiol6gicas.

4.9.1.1 Coloracéo de Gram

Um aliquota de 5 pL do caldo foi depositada em uma lamina de vidro. Apos a
secagem, a lamina foi fixada pelo calor no fogo. O corante cristal violeta foi
acrescentado e deixado por 2 minutos. Apds esse periodo, o esfregaco foi lavado e
a solucéo de lugol foi acrescentada a lamina. Ap6s um minuto, a mesma foi lavada
com a solucado de alcool-acetona e corada com safranina por 2 minutos. Procedeu-
se a observacdo em Microscépio Optico no aumento de 400X utilizando 6leo de

imersao.




49.1.2 Provada Catalase

A prova foi realizada sobre uma lamina de vidro, colocando-se agua
oxigenada 3% sobre coldnias caracteristicas crescidas no meio Mitis Salivarius
Bacitracina (MSB), observando-se a formacé&o de bolhas de gés (prova positiva).

4.9.1.3 Identificacdo de espécies do grupo S. mutans

Para identificacdo, utilizou-se o Kit Rapid ID 32 strep (Biomérieux) proprio
para identificacdo do género Streptococcus. Esse kit destina-se a identificacdo de
bactérias dos géneros Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus entre outros. E
composto por 32 provas incluindo fermentacdo de carboidratos e reagbes

enzimaticas importantes para a sistematica desse grupo, conforme Koneman (2008).

4.10 Isolamento e manutenc&o das amostras Lactobacillus spp

Para determinar os niveis salivares de Lactobacillus spp foi aplicado o
método descrito por Krasse (1986) que utiliza uma seringa de 5 ml sem agulha para
colher a saliva, ja descrito anteriormente.

Para o isolamento de Lactobacillus spp empregou-se o meio Agar Rogosa
(Difco) preparado conforme instru¢cées do fabricante, adicionando-se acido acético
glacial até ser atingido pH 5,4. A mistura foi esterilizada em autoclave, a 121°C,
durante 15 minutos, e resfriada a 45°C. Em seguida, o meio foi distribuido em placas
de Petri.

Ap6s a coleta do material foram realizadas diluicdes decimais de 10™* a 10* da
saliva coletada, em salina estéril a 0,85% esterilizada e homogeneizada em agitador
de tubos (VORTEX, mod. At56) durante 30 segundos. Aliquotas de 100 uL de cada
diluicdo foi acrescentado a 8 mL de meio Rogosa semi solido (1 % de Agar)
homogeneizado e vertido sobre as placas de Petri contendo Agar Rogosa (figural).

Os cultivos foram incubados a 37°C, em atmosfera de microaerofilia, durante
72 horas, para permitir a quantificacdo de Lactobacillus spp. Apos a incubacéo, o

namero de unidades formadoras de colbnias de Lactobacillus spp por mL de saliva



foi verificado, conforme Rogosa (1951), em cada diluicdo sendo contado na placa
gue contivesse entre 30 e 300 colbnias e posteriormente classificavam-se o0s

pacientes conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Numero de unidades formadoras col6nias/ mL de saliva (ufc/mL) de

Lactobacillus spp.

Numero de colbnias ufc / mL de saliva
0 0 a 1000 - grupo de baixa contagem
<100 1000 a 5000 - grupo de média contagem
> 100 > 5000

Apoés a contagem das ufc, cerca de 6 colonias eram retiradas de cada placa,
inoculadas em caldo Rogosa e incubada por 48 horas. Para o congelamento, a uma
aliquota de 1 mL de cultura foi adicionada 100 pL de glicerol e congelada em freezer

a— 70° C para manutencéo (Figural).

4.11 Avaliacao da atividade antagonista

Amostras de S. mutans e S. sobrinus foram selecionadas de 20 pacientes com
SD e 20 pacientes do GC. De cada crianca, 2 amostras foram utilizadas para
observacdo da expressdo de substancias antagonistas pelo método da
sobrecamada (BOOTH; JOHNSON; WILKINS, 1977). As amostras de (S. mutans, S.
sobrinus) foram inoculadas em TSA (Difco) e suplementado com extrato de levedura
a 0,2% incubadas por 48 horas. Ap0Os o crescimento, as amostras foram mortas por
exposicao a vapor de cloroféormio por 30 minutos e deixada evaporar os residuos de

cloroférmio por mais 30 minutos (Figura 2).

Para avaliacdo da producao das substancias antagonistas do tipo bacteriocina
(SATB), foi realizado o isoantagonismo, heteroantagonismo e autoantagonismo.
Neste trabalho, foi pesquisado o isoantagonismo das amostras isoladas nos
seguintes grupos: paciente com SD contra paciente com SD; GC contra GC;

paciente com SD contra GC; GC contra paciente com SD; paciente com SD contra



amostras de S. mutans IM/UFRJ; GC x amostras de S. mutans IM/UFRJ doadas

pelo laboratério de microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Para avaliar o heteroantagonismo foram utilizadas as seguintes amostras
reveladoras: Lactobacillus salivarius ATCC 11741, Lactobacillus amylovorus VPI
1754, Lactobacillus gasserii ATCC 15009, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
Lactobacillus fermentum ATCC 9338, Lactobacillus delbrueckii bulgariccus ATCC
11482, Lactobacillus delbrueckii delbrueckii DSM 20081, Lactobacillus helvecticcus
ATCC 15009 de referéncia, doadas pelo Laboratério de Microbiologia Oral e
Anaerdbios da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e todas as amostras

testadas para producéo de Bacteriocina.

As linhagens reveladoras foram crescidas em meios adequados: caldo TSB-
Difco (S. mutans, S. sobrinus) e caldo Rogosa (Lactobacillus spp), por 48 horas.
Uma aliquota de 100 pL de S. mutans ou S. sobrinus foi adicionada a 8 mL de meio
TSB semi-solido (0,7% de Agar; 0,2% de Extrato de Levedura) e para Lactobacillus
spp, 100 uL foi adicionada a 8 ml de meio Rogosa semi-solido. Para os dois meios,
agitou-se antes de verter sobre as placas de Petri que continham as amostras
reveladoras, que foram previamente tratadas com cloroférmio. A placa foi incubada

por 48 horas e observada quanto a presenca ou nao do halo de inibicdo (Figura 2).

Figura 2: Desenho esquemético da avaliacdo da atividade antagonista
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4.12 Método estatistico

Os dados levantados na amostra foram registrados em formularios e
processados no Statistical Package for the Social Science (SPSS 15.0 for windows
release 15.0.1.11).

Os resultados foram apresentados em tabelas de numeros absolutos e

relativos (percentual).

Foram calculados todas as frequiéncias relativa as variaveis qualitativas. Além
do calculo de frequéncias, algumas variaveis foram cruzadas e suas associacfes
foram investigadas através do teste de Chi-quadrado (y°) considerando significante

estatisticamente quando valor de p < 0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO




5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da amostra

Foram examinadas 40 criancas sendo que 20 delas eram portadoras de
sindrome de Down e 20 eram constituidos por irmdos do portador com SD (GC).
Foram entrevistados 20 responsaveis pelas criancas todas do género feminino
(Tabela 3).

Das criancas portadoras de SD, 8 eram do género masculino (40%) e 12 eram
do género feminino (60%). No GC, 9 eram do género masculino (45%) e 11 eram do

género feminino (55%).

Tabela 3: Distribuicdo da amostra segundo a faixa etaria. Teresina (PI), 2009.

GRUPOS IDADE MINIMA IDADE MAXIMA N MEDIA MEDIANA
Crianga com SD 3 14 20 8,2 (+3,17) 8,0
4 14 20 9,7 (+ 3,28), 10

Grupo Controle

21 48 20 34,8(+ 6,72) 34
Responsavel

Fonte: Pesquisa Direta.

Quase todas as criancas (19) eram cuidadas pela méae.

Estudos tém demonstrado a forca do efeito da condicéo social sobre a saude
bucal de criangcas (Moynihan, Holt, 1996; Dini; Holt; Bedi, 1998). Considera-se que a
condicao social pode influenciar no risco a céarie de varias formas: individuos de nivel
sécio-econdmico inferior e de baixa escolaridade tém desvantagens sociais e
materiais que influenciam a habitac&o, a habilidade para prover adequada nutricdo e
emprego estavel (Reisine, Douglas; 1998), além de comprometer sua habilidade em
preocupar-se consigo mesmo, obter cuidado por parte de profissionais de saude e
viver em ambiente saudavel. Ressaltando, ainda, que todos esses fatores conduzem
a uma resisténcia reduzida as doencas bucais entre outras enfermidades (HOLM,
1990 apud BRANDAO et al, 2006).



No Gréfico 1, observa-se a distribuicAo dos cuidadores quanto a sua

escolaridade.

Grafico 1: Distribuicdo dos cuidadores segundo sua escolaridade. Teresina (PI),
2009.
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Fonte: Pesquisa Direta

E certo que a condicdo de satde/doenca bucal é reflexa de véarias condicbes
socioecondmicas, tais como a renda (SALAKO, 1985), o acesso aos servicos de
saude, as redes de comunicacdo social que o individuo dispde (SILVA; DURAN,
1990), o grau instrucional dos pais (PATTUSSI et al, 2001), entre outros. Em relagéo
a esta ultima condicdo, Peres (2006), em uma revisdo de literatura, apontou a
escolaridade como o componente mais importante da condicdo socioecondmica
para estudos de determinacdo dos comportamentos relacionados a saude. Neste
sentido, Borrel (1997) argumenta que a educacdo di acesso a uma determinada
ocupacao, e, portanto, a um certo nivel de renda, e esse fato pode influenciar o
acesso a diferentes condutas relacionadas a saude. Por essa razéo, a escolaridade
€ um dos indicadores mais utilizados para aferir condicdo socioeconémica em
epidemiologia (MOURA; CAVALCANTE; BEZERRA, 2008).

5.2 Habitos de higiene bucal

A higiene bucal empregando escova, fio e creme dental associados, de forma

correta e regular € a maneira mais eficaz de autocontrole do biofilme, sendo capaz



de manter minimas as concentragfes bacterianas nas superficies dentérias. Com a
execucdo correta desses métodos, é limitada a acdo dos microrganismos
cariogénicos e periodontopatogénicos, fatores essenciais para a instalacado da carie
dentaria.

Ao perguntar para os cuidadores quem escovava os dentes das criangas foi
relatado por 95% que a méae era quem realizava a higiene bucal da crian¢ca com SD;
esse resultado esta de acordo com a maioria dos trabalhos encontrados na literatura
(CHAVES; SILVA, 2002; SOARES, 2007) cujos os responsaveis realizaram também
a higiene do portador de SD. Além disso, Chaves e Silva (2002) verificaram que as
maiores reducdes de céarie ocorrem em pacientes que utilizam escovacao
supervisionada da méae, o que fortalece a hipotese segundo a qual as praticas
educativas e de escovacdo supervisionada atuariam como potencializadoras da
acdo anticarie do dentifricio fluoretado.

Com relacdo ao GC 95% das criangas realizavam sua propria escovacao,
estando de acordo com Soraggi et al. (2008) que observou em seu estudo que a
maioria das criangas escovavam seus dentes, 3 a 4 vezes ao dia.Tais resultados
sdo insatisfatorios, uma vez que crian¢cas na faixa etaria de 4 a 12 anos, embora
demonstrem melhorias na habilidade motora ainda ndo podem ter a
responsabilidade pela escovacédo, cabendo aos pais realiza-la pelo menos uma vez
ao dia (DEAN, HUGHES; 2000).

Em relacdo ao inicio da higienizacao, observou-se que em 35% das criancas
com SD a higiene bucal iniciou ao nascimento; 30% apéds erupcdo dos dentes
anteriores e 30% apOs erupcdo dos dentes posteriores e 0s 5% restantes
corresponde a uma crianca que nunca havia feito a higiene bucal. Entre as criancas
do GC a maioria iniciou a limpeza apés a erup¢ao os dentes anteriores (60%); 30%
ao nascer e 10% apoés erupcao dos dentes posteriores (Gréfico 2). Esses resultados
estdo em desacordo com alguns estudos (HAAS; VALENCA; SAMPAIO, 2005;
SORAGGI et al. 2008) que encontraram que a maior parte das criancas iniciou a
escovacao entre 1 e 2 anos de idade, isto €, quando ja existem varios dentes na
boca.

Quanto ao numero de escovacdes diarias, a maioria dos responséaveis relatou
escovar os dentes das criancas com SD trés vezes (65%). Quanto aos pacientes do
GC, a maioria também escova trés vezes (60%) (Grafico 3). Por meio dessas

informacdes, pode-se constatar o conhecimento de grande parte das maes a
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respeito da correta frequéncia diaria de escovacdo, o que € corroborado pelos
trabalhos de Cruz et al. (2004) em criancas nao sindrbmicas, em que também a
maioria das maes e dos filhos relatou escovar os dentes duas vezes ao dia (43,4% e
41,1%, respectivamente) e pelo estudo realizado por Lisboa e Abegg (2006) que
mostraram que trés escovacgfes diarias foi a freqiéncia mais comum, com 53,9%

das referéncias.

Gréafico 2: Distribuicdo de criancas com sindrome de Down e criancas do grupo
controle quanto ao inicio da higiene oral. Teresina (PI), 2009.
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Grafico 3: Distribuicdo dos portadores de sindrome de Down e do grupo controle
guanto ao numero de escovacdes dentarias diarias. Teresina (PI), 2009.
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No entanto, este dado fornece uma informacgdo limitada, uma vez que a
pergunta sobre o niumero de escovacfes diarias ndo avalia o tempo gasto e nem a
gualidade deste procedimento, adicionado ao fato de que normalmente a freqiiéncia
relatada pelas maes € sempre maior que a realizada, como constatado por Lima e
Cury, 2001, ao avaliarem a quantidade de dentifricio ingerido.

Quanto ao uso do dentifricio, todos o0s responsaveis afirmaram que tanto as
criancas com SD (95%) quanto as do GC (100%) faziam seu uso diariamente.
Apesar de Wajm; Lagreca; Guitmann. (1999) afirmarem que o objetivo principal na
utiizacdo de um creme dental € remover os restos de alimentos na superficie
externa e nas areas adjacentes dos dentes, Cury (2001) destaca o uso do flior na
forma de dentifricios como forma mais racional de utilizacdo, porque alia a
remocao/desorganizacao do biofilme dental e aumentando sua concentracdo na
saliva e dente pra atuar nos processos de desmineralizag&o e remineralizagao.

Este dado é de grande importancia porque, apesar do dentifricio ndo se
mostrar absolutamente necessario na remocdo mecéanica da placa, a presenca de
fldor na quase totalidade deles faz com que 0 seu uso nos procedimentos de higiene
bucal seja de extrema relevancia no controle da cérie dentéria. Cury (2001) afirma
qgue o fluor do dentifricio € capaz de reduzir a perda mineral do esmalte do dente



integro ou ativar a reposicdo mineral do dente com lesédo de carie. A eficiéncia do
dentifricio estd na regularidade da escovacdo, uma vez que o flaor interfere na
dindmica do processo de céarie.

O uso do fio dental para limpar entre os dentes (e ndo somente para remover
restos de alimentos) foi outra variavel observada neste estudo. No entanto, 0s
resultados mostraram que a maioria dos portadores de SD (90%) e do 80% GC nao
possuiam este habito. Estes dados convergem para 0s mesmos resultados
encontrados por Lisboa e Abegg (2006), no qual 56,7% dos relataram nao usar o fio
dental diariamente e por Soraggi et al. (2008), na pesquisa realizada com 300
criancas ndo sindrémicos, na faixa etaria de 4 a 12 anos, em que 58,6% das méaes
relataram que as criancas nao fazem o uso do mesmo.

Estes dados incitam preocupacao, pois, o uso do fio dental demonstrou
remover eficazmente a placa proximal, sendo mais eficaz que a escovacdo na
reducéo da gengivite proximal (SANTOS, RODRIGUES, GARCIA; 2003). Quando se
fala em limpeza entre os dentes deve-se questionar o que se vai limpar, o biofilme
ou os restos de alimentos. A crenca de que o fio dental tem como funcéo a remocéao
de restos alimentares, presentes no meio dos dentes, estimula a sua utilizagdo com
pequena freqliéncia, pois os pacientes somente fardo uso dele quando comerem
alimentos sélidos e estes ficarem entre os dentes. Essa atitude incorreta deve ser
modificada, mediante esclarecimentos sobre a verdadeira funcdo do fio dental
(SANTOS; RODRIGUES; GARCIA, 2003).

O uso do fio dental é recomendado, principalmente, porque a escova dentaria
nao tem acesso as superficies proximais, onde a lesao de cérie freqiientemente se
inicia. Entretanto, o sucesso da técnica depende da habilidade manual e da

frequéncia de utilizagao.

5.3 Epoca da Ultima Consulta Odontoldgica

Consultas periddicas ao dentista sdo de fundamental importancia porque é

nesse momento que o paciente geralmente recebe orientaces e motivacdo sobre

dieta e manutencdo dos habitos de higiene bucal. Além disso, a consulta possibilita



ao dentista prevenir e intervir precocemente em qualquer afeccéo bucal que possa
vir a se instalar (SOARES, 2007).

No presente estudo, a maioria das criancas portadoras de SD (50%) haviam
ido ao dentista para uma consulta odontologica ha mais de um ano; 30% nunca
foram ao dentista; 10% haviam ido entre seis meses e um ano e 10% haviam ido a
menos de seis meses. Quanto as criancas do GC, 70% foram ha mais de um ano;
15% haviam ido ao dentista em um periodo entre seis meses e um ano e 15% nunca
foram ao dentista.

Esses dados foram semelhantes aos encontrados por Barros e Bertoldi
(2002) que mostram uma baixa utilizacdo de servicos odontolégicos e grandes
diferenciais entre os grupos de maior e menor renda. Esses autores observaram que
guase 30% das criancas de maior renda nunca haviam consultado um dentista e
essa propor¢cao sobe para 78% nas criangas mais pobres. Isso esta provavelmente
associado a prioridade baixa que se da a saude bucal das criancas

Por outro lado, o estudo realizado por Soares (2007), apontou que 33,3% dos
portadores de sindrome de Down haviam ido ao dentista em um periodo entre seis
meses e um ano e 31,58% haviam ido ha menos de seis meses ao dentista,

enguanto apenas 21,05% dos portadores foram ha mais de um ano.

54 Anélise Microbioldgica

5.4.1 Pesquisade S. mutans, S. sobrinus e Lactobacillus spp.

Os microorganismos com capacidade cariogénica ndo determinam por si SO 0
desenvolvimento de carie dentaria, visto ser necessario que exista um substrato
adequado e condicdes fisioldgicas do hospedeiro que permitam a sua colonizacéo e
sobrevivéncia e consequentemente o aparecimento da carie dentaria (AGUILERA et
al.; 2005; PAIVA, FERREIRA; 2009).

O papel dos EGM e dos lactobacilos em relacdo ao processo céarie esta
bastante claro, sendo o EGM o principal agente etiol6gico da céarie e as espécies S.
mutans e S. sobrinus as que apresentam potencial cariogénico em humanos. Os
Lactobacilos desempenham papel importante na progressao da carie, e ndo na sua
iniciacao (LEITES, PINTO, SOUSA; 2006).



Considerando a indispensavel participagdo dos microrganismos no
desenvolvimento da cérie, neste estudo, foi realizada a contagem dos principais
microrganismos envolvidos nas criangas portadoras de SD e no GC.

Para identificacdo das amostras isoladas da saliva foi utilizado o Kit Rapid ID
32 strep (Biomérieux) proprio para identificacdo do género Streptococcus. Dos 20
pacientes com SD 19 (95%) apresentavam amostras de S. mutans. Em um paciente
com SD nao foi possivel isolar nenhum EGM. Desses 19 pacientes 5 (25%)
possuiam amostras de S. mutans e S. sobrinus. Em todas as amostras do GC foram
identificadas como de S. mutans (100%) e apenas 5 (25%) possuiam S. mutans e
S. sobrinus. Esses resultados estdo de acordo com os dados obtidos por Spollidorio
(1997) nos quias a maioria das amostras isoladas foi identificada como sendo S.
mutans (78%) e em menor propor¢cao S. sobrinus (11,6%).

Apos a identificacdo foi realizada a contagem e observou-se a maioria dos
portadores de SD apresentava baixa contagem de S. mutans (63,2%) e de S.
mutans e S. sobrinus (60%); S. mutans (26,3%) e de S. mutans e S. sobrinus (40%),

apresentavam entre 10° - 10°

ufc/ml de saliva e apenas 10,5% mostraram alta
contagem com mais de 10° ufc/ml de saliva e com relacdo aos pacientes que
albergavam ao mesmo tempo S. mutans e S. sobrinus nenhum apresentou alta
contagem (Tabela 4).

Nos pacientes do GC, a maioria, apresentava-se baixa contagem tanto para S.

mutans (90%) e como para S. mutans e S. sobrinus (100%).

Tabela 4: Contagem de S. mutans e S. sobrinus na saliva das criangas com
sindrome de Down e do Grupo Controle. Teresina (PI), 2009.

Contagem (ufc / ml de saliva)
<10’ <10° 10°-10°  10°-10° >10° > 10°
('S. mutans) (S. mutans/S.sobrinus) (' S. mutans) ( S. mutans/S.sobrinus) (S. mutans) (S.mutans/S.sobrinus)
Grupos
N % N % N % N % N % N %
Sindrome 12 63,2 3 60 5 26,3 2 40 2 10,5 - -
de Down
Grupo
Controle (18 90 5 100 2 10 - - - - - -

Fonte: Pesquisa Direta



O teste de qui-quadrado (X?) evidenciou que ndo houve diferenca estatistica
entre 0S grupos gquanto a contagem de S. mutans/S. sobrinus na saliva para o p <
0,05.

Esses dados foram semelhantes aos encontrados por Stabholz et al. (1991)
gue realizaram a contagem de S. mutans em 32 criangas com SD institucionalizadas
e 32 criancas nao sindrémicas de oito a 13 anos de idade e observaram que a
contagem de S. mutans foi pequena tanto nos pacientes com SD (37,2ufc/mL)
guanto nos pacientes nado sindromicos (48,2 ufc/mL); por Spollidorio (1997) que
demonstrou que os S. mutans esteve presente em 100% da populacéo investigada
independente da classe sécio-econdmica estudada; e também estdo de acordo com
Campos, 2001, que pesquisou a contagem e prevaléncia de (EGM) em 40 criancas
com SD (faixa etaria de até 12 anos de idade), encontrou 23 (57,5%) colonizadas
por S. mutans, sendo que seis (15%) albergavam também S. sobrinus (com menos
de 10° ufc/mL). Dezesseis criancas apresentam niveis de S. mutans menores que
10° ufc/mL, seis com niveis entre 10° - 10° ufc/mL. Apenas uma crianga com cinco
anos de idade apresentou 10° ufc/mL. Dezessete criangas ndo apresentavam niveis

detectaveis de EGM e nenhuma delas estava monocolonizada por S. sobrinus.

No que diz respeito a contagem dos Lactobacillus spp foi verificado que tanto
nos pacientes com SD como no GC a maioria apresentou alta contagem, com mais
5000 ufc/ml de saliva, sendo 65% para as criancas com SD e 75% para criancas do
GC (Tabela 05). Alaluusua; Myllarniemi; Kallio (1989) também encontraram
resultados semelhantes, os quais apresentavam elevados niveis de Lactobacillus e
S. mutans nas criancas examinadas e observaram uma correlacdo positiva entre a
prevaléncia de carie com o0s niveis salivares desses microorganismos. Por outro
lado, Spollidorio (1997) demonstrou em sua pesquisa que 51% dos pacientes
apresentavam indices nulos, baixos ou discretos de Lactobacillus, observando que o

percentual restante 49%, esteve na faixa considerada de alto numero de ufc/ml.



Tabela 5: Contagem de Lactobacillus spp na saliva das criancas com sindrome de
Down e do Grupo Controle. Teresina (PI), 2009.

Contagem (ufc / ml de saliva)

0 a 1000 1000 a 5000 > 50000 Total

N % N % N % N %
Grupos
Sindrome

4 20 3 15 13 65 20 100
de Down
Grupo
Controle

2 10 3 15 15 75 20 100

Fonte: Pesquisa Direta
O teste de qui-quadrado (3°) evidenciou que ndo houve diferenca estatistica

entre 0s grupos quanto a contagem de Lactobacillus spp na saliva para o p < 0,05.

Ao analisar a contagem de S. mutans e Lactobacillus spp nos pacientes com
SD gue apresentavam carie foi observado que a maioria (57,1%) mostrou média
contagem para os S. mutans e baixa contagem (42,8%) para os Lactobacillus spp
(Tabela 6). Enquanto que nos pacientes com SD livres de carie foi verificado que
77% e 84,6% apresentavam baixa e alta contagem para S. mutans e Lactobacillus
spp respectivamente (Tabela 7). Um paciente com SD que ndo apresentava leséo
de carie nado foi possivel isolar nenhum EGM, por isso que na Tabela 7 falta um
paciente, para fechar as 13 criancas que nao possuiam cérie.

No GC com carie 85,7% apresentavam baixa contagem para 0os S. mutans e
57,1% alta contagem para Lactobacillus spp e no GC livres de carie 92,3%
mostraram baixa contagem e 84,6% alta contagem para S. mutans e Lactobacillus
Spp respectivamente (Tabela 6, 7).

Nesse estudo, foi observado que GC com carie apresentavam alta contagem de
Lactobacillus spp (84,6%) na saliva, concordando com Larmas (1985), que mostrou
gue a alta contagem desses microorganismos na saliva revela, em muitos casos,
uma alta frequiéncia na ingestado de acucar ou mesmo um grande numero de lesdes

cariosas abertas em plena evolugéo.



Enquanto nos pacientes com SD que possuiam cérie foi observado que 57,1%
mostraram média contagem para os S. mutans, indicando segundo Alaluusua et al
(1996) que a presenca de S. mutans na saliva pode ser um poderoso indicador do

risco de carie (ALALUUSUA; MATTO; GRONROOS, 1996).

Tabela 6: Contagem de S. mutans/S. sobrinus e Lactobacillus spp na saliva das
criancas com sindrome de Down e do Grupo Controle com carie. Teresina (Pl),

2009.

Contagem (ufc / ml de saliva)
Cérie Carie
(S. mutans/S.sobrinus) (Lactobacillus spp)
Grupos <10° 10°-10° > 10° 0 a 1000 1000 a 5000 > 50000
N % N % N % N % N % N %
Sindrome |2 28,6 4 571 1 14,3 3 428 2 28,6 2 28,6
de Down
Grupo
Controle |6 85,7 1 143 - - 1 143 2 286 4 571

Fonte: Pesquisa Direta
O teste de qui-quadrado (3?) evidenciou que ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos quanto a contagem de S. mutans/S. sobrinus e Lactobacillus spp na

saliva e presenca de cérie para o p < 0,05.

Tabela 7. Contagem de S. mutans/S. sobrinus e Lactobacillus spp na saliva das
criangas com sindrome de Down e do Grupo Controle livres de cérie. Teresina (PI),
20009.

Contagem (ufc / ml de saliva)
Livres de Cérie Livres de Céarie
(S. mutans/S.sobrinus) (Lactobacillus spp)
Grupos <10° 10°-10° > 10° 0.a 1000 1000 a 5000 > 50000
N % N % N % N % N % N %
Sindrome |10 77 1 766 1 7,66 1 7,7 1 7,7 11 84,6
de Down
Grupo
Controle |12 923 1 7,7 - - 1 7,7 1 7,7 11 84,6

Fonte: Pesquisa Direta



O teste de qui-quadrado (y?) evidenciou que ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos quanto a contagem de S. mutans/S. sobrinus e Lactobacillus spp na

saliva e auséncia de carie para o p < 0,05.

5.4.2. Bacteriocina

As bacteriocinas sdo substancias antagonistas produzidas por bactérias que
desempenham um importante papel ecolégico, incluindo regulacéo inter e intra
especifica na microbiota humana influenciando na invasdo microbiana e no
mecanismo de defesa (RILEY; GORDON, 1999).

A interacdo entre as diversas espécies bacterianas que fazem parte da
microbiota oral é pouco compreendida. No biofilme dental, diversos estudos
sugerem que 0s Streptococcus spp desempenham importante papel ecolégico. Foi
observado que até 80% das amostras pesquisadas desse microrganismo sao
produtoras de bacteriocina (FANTINATO; ZELANTE, 1991). Morency, Trahan e
Lavoie (1995) agruparam as amostras de S. mutans em 15 tipos de acordo com seu
espectro de acdo. A natureza diversa dessas bacteriocinas pode ser usada como
parametro para o estudo epidemiolégico desse micro-organismo (HILLMAN;
JOHNSON ; YAPHE, 1984; GOVAN, 1986).

Rela¢cBes de iso, hetero e autoantagonismo entre as espécies bacterianas,
foram descritas em bactérias Gram-negativo (RYAN; FRIED; MUKAI, 1955; FARIAS
et al.,, 1992; OLIVEIRA et al., 1998a) e bactérias Gram-positivo (TAGG; DAJANI;
WANNAMAKER, 1976).

O isoantagonismo se da quando um determinado microrganismo antagoniza

amostras da mesma espécie (FARIAS et al., 1992).

Ao analisar o isoantagonismo do paciente com SD contra paciente com SD
verificou-se a producdo de SATB em 10 pacientes (50%), como pode ser visto na
Tabela 8. Desses 10 pacientes, 8 possuiam amostras de S. mutans e apenas 2
albergavam S. mutans e S. sobrinus. Os pacientes que tiveram suas amostras
identificadas como S. mutans produziram mais SATB do que 0s pacientes que

apresentavam S. mutans e S. sobrinus.



Para o isoantagonismo do GC contra GC observou-se que apenas 6 (30%) dos
20 pacientes produziram SATB (Tabela 8). Deste grupo um individuo teve sua
amostra identificada como S. mutans e S. sobrinus. A producdo das SATB foi maior

nas amostras identificadas como S. mutans.

Ainda é discutivel o papel dos S. mutans e S. sobrinus na producédo de SATB
na instalacdo e progressdo da doenca carie, ndo havendo um consenso ente 0s
autores. De acordo com Gronroos e Alaluusua (1998), a atividade de bacteriocina de
S. mutans deve aumentar a propor¢cdo dessa espécie no biofiime dental,
contribuindo para o aumentado risco de carie. Alaluusua, Matto e Gronroos (1996)
ndo encontraram uma correlacdo positiva entre a atividade da bacteriocina e o
namero de S. mutans no biofilme dental, quanto ao risco de carie, considerando que
Fabio et al. (1987) mostraram uma associacdo positiva entre a producdo de S.
mutans e producdo de mutacina. Longo; Mattos-Graner; Mayer (2003) relataram
nenhuma associacao entre o espectro inibitério de mutacina e niveis de infeccédo de
S. mutans ou incidéncia de caries, sugerindo que a producdo de mutacina ndo deve
ser relevante para S. mutans para ser capaz de colonizar e induzir doencas.

Tabela 8: Atividade isoantagonista de amostras de S. mutans isoladas de pacientes

com Sindrome de Down e do Grupo controle contra bactérias Gram positivas.
Teresina (PI), 2009.

Amostras de Frequéncia do Numero de Numero de Fregléncia
S. mutans Numero de amostras testes de atividade
amostras bacteriocinogénicas positivos/Total antagonista

bacteriocinogénicas de testes (%)

(%0)

Sindrome de
Down (n=21)
contra 10 43/441 9,75
Sindrome de 47,6
Down (n=21)
Sindrome de
Down (n=21)
contra grupo 60 12 56/420 13,33
controle
(n=20)
Grupo
controle
(n=20) contra 23,8 05 21/420 5
Sindrome de
Down (n=21)
Grupo
controle
(n=20) contra
grupo controle 25 06 32/400 8
(n=20)

Fonte: Pesquisa Direta



O teste de qui-quadrado (x°) evidenciou que houve diferenca estatistica entre

0S grupos quanto a producéo da substéncia do tipo Bacteriocina para o p < 0,05.

Dados na literatura vém demonstrando que a frequéncia de producdo de
bacteriocina por S. mutans pode variar de 70 a 100% (HAMADA; OOSHIMA, 1975;
ROGERS (1976); BERKOWITZ, 1996; GRONROOS; ALALUUSUA,1998 e KAMIYA,
2003). Segundo Rogers (1976), diferentes perfis mutacinogénicos podem ser obtidos
dependendo das condicbes de cultura e da técnica empregada. Além disso, o
ambiente da cavidade oral ndo é reproduzivel em laboratério, e diante da pressao
populacional ou ecolégica deste meio, cepas nao produtoras de mutacinas, in vitro,
podem expressar a producdo destas substancias inibitorias in vivo. Isso explica,
portanto, os diferentes valores da freqiéncia de producdo da SATB entre os

estudos.

No presente estudo, ao verificar o isoantagonismo de paciente com SD contra
paciente com SD e do GC contra GC foi verificado que 47,6% (43/441) e 25%
(32/400), respectivamente, das amostras de S. mutans desses pacientes mostraram
a producdo SATB (Tabela 8). Pela metodologia utilizada na pesquisa foi encontrado
um menor percentual da produgdo da SATB, entretanto, ressaltamos a nao
utilizacdo de suplementos ao meio base utilizado que foi o Agar TSA, diferente de
Chhibher; Vadehra (1989) e Kamiya (2005) que utilizaram meio suplementado e em

aerobiose.

Ao verificar o isoantagonismo de paciente com SD contra GC, foi observado
gque 60% (56/420) das amostras apresentaram producdo da SATB contra as
amostras de S. mutans do GC. E quando o isoantagonismo foi realizado com GC
contra os pacientes com SD verificou que apenas 23,8% (21/420) produziram SATB.
As amostras dos pacientes com SD produziram mais bacteriocina do que as
amostras do GC (Tabela 8). Embora suas amostras tenham produzido mais
bacteriocina ndo esta sendo suficiente para elevar os niveis salivares dos S. mutans,
pois 0 que se observa é que nesses pacientes hd uma baixa de contagem desses
microorganismos, enquanto os niveis dos Lactobacillus spp séo elevados. Isso pode
explicar a baixa prevaléncia de céarie nos pacientes com sindrome Down associada a

outros fatores salivares e fisiolégicos.



A frequéncia da atividade isoantagonista de amostras de S. mutans isoladas
de pacientes com SD e do GC contra bactérias Gram positivas foi maior quando o

isoantagonismo foi realizado nas criancas com SD contra o GC (Tabela 8).

No exame realizado previamente a coleta da saliva, apenas 7 criangas de cada
grupo apresentaram ao menos uma lesdo de cérie. As amostras isoladas das
criancas livres de carie pertencentes aos dois grupos expressaram pouca SATB.
Além disso, nesses mesmos pacientes foi verificada baixa contagem de S. mutans e
alta de Lactobacillus spp (Tabela 9). Provavelmente os Lactobacillus spp estdo em
maior numero nesses grupos devido a producdo de bacteriocinas ou outro
mecanismo de defesa que inibam os S. mutans e explique sua alta contagem nos
pacientes livres de carie. Concordando com Simark-Mattsson et al. (2009), ao
avaliar a inibicAo dos S. mutans pelos Lactobacillus spp em pacientes com
diferentes pH e experiéncias de carie observaram que os Lactobacillus spp inibem
0s S. mutans com maior eficacia nos pacientes livres de céarie fazendo com que o

seu numero aumentem significativamente neles.

Tabela 9: Atividade isoantagonista de amostras de S. mutans isoladas de pacientes
com Sindrome de Down e do Grupo Controle quanto & presenca ou ndo de carie.
Teresina (PI), 2009.

Com Ciérie Sem Cérie
Produziu Na&o Produziu Produziu Nao Produziu
N % N % N % N %
Grupos
Sindrome
4 571 3 429 6 46,2 7 538
de Down
Grupo
Controle 1 14,3 6 85,7 5 38,5 8 61,5

Fonte: Pesquisa Direta

O teste de qui-quadrado (XZ) evidenciou que ndo houve diferenca estatistica
entre a atividade isoantagonista de amostras de S. mutans isoladas de pacientes
com Sindrome de Down e do Grupo Controle quanto a presenca ou ndo de carie

para o p < 0,05.



Esses resultados ndo corroboram com o estudo realizado por Kamiya et al.
(2005a), que avaliaram oito pacientes livres de céarie e oito com carie quanto a
producdo de bacteriocina e observaram que, enquanto, os S. mutans isolados de
pacientes com cérie apresentaram atividade mutacinogénica de amplo espectro e
dos individuos livres de carie apresentaram-se com baixo potencial mutacinogénico;
além disso, verificaram uma associacdo entre a atividade da mutacina e o0s

diferentes padrdes de colonizacdo de Streptococcus sp nos dois grupos estudados.

Segundo os achados de Nyvad e Kilian (1990) e QI; Chen; Caufield (2001),
individuos com cérie sdo mais facilmente colonizados por estreptococos
cariogénicos, diferindo-se de pacientes livres de carie que possuem uma
colonizac&o mais persistente de S. sanguinis e outros estreptococos do grupo mitis,
justificando, talvez a atividade mutacinogénica mais intensa contra os colonizadores

predominantes nestas populacoes.

Teoricamente, inibindo seus competidores potenciais, os isolados de S.
mutans teriam uma colonizacdo bem sucedida, por meio da aquisicdo da hegemonia
nutricional ou de receptores de superficie especificos para sua adesdo. Diante da
composi¢cdo da microbiota oral diferenciada de individuos com e sem cérie, o
processo seletivo de S. mutans talvez priorizasse a colonizagdo de linhagens
produtoras de mutacinas contra espécies mais prevalentes nestas populacées. Uma
vez que a producdo de bacteriocinas pode favorecer a espécie produtora em
ambientes naturais e complexos como a placa dental (BALAKRISHNAN et al., 2002),
sugere-se que a substancia produzida seja direcionada para a inibicdo de espécies

mais prevalentes, pela prépria economia celular.

O isoantagonismo também foi realizado entre as amostras dos pacientes com
SD contra S. mutans IM/UFRJ e entre as amostras do GC contra S. mutans
IM/UFRJ. Tanto nos pacientes com SD como no GC a maioria ndo produziu SATB,
sendo 75% nas criancas com SD e 80% no GC (Tabela 10). As amostras dos
pacientes com SD e do GC que nado produziram bacteriocina 69,2% e 77%,
respectivamente, eram livres de carie e apresentavam baixa contagem de S. mutans
e alta de Lactobacillus spp (Tabela 11). Esses resultados n&do corroboram com os de
Gronroos et al. (1998), que afirmou que a produgéao de bacteriocinas aumentaria a
proporcdo dessa espécie no biofilme dental. Por outro lado, era esperada uma alta

contagem de S. mutans nos pacientes com SD e no GC que produziram



bacteriocina. Esse resultado concorda com Simark-Mattsson et al (2007) que
observou que a inibicdo dos S. mutans pelos Lactobacillus spp aumentaria nos
pacientes livres de carie, embora eles encontraram uma inibicdo dos S. mutans
pelos Lactobacillus spp nos pacientes com cérie. Por outro lado, Longo, Mattos-
Graner e Mayer (2003) ao examinar pacientes com diferentes experiéncias de cérie
guanto a producdo de mutacinas contra S. mutans ATCC25175 observou que nao

houve diferenca entre os grupos.

Tabela 10: Atividade isoantagonista de amostras de S. mutans isoladas de
pacientes com Sindrome de Down e do Grupo controle contra S. mutans IM/UFRJ .
Teresina (PI), 2009.

Amostras Numero de Numero de
de S. qmqstra§ ' (%) amosltrasA qéo (%)
mutans bacteriocinogénicas bacteriogénicas
Sindrome
de Down 5 25 15 75
Grupo
controle 4 20 16 80

Fonte: Pesquisa Direta

O teste de qui-quadrado (x°) evidenciou que n&o houve diferenca estatistica entre
0S grupos quanto a atividade isoantagonista de amostras de S. mutans isoladas de
pacientes com Sindrome de Down e do Grupo controle contra S. mutans IM/UFRJ

para o p < 0,05.

Tabela 11. Atividade isoantagonista de amostras de S. mutans isoladas de
pacientes com Sindrome de Down e do Grupo controle contra S. mutans IM/UFRJ
guanto a presenca ou nao de carie. Teresina (PI), 2009.

Com Caérie Sem Caérie
Produziu N&o Produziu Produziu Nao Produziu
0, 0, 0, 0,
Grupos N % N % N % N %
Sindrome de 3 429 4 571 4 30,8 9 69,2
Down
Grupo
1 14,3 6 85,7 3 23 10 77
Controle

Fonte: Pesquisa Direta



O teste de qui-quadrado (x?) evidenciou que ndo houve diferenca estatistica
entre a atividade isoantagonista de amostras de S. mutans isoladas de pacientes
com Sindrome de Down e do Grupo Controle contra S. mutans IM/UFRJ quanto a

presenca ou ndo de cérie para o p < 0,05.

O heteroantagonismo ocorre quando uma bactéria produz SATB contra outras
bactérias, relacionadas ou ndo (FARIAS et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1998a). Para
verificacdo do heteroantagonismo, as amostras de cada paciente com SD e do GC
foram testadas contra as reveladoras do género Lactobacillus conforme pode ser
visto na Tabela 12. Essas linhagens foram doadas pelo Laboratério de Microbiologia

Oral e Anaerdbios da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Foi observado que dos pacientes com SD, a maioria produziu SATB contra L.
salivarius ATCC 11741, enquanto nenhum paciente apresentou producdo SATB
contra L. acidophilus ATCC 4356 e L. helvecticcus ATCC 15009 (Tabela 12). Nos
testes para verificacdo do heterontagonismos, foi demonstrado que dos 160 testes
realizados 15 (7,4%) produziram SATB.

Ao analisar as amostras do GC, a maioria produziu contra L. gasserii ATCC
15009, por outro lado, nenhum individuo do GC apresentou producdo SATB contra
L. amylovorus VPI 1754 e Lactobacillus delbrueckii bulgariccus ATCC 11482 (Tabela
12). Nos testes para verificacdo do heterontagonismos, foi verificado que dos 160
testes realizados 18 (11,2%) produziram SATB.

A atividade heteroantagonista de amostras de S. mutans isoladas de pacientes
com SD e do GC contra bactérias Gram positivas de referéncia, nos dois grupos

experimentais nao diferiram estatisticamente (p < 0,05).



Tabela 12: Atividade heteroantagonista de amostras de Streptococcus mutans
isoladas de pacientes com Sindrome de Down e do Grupo controle contra bactérias
Gram positivas de referéncia. Teresina(Pl), 2009.

Amostras
testadas
de S. Amostras reveladoras da atividade bacteriogénica
mutans
L.salivari L. L.acidophi Lactobacil L.helvetic L.ferment L.gass Lactobacil
us ATCC  amylovor Ius ATCC  Jus us ATCC um ATCC eri lus
us ATCC 4356 delbruecki 15009 9338 ATCC  delbruecki
i subsp. 15009  j subsp.
bulgaricus Delbrueck
DSM ii
20081
SD
05 01 0 01 0 02 02 03
GC
01 0 01 0 2 05 07 02
Total 06 01 01 01 01 07 09 05

Fonte: Pesquisa Direta

O teste de qui-quadrado (x?) evidenciou que ndo houve diferenca estatistica

entre 0s grupos quanto a atividade heteroantagonista para o p < 0,05.

As amostras dos pacientes com SD que apresentavam maior contagem de
Lactobacillus spp foi observado que dos 13 pacientes 6 produziram SATB contra
pelo menos uma reveladora do género Lactobacillus e 7 ndo produziram SATB. Das
amostras que produziram SATB a maioria apresentavam baixa ou média contagem
de S. mutans. Apesar dos S. mutans estarem produzindo bacteriocina ainda nao
esta suficiente para aumentar a sua populacao. Isso pode explicar a contagem alta
de Lactobacillus spp nos pacientes pesquisados, o que concorda com Simark-
Mattsson et al (2007) e Simark-Mattsson et al (2009).

Nas criancas do GC que apresentavam maior contagem de Lactobacillus spp
foi observado que dos 15 pacientes 7 produziram SATB contra pelo menos uma
reveladora do género Lactobacillus e 8 ndo produziram. E das que produziram SATB
todos apresentavam baixa contagem de S. mutans. Esses resultados discordam
com os achados por Rogers et al. (1979), Hillman et al. (1987),Kitamura et al. (1989)
gue mostraram que a producdo de bacteriocina facilitaria a colonizacdo de S.

mutans.

No autoantagonismo, a propria amostra produz bacteriocina contra ela mesma.

Os dados que justificam o0 autoantagonismo sdo escassos, sendo relacionados a um



desequilibrio entre o niumero de moléculas de bacteriocinas e a quantidade de
moléculas que conferem imunidade (FARIAS et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1998a).
No presente estudo ndo foi encontrado nenhuma amostra que mostrasse

autoantagonismo.

A producgédo de substancias antagonistas constitui uma importante linha de
pesquisa para a compreensdo dos mecanismos que regulam a microbiota humana
na cavidade oral, tanto na doenca, quanto na saude. Essa complexidade inerente a
guantidade de espécies orais torna ainda mais dificil a obtencdo de informacdes
sobre o comportamento desses microrganismos. Assim, esta pesquisa nos forneceu

subsidios que permitem dar as contribuicdes que sao resumidas a sequir.



6 CONCLUSOES




6 CONCLUSAO

Considerando-se a metodologia empregada e os resultados obtidos, € licito
concluir que:

1 - Baixa contagem de S. mutans e alta contagem Lactobacillus spp pode ser
vista na maioria dos pacientes com SD e também no GC,;

2 - Pacientes livres de céarie com SD e do GC apresentavam na sua maioria
baixa contagem de S. mutans e alta contagem de Lactobacillus spp;

3 - A atividade isoantagonista das amostras isoladas de pacientes SD
produziram mais substancias antagonistas tipo bacteriocina (SATB) do que 0s
do GC;

4 - A maioria das amostras isoladas dos pacientes com SD e do GC nao
produziram substancia antagonista do tipo bacteriocina contra os S. mutans
IM/UFRJ;

5 — N&o houve diferenca estatistica quanto a atividade heteroantagonista entre
as amostras isoladas dos pacientes SD que a do GC;

6 - Nos pacientes livres de carie, a maioria, ndo produziu substancias
antagonistas tipo bacteriocina (SATB) tanto nas criangas com SD quanto nas

criancas do GC.
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APENDICE A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

MINISTERIO DA EDUCAGAO
. UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Comité de Etica em Pesquisa
Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui,
Brasil CEP 64049-550
Telefones: (86) 3215-5734 Fax (86) 3215 5560
e-mail:cep.ufpi@ufpi.br

PARECER

Parecer N°. 31/08

Pesquisador (a) Responsavel:DANYEGE LIMA ARAUJO FERREIRA

Equipe Executora:REGINA FERRAZ MENDES;FRANCISCA LUCIA DE
LIMA:RAIMUNDO ROSENDO PRADO JUNIOR;MARIA JOSE DOS SANTOS
SOARES

CAAE N°.: 0031.0.045.000-08

Instituigdo onde sera desenvolvido: Universidade Federal do Piaui

Instituicdo onde os dados serao coletados : UFPI/CIES

Situagao: APROVADO

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui analisou na
sessdo do. dia 13.03.2008 o projeto de pesquisa: “CONTAGEM DE
STREPTOCOCOS MUTANS,SOBRINUS E DE LACTOBACILOS E AVALIAGAO
DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DA MICROBIOLOGIA EM PORTADORES DE
SINDROME DE DOWM”

Mediante a importancia social e cientifica que o projeto apresenta, a
sua aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer
favoravel a realizagdo do projeto classificando-o como APROVADO, pois o
mesmo atende aos requisitos fundamentais da Resolugdo 196/96 e suas
complementares do Conselho Nacional de Satde/MS.

Solicita-se ao pesquisador o envio, a este CEP, de relatérios parciais
sempre quando houver alguma alteragdo no projeto, bem como o relatério final
gravado em CD-ROM.

Teresina, 13 margo de 2008

Wadsn

Profa. Dra. Regina Ferraz Mendes
Coordenadora do CEP-UFPI



APENDICE B — Modelo da Autorizac&o da diretoria da Instituic&o

GOVERNO DO ESTADO DO PIAUI
SECRETARIA DE EDUCACAO E CULTURA - SEDUC
CENTRO INTEGRADO DE EUCAGCAO ESPECIAL (CIES)

Eu, , responsavel

pelo Centro Integrado de Educacdo Especial (CIES) estou ciente e aceito que a
pesquisa “Contagem de Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus spp e Avaliacdo da Atividade Antagonista da Microbiota em Portadores
de Sindrome de Down” seja realizada nas dependéncias da Instituicdo. Sei que em
cada participante serdo coletadas amostras de saliva, com espatulas de madeira
previamente esterilizadas. Em seguida, os alunos passardo por exame da boca para
verificar o estado dos dentes, observando se tem cérie ou ndo e que seus dados
serdo coletados em uma ficha. Estas informac6es serdo colhidas no consultorio
odontoldgico da propria instituicdo pela Dra. Danyege Lima Araujo Ferreira e
auxiliares, em horario que nao interfira nas atividades didaticas, para posteriormente
serem avaliadas pela equipe da pesquisa, a qual mantera sigilo da fonte dos dados

colhidos e se responsabilizara pela guarda dos dados obtidos.

Os responsaveis pelos escolares e eu fomos esclarecidos quanto ao direito
de nado participar do estudo. A ndo aceitacdo em participar da pesquisa nao
implicard em qualquer tipo de retaliagdo por parte da escola. Em caso de duvidas ou
esclarecimentos, tenho o direito de contatar com as pesquisadoras pelo telefone
3215-1148 ou com o Comité de Etica em Pesquisa da UFPI no nimero 3215-5564.

Teresina (PI), de de 200 _.

Diretor da Escola Pesquisadora

APENDICE C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS E SAUDE

Vocé esta sendo solicitado para permitir que

participe de uma pesquisa. Vocé precisa decidir se quer autorizar ou nédo. Por favor,
nao se apresse em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente 0 que se segue e
pergunte ao responsavel pelo estudo sobre qualquer duvida que tiver. Este estudo
sera conduzido por DANYEGE LIMA ARAUJO FERREIRA, sob orientacdo da Prof2.
Dr2, Regina Ferraz Mendes. Apo0s ser esclarecido (a) sobre as informacgdes a seguir,
no caso de autorizar este estudo, assine este documento, que esta em duas vias.
Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé
nao sera penalizado (a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar as
pesquisadoras pelo telefone 3231-0211/9982-2145 ou no Comité de Etica em
Pesquisa da UFPI no nimero 3215-5564.

ESCLARECIMENTO SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: “Contagem de Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus spp e Avaliacdo da Atividade Antagonista da Microbiota em Portadores
de Sindrome de Down”.

Pesquisador Responsavel: Danyege Lima Araujo Ferreira

Telefone para contato: (086) 3231-0211/ 9982-2145

¢ Esta é uma pesquisa exigida para terminar o mestrado na Universidade Federal
do Piaui, e serd realizada no CIES (Centro Integrado de Educacdo Especial).
Participara da pesquisa pessoas com Sindrome de Down, na faixa etaria de até 14
anos com dentes irrompidos, e um irmao dele, desde que seus responsaveis
autorizarem a pesquisa. Este projeto foi aprovado pelo comité de ética e autorizado
pelo diretor da instituig&o.

OBJETIVOS: estudar a relacdo entre o portador de Sindrome de Down e um irmaos
guanto a quantidade de dentes com carie, obturado ou perdido e quanto a presenca
de bactérias no cuspe, na cidade de Teresina-PlI.

COMO SERA FEITO: A pesquisadora fard um exame na boca dos portadores de
Sindrome de Down e seus irmaos e os dados encontrados serdo anotados em uma

ficha. Em cada participante serdo coletadas amostras de cuspe, com espatulas de



madeira previamente esterilizadas. Depois vamos observar se tem alguma massinha
(sujo) sobre os dentes deles. Em seguida, receberdo uma escova e pasta de dente e
0 eu farei a escovacgdo. Depois vou olhar a boca, utilizando espelho bucal, sem
trazer nenhum dano; estando o mesmo acomodado adequadamente na cadeira de
dentista para verificar o estado dos dentes, observando se tem carie, obturacdo e se
perdeu algum dente.

¢ A presente pesquisa ndo trara riscos, prejuizos, desconforto, lesbes, formas de
indenizacdo, nem ressarcimento de despesas, mas trard como beneficios as
orientagdes sobre limpeza da boca e como cuidar melhor dos dentes.

¢ As informacdes serdo colhidas no CIES pela pesquisadora e auxiliares, em horario
gue nao interfira nas atividades didaticas, para posteriormente serem avaliadas
somente pela equipe da pesquisa, que mantera sigilo da fonte dos dados colhidos.

¢ A nado aceitagcdo em participar da pesquisa nao implicara em qualquer tipo de
retaliacao.

¢ Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é
Dra. Danyege Lima Araujo Ferreira, que podera ser encontrado no endereco: Centro
de Ciéncias da Saude — Av. Frei Serafim. Bairro Centro, Teresina-Pl, Mestrado em
Ciéncias e Saude. Telefone (86) 3231-0211; 9982-2145. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Piaui, no mesmo endereco
Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Bairro Ininga - Teresina — Pl. CEP:
64.049-550, pelo telefone (86)3215-5564.

¢ O periodo de participacdo sera a partir de Marco de 2008 e o participante tera o
direito de retirar o consentimento a qualquer tempo.

Nome e Assinatura do pesquisador

Danyege Lima Araujo Ferreira
CONSENTIMENTO

Eu, , abaixo assinado,

responsavel por e ,

concordo em autorizar e participar da pesquisa “Contagem de Streptococcus

mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp e Avaliacdo da Atividade



Antagonista da Microbiota em Portadores de Sindrome de Down”. Tive pleno
conhecimento das informacfes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o
estudo. Discuti com a Dra. Danyege Lima Araujo Ferreira sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, a auséncia de riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
pesquisa. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar 0
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo. A retirada do
consentimento da participacdo no estudo ndo acarretard penalidades ou prejuizos

nessa Instituicdo ou Servico.

Teresina, __de de 200__.

Nome e Assinatura do responsavel:




APENDICE D - Formulério do portador de sindrome de Down.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS E SAUDE

“Contagem de Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp
e Avaliacdo da Atividade Antagonista da Microbiota em Portadores de Sindrome de
Down”.

Data: /| N°daficha:

Identificacdo do Paciente com Sindrome de Down:

Nome:

Idade (anos completos): ()

Género: (1) Masculino (2 ) FEMININO .....ccooiiiiiiiiie et ()

Identificacdo do Responséavel:

Nome:

Idade (anos completos): ()

Género: (1) Masculino (2 ) FEMININO ....ccooviiiiiiiiiiie e (

Grau de Parentesco cuidador/Paciente: 1. ( ) Mae 2.( )Pai 3.( )Irmao(d) 4.( ) Tio(a)

5.( )Nenhum 6. () Outro:

O paciente com sindrome de Down temirmdo? 1. ( ) Sim 2.( ) Nao
Quantos? () Idade(s):
Escolaridade (anos de estudo): 0. Sem 1.<3 2.4a 6 3.7a 9 4,>10

Habitos de Higiene Bucal

Escovaos dentes? 1.( )Nadao 2.( )Sim

Quando iniciou? 1.( ) Ao nascer 2.( ) Apds nascer os dentes anteriores 3.( ) Ap0Os nascer 0s

dentes posteriores

Quem escova? 1. ( )Mae 2.( )Apropriacriangca 3.( ) Outro:

Quantas vezes ao dia? 1. ( )Uma 2.( )Duas 3.( )Trés 4.( )Mais de trés

Usa creme dental? 1. ( )N&o 2.( )Sim

Usa fio dental para limpar entre os dentes (e ndo somente para remover restos de alimentos)?

Em caso afirmativo responder a questdo seguinte. 1. (  )N&o 2. ( )Sim 3. ( )As vezes

Quantas vezes ao dia? 1.( )Uma 2.( )Duas 3.( )Trés 4.( )Maisdetrés

Quando foi a tltima vez que foi ao dentista?
1.( ) Nuncafoi
2.( ) Menos de 6 meses
3.( ) Entre 6 meses e1ano
4.( ) Maisde1lano




Anélise Microbiolbgica

NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS COLONIAS/ ML DE SALIVA (UFC/ML) DE
S. MUTANS E S. SOBRINUS.

Numero de colbnias ufc S. mutans / ml de saliva Resultado
0-20 < 10° - grupo de baixa
contagem
21-100 10 ° - 10 ° - grupo de média
contagem
> 100 > 10°

Presenca de Halo de Inibicdo: A) S. Mutans: 1. ( ) Sim 2. ( ) Nao
B) S. Sobrinus: 1. ( ) Sim 2. ( ) N&o

NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS COLONIAS/ ML DE SALIVA (UFC/ML) DE
LACTOBACILLUS SPP.

Numero de colbnias Lactobacillus spp ufc / ml de Resultado
saliva
0 0 a 1000 - grupo de baixa
contagem
<100 1000 a 5000 - grupo de média
contagem
> 100 > 5000

Presenca de Halo de Inibicdo: A) Lactobacillus spp: 1. ( ) Sim 2. ( ) Néo




APENDICE E - Formulario do grupo controle.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO F’IAUI'
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS E SAUDE

“Contagem de Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp
e Avaliacdo da Atividade Antagonista da Microbiota do Grupo Controle”.

Data: /[ N°daficha:
INSTITUICAO:
Identificacdo do Individuo do Grupo Controle:

Nome:

Idade (anos completos): ()

Género: (1) Masculino (2 ) FEMININO ....uuuieiiiiiiiceieeeee e ( )
Identificacdo do Responsavel:

Nome:

Habitos de Higiene Bucal

Escova os dentes? ( )Nao ( )Sim

Quando iniciou? 1.( ) Ao nascer 2.( ) Apo6s nascer os dentes anteriores 3.( ) ApOs nascer 0s
dentes posteriores

Quem escova? ( )Mae ( )Apropriacrianca ( ) Outro:

Quantas vezes ao dia? ( )Uma ( )Duas ( )Trés ( )Mais detrés

Usa dentifricio? ( )N&o ( )Sim

Usa fio dental para limpar entre os dentes (e ndo somente para remover restos de alimentos)?

Em caso afirmativo responder a questdo seguinte. ( )Ndo ( )Sim ( )Asvezes

Quantas vezes ao dia? ( )Uma ( )Duas ( )Trés ( )Mais detrés

Quando foi a ultima vez que foi ao dentista?
() Nuncafoi
() Menos de 6 meses
( ) Entre 6 meses e 1 ano

() Mais de1lano

Andlise Microbiolégica

NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS COLONIAS/ ML DE SALIVA (UFC/ML)
DE S. MUTANS E S. SOBRINUS.

Numero de colbnias ufc S. mutans / ml de saliva Resultado
0-20 < 10° - grupo de baixa
contagem
21-100 10 ° - 10 °- grupo de média
contagem
> 100 > 10°

Presenca de Halo de Inibicdo: A) S. Mutans: 1. ( ) Sim 2. ( ) Nao




B) S. Sobrinus: 1. ( ) Sim 2. ( ) N&o

NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS COLONIAS/ ML DE SALIVA (UFC/ML)
DE LACTOBACILLUS SPP.

Numero de colbnias Lactobacillus spp ufc / ml Resultado
de saliva
0 0 a 1000 - grupo de baixa
contagem
<100 1000 a 5000 - grupo de média
contagem
> 100 > 5000

Presenca de Halo de Inibicdo: A) Lactobacillus spp: 1. ( ) Sim 2. ( ) Nao










