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RESUMO

A sindrome de Down (SD) € a anomalia genética mais comum em seres
humanos e acomete todas as etnias e niveis socioecondmicos. Esta sindrome
também se manifesta na cavidade bucal dos individuos, alterando tecidos moles e
duros, a constituicdo salivar e a microbiologia oral. Em relacdo a cérie dentéria,
muitos estudos na literatura avaliaram a experiéncia desta doenca nas pessoas com
SD, mas os resultados séo conflitantes. Enquanto a maioria dos trabalhos reportou
uma menor experiéncia de céarie nas pessoas com a sindrome comparadas a
individuos ndo sindrémicos, outros estudos ndo mostraram diferenca. Assim, trés
estudos foram conduzidos para elucidar algumas controvérsias. O primeiro estudo
foi uma revisdo sistematica de literatura que teve como objetivo determinar se
existem ou nao diferencas na experiéncia de céarie entre pessoas com e sem SD.
Foram incluidos 13 artigos para extracdo dos dados. Entretanto, devido a baixa
gualidade metodoldgica de todos os estudos, concluiu-se que néo existe evidéncia
cientifica para suportar a hipotese que pessoas com SD apresentem menor
experiéncia de carie do que individuos nao sindromicos. O segundo estudo teve
carater observacional e transversal e foi conduzido com131 criancas entre 6 e 12
anos de idade (60 com SD e 71 sem SD). Foram verificados os indices de placa (IP),
indice de sangramento gengival (ISG), experiéncia de carie e quantificacdo salivar
Streptococcus mutans (S. mutans). Questionarios que incluiram habitos de
escovacao, dieta e renda dos participantes foram realizados. A experiéncia de carie
foi similar entre os dois grupos. Os IP e ISG foram menores nas criangcas com SD e
isto foi associado a uma maior supervisdo dos pais ou responsaveis durante a
escovacao. Significativamente mais criancas com SD tiveram altas contagens
salivares de S. mutans. O estudo concluiu que criangcas com e sem SD da mesma
faixa-etaria apresentam experiéncia de carie similar. Entretanto, criancas com SD
frequentemente apresentam maiores contagens salivares de S. mutans do que
criancas sem a sindrome. Além disso, criancas com SD que tém escovacgao
supervisionada por pais ou cuidadores apresentam menores indices de placa e
sangramento gengival. O terceiro estudo foi observacional laboratorial conduzido
com o objetivo de avaliar a diversidade genotipica de S. mutans e a acidogenicidade
de diferentes genotipos deste microrganismo em criangas com e sem SD. Dezessete

criancas (9 com SD e 8 sem SD) com altas contagens salivares de S. mutans foram



selecionadas. Elas foram divididas em dois grupos: livres de cérie e com alta
experiéncia de cérie. Isolados de S. mutans foram obtidos de cada paciente e 99
cepas (50 de SD e 49 sem SD) foram confirmadas utilizando PCR. Por meio de AP-
PCR, observaram-se os diferentes perfis genotipicos. A acidogenicidade de uma
cepa representativa para cada genétipo obtido foi avaliada. As criangcas com SD
tiveram uma menor diversidade genotipica de S. mutans do que as criancas sem a
sindrome, e 0s gendtipos avaliados das criancas com SD foram significativamente
menos acidogénicos do que nas criancas sem sindrome. O estudo concluiu que
criancas com SD apresentam genoétipos de S. mutans menos acidogénicos quando
comparados aos de criancas sem a sindrome. Os resultados dos trabalhos
realizados permitem concluir que: ndo existem evidéncias cientificas que suportem a
hipotese que pessoas com SD apresentem menor experiéncia de carie do que
individuos sem a sindrome; pessoas com SD apresentam experiéncia de carie
similar a pessoas sem a sindrome; existe uma maior frequéncia de criangcas com SD
gue apresentam altas contagens salivares de S. mutans do que criancas sem a
sindrome; criangcas com SD que tém escovacdo supervisionada por pais ou
cuidadores apresentam menores indices de placa e sangramento gengival, 0s
gendtipos de S. mutans encontrados na cavidade bucal de criangcas com SD séo

menos acidogénicos do que os das criancas sem sindrome.
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ABSTRACT

Down Syndrome (DS) is the most common genetic anomaly in human, affecting all
ethnicities and socioeconomic levels. The syndrome has also manifestations in the
oral cavity of the subjects, altering soft and hard tissues, salivary constitution and oral
microbiology. Regarding dental caries, previous studies have found conflicting results
when evaluating the caries experience in DS subjects. While the majority of
researchers reported a lower caries experience in DS versus non-DS subjects, other
studies did not find difference. In order to elucidate the controversies, three studies
were conducted. The first study was a systematic review with the aim of determining
if there was difference in the caries experience in DS and non-DS subjects. In total,
13 articles were included for data extraction. However, due to the low methodological
guality of all the studies, it was concluded that there was no scientific evidence to
support the hypothesis that DS subjects have a lower caries experience than non-DS
subjects. The second study was observational and cross-sectional and was
performed with 131 children aged between 6-12 (60 with DS and 71 non-DS). The
plaque index (PI), gingival bleeding index (GBI), caries experience and salivary
Streptococcus mutans (S. mutans) quantification were investigated. Questionnaires
that included tooth brushing habits, diet and income of the subjects were performed.
Caries experience was similar in both groups. Pl and GBI were lower in DS subjects,
what was associated with a higher parental/caregiver supervision. Significantly more
children with DS had high salivary counts of S. mutans. The study concluded that
children with and without DS of the same age range have similar caries experience.
However, children with DS often have higher salivary counts of S. mutans than
children without the syndrome. In addition, children with DS who have tooth brushing
supervised by parents or caregivers have lower Pl and GBI. The third study was
laboratory observational aimed to evaluate the S. mutans genotypical diversity and
the associated acidogenicity in DS and non-DS children. Seventeen children (9 DS
and 8 non-DS) with high salivary counts of S. mutans were selected and divided in
two groups: caries-free and high caries experience. S. mutans isolates were obtained
from each subject and 99 strains (50 in DS and 49 in non-DS) were confirmed
through PCR. Different genotypical profiles were observed through AP-PCR

technique. The acidogenicity of a representative strain from each genotype was



analysed. DS children presented a lower S. mutans genotypical diversity than non-
DS children. Moreover, the DS genotypes were significantly associated with less
acidogenic than non-DS. The study concluded that children with DS present less
acidogenic S. mutans genotypes when compared to children without the syndrome.
In summary, the results of this studies allow conclude that: DS subjects have a
similar caries experience than non-DS subjects; a significant higher frequency of DS
children have higher S. mutans salivary counts than children without the syndrome;
children with DS who have tooth brushing supervised by parents or caregivers have
lower Pl and GBI, the genotypes of S. mutans found in the oral cavity of children with

DS are less acidogneic than those of children without the syndrome.

Keywords: Down syndrome. Dental caries. Streptococcus mutans
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Historico

Relatos de culturas antigas descrevendo caracteristicas faciais demonstram
que individuos com sindrome de Down (SD) fazem parte da cultura humana ha
milhares de anos (1, 2). Entretanto, foi apenas no século XIX que John Langdon
Down, médico inglés, publicou um ensaio descrevendo o fenétipo de criangas com
caracteristicas comuns diferentes de outras criangas com deficiéncia intelectual (3).
Este trabalho académico levou Down a ser reconhecido como “pai” da sindrome.
Embora outras pessoas ja tivessem reconhecido as caracteristicas da sindrome, foi
Down quem descreveu a condicdo como distinta e separada.

A causa da SD permaneceu desconhecida até a metade do século XX. Os
avancos da Ciéncia e da Medicina, as descobertas de cariotipagem e a definicdo do
exato numero de cromossomos presentes no genoma humano permitiram que
Lejeune e cols. (4) e Jacobs e cols. (5) - de forma independente - mostrassem, em
1959, que a SD € causada por um terceiro cromossomo presente no 21° par. Em
vez dos usuais 46 cromossomos, individuos com SD tém, na maioria das vezes, 47

cromossomos em cada uma de suas células.

1.2 Etiopatogenia e tipos de sindrome de Down

Tipicamente, o nudcleo de cada célula humana contém 23 pares de
cromossomos, metade dos quais é proveniente de cada um dos pais. A SD ocorre
guando um individuo tem uma copia extra, parcial ou total, do cromossomo 21.

Duas hipoteses foram propostas para explicar a relacdo da copia extra do
cromossomo 21 com as caracteristicas associadas a SD. A primeira hipotese,
chamada de “instabilidade do desenvolvimento”, fala sobre a perda do balancgo
genético, entre as centenas de genes, no cromossomo 21 levando a um
desequilibrio na expressdo génica (6); a segunda hipbétese, chamada de “efeito
gene-dosagem”, afirma que o excesso de genes no cromossomo 21 resulta em um
fendtipo anormal (7). Também foi proposto que esses mecanismos poderiam atuar

em conjunto.
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Existem trés tipos de SD: trissomia do cromossomo 21 (n&o-disjuncao),
translocacdo e mosaicismo.

Usualmente, a SD é causada por um erro na divisao celular chamada de ndo-
disjuncédo. Esta é a condigdo mais comum entre individuos com SD, acometendo
95% dos casos (8). Nesta situacdo, previamente ou no ato da concepg¢do, um
cromossomo do 21° par falha em se separar ou no espermatozoide ou no 6vulo,
deixando um dos gametas com 24 cromossomos. Como o embrido se desenvolve, o
cromossomo extra é replicado em todas as células do corpo.

Na translocacgéo, parte do cromossomo 21 se quebra durante a divisao celular
e se junta a outro cromossomo, normalmente o 14° par. Nesta situacdo, 0s
individuos permanecem com 46 pares de cromossomos, mas a presenca de uma
parte extra do 21° par em outro local leva as caracteristicas da SD. A translocacao
acontece em 4% dos casos (8).

Os casos de mosaicismo ocorrem quando a nao-disjuncdo do cromossomo 21
acontece em uma - e ndo em todas - das divisbes celulares iniciais apos a
fertilizacdo. Quando isso ocorre, ha uma mistura de dois tipos de células: algumas
contendo os usuais 46 cromossomos, e outras com 47. Aguelas células com 47
cromossomos contém um cromossomo extra no 21° par. Os casos de mosaicismo

acometem em torno de 1% dos casos da SD (8).

1.3 Incidéncia, prevaléncia, causas e sobrevida

A SD é a alteracdo genética mais comum em seres humanos, acometendo
todas as etnias e niveis socioeconémicos. A incidéncia média de criancas com SD é
de uma a cada 1000 nascimentos (9). No Brasil, estima-se que nasca uma crianca
com SD a cada 700 nascimentos (10). O censo nao registra 0 nimero de pessoas
com SD, mas estima-se que aproximadamente 300 mil brasileiros tém esta alteracao
genética (11).

A causa para a ndo-disjuncdo cromossémica ainda é desconhecida, mas
estudos mostram que ha um aumento da frequéncia desta alteragdo com o aumento
da idade materna (8). Uma mulher aos 35 anos de idade tem, aproximadamente,
uma chance em 350 de ter um filho com a sindrome. Esta chance aumenta
gradualmente para uma em 100 aos 40 anos, e aumenta consideravelmente para

uma chance em 30 aos 45 anos de idade. Entretanto, devido a maior frequéncia de
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nascimentos em mulheres mais novas, cerca de 80% das criancas com SD sao
filhos de mulheres com menos de 35 anos de idade (8).

Nenhuma pesquisa cientifica, até 0 momento, indicou que a SD seja causada
por fatores ambientais ou habitos dos pais antes ou durante a gravidez. A cépia do
cromossomo 21 (parcial ou total) que causa a SD pode ser originaria do pai ou da
mae. Entretanto, apenas 5% dos casos sao provenientes do pai (8).

Os trés tipos da SD - trissomia do 21, mosaicismo e translocacdo - sdo
condi¢Bes genéticas, mas apenas 1% dos casos da sindrome tem componentes
hereditarios. A hereditariedade ndo € um fator de risco para trissomia do 21 e do
mosaicismo. Entretanto, um terco dos casos de SD resultante de translocagdo tem
componente hereditario envolvido (8).

Entre 1942 e 1952, a porcentagem de sobrevivéncia de uma crianga com SD
com menos de 12 meses de idade era menos de 50% no Reino Unido (12).
Entretanto, entre 1999 e 2003 a porcentagem de morte em criangas com menos de
um ano de idade com SD passou a ser de 4,4% (13). Devido a diversos fatores, tais
como os avancos da medicina preventiva e terapéutica, melhora na dieta e habitos
saudaveis faz com que a expectativa de vida de uma pessoa com SD chegue hoje
aos 60 anos de idade (13).

As causas mais comuns de mortalidade em pessoas com SD s&o as doencas
respiratérias (principalmente a pneumonia), doencas cardiacas congénitas,
disturbios circulatérios e deméncia (13). As criancas com SD tém um risco
aumentado de leucemia e cancer testicular (14). Os melhores preditores de
sobrevida em criancas com SD sédo idade gestacional no parto, peso ao nascer,
cariotipo (trissomia 21/ mosaicismo /translocacdo) e a presenca de anomalias

anatémicas (15).

1.4 Diagnéstico

O diagnostico da SD pode ser realizado no pré-natal ou no nascimento da
crianca. A maioria dos exames envolve um teste sanguineo e uma ultrassonografia.

No pré-natal é possivel diagnosticar a sindrome por meio de trés exames:
translucéncia nucal, biépsia de vilosidades coribnicas e amniocentese.

A translucéncia nucal — medicdo da prega nucal do feto — serve como uma

triagem para que, caso haja suspeita da SD, seja feita uma confirmacgao laboratorial
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do diagndstico. A translucéncia nucal é realizada por meio de uma ecografia entre a
122 e 132 semana de gestacdo. A prega de uma nuca normal mede de 2,3 a 2,6
milimetros. Se esta medida estiver maior, pode ser indicio da SD. A coleta de
vilosidades coridnicas consiste na retirada de material genético da placenta (que tem
material genético idéntico ao feto) para posterior exame laboratorial de cariétipo.
Este exame deve ser realizado entre a 122 e 152 semana de gestagcdo. A
amniocentese consiste na retirada de liquido amniético para andlise. Este exame é
realizado apods a 152 semana de gestacdo. Existe uma chance de 99% de acerto, e
1% de falha por risco de aborto resultante do procedimento (8). Tanto a biépsia de
vilosidades coridnicas quanto a amniocentese sao exames mais invasivos do que a
translucéncia nucal e sdo realizados apenas para confirmar uma suspeita deste
altimo exame.

Ao nascimento da criangca, a SD pode ser identificada por -certas
caracteristicas fisicas: baixo tdnus muscular, uma Unica prega profunda na palma da
mao, perfil facial ligeiramente achatado e inclinacdo dos olhos para cima. Uma vez
gue estas caracteristicas podem estar presentes em criancas sem a SD, uma
analise cromossOmica (cariotipo) € realizada para confirmar o diagnostico. Para este
exame, uma amostra sanguinea da crianca € retirada. Os cromossomos sdo entao
agrupados de acordo com os seus tamanhos, numeros e formatos. O resultado do
cariotipo na SD pode resultar em trissomia do 21 (cariétipos 47, XY, +21 ou 47, XX,
+21), translocacéo [cariotipos 46, XY, t(...,21) ou 46, XX, {(...,21)] e mosaicismo
(caridtipos 46, XY/47, XY, +21 ou 46, XX/47, XX, +21).

1.5 Caracteristicas

Pessoas com SD podem apresentar desordens musculoesqueléticas, tais
como: ponte nasal achatada; lingua larga e protusa; cabeca, boca, orelha e nariz
pequenos; excesso de pele na parte posterior do pescocgo; pés, maos e dedos
pequenos; hipotonia; ligamentos frouxos; espaco grande entre o primeiro e segundo
dedo do pé; displasia do quadril; pés planos; instabilidade patelar; baixa massa
O0ssea. Também podem apresentar problemas cognitivos e neuroldgicos, tais como:
deficiéncia intelectual de leve a severa; doenca de Alzheimer; convulsoes;
problemas cardiacos, tais como defeito no septo atrioventricular; defeito no septo

ventricular; tetralogia de Fallot; problemas de visdo e audicédo, tais como esotropia
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(olhos cruzados); catarata; miopia, fissuras palpebrais obliquas; manchas de
Brushfield em volta da iris; dificuldade na audicdo; e problemas metabdlicos, tais
como: atresia duodenal; disfuncdo da tireoide; além de serem comuns infeccbes e
depresséao (8, 16, 17).

Os individuos com SD podem apresentar dificuldade na linguagem verbal,
escrita, leitura e aritmética (18). Estudos sobre os problemas de comportamento
indicam que, em média, de um quarto a um ter¢co das criancas com SD tém
significantes problemas de comportamento e emocionais (19, 20). Também podem
ocorrer problemas de concentragéo e déficit de atencdo, retraimento social, teimosia

e desobediéncia (19).

1.6 Anomalias sistémicas

Algumas anomalias sistémicas de pessoas com SD séo de especial interesse
para a Odontologia, tais como anomalias cardiacas, hematopoiéticas, musculo-
esqueléticas e do sistema nervoso.

As anomalias cardiacas congénitas estdo presentes em cerca de 40 a 50%
das pessoas com SD (21, 22). Entretanto, cirurgias durante a infancia para a
correcao de defeitos cardiacos séo, na maioria dos casos, bem sucedidas e levam a
um bom prognostico. Cuidado especial deve ser tomado em relacdo a profilaxia
antimicrobiana, que deve ser seguida, quando indicada, segundo as diretrizes da
American Heart Association (23).

Anomalias hematopoiéticas levam individuos com SD a terem maior
suscetibilidade a infec¢Bes. Entretanto, sua exata patogénese ainda é desconhecida.
Infeccbes na pele, mucosa, gastrointestinais e respiratorias sdo frequentes (22).
Criancas com SD frequentemente apresentam problemas respiratorios devido a
ineficiéncia de funcdo mitocondrial no epitélio respiratério, regulacdo neuronal e
células imunes transcritas do cromossomo 21 (24). Problemas respiratérios comuns
incluem anomalias nas vias aéreas respiratérias, aspiracdo recorrente, apneia
obstrutiva do sono e infec¢des recorrentes do trato respiratorio (24). Aumento do
estresse oxidativo e imunidade comprometida também podem aumentar a
morbidade (25). Criancas com SD tém entre 10 e 15 vezes mais risco de
desenvolver leucemia do que criangas sem a sindrome (26). Lesfes persistentes e

sangramento gengival espontaneo podem ser indicios de leucemia (27). Neste
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sentido, a atencdo do cirurgido-dentista a qualquer manifestacdo bucal € de suma
importancia.

Uma alteracdo musculo-esquelética comum em individuos com SD é o pouco
desenvolvimento do terco médio da face, levando ao prognatismo (27). A passagem
de ar pelo nariz é usualmente estreita e parcialmente obstruida, resultado de desvio
de septo e espessamento da mucosa. Isso leva frequentemente a respiracdo bucal.
A boca mantida aberta para respirar faz com que a lingua seja empurrada para entre
os labios (27).

Pessoas com SD usualmente tém sua funcdo motora deficiente, mas a
coordenacdo aumenta com a idade (27). Assim, torna-se importante o cuidado de
um responsavel ao realizar a higiene bucal do individuo com SD até que ele tenha
condicBes suficientes para realiza-la sozinho.

Aproximadamente 30% das pessoas com SD sdo afetadas pela deméncia
(27). Ap6s os 35 anos de idade, muitas desenvolvem mudancas neuropaticas
analogas aquelas encontradas na doenca de Alzheimer (26). Individuos com SD
exibem uma ampla variedade de deficiéncia intelectual, variando de quase normal

até severa (26).

1.7 Anomalias orais

Alteracbes estomatognaticas sdo comuns em individuos com SD.

O terco médio da face pode ser hipoplasico em relacdo a mandibula, o que
resulta em diminuicdo do comprimento, altura e profundidade do palato, enquanto
gue a largura ndo é afetada (27). Uma significante reducdo do comprimento do
palato leva a uma aparéncia ogival.

A reduzida cavidade bucal leva a lingua a tentar se posicionar entre os labios.
Como consequéncia, a boca dos individuos com SD tende a ficar aberta. Assim, a
respiracdo bucal € um achado frequente, aumentando também o risco de infeccdes
do trato respiratorio (26). A saliva que se acumula na comissura bucal por esse
processo provoca maior tendéncia de desenvolvimento de queilite angular (27).

A lingua de pessoas com SD tem tendéncia de ser fissurada, dificultando a
higienizacdo e podendo causar halitose. A protusdo da lingua enquanto a pessoa
bebe, come ou fala também é frequente. A pequena cavidade bucal da a impresséo

de uma macroglossia, porém uma verdadeira macroglossia raramente acontece (27).
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A mé-oclusdo é um achado frequente, principalmente mordida aberta anterior
e mordida cruzada posterior (27). O bruxismo é um habito parafuncional bastante
encontrado, mesmo em criangas (28).

Pessoas com SD tém maior risco de desenvolver doenca periodontal do que
pessoas sem a sindrome (27, 36, 37). A doenca periodontal come¢ca em uma idade
relativamente jovem, muitas vezes envolvendo a denti¢cdo decidua.

A predisposicao a infeccdes sistémicas de pessoas com SD e a composicao
da microbiota subgengival também tém sido investigadas e, talvez, possam justificar
a suscetibilidade a doenca periodontal, uma vez que esta tem carater inflamatério.

1.8 Anomalias dentéarias

Pessoas com SD podem apresentar algumas anomalias dentarias
importantes que devem ser conhecidas pelo cirurgido-dentista para que seja feito o
correto acompanhamento destes pacientes. Estima-se que 95% dos pacientes com
SD tenham pelo menos uma anomalia dentaria (29).

A microdontia acontece em 35 a 55% das pessoas com SD, tanto na denticdo
decidua quanto na permanente (27). O reduzido tamanho dos dentes pode levar a
diastemas, muito comum nesses individuos. Embora menores, a anatomia da coroa
exibe pouca ou nenhuma diferenca quando comparada a pessoas sem a sindrome,
tanto em criancas quanto em adultos (30).

Estudos epidemiologicos tém apontado uma relacdo entre a presenca de
hipoplasia e opacidade demarcada como um risco aumentado de desenvolver carie.
Os defeitos de esmalte podem ser importantes indicadores de risco a carie porque a
ultra-estrutura do esmalte, que provavelmente € anormal, torna-se mais suscetivel a
desmineralizacéo (31).

Anodontia parcial € muito comum entre pessoas com SD, sendo que 50%
destes individuos sdo afetados (27). Os dentes mais afetados, em ordem
decrescente sdo os terceiros molares, segundos pré-molares inferiores, incisivos
laterais superiores e incisivos centrais inferiores (27).

Agenesia é bastante frequente em pessoas com SD, sendo 10 vezes mais
prevalente do que na populacdo em geral. Acontece com maior frequéncia em
homens do que em mulheres, na mandibula do que na maxila e do lado esquerdo do

gue no direito (30). Os dentes mais frequentemente afetados por agenesia sdo 0s
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incisivos centrais inferiores, seguidos pelos incisivos laterais superiores, segundos
pré-molares superiores e segundos pré-molares inferiores (30).

A erupcdo dentéria pode ser atrasada nas pessoas com SD, tanto nos dentes
deciduos quanto nos permanentes. Nos deciduos, por exemplo, a erupcao dos
primeiros dentes (incisivos centrais inferiores) pode ocorrer na idade de 12 a 14
meses, mas pode acontecer apenas aos 24 meses de idade da crianga (32). J& nos
dentes permanentes, a erupgao dos incisivos centrais inferiores e primeiros molares
pode acontecer quando a crianca estiver com 8 a 9 anos (33). Também é frequente
a erupcdo de dentes permanentes sem a esfoliagcdo do deciduo, principalmente nas
regides anterior superior e inferior (27). A sequéncia de erupcdo dentaria ndo varia
de forma significativa entre pessoas com e sem SD, tanto em deciduos quanto em
permanentes (32, 33).

Outras anomalias dentarias encontradas em pessoas com SD sdo o

taurodontismo, dentes conicos, dilaceragdes radiculares e dentes impactados (29).

1.9 Carie dentaria em individuos com a sindrome de Down

A céarie € uma doenca acucar-biofilme dependente modulada por outros
fatores, tais como saliva, habitos de escovacéo, acesso ao fluor, dentre outros. Para
gue uma lesdo de carie ocorra € indispensavel a presenca de um biofilme
cariogénico e o consumo de carboidratos fermentaveis (34). E uma das doencas
crbnicas mais comuns nos seres humanos e uma das principais causas de perda
dentaria e dor (35).

Muitos estudos relatam que pessoas com SD tém menor experiéncia de carie
guando comparadas a individuos sem a sindrome (36,37,39-43),. Entretanto, muitos
destes estudos apresentam pequeno numero amostral, auséncia de um grupo
controle adequado, grande amplitude na faixa etaria dos participantes ou mesmo
auséncia de andlises estatisticas.

Barnett e cols. (36) examinaram 30 pacientes com SD com média de idade de
27,4 anos e verificaram menor prevaléncia de carie em dentes permanentes nestes
individuos, comparados com adultos de mesma faixa etaria sem a sindrome. Os
autores dividiram lesdes em superficie oclusal e proximais e atribuiram a menor
prevaléncia de carie em adultos com SD ao menor indice de cérie em superficies

proximais. Sete individuos no grupo com SD foram considerados livres de carie, e
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apenas um no grupo controle. Além do baixo numero amostral, este estudo nao faz
nenhuma andlise estatistica ao considerar a diferenca entre 0s grupos.

Stabholz e cols. (37) encontram menor prevaléncia de cérie em criangcas com
SD de 8 a 13 anos. A média do numero de superficies de dentes permanentes
cariadas, perdidas e obturadas (CPO-S) para as 32 criangas com SD examinadas foi
de 1,2 (= 4,0) significativamente menor do que 0s outros dois grupos de comparagao
(um grupo de criangas sem anomalias e outro com deficiéncia intelectual). Ao
desmembrar o CPO-S das criangas com SD, este estudo mostra que 0 componente
“C” (cariado) é o mais alto, evidenciando a falta de acesso ao servico odontoldgico,
ou mesmo a dificuldade de se realizar o tratamento nestes individuos. Além do baixo
namero amostral deste estudo, todas as criancas com SD eram institucionalizadas,
diferentemente das crian¢cas sem a sindrome que eram provenientes de uma escola
da regido. Vigild (38) mostra em seu estudo que pessoas com SD que vivem em
instituicdo tém, significativamente, menor propensao a desenvolver lesdes de carie
do que individuos com SD que vivem em suas casas, provavelmente devido as
diferencas ambientais, tendo maior controle sobre a dieta e escovacado desses
individuos.

Morinushi e cols. (39) avaliaram 75 criancas com SD entre 2 e 18 anos de
idade. Os autores mostram uma porcentagem de 46% de criancas livres de carie. A
polarizacdo da cérie foi mostrada neste estudo, categorizando os individuos como
tendo lesbes leves ou graves. O trabalho destes autores, entretanto, ndo tem um
grupo controle de comparacdo, e baseiam a prevaléncia de carie em estudos
epidemioldgicos prévios.

Cogulu e cols. (40) encontraram menor prevaléncia de carie em 75 criancas
de 7 a 12 anos com SD comparadas a criancas da mesma faixa etaria sem a
sindrome. Os autores atribuem esta diferenca a maior quantidade de IgA salivar
encontrada nas criangcas com SD. Nao foram encontradas diferencas significantes
entre 0s grupos no indice de placa, habitos de escovacédo, frequéncia diaria de
exposicdo a sacarose, renda familiar, nivel de educacdo dos pais, pH salivar,
capacidade tampao e fluxo salivar.

Davidovich e cols. (41) avaliaram 70 criancas com SD com uma média de 4
anos de idade e encontraram nelas menor prevaléncia de carie tanto em dentes
deciduos quanto em permanentes quando comparadas a criangas sem a sindrome.

Entretanto, o grupo controle deste trabalho foi composto por 32 criangcas com média
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de idade de 9 anos e que estavam sendo atendidas no Departamento de Pediatria
da Universidade de Hadassah, Israel. Além do fato de a idade desempenhar um
papel fundamental no aparecimento e progressao de lesdes de carie, espera-se que
criancas que estejam sendo atendidas em um centro de saude tenham mais
doencas e, assim, a escolha deste grupo controle ndo foi adequada. Este estudo
mostrou que a SD pode se manifestar sobre a composi¢cdo das glandulas salivares,
modificando o ambiente de eletrélitos na saliva.

Areais e cols. (42) encontraram menor prevaléncia de carie em criancas e
adolescentes (6 a 18 anos) com SD quando comparados a seus irmaos sem
sindrome. Os autores atribuiram esta diferengca ao menor niimero de Streptococcus
mutans encontrado na saliva das criangas com SD. Este estudo ainda encontrou um
menor fluxo salivar nas criangas com SD, 0 que poderia aumentar a suscetibilidade
dessa populacdo a carie, mostrando que outros fatores devem favorecer estas
criancas com um efeito protetor contra a doenca. Os autores nao encontraram,
ainda, diferenca na quantidade de IgA e no pH salivar. Em um trabalho pregresso,
Areias e cols. (28) justificam a menor prevaléncia de carie da mesma amostra por
meio de resultados obtidos em questionario, mostrando que os pais de pessoas com
SD levam a crianca especial mais precocemente ao dentista (antes dos 5 anos de
idade) denotando maior atencdo dos responsaveis a saude bucal destas criancas
guando comparadas a seus irmaos. O bruxismo e a erupcao tardia dos dentes
também foram achados significativos nas crian¢cas com SD.

Macho e cols. (43) ao examinarem 138 pessoas com SD e 86 irmaos sem a
sindrome entre 2 e 26 anos de idade, encontraram 72% de individuos livres de cérie
no grupo com SD, enquanto apenas 46% dos irmdos nao apresentaram a doenca.
Ao separar em grupos de idades, ainda foi encontrada uma diferenca significativa ao
comparar individuos de 6 a 12 anos e de 13 a 26 anos, sempre aqueles com SD
apresentando menor indice de carie.

Autores formulam hipéteses para explicar a menor prevaléncia de carie
encontrada em alguns estudos, mas o0s resultados entre os trabalhos sé&o
conflitantes. Desta forma, a exata patogénese da menor prevaléncia de carie em
pessoas com SD permanece desconhecida. Ainda, outros trabalhos ndo mostram
diferenca na prevaléncia de cérie de pessoas com e sem a SD (44-47).

Fung e cols. (44) examinaram 44 individuos com SD e 84 sem a sindrome

entre 4 e 36 anos, e ndo encontraram diferenca na prevaléncia de cérie entre os
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grupos. Os autores mostraram que a maioria dos estudos nao controla o fato de que
pessoas com SD tém menor quantidade de dentes, seja por atraso na erupgao, seja
por hipodontia, e isto € que leva a menor prevaléncia de cérie encontrada. Neste
estudo, quando se ajustou o numero de dentes permanentes cariados, perdidos e
obturados (CPO-D) em relagdo ao niumero de dentes presentes, ndo foi encontrada
diferenca significativa na prevaléncia de céarie entre pessoas com e sem SD.

Ulseth e cols. (45) ndo encontraram diferenca na prevaléncia de carie entre
30 adultos com SD institucionalizados comparados com adultos da mesma
instituicdo com deficiéncia intelectual.

Mathias e cols. (46) examinaram criangas entre 1 e 7 anos de idade, sendo 69
com SD e 69 sem a sindrome e também ndo encontraram diferenca na prevaléncia
de carie entre 0s grupos.

Oredugba e cols. (47) ndo encontraram diferenca na prevaléncia de cérie
entre 43 pessoas com SD institucionalizadas e 43 sem a sindrome com uma media
de 14 anos de idade. Este estudo ainda mostrou que a higiene bucal é similar entre
criancas com e sem SD, mas acaba se deteriorando com a idade no grupo com SD.

Uma reviséo sistematica de literatura com meta-analise avaliou a prevaléncia
de céarie em pessoas com SD comparando com individuos sem a sindrome (48).
Apoés definir os critérios de inclusédo e exclusdo de artigos cientificos, os autores
incluiram para leitura na integra 26 trabalhos. Destes, 13 foram incluidos para
analise na revisao sistematica dos quais oito entraram na meta-analise. Dentre os 13
artigos selecionados, sete reportaram menor prevaléncia de carie em pessoas com
SD comparadas a individuos n&do sindrémicos, e quatro estudos nao encontraram
diferenca na prevaléncia de carie entre pessoas com e sem SD. Um estudo reportou
maior prevaléncia de carie em pessoas com SD do que no grupo controle, e outro
estudo incluido reportou apenas o indice de dentes perdidos entre 0s grupos. A
meta-analise incluiu apenas oito trabalhos devido a diferenca na mensuracdo do
indice de carie entre os estudos. Os autores da revisao sistematica concluiram que
individuos com SD tém menor prevaléncia de céarie do que pessoas sem a sindrome,
embora as evidéncias cientificas observadas no estudo tenham sido fracas, e
sugeriram que mais estudos bem controlados para fatores de confusao deveriam ser
elaborados. Contudo, essa revisdo sistematica embora avalie a qualidade

metodolégica dos estudos incluidos por meio da escala Newcastle-Ottawa, o0s
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autores ndo discutem as falhas no desenho experimental dos estudos incluidos que

podem levar a erros de conclusao do assunto.

1.10 Carie dentaria e Streptococcus mutans

Dentre as bactérias cariogénicas, os Streptococcus mutans sao geralmente
relacionados ao inicio de lesbes de cérie. Esta bactéria pode produzir grande
guantidade de acido a partir da metabolizagcdo de carboidratos fermentaveis e
também sobreviver em um ambiente com baixo pH (49). Além disso, o0s
Streptococcus mutans podem utilizar a sacarose da dieta do individuo para sintetizar
polissacarideos extracelulares (PEC) que sdo em sua maioria glucanos sintetizados
por glicosiltransferases (GTF) (50). Os PECs, principalmente aqueles insolUveis em
agua, podem promover aderéncia seletiva de outros microrganismos e, assim,
aumentar a espessura do biofilme, tornando-o0 mais poroso para difuséo de acidos,
aumentando a sua cariogenicidade (51).

Apesar de o conhecimento atual sobre a multifatorialidade da céarie permitir
gue se conclua que nenhum microrganismo ou grupo de microrganismos deva ser
responsabilizado inteiramente pelo inicio e progressao da carie, diversos estudos
mostram que existe uma associagao entre altas contagens de Streptococcus mutans
e 0 aparecimento de lesbes de carie.

Alguns autores mostraram em seu estudo que 71% das fissuras de dentes
cariados de criancas com menos de 10 anos de idade tinham contagens viaveis de
Streptococcus mutans maior do que 10% do total cultivAvel da microbiota do
biofilme, enquanto que 70% das fissuras que estavam livres de carie ndo possuiam
Streptococcus mutans detectaveis (52). Outros autores confirmaram que existe uma
significativa correlacéo entre a prevaléncia de céarie e a quantidade de Streptococcus
mutans presentes na saliva (53).

Posteriormente, outro estudo (54) acompanhou durante trés anos 91 criancas
entre 13 e 14 anos de idade avaliando a correlacdo dos niveis de infeccdo por
Streptococcus mutans com incidéncia de carie. Este trabalho observou que
contagens salivares de Streptococcus mutans acima de 250 x 10° UFC/mL foi
significativamente correlacionada com uma maior incidéncia de céarie. Além disso,
criancas com valores salivares de Streptococcus mutans acima de 10° UFC/mL

foram associadas com maior atividade de cérie.
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Outro estudo mostrou que, tanto nas fissuras quanto nas superficies livres
dos primeiros pré-molares permanentes de criancas de 7 e 8 anos de idade,
apresentaram desmineralizacdo sem cavitacdo quando fortemente colonizadas por
Streptococcus mutans de 12 a 18 meses antes do diagnéstico clinico da lesao.
Algumas lesdes remineralizaram e o0s niveis de Streptococcus mutans cairam de
forma significativa. O trabalho ainda mostrou que fissuras com niveis elevados de
Streptococcus mutans podem ndo apresentar lesdes, enquanto que outros sitios
cariados ndo possuiam Streptococcus mutans em nenhum momento (55).

Poucos estudos abordaram a contagem de Streptococcus mutans na saliva
de pessoas com SD, e estes relatos também apresentam resultados controversos.

Areias e cols. (42) avaliaram fatores de risco ao desenvolvimento de lesdes
de carie em 45 pessoas com SD em comparacao com 45 irmaos desses individuos
nao afetados pela sindrome. O estudo encontrou, dentre outros achados, que o
grupo com SD teve significativamente menor experiéncia de carie e menores
contagens salivares de Streptococcus mutans em comparacdo com O grupo sem
sindrome. Os autores sugerem gque a menor experiéncia de carie nas pessoas com
SD encontrada em muitos estudos pode ser devido a contagem deste
microrganismo.

Shapira e cols.(56), embora tenham encontrado contagem numericamente
menor de Streptococcus mutans na saliva ndo estimulada de criancas de 8 a 13
anos com SD, quando comparadas a criancas sem anomalias, esta diferenca néao foi
estatisticamente significante. Contudo, criangcas com deficiéncia intelectual
apresentaram significativamente maior quantidade de Streptococcus mutans na
saliva do que o grupo de criangas com SD e sem anomalias.

Mathias e cols. (46) verificaram as contagens de Streptococcus mutans na
saliva ndo estimulada de 69 criancas de 1 a 7 anos com SD comparadas com o0
mesmo numero de criancas da mesma faixa etaria sem a sindrome. Ao categoriza-
las como tendo baixas, médias ou altas contagens de Streptococcus mutans,
verificaram que, significativamente mais criancas com SD tinham contagens
classificadas como altas (acima de 10° UFC/mL). Por meio de regresséo logistica
observaram que estas criancas apresentavam maior risco de desenvolvimento de
lesdes de carie do que aquelas com contagens médias e baixas.

Castilho e cols. (57) avaliaram 60 pessoas com SD entre 1 e 48 anos de

idade em relacdo a contagem salivar de Streptococcus mutans. Devido a dificuldade
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de coleta de saliva nesses individuos, 18 deles tiveram a saliva estimulada coletada,
e 40 tiveram a saliva ndo estimulada. Dois individuos néo tiveram amostra de saliva.
Daqueles 18 participantes com a saliva estimulada coletada, 17 tiveram contagens
de Streptococcus mutans acima de 10° UFC/mL de saliva, e dos 40 individuos que
tiveram a saliva ndo estimulada coletada, 18 tiveram contagem de Streptococcus
mutans acima de 10° UFC/mL de saliva. Este estudo ndo tem um grupo de
comparacdo de pessoas sem a sindrome, mas evidencia uma alta frequéncia de
individuos sindrémicos com altas contagens salivares dessa bactéria.

Linossier e cols. (58) avaliaram 59 pessoas com SD e compararam com 60
pessoas sem a sindrome e 60 individuos com deficiéncia intelectual em relacdo a
guantificacdo de serotipos de Streptococcus mutans. Os autores encontraram um
serotipo especifico apenas nos individuos com SD e com deficiéncia intelectual,
enquanto que as pessoas sem sindrome nao foram colonizadas por esse setotipo
especifico. Aléem disso, todos 0s grupos apresentaram Streptococcus mutans

LEEEH)

serotipos “c’,”’e”,”f” e Streptococcus sobrinus serotipos “d”, “g”, “h”. Os autores
sugerem com esses achados que existe diferenca nas condi¢des imunologicas e do

ambiente oral entre esses individuos.
1.11 Diversidade genotipica e viruléncia de Streptococcus mutans

A correlacdo entre atividade de carie e diversidade genotipica de
Streptococcus mutans ainda é controversa. Enquanto alguns estudos mostraram
gue pessoas com experiéncia de carie apresentaram maior diversidade genotipica
de Streptococcus mutans quando comparados a individuos livres de cérie, outros
estudos mostram o contrario.

Alaluusua et al. (59) examinaram seis criancas entre 1,5 e 3 anos de idade
gue tinham alto indice de superficies deciduas cariadas e restauradas (entre 17 e
63) e compararam com seis criancas da mesma faixa etaria livres de carie. Os
autores observaram que entre as criancas com carie, quatro delas foram
colonizadas por mais do que um ribotipo de Streptococcus mutans, enquanto que as
criancas livres de cérie tinham baixa proporcdo de Streptococcus mutans e apenas
uma delas apresentou mais de um ribotipo. O estudo sugeriu que criancas com

atividade de carie e com alta frequéncia de consumo de acucar tém maior
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diversidade de Streptococcus mutans quando comparadas a criangcas sem
experiéncia de carie.

Zhou et al. (60) avaliaram a diversidade genotipica de Streptococcus mutans
em 87 criancas entre 3 e 4 anos de idade com alta experiéncia de céarie (cinco ou
mais dentes deciduos cariados ou restaurados) e compararam com 91 criancas da
mesma faixa etéria livres de céarie. Os autores observaram que criancas com alta
atividade de céarie na denticdo decidua tinham significativamente uma maior
diversidade genotipica de Streptococcus mutans na saliva do que criancas livres de
carie.

Entretanto, Kreulen et al. (61) mostraram uma correlagdo negativa entre
atividade de carie e diversidade genotipica de Streptococcus mutans ao avaliarem
sete pares de irmaos, sendo que um tinha carie precoce de infancia e o outro irmao
nao. A media de idade das criangcas com atividade de cérie foi 3,7 anos, e 0 grupo
controle tinha média de idade de 5,7 anos. Neste estudo, as criangas com atividade
de carie tiveram apenas um tipo clonal de Streptococcus mutans, enquanto que o
grupo controle sem atividade de cérie teve de 2 a 5 tipos clonais.

Pesquisas recentes tém utilizado métodos moleculares para diferenciacéo
entre gendtipos dentro da mesma espécie de microrganismo. Alguns autores (62-64)
verificaram que a técnica que utiliza oligonucleotideos iniciadores randémicos (AP-
PCR) se mostra valida em identificar genotipicamente microrganismos. A vantagem
do AP-PCR frente as demais técnicas de genotipagem é permitir a amplificacdo de
segmentos aleatérios do DNA microbiano, sem, no entanto, haver a necessidade de
um conhecimento prévio da sequéncia analisada. Essa técnica se diferencia do PCR
convencional por permitir que oligonucleotideos iniciadores de aproximadamente 10
pares de bases se liguem nas sequéncias-alvo de DNA, sob baixa temperatura de
anelamento. Como resultado dessa baixa especificidade, a ligacdo entre os
oligonucleotideos iniciadores e sua sequéncia-alvo ndo € perfeita, e este se liga,
aleatoriamente, em regides nao especificas do DNA, amplificando-as. A presenca ou
auséncia dessas bandas de DNA amplificado séo utilizadas na comparacdo entre
microrganismos. Autores (62) mostraram que a técnica de AP-PCR pode ser eficaz
em diferenciar genétipos de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. Este
estudo mostra uma heterogeneidade genética entre cepas de Streptococcus mutans

e S. sobrinus dentro do mesmo individuo.
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Os estreptococos mutans podem secretar trés tipos diferentes de
glicosiltransferase: GTF-1, GTF-S e GTF-SI. O primeiro catalisa a formacédo de
glucanos insolaveis em agua e, nos Streptococcus mutans, o GTF-1 € codificado
pelo gene gtf B, e nos Streptococcus sobrinus, pelo gene gtf I. Primers especificos
foram desenvolvidos para ambos os genes e, assim, € possivel distinguir essas duas
bactérias (65).

Em relacéo a diversidade genotipica de Streptococcus mutans em pessoas
com SD, Cogulu e cols. (66) investigaram a prevaléncia de carie em 60 criancas com
SD e a diferenca entre genétipos de Streptococcus mutans na saliva destes
individuos comparados a 64 criangas sem a sindrome. O estudo mostrou uma
menor prevaléncia de cérie nas criangcas com SD, e por meio de AP-PCR encontrou
todos os perfis genotipicos diferentes entre as criangas com e sem a sindrome. O
estudo encontrou trés diferentes perfis genotipicos nas criangas com SD, e oito
naquelas sem a sindrome, sendo que a relacdo entre os diferentes perfis
genotipicos e a prevaléncia de cérie foi estatisticamente significativa. Os autores
sugerem que a baixa prevaléncia de carie encontrada pode ser devida a menor
colonizagcédo por cepas cariogénicas de Streptococcus mutans nas criangcas com a
sindrome ou a diferenca de acidogenicidade e aciduridade entre as cepas de
criangcas com e sem a sindrome. Entretanto, isso néao foi avaliado.

Outro estudo (67) avaliou a possibilidade de similaridade intrafamiliar de
cepas de Streptococcus mutans entre criancas com SD e suas méaes. O trabalho foi
feito com cinco criangcas com SD com média de idade de 10 anos e suas respectivas
maes, comparando com uma crianca sem a sindrome com seis anos de idade e sua
mae. A partir de saliva ndo estimulada, foi feito o crescimento de Streptococcus
mutans. Foram selecionadas trés colénias de cada participante e feito AP-PCR.
Streptococcus mutans foi encontrado em todos os participantes (n=12), enquanto
gue Streptococcus sobrinus ndo estava presente em nenhum. Os achados do
estudo mostraram que a crianca sem SD teve um genotipo de Streptococcus mutans
muito semelhante ao encontrado na sua mae, concordando com a hipdtese
demonstrada previamente por outros autores (68) que esta bactéria € transmitida de
mae para filho. Entretanto, nas criancas com SD, nenhum genétipo foi semelhante
entre mae e filho, sugerindo que a transmissdo desta bactéria acontece por outra

pessoa.
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Os Streptococcus mutans possuem uma seérie de caracteristicas relacionadas
ao inicio da carie. Uma delas refere-se a capacidade imediata de transportar
acucares fermentaveis quando em competicdo com outras bactérias do biofilme, e a
conversdao de tais aclucares em acidos. Os Streptococcus mutans possuem diversos
sistemas de transporte de acuUcar, incluindo os sistemas de fosfoenol-piruvato-
fosfotranferase de alta afinidade que s&do capazes de captar acucar quando
presentes no ambiente oral apenas em baixas concentracdes. Além disso, esses
microrganismos tém a habilidade de manter o metabolismo do acucar sob condi¢ées
ambientais extremas, como no pH baixo. Poucas bactérias sdo capazes de tolerar
condicdes acidogénicas por periodos prolongados. Entretanto, os Streptococcus
mutans ndo apenas permanecem viaveis no pH baixo, mas também crescem e
metabolizam, isto €, sdo tanto acidogénicos quanto aciduricos (49).

Diferencas genotipicas podem estar relacionadas com diferencas de
viruléncia entre cepas de Streptococcus mutans. Uma caracteristica importante de
Streptococcus mutans em promover o desenvolvimento da cérie é a capacidade de
aderir firmemente a superficie do dente na presenca de sacarose (52), e esta
adesdo € mediada principalmente pela acdo das enzimas glicosiltranferases (gtf).
Estas enzimas sdo consideradas fundamentais para a viruléncia de Streptococcus
mutans na patogénese da carie dentaria (69). Pesquisas mostraram diferencas nos
fatores de viruléncia entre os isolados de Streptococcus mutans (70, 71). Diferencas
na sintese de polissacarideos extracelulares insoluveis em agua (PEC) podem estar
associadas a diferentes niveis de viruléncia. Isto € importante, uma vez que tem sido
demonstrado que PEC produzido a partir da sacarose modifica as propriedades
estruturais do biofilme dental, incluindo aumento da porosidade da matriz do biofilme
(72), tornando-o0 mais cariogénico.

Paddick e cols. (73) mostraram que as propor¢cdes de Streptococcus mutans e
lactobacilos eram elevadas no biofilme dental de individuos com carie, enquanto A.
naeslundii formavam uma proporcéo significativamente maior da microbiota de
individuos livres de carie. Estes resultados mostram que as amostras de biofilme
estavam expostas a diferentes ambientes e, consequentemente, diferentes
estresses.

Redmo-Emanuelsson e cols. (74) avaliaram treze adultos entre 20 e 40 anos
de idade e encontraram um maximo de sete gendtipos de Streptococcus mutans em

individuos que tiveram experiéncia de céarie. Resultados semelhantes ao estudo de
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Napimoga e cols. (70) que encontrou um maximo de oito gendtipos em individuos
jovens com experiéncia de carie utlizando AP-PCR. Além disso, os autores
investigaram a diversidade genética e fatores de viruléncia de Streptococcus mutans
em 16 adultos (8 com e 8 sem atividade de cérie). O trabalho mostrou uma maior
diversidade genotipica desse microrganismo naqueles com atividade de carie. Em
relacéo aos fatores de viruléncia analisados, o pH final das culturas e a capacidade
de se aderir a superficie dura ndo mostrou diferenca entre adultos com e sem
atividade de cérie. Entretanto, os autores observaram que genoétipos de
Streptococcus mutans isolados de sitios com cérie ativa apresentavam maior
habilidade para sintetizar polissacarideo extracelular insolivel quando comparados
aos genotipos presentes em sitios livres de cérie.

A existéncia de varios genotipos em biofilme cariogénico poderia ser
meramente uma consequéncia de circunstancias favoraveis para o Streptococcus
mutans neste biofilme, mas €& possivel que a acdo simultanea de diferentes

genotipos com distintos potenciais de viruléncia aumente o risco de carie.

1.12 Objetivos

1. Conduzir uma revisao sistematica de literatura para verificar se existem
evidéncias cientificas que suportem a hipétese que pessoas com sindrome de Down
tém menor experiéncia de carie do que individuos sem a sindrome (artigo 1).

2. Avaliar a experiéncia de carie e contagens salivares de Streptococcus
mutans de pessoas com sindrome de Down comparando com individuos sem a
sindrome da mesma faixa-etéaria (artigo 2).

3. Verificar a diversidade genotipica de Streptococcus mutans e sua
acidogenicidade em pessoas com sindrome de Down comparando com individuos

sem a sindrome (artigo 3).
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Abstract

Objective: Streptococcus mutans (S. mutans) is considered one of the main
etiological factors for the development of dental caries, being significantly elevated in
cariogenic biofilms. Down Syndrome (DS) patients often have high salivary counts of
this microorganism. However, has not been related to a higher incidence of dental
caries in this subpopulation as compared to non-syndromic patients. The aim of the
present study was to evaluate the genotypical diversity and the acidogenicity of S.
mutans associated with dental caries experience of DS children versus non-DS
controls.

Design: Seventeen children between 6-12 years old were selected for the study and
divided in One genotype present in both groups was associated with a caries-free
individuals (P<0.05). No significant difference was found in the association between
each genotype and the presence or absence of DS (P>0.05). The acidogenicity of
the genotypes found in DS children was significantly smaller (P<0.05) than in the
control group. However, the acidogenicity of each S. mutans genotype was not
associated with the presence or absence of caries experience (P>0,05).two groups:
DS (n=9) and non-DS controls (n=8). All the participants had high salivary counts of
S. mutans (higher than 2.5 x 10°> CFU/mL), whereas 5 from each group were caries-
free and the remainder had elevated caries experience (DMFS or dmfs 7). S.
mutans isolates were obtained from each participant and 99 strains were confirmed
through PCR. In total, 50 strains were obtained from DS patients and 49 from the
control group. The genotypical profile of the isolates were analysed with the AP-PCR
methodology. The acidogenicity of a representative strain from each genotype of S.
mutans was evaluated.

Results: DS children had 16 different S. mutans genotypes, while the control group
had 21. Twelve genotypes were present in both groups, 4 were DS exclusive and 9
were found only in the control group.

Conclusion: The results of the present study suggest that DS children have S.

mutans genotypes with lower acidogenicity than non-DS children.

Keywords: Down syndrome. Streptococcus mutans. Dental caries
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1. Introduction

Down syndrome (DS) is a genetic anomaly caused by the presence of a third
chromosome (partial or total) in the 21°' chromosomic pair (trisomy 21) (Arumugam et
al., 2016). It is the most common genetic anomaly in human beings of all ethnicities
and socioeconomic levels, with an incidence of 1 in every 1000 new-borns
(Fitzgerald, Leonard, Pikora, Bourke, & Hammond, 2013). DS may lead to several
alterations in the mouth cavity, such as agenesis, conoid teeth, diastema, hypoplasia,
delayed dental eruption, bruxism, among others (Desai, 1997). Regarding dental
caries, studies have demonstrated a lower caries experience in DS subjects when
compared to non-DS subjects (Areias et al., 2012; Cogulu, Sabah, Kutukculer, &
Ozkinay, 2006; Shapira, Stabholz, Schurr, Sela, & Mann, 1991). However, other
studies did not find this between-group difference (Mathias, Simionato, & Guare,
2011; Moreira, Schwertner, Grando, Faccini, & Hashizume, 2015; Oredugba, 2007).
Recently, a systematic review revealed that even though the majority of studies have
found a lower caries experience in DS than non-DS patients, the lack of control over
confounding factors such as diet, oral hygiene habits, source of patients
(institutionalized or not) and number of teeth (due to the natural delayed teeth
eruption in DS patients), reduces the results reliability (Moreira, Schwertner, Jardim,
& Hashizume, 2016).

Although no microorganism has been entirely associated with the dental caries
initiation and progression (Aas et al., 2008), several studies have shown a relation
between high counts of Streptococcus mutans (S. mutans) and dental caries lesions
(Abbate, Borghi, Passi, & Levrini, 2014; Loesche, 1986). Authors (Zickert, Emilson, &
Krasse, 1983) evaluated the correlation between the S. mutans infection levels and
the dental caries incidence. A higher incidence of dental caries was found when the
levels of this microorganism were superior to 2.5 x 10° S. mutans per mL of saliva.
Few studies have investigated the levels of S. mutans in the saliva of DS patients
and the results are controversial. Whereas some studies have found no difference
between the levels of S. mutans in DS and non-DS patients (Stabholz et al., 1991),
authors (Areias et al., 2012) have found lower saliva levels of this microorganism in
DS patients. Moreover, studies have found a higher frequency of DS patients has
dental caries experience with high levels of S. mutans in the saliva than non-DS
controls (Mathias et al., 2011; Moreira et al., 2015).
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The correlation between the dental caries activity and genotype is also
controversial. While authors (Alaluusua et al., 1996; Zhou, Qin, Qin, & Ge, 2011)
have demonstrated that a higher genotypical diversity of S. mutans is found in
subjects with dental caries experience than in caries-free individuals, other authors
have found the opposite result (Kreulen, de Soet, Hogeveen, & Veerkamp, 1997).
Some authors (Cogulu, Sabah, Uzel, & Ozkinay, 2006) investigated the dental caries
prevalence in children with DS and the genotypical difference of S. mutans in the
saliva of DS versus non-DS children. Lower dental caries prevalence and less
genotypical profiles (evaluated through AP-PCR) was found in DS subjects than in
non-DS controls. It was suggested that the lower dental caries prevalence in DS
subjects might be due to a smaller colonization of S. mutans cariogenic strains or to
the difference in acidogenicity and acidity between strains in DS or non- DS children,
even though this was not validated.

Several S. mutans characteristics are associated to its cariogenicity. An
important one is the capacity to transport immediately fermentable sugars when in
competition with other bacteria in the biofilm, and the conversion of sugar into acids.
These microorganisms have the ability to maintain sugar metabolism under extreme
conditions, e.g. low pH. Few bacteria are able to tolerate acidogenic conditions for a
long period. S. mutans is not only able to stay viable under low pH, but it is also able
to grow and keep the metabolism active, being considered acidogenic and acidic
(Loesche, 1986; Loesche, Rowan, Straffon, & Loos, 1975). No studies have been
performed in order to evaluate the S. mutans acidogenicity in DS subjects.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the S. mutans genotypical
diversity and acidogenicity associated with dental caries experience in DS and non-
DS children.

2. Materials and methods

2.1. Ethical considerations

The present study was approved by the Ethics in Research Committee from
the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (protocol number 23.211) and by the
Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (protocol number
12.0166).

2.2. Samples source
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The clinical examination and saliva sampling for the identification of S. mutans
was performed as previously described (Moreira et al., 2015). In the aforementioned
study, 131 children aged between 6-12 were screened. Sixty subjects had DS and 71
were non-DS controls. Forty-two DS and 70 control subjects had their stimulated
saliva sampled. The fresh samples from volunteers were serially diluted (10*, 10% e
10%) in sterile saline solution. Afterwards, 25 pL of fresh saliva from both groups and
from each dilution were seeded in Petri dishes containing mitis salivarius agar
enriched with sucrose 5% and bacitracin 0.2 IU/mL in order to promote the growth of
S. mutans. The dishes were incubated at 37°C during 48h in microaerophilia (Shklair
& Keene, 1974). After incubation, S. mutans colonies were identified and counted by
means of a stereomicroscope to determine the number of colony forming units per
mL (CFU/mL). Fifteen S. mutans representative colonies of each children were

selected and frozen in BHI-glycerol for posterior analysis (Tabchoury et al., 2008).

2.3. Sample selection

Only the volunteers that had S. mutans salivary counts above 2.5x10°> CFU/mL
(Zickert et al., 1983) were included. This was the cut point defined for elevated levels
of salivary S. mutans. From the 112 subjects that had their saliva sampled in the
previous study, 46 had counts above the cut point, 19 being from the DS and 27 non-
DS group. Seven of the DS and 9 non-DS were caries-free (DMFS=dmfs=0). Among
the children that had dental caries experience (12 DS and 18 non-DS), only the ones
who presented high levels of dental caries experience (DMFS = 7 or dmfs = 7) were
selected. This criteria was randomly chosen in accordance with the previous study
where the clinical examinations and saliva sampling were performed (Moreira et al.,
2015). Subjects with intermediate values of (DMFS or dmfs <6) were excluded, since
in this study only extreme cases were evaluated (caries-free or with high levels of

dental caries experience).

2.4. Genomic DNA extraction and PCR

For the streptococcus genomic DNA extraction, the isolates were thawed in
ambient temperature. Samples aliquots were seeded in Petri dishes containing BHI
agar (Difco, Sparks, MD, USA) and incubated for 24h in microaerophilia. The colony
samples were stained through Gram technique for morphological confirmation.

Afterwards, the presumptive S. mutans colonies were collected and transferred to
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centrifuge microtubes containing 50 pL of ultra-pure sterile water. The microtubes
were vigorously mixed in vortex to allow the mechanical disruption of the bacterial
cell wall. A PCR with the oligonucleotides primers species-specific was performed for
gtfB (5’-ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG-3’ e 5’CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC-
3’) in order to confirm the S. mutans identity (Damé-Teixeira, Arthur, Parolo, & Maltz,
2014). For the assay, it was used 37,25 pL of ultra-pure water, 5 uL of PCR buffer
10x, 2.5 pL of MgCl, 50 mM, 1.5 pL of oligonucleotides primers R 10 mM, 1.5 pL of
oligonucleotides primers F 10 mM, 1 pL of dNTP, 0.25 pL of Taq polymerase 5U/uL
and 1 pL of DNA. The samples were mixed and inserted in a thermocycler (TC 412,
Techne, Burlington, NJ, USA) with the following conditions: 95°C cycle during 5
minutes for initial denaturation, followed by 30 cycles of 30 seconds at 95°C for
denaturation, 59°C during 30 seconds to promote annealing and 72°C for 1 minute
for final elongation. As a positive control, the S. mutans UA159 strain (FIOCRUZ, Rio
de Janeiro, Brazil) was used.

PCR products were analysed through agarose gel electrophoresis 2% stained
with SYBR Green 1.6% at 100V, 120Ma, 100W for 30 min. The presence of an
unique band for each strain was analysed under UV light (Damé-Teixeira et al.,
2014). All the reagents were provided by Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

2.5. Genotypical analysis of Streptococcus mutans through AP-PCR

Strains identified as S. mutans were genotypically analysed by the Arbitrarily
primed - Polymerase Chain Reaction (AP-PCR). AP-PCR was performed using 35.5
pL of ultra-pure water, 5 yL of buffer, 3.5 pL of MgCl,, 1 puL of dNTPs, 2 uL of
oligonucleotides primers, 1 U of Tag polymerase and 2 puL of DNA template. The
applied oligonucleotides primers were OPA 2 (5-TGCCGAGCTG-3’) as election
primer and OPA 03 (5-AGTCAGCCAC-3’) for confirmation (Truong, Ménard,
Mouton, & Trahan, 2000). In every AP-PCR, the purified genomic DNA of the S.
mutans UA159 strain was used as a positive control. The AP-PCR reaction was
performed using a thermocycler (TC 412, Techne, Burlington, NJ, USA) with the
following conditions for OPA 02: 95°C cycle during 2 minutes for initial denaturation,
followed by 45 cycles of 30 seconds at 94°C for denaturation, 36°C during 30
seconds to promote annealing and 72°C for 1 minute for elongation and 72°C for 5
minutes for final elongation. OPA 03 reaction was carried out with 95°C cycle during

2 minutes for initial denaturation, followed by 30 cycles of 1 min at 94°C for
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denaturation, 32°C during 1 min to promote annealing and 72°C for 2 minutes for
elongation and 72°C for 5 minutes for final elongation (Tabchoury et al., 2008).
AP-PCR products were analysed through agarose gel electrophoresis 1%
stained with SYBR Green 1.6% at 96V during 4h. A molecular weight control (250pb)
was applied in 3 gel slots for further comparison with the generated fragments. AP-
PCR images were obtained with a digital camera (Canon Inc., Tokyo, Japan) and

stored as Image File Format for visual analysis.

2.6. Streptococcus mutans acidogenicity

A representative strain of each genotype obtained through AP-PCR was
analysed measuring its capacity to ferment glucose, reducing the pH through
glycolysis (Arthur et al., 2011).

For this purpose, each S. mutans genotype was seeded in BHI agar and
incubated at 37°C during 48h. Afterwards, the culture was cultivated in 10 mL of BHI
broth with glucose 1% during 18h at 37° inside a falcon tube. The tube was
centrifuged at 3000 rpm during 10 min. The supernatant was removed and
resuspended in 1 mL of KCI/MgCl,. The tube was vigorously mixed and the content
transferred to a microtube, which was centrifuged at 12000 rpm during 5 min. The
supernatant was removed and resuspended in 2 mL of phosphate buffer in a falcon
tube and incubated during 1h at 37°C. The tube was then centrifuged at 3000 rpm
during 10 min. The supernatant was removed and washed with 2 mL of KCI/MgCly,
centrifuged at 3000 rpm for 10 min and washed again with KCI/MgCl in order to start
the pH measurements. The time 0 was measured and when necessary, the pH was
adjusted to 7 with NaOH. 0.2 mL of glucose 5% was added to start counting at time
5, 10, 15, 30, 60, 120 and 180 min (Arthur et al., 2013). A pH curve in function of time
was constructed for each isolate. S. mutans UA159 strain was used as a positive

control in all assays.

2.7. Data analysis

The genotypical analysis of each isolate was visually compared by two
researchers (MJSM e APDO) in an independent manner. The band distribution
pattern was observed using the molecular weight control as reference (ladder). In
case of disagreement, a consensus was reached with a third researcher (CCFP). The

same genotypical identity was considered when identical profiles were matched with
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the AP-PCR product. A descriptive analysis for each genotype was performed for
each volunteer.

Acidogenicity of each isolate was represented through pH value in function of
time curves. Graphs for each genotype were obtained with the same height and
length. Each graph was individually transferred to UTHSCSA Image Tool software
version 3.0. A standard measurement was created to analyse the data in
centimetres. The area under the curve (AUC) was manually delimitated two times by
the same researcher and the average of the areas was obtained. The AUC was
calculated considering pH 3 as threshold between 0 and 180 min. The acidogenicity
was expressed by the AUC (cm?). The procedure was performed in duplicates.

Association between each obtained genotype with having or not the dental
caries experience, and the association between the presence of each genotype with
having or not DS were made using the chi-square test. The comparison between
acidogenicity of each obtained genotype with having or not DS, and the comparison
between the acidogenicity of each genotype with having or not the dental caries
experience was performed through the Mann-Whitney U test (SPSS version 20.0,

Chicago, USA), considering a P-value <0.05 as significant.

3. Results

In the 42 DS subjects, 19 had high salivary counts of S. mutans (higher than
2.5x10°). From the high-count subjects, 6 were excluded due to DMFS < 6 or dmfs <
6. In the non-DS group, from the 70 children that had their saliva collected, 27 had
high-counts of S. mutans and 6 were excluded due to DMFS < 6 or dmfs < 6. The
sample selection process is depicted on Figure 1.

In total, this study had 17 participants: 9 DS and 8 non-DS children. All the
subjects had high salivary counts of S. mutans (higher than 2.5x10° CFU/mL of
saliva). Regarding the dental caries experience, it was present in 4 DS and 3 non-DS
subjects. Ten subjects (n=5 of each group) were caries-free in the deciduous and
permanent teeth. Samples characterization from children with or without DS, dental
caries experience distribution and salivary counts of S. mutans, is shown in Table 1.

Initially, 510 S. mutans isolates were obtained from 13 DS and 21 non-DS
subjects (15 per subject). The subjects without viability in any of the isolates were
excluded from the study (n=17, 4 DS and 13 non-DS). Even though 15 isolates of S.

mutans were obtained through salivary sampling from each subject, 117 isolates
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were still viable for genotypical diversity analysis. From these, 99 were identified as
S. mutans via species-specific PCR. Fifty isolates belonged to DS and 49 to non-DS
subjects. The distribution of the number of isolates per children, number of genotypes
and each genotype frequency is demonstrated on Table 2.

In total, 25 genotypes were identified, 16 in DS and 21 in non-DS subjects.
Four genotypes were DS exclusive (c, f, u, z), whereas 9 were present only in non-
DS subjects (d, i, j, m, n, p, q, 1, S). Interestingly, 1 genotype (k) was identified only in
subjects with caries experience and 2 genotypes (0, v) only in subjects caries-free.
The “0” genotype was significantly associated with not having the dental caries
experience (P<0,05). The association between the presence of each genotype and
being a DS or non-DS subject was not significant. A representative genotypical
diversity of S. mutans isolates obtained with the AP-PCR technique, using the OPA-
02 primer, is depicted on Figure 2. The average band number present in each
genotype was 4 (varying between 1 and 8). The same genotypical analysis was
repeated on the 99 isolates in order to confirm the results, using OPA-03 primer.

The acidogenicity from a representative strain of each genotype was
evaluated. AUC average for the 25 genotypes was 41,37+ 6,31 cm?, varying from
32,07 cm?for the most acidogenic genotype to 56,00 cm? for the less acidogenic. The
acidogenicity comparison between genotypes obtained from DS and non-DS
subjects is shown in Table 3. DS subjects had a significantly higher AUC (P<0,05) as
compared to non-DS subjects, demonstrating a lower pH decrease in function of time
for the analysed genotypes. No significant difference was found when comparing the
experience of having dental caries experience or not with the acidogenicity of each S.

mutans genotype.

4. Discussion

In the present study, DS and non-DS children with high salivary counts of S.
mutans (caries-free or high dental caries experience) were compared to the
genotypical diversity of this microorganism and the acidogenicity of its different
genotypes. DS subjects had a lower genotypical diversity than non-DS subjects
(Table 2). Moreover, the acidogenicity of this microorganism was significantly lower in
the genotypes found in DS subjects (Table 3), being less virulent.

Although previous studies have shown that DS patients have less dental

caries experience than non-DS subjects, other studies did not find this difference.
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However, some studies reported a higher frequency of DS subjects with high salivary
counts of S. mutans and dental caries experience when compared to non-DS
subjects with dental caries experience (Mathias et al., 2011; Moreira et al., 2015).
Another study reported that in DS subjects, this microorganism produces high
amounts of extracellular polysaccharide (EPS) (Schwertner, Moreira, Faccini, &
Hashizume, 2016). This compound is a product of sucrose metabolism, promoting
microbial adhesion, increasing the biofilm thickness and consequently, increasing the
porosity for acid diffusion. Furthermore, different S. mutans genotypes may have
different expression levels of glycosyltransferase and higher EPS production (Bowen
& Koo, 2011). A study conducted by Areais et al. (2012) demonstrated that DS
subjects have a lower salivary flow than non-DS subjects (Areias et al., 2012). All
these combined factors can lead to a higher dental caries experience in the DS
population. Thus, different mechanisms might play a role in caries protection in these
subjects.

In the past years, the available technologies for identification of oral bacteria
have become more sophisticated. The identification of bacterial DNA through
arbitrary primers (AP-PCR) technique is widely used since it is simple, fast and
accurate (Oho, Yamashita, Shimazaki, Kushiyama, & Koga, 2000; Saarela, Hannula,
Mattd, Asikainen, & Alaluusua, 1996). To our knowledge, only two studies have
applied AP-PCR for the identification of S. mutans in DS subjects (Barone, Macedo,
& Marin, 2005; Cogulu, Sabah, Uzel, et al., 2006).

Barone et al. evaluated if there was an intra-familiar similarity of S. mutans
strains between DS children and their mothers (Barone, Macedo, & Marin, 2005).
Using AP-PCR, the authors demonstrated that a non-DS subject (control) had a S.
mutans genotype very similar to the one found in their mothers. This finding was in
agreement with the previous published research that demonstrated that the bacteria
transmission occurred from the mother to the child (Caufield, Cutter, & Dasanayake,
1993). However, in DS children, there was no similarity between the bacteria
genotype of mother and child, suggesting that the transmission might occur via a
different person.

Cogulu et al. analysed the dental caries experience and the genotypical
diversity of S. mutans in DS and non-DS children (Cogulu, Sabah, Uzel, et al., 2006).
The study has found less dental caries experience in DS children. Additionally,

through AP-PCR, demonstrated all the different genotypical profiles between DS and
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non-DS children. Three different genotypical profiles were found in DS children and 8
in non-DS children, and the correlation of the different genotypical profiles with the
dental caries prevalence was significant. The present study also demonstrated a
reduced genotypical diversity in DS children (16 in DS versus 21 in non-DS children).
The higher genotypical variety found might be explained to the selection criteria, that
included only children with high salivary counts of S. mutans. In contrast to the
aforementioned study, from the 25 different genotypes identified, 12 were present in
DS and non-DS children. Nine genotypes were only found only in non-DS children,
whereas 4 were found in DS children. This finding demonstrates that the
microenvironment present in the oral cavity of DS subjects might favour the
colonization and selection of specific genotypes capable of surviving in this oral
environment.

A maximum of 8 genotypes was found in one subject, what is in agreement
with the study performed previously (Redmo Emanuelsson, Carlsson, Hamberg, &
Bratthall, 2003) that evaluated 13 adults and have found a maximum of 7 different S.
mutans genotypes in one subject, whereas in other study (Napimoga et al., 2004) a
maximum of 8 genotypes were found (n=16, 8 with dental caries and 8 caries-free).
Nonetheless, more relevant results would be demonstrated if not only the different
genotypes of the microorganism were described, but also the related virulence
factors.

It was already hypothesized that the stressful conditions that the bacteria of an
individual with dental caries is subjected would lead to a lower genotypical variety
with a higher resistance, due to the unfavourable environmental conditions. Some
authors have demonstrated that children with dental caries experience had only one
S. mutans genotype, whereas the caries-free control group had 2-5 genotypes
(Kreulen et al., 1997). The authors suggest that the environmental stress caused by
the disease leads to lack of nutrients, acid pH, organic acids exposition, selecting the
more cariogenic strains. In contrast, others studies showed a higher S. mutans
genotypical diversity in subjects with dental caries than caries-free (Napimoga et al.,
2004). Another study suggested that children with dental caries activity and high
frequency of sugar consumption have more S. mutans diversity when compared to
caries-free children (Alaluusua et al., 1996). These findings were justified due to the
frequent consumption of fermentable carbohydrates, leading to an intense

colonization and growth of different genotypes. It is also possible that the
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simultaneous action of various strains with different cariogenic potentials would
increase the risk of dental caries development. In the present study, comparisons
between having or not the dental caries experience and the acidogenicity of each S.
mutans genotype were performed, without significant results. Only one of the
obtained genotypes was significantly associated with not having dental caries
experience. This genotype was present in both DS and non-DS subjects,
demonstrating that less virulent genotypes may be present in the oral microflora
independently of having the syndrome or not. One genotype was only present in
subjects with dental caries, in the two groups.

Authors (Cogulu, Sabah, Uzel, et al., 2006) suggested that the low dental
caries prevalence in the study might be due to a lower colonization of cariogenic S.
mutans strains in DS children or to the acidogenicity or aciduricity between strains
present in DS and non-DS children. However, this was not investigated. The present
study demonstrates that DS subjects have S. mutans genotypical profiles with lower
acidogenicity than non-DS subjects, what could explain the reason why this
population does not have a higher dental caries experience than non-DS subjects.

In conclusion, the present study suggests that children with DS have less

acidogenic genotypes of S. mutans when compared to non-DS children.
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Table 1. Children with and without Down syndrome in relation to age, caries
experience (DMF and dmf) and salivary counts of Streptococcus mutans.

Subject Age DMFS dmfs DMFT dmft Caries S. mutans (UFC/mL)
Children

with DS
1 7 0 0 0 0 NO 2.22x10°
2 8 0 0 0 0 NO 3.14x10°
3 10 0 0 0 0 NO 9.80x10°
4 10 0 0 0 0 NO 7.46x10°
5 10 0 0 0 0 NO 1.94x10°
6 8 0 7 0 5 YES 4.50x10°
7 8 1 24 1 11 YES 1.01x10’
8 12 4 45 3 10 YES 2.94X10°
9 6 n 52 n 16 YES 3.80x10°

Children

without DS
10 7 0 0 0 0 NO 3.66x10°
11 12 0 n 0 n NO 2.28X10°
12 6 0 0 0 0 NO 2.76X10°
13 10 0 0 0 0 NO 3.88x10°
14 11 0 0 0 0 NO 4.00x10°
15 12 14 n 4 n YES 5.80x10°
16 9 0 10 0 6 YES 5.22x10°
17 11 0 8 0 5 YES 4.28X10°

DMFS: surfaces decayed, missing and filled in permanent dentition. dmfs: surfaces decayed, missing
and filled in deciduous dentition. DMFT: teeth decayed, missing and filled in permanent dentition. dmft:
teeth decayed, missing and filled in deciduous dentition. CFU/mL: colony forming units per milliliter.
DS: Down syndrome. NA: not applicable
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Table 2. Distribution of the number of isolates, number of genotypes and frequency of different genotypes of Streptococcus mutans
for patients with and without Down syndrome and their caries experiences.

Genotypes
Subject Caries Isolates (n)  Genotypes (n) a bcd e f g h i j k I mn o p qg r s t u v w x
Children with DS
1 NO 12 7 1 1 3 2 1 1
2 NO 9 7 1 1 3 1 1 1
3 NO 6 5 1 1 1
4 NO 1 1 1
5 NO 6 5 1 2 1 1
6 YES 4 3 2 1 1
7 YES 4 3 1 2
8 YES 5 4 2 1 1 1
9 YES 3 2 2 1
Children
without DS
10 NO 10 7 1 1 2 1 2 1
11 NO 15 8 1 1 2 2 1 4 2
12 NO 3 3 1 1 1
13 NO 4 4 1 1 1 1
14 NO 3 3 1 1 1
15 YES 1 1 1
16 YES 2 2 1 1
17 YES 11 8 1 1 2 3 1 1 1
Total 99 7 61 2 8 2 4 3 1 2 3 6 1 1 12 2 1 6 1 9 1 2 4

DS: Down syndrome. Genotypes: Different letters correspond to different genotypes obtained with AP-PCR.
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Table 3. Comparison of the acidogenicity of Streptococcus mutans genotypes
among children with and without Down syndrome.

AUC P value
median (min.-max)  0.001*
Children with DS (n=9) 46.48 (45-56)

Children without DS (n=16) 38.56 (32-44)

AUC: area under the curve (pH x time) in cm?. Min: minimum. Max: maximum. DS: Down
syndrome. * Mann-Whitney U test. P<0.05.



Excluded by
DMFS or dmfs < 6

131 children

60 with DS

42 with DS

71 without DS

70 without DS
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Excluded due to inability to
collect saliva (n=19)
- Children with DS (n=18)
- Children without DS (n=1)

Excluded for having salivary
counts of SM below of
2,5 x 10° CFU/mL (n=66)
- Children with DS (n=23);
- Children without DS (n=43)

Salivary counts of SM above
of 2.5 x 10°> CFU/mL (n=19)

Salivary counts of SM above
of 2.5 x 10° CFU/mL (n=27)

CF (n=7)

CC (n=12)

>

DMFS < 6 or dmfs < 6 (n=6)

DMFS = 7 or dmfs = 7 (n=6)

Inviability of growth of
SMisolates (n=17)
- Children with DS (n=4)
- Children without DS (n=13)

Figure 1. Flowchart of sample selection process.

CF (n=8)

CC (n=19)

DMFS < 6 or dmfs < 6 (n=6)

DMFS =7 or dmfs = 7 (n=13)

CC (n=4)

CF (n=5)

CC (n=3)

CF (n=5)

DS: Down syndrome. SM: Streptococcus mutans. CFU/mL: colony forming units per milliliter.

CF: caries free. CC: with caries experience. DMFS: surfaces decayed, missing and filled in

permanent dentition. dmfs: surfaces decayed, missing and filled in deciduous dentition.
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Figure 2. Image representative of electrophoresis gel from AP-PCR using primer OPA-02 and
S. mutans UA159 as positive control (column 2). Columns 1, 10 and 16 correspond to 250 bp
DNA ladder. Different letters correspond to different genotypes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados dos estudos da presente tese pode-se concluir que:

1. Embora muitos estudos tenham mostrado que pessoas com sindrome de
Down apresentam menor experiéncia de carie do que individuos néo
sindromicos, existem falhas no desenho experimental da maioria dos estudos
e, por isso, ndo existem evidéncias cientificas que suportem essa hipotese.

2. Criancas com e sem sindrome de Down da mesma faixa-etéria
apresentam experiéncia de céarie similar. Entretanto, criancas com a sindrome
de Down apresentam maiores contagens salivares de Streptococcus mutans do
gue criancas sem a sindrome. Além disso, criancas com sindrome de Down
gue tém escovacao supervisionada por pais ou cuidadores apresentam
menores indices de placa e sangramento gengival.

3. Criancas com sindrome de Down apresentam genotipos de
Streptococcus mutans menos acidogénicos quando comparados aos de

criancas sem a sindrome.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A professora Lina Hashizume e seus alunos Mauricio Moreira, Carolina
Schwertner e Débora Grando da Faculdade de Odontologia da UFRGS solicitam a
participacao de seu filho (a) na pesquisa “Avaliagdo das condi¢cdes de saude bucal e
niveis de Streptococcus mutans na saliva de criangas com sindrome de Down”.

Esta pesquisa tem como objetivo verificar as condicbes de saude bucal de
criancas com e sem sindrome de Down. Para isso, sera realizado um exame clinico
bucal e coleta de saliva. O responsavel pela crianca receberd um questionario que
deveréa ser preenchido constando informacdes, tais como: idade da crianga, consumo
diario de alimentos, renda familiar e habitos de escovacao, dentre outros.

Como beneficios, os participantes deste estudo terdo acesso ao diagnéstico de
doencgas bucais e receberdo um relatério do exame realizado e, caso algum
tratamento seja necessario, a crianca sera encaminhada para a Faculdade de
Odontologia da UFRGS, onde recebera cuidados.

Os participantes deste estudo sdo selecionados ao acaso, sendo assegurada a
liberdade de se recusar a participar ou se retirar da pesquisa a qualquer momento sem
gue isso traga qualquer prejuizo aos mesmos. As informacdes coletadas assim como
a identidade dos individuos ficardo sob o poder restrito dos pesquisadores.

A pesquisadora responsavel por este estudo é a professora Dra. Lina
Hashizume. Contato pode ser feito pelo telefone (51) 3308-5193 e no endereco Rua
Ramiro Barcelos, 2492, sala 402, Porto Alegre, RS.

Fui informado (a) que posso solicitar maiores informacBes a respeito da
pesquisa ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
RS, pelo telefone (51) 3359-7640.

Eu, , responsavel pela crianca
autorizo o uso dos resultados obtidos por meio
do exame clinico, coleta de saliva e questionario para fins de pesquisa. Declaro que
recebi uma cépia do presente termo de consentimento livre e esclarecido.

Local e data: Telefones para contato:

Assinatura do responsavel pela crianca:

Assinatura da pesquisadora responsavel:
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ANEXO B - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DO HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE



