UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CAROLINA SCHWERTNER

ANALISE BIOQUIMICA DA SALIVA E DO BIOFILME DENTAL
DE CRIANCAS COM SINDROME DE DOWN

Porto Alegre
2014



CAROLINA SCHWERTNER

ANALISE BIOQUIMICA DA SALIVA E DO BIOFILME DENTAL
DE CRIANCAS COM SINDROME DE DOWN

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Curso de Graduacdo em Odontologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Cirurgido-
Dentista.

Orientadora: Prof.. Dr2 Lina Naomi Hashizume

Porto Alegre
2014



CIP - Catalogagéo na Publicagao

Schwertner, Carclina

Andlise bioguimica da saliva e biofilme dental de
criancas com sindrome de Down / Carclina Schwertner. -
- 2014.

31 £.

Orientadora: Lina Naomi Hashizume.

Trabalho de conclusio de curso (Graduacdo) ==
Tniversidade Federal do Ric Grande do Sul, Faculdade
de Odentolegia, Curse de Odontelogia, Porto Alegre,
BR-RS5, 2014.

1. sindrome de Down. 2., Saliva. 3. Biofilme. 4.
Eletrd&litos. I. Hashizume, Lina Naomi, orient. II.

Titule.

Elaborada pelo Sistemna de Geracio Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornsecidos pelo{a) autar(a).




AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais, Carlos e Roseli, pelo amor incondicional e por ndo medirem esforcos para as
minhas realizacoes.

Ao meu irmdo André, pelo exemplo e incentivo.
A professora Lina Naomi Hashizume, pela paciéncia na orientag&o e apoio.
Aos amigos e colegas, pelo apoio constante, dividindo angustias e alegrias. Em especial ao

Mauricio Moreira, Luisa Mercado e Alessandra Dariva que participaram ativamente desta
etapa.



RESUMO

SCHWERTNER, Carolina. Anélise bioquimica da saliva e do biofilme dental de criangas
com sindrome de Down. 2014. 31 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2014.

As composicOes bioquimicas da saliva e do biofilme dental podem refletir o estado de saude
bucal dos individuos num determinando momento. Alteracdes especificas decorrentes da
sindrome de Down (SD) manifestam-se na cavidade bucal podendo ter como consequéncia
alteracbes nas composicdes bioquimicas da saliva e do biofilme dental de individuos com a
SD. Entretanto verifica-se uma escassez na literatura em relacéo a estudos sobre este tema. O
objetivo do presente estudo foi avaliar as composicdes bioquimicas da saliva e do biofilme
dental de criangas com SD residentes na cidade de Porto Alegre, RS. Participaram deste
estudo 144 criancas de 6 a 14 anos de idade, sendo 61 criangas com SD e 83 criancas sem SD.
Amostras de saliva estimulada e de biofilme dental acumulado por 48 horas foram coletados
dos participantes do estudo. As concentracfes de flior (F), calcio (Ca) e fosforo (P) foram
dosadas para as amostras de saliva e biofilme dental. As dosagens de Ca e P foram
determinadas colorimetricamente utilizando os reagentes Arsenazo Ill e molibdato,
respectivamente. Para as dosagens das concentracbes de F, foi utilizado um eletrodo
especifico para fluor. Para o biofilme dental além da analise da concentragcdo de F, Ca e P,
foram avaliadas as concentracdes de polissacarideos extracelulares (PEC) utilizando-se o
reagente acido sulfarico. Os resultados obtidos para os grupos com e sem SD foram
comparados por meio do teste U de Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%. As
concentragdes salivares de F, Ca e P ndo apresentaram diferencas entre as criancas com SD e
as criancas sem SD. Com relacdo ao biofilme dental, as criangcas com SD apresentaram
menores concentra¢des de P e maiores concentracdes de PEC comparadas as das criangas sem
(P < 0,05). Baseado nos resultados do presente estudo conclui-se que o biofilme dental de
criancas com SD apresenta maior potencial cariogénico do que o biofilme de criancas sem
SD.

Palavras-chave: Sindrome de Down. Saliva. Biofilme. Eletrélitos.



ABSTRACT

SCHWERTNER, Carolina. Biochemical analysis of saliva and dental plaque of children
with Down syndrome. 2014. 31 f. Final Paper (Graduation in Dentistry) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

The biochemical composition of saliva and dental biofilm may reflect the state of oral health
of individuals in a certain moment. Down syndrome (DS) manifests specific changes in the
oral cavity, thus possibly resulting in changes in the biochemical composition of saliva and
dental plaque of individuals with DS. However, there is a lack of studies on this topic in the
literature. The aim of this study was to evaluate the biochemical composition of saliva and
dental plaque in children with DS living in the city of Porto Alegre, Brazil. The study
included 144 children of 6 to14 years old, being 61 children with DS and 83 without DS.
Stimulated saliva samples and accumulated biofilm for 48 hours were collected from study
participants. The concentrations of fluoride (F), calcium (Ca) and phosphorus (P) were
measured in the samples of saliva and dental biofilm. The levels of Ca and P were determined
colorimetrically using the reagents Arsenazo Il and molybdate, respectively. The
concentrations of F, were measured with a specific fluoride electrode. In the biofilm, besides
the concentration of F, Ca and P, extracellular polysaccharides (PEC) were measured using
the sulfuric acid reactant. The results for the groups with and without SD were compared
using the Mann-Whitney test with a significance level of 5%. The salivary concentrations of
F, Ca and P did not differ between children with DS and children without DS. Regarding the
biofilm, children with DS showed lower P and higher concentrations of PEC compared to
children without (P <0.05). Based on the results of this study, we concluded that the biofilm
of children with DS presents greater cariogenic potential than children without DS.

Keywords: Down syndrome. Saliva. Dental Plaque. Electrolytes.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A sindrome de Down é uma alteracdo genética prevalente e que acomete 0s seres
humanos em todas as ragas e niveis socioecondmicos. John Langdon Down, em 1866, foi o
primeiro pesquisador a publicar um ensaio descrevendo o fendtipo de criancas com
caracteristicas comuns diferentes de outras criangas com retardo mental, e classificou essas
caracteristicas como distintas e separadas (DOWN, 1866). Somente em 1959, que
pesquisadores franceses (LEJEUNE; GAUTIER; TURPIN, 1959), e americanos (JACOBS et
al., 1959) — de forma independente — realizaram descobertas de cariotipagem e definiram o
exato nimero de cromossomos no genoma humano, percebendo que a Sindrome de Down era
causada por um cromossomo extra presente no vigésimo primeiro par. Em vez de 46
cromossomos, nesses individuos encontram-se 47.

A incidéncia da sindrome de Down & de 1 para cada 700 a 1000 nascimentos. Estima-
se que no Brasil haja em torno de 300 mil pessoas com a sindrome.

N&o se sabe ainda a causa para a ndo disjungdo cromossdmica. Atualmente estudos
mostram que o aumento da idade materna aumenta a frequéncia desta alteracdo, aos 35 anos
de idade, sua prevaléncia chega a 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 (SOCIETY NDS, 2013).

A respeito das caracteristicas fisicas mais comuns dos individuos com Sindrome de
Down, destacam-se a braquicefalia, boca e orelhas pequenas, hipotonia muscular, fissuras
palpebrais obliquas, excesso de pele na nuca e pescoco, prega palmar unica transversa e um
quinto dedo curto com clinodactilia e, frequentemente, um sulco profundo entre o primeiro e
0 segundo dedo (ANTONARAKIS et al., 2004)

A dificuldade cognitiva também varia bastante entre os individuos com Sindrome de
Down, sendo classificada como leve, moderada ou ocasionalmente grave, dependendo de seu
QI. Existe um significante risco de perda de audicdo (75%), apneia obstrutiva do sono (50-
79%), cardiopatias congénitas (50%), disfuncdo neuroldgica (1-13%), atresia gastrointestinal
(13%), luxacdo do quadril (6%), doencas da tireoide (13-18%) e leucemia (1%) (BULL,;
COMMITTEE ON GENETICS, 2011).

Dentre as alteragbes estomatognaticas comuns em individuos com a sindrome,
podemos citar palato ogival, magroglossia e hipertrofia papilar. (FISCHER-BRANDIES;
SCHMID; FISCHER-BRANDIES, 1986). Estes individuos também apresentam mais

hipoplasia do terco médio da face com reduzida protuséo nasal e um menor terco inferior da



face quando comparados com individuos ndo-sindrémicos (DE MORAES et al., 2007). A ma-
oclusdo (principalmente mordida aberta anterior e mordida cruzada posterior), bruxismo e
respiracdo bucal sdo achados frequentes nesta populacdo. (DAVIDOVICH et al., 2010).

Individuos com sindrome de Down apresentam anomalias dentarias com bastante
frequéncia. A alteracdo dental mais comum nestes individuos diz respeito a variacdo no
nimero e na morfologia dos dentes. Entre as alteracGes, citam-se a anadontia, erup¢do
dentéria tardia e com cronologia diferenciada, alta incidéncia de dentes impactados,
hipodontia e o taurodontismo (SEAGRIFF-CURTIN; PUGLIESE; ROMER, 2006; DE
MORAES et al., 2007).

Trabalhos publicados tém mostrado que pessoas com sindrome de Down apresentam
menores indices de dentes cariados do que pessoas ndo-sindromicas (BARNETT et al., 1986);
STABHOLZ et al., 1991; COGULO et al., 2006; DAVIDOVICH et al., 2010; AREIAS et al.,
2012). No entanto, outros estudos ndo mostram esta diferenca no indice de dentes cariados
(ULSETH et al., 1991; FUNG; ALLISON, 2005; OREDUGBA, 2007; MATHIAS et
al.,2011; MOREIRA et al., 1013). Em individuos com sindrome de Down, essas diferengas
podem estar relacionadas com caracteristicas especificas relacionadas a sindrome, com
manifestacdes orais. Algumas caracteristicas podem ser causadas tanto por fatores ambientais,
como por oligodontias congénitas, atraso na erupcdo dentaria, bem como alteragdes na
composicao salivar (AREIAS et al., 2012).

A analise da composicao bioquimica tanto da saliva quanto do biofilme pode levar ao
conhecimento do ambiente bucal e suas interagdes com os tecidos mineralizados dos dentes
(SIQUEIRA et al., 2004; DAVIDOVICH et al.,2010).

A saliva é uma secrecdo exdcrina, composta 99% por agua, e que contém uma ampla
variedade de eletrolitos e proteinas. Entre os eletrolitos destacam-se: sddio, potassio, calcio,
cloro, magnésio, bicarbonato, fosforo. Entre as principais funcbes salivares destacam-se
limpeza, protecdo, manutencdo do pH bucal e integridade dos tecidos moles e duros da
cavidade bucal. A capacidade de tamponamento salivar mantém o pH bucal em 6,8.
Alteracdes nesse valor sdo prontamente neutralizadas pelos sistemas de tamponamento salivar
(EPSTEIN JB; SCULLY C, 1992).

A saliva pode auxiliar na avaliacdo do risco de desenvolvimento de cérie e também no
diagnostico de outras doencas utilizando métodos sialométricos e sialoquimicos.
Determinadas substancias podem ser dosadas e assim contribuir para o diagndstico de
doencas a partir do exame de niveis de elementos inorgénicos e organicos salivares.

(KOHLER et al., 1981). Ha muitos estudos envolvendo fluxo e capacidade tampao salivar de



criancas com sindrome de Down, porém, poucos estudos abordam concentracfes de ions
inorganicos na saliva (SIQUEIRA; NICOLAU, 2002; SIQUEIRA et al., 2006, AREIAS et al.
2012). Em estudo de Cogulo et al (2006), cuja amostra era composta por 75 criangas de 7 a 12
anos com SD comparadas a criancas da mesma faixa etaria sem a sindrome, ndo foram
encontradas diferengas significantes entre pH salivar, capacidade tampédo e fluxo salivar
comparando 0s grupos. J& em estudo recente de Areias et al. (2012), foi encontrado menor
fluxo salivar em criancas e adolescentes (6 a 18 anos) com SD quando comparados a seus
irmdos sem sindrome. Os autores ndo encontraram diferenca na quantidade de IgA e no pH
salivar.

Estudos sugerem que a sindrome de Down pode alterar a concentracdo dos eletrolitos
da saliva. Davidovich et al. (2010), encontrou maiores concentra¢fes de calcio e cloreto na
saliva de criancas com sindrome de Down que apresentavam dentes cariados, comparado com
0 grupo de criangas sem a sindrome tambeém com caries. Com relagdo aos ions sodio e
potassio, a concentracdo foi significantemente maior no grupo com a sindrome e com
presenca de caries, comparado com 0 grupo sem a sindrome e sem caries.

Outro estudo também com criangas que apresentavam a sindrome de Down e grupo
sem sindrome, ndo encontrou diferencas significativas na concentracdo de calcio, fosforo e
magnesio entre 0s grupos. Ja a concentracdo de sodio encontrada, foi significantemente maior
no grupo com sindrome de Down (SIQUEIRA et al., 2007).

Em contrapartida, um estudo recente ndo encontrou diferencas na composicao iénica
da saliva. As concentracgdes de calcio, fosforo, potassio e cloreto ndo apresentaram diferencas
significativas quando se comparou um grupo de criancas com sindrome de Down e um grupo
de criancas sem a sindrome. (AREIAS et al., 2013).

Portanto, na literatura, existem tanto estudos que encontraram diferencas no niamero
de eletrélitos da saliva de individuos com sindrome de Down, como 0s que ndo encontraram
diferencas, ndo havendo um consenso.

Assim como a saliva, o biofilme dental também apresenta niveis de eletrélitos que
podem ser quantificados e relacionados com cérie. (CURY et al., 1997; CURY et al., 2000).
Ndo ha estudos que analisem a presenca de ions no biofilme dental em pessoas que
apresentam sindrome de Down.

Os polissacarideos extracelulares (PEC) produzidos pelas bactérias formadoras do
biofilme dental sdo um modo de armazenamento quando ha presenca de grandes quantidades
de carboidratos, e sdo formados essencialmente a partir de sacarose. Os PEC sdo sintetizados

principalmente por bactérias a partir do carboidrato sacarose sendo importantes na adesao
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microbiana. Eles contribuem para o0 aumento da espessura e da porosidade do biofilme dental,
aumentando a concentracdo de &cido na interface dente-biofilme. H&4 uma correlagéo positiva
entre dieta rica em sacarose e aumento da producéo de PEC no biofilme, sendo que bactérias
capazes de produzir maior quantidade de polissacarideos extracelulares tendem a ser mais
cariogénicas (NISENGARD; NEWMAN, 1994).

Estudos sugerem que a composicdo do biofilme dental pode influenciar na sua
cariogenicidade, e que o seu padrdo de polissacarideo insolivel e baixa concentracdo de
calcio, fosforo e flior também devem ser considerados (CURY et al., 1997 e CURY et al.,
2000).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos tém relatado diferencas nas concentracGes de ions na saliva de pacientes com
sindrome de Down, mas ndo h& um consenso se a sindrome pode se manifestar nas
concentragdes de eletrolitos na saliva desses individuos, influenciando tanto no padréo de
carie quanto no ambiente bucal em sua totalidade.

Né&o foram encontrados na literatura estudos que avaliassem a composi¢do bioquimica
do biofilme dental de individuos com sindrome de Down comparando-os com o0s de
individuos sem esta sindrome, o que torna este um importante campo para estudo, pois as
concentracdes dos eletrélitos e PEC podem interferir diretamente na integridade dos tecidos
mineralizados dentarios.

Portanto, é importante a avaliacdo da concentracdo de eletrolitos tanto na saliva quanto
no biofilme dental de criangcas com SD através de um estudo bem delineado e controlado.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos foram divididos em objetivos gerais e objetivos especificos.
3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do estudo foi avaliar a composi¢do bioquimica da saliva e do biofilme
dental de criancas com SD, comparando-as com criangas sem a sindrome, residentes na
cidade de Porto Alegre, RS.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar e comparar as concentracdes de fluor, calcio, fosforo na saliva de criancas
com sindrome de Down e criangas sem a sindrome;
e Analisar e comparar as concentracfes de flaor, célcio, fosforo e polissacarideos

extracelulares no biofilme dental entre os dois grupos estudados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DE ORIGEM E REALIZAQAO DA PESQUISA

O estudo foi realizado no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Bucal da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, na cidade de Porto
Alegre, RS.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Este é um estudo laboratorial, cego e controlado.

4.3 CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

A amostra do presente estudo foi selecionada a partir de um levantamento realizado
em um estudo anterior cujo objetivo era verificar as condicdes de saude bucal e niveis
salivares de Streptococcus mutans em criangas com sindrome de Down, comparando-as com
criancas ndo-sindromicas (MOREIRA et al., 2013).

A amostra incluiu 144 criancas com idade entre 6 e 14 anos. O grupo teste foi
composto por 61 criangas com confirmacdo citogenética de sindrome de Down que estavam
cadastradas no servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre , Brasil. O
grupo controle foi composto de 83 criancas sem a sindrome selecionadas entre os O grupo
controle foi composto de 83 criancas sem a sindrome selecionadas entre os alunos de uma
escola publica em Porto Alegre. Nenhuma das criancas, em ambos 0s grupos, apresentavam
alguma doenca sistémica ou haviam utilizado antibioticos por pelo menos trés meses antes do
estudo. Os critérios de exclusdo foram: impossibilidade de se realizar exame clinico (devido a
falta de cooperacao da crianca) e uso de aparelho ortodoéntico.

Informacdes referentes a consumo diario de acucar foram obtidas através de

entrevistas por telefone com os pais ou responsaveis das criancas.

4.4 EXAME CLINICO

O exame clinico foi realizado por um unico examinador bem treinado enquanto 0s
individuos estavam sentados em uma cadeira. Antes do estudo foram realizadas sessdes de
calibracdo, onde vinte criancas foram examinadas duas vezes com um intervalo de uma
semana.

A concordancia intra-examinador para exame clinico foi de 0,96, que é considerado

excelente de acordo com uma interpretacdo padrdo de kappa. Anteriormente ao diagnostico
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de cérie, o biofilme dental foi removido profissionalmente. O exame clinico foi baseado em
critérios visuais-tateis com a utilizacdo de um espelho dental e uma sonda dental sem corte,
assistida pela luz artificial. O diagnéstico de carie ocorreu com base na deteccdo de lesdes de
cérie na fase de cavitagdo, de acordo com os critérios recomendados por WHO.

4.5 COLETA DE SALIVA

Cada participante recebeu um pedaco de goma de mascar sem agucar para que
ocorresse a estimulacdo salivar. A goma foi mastigada por 30 segundos e a saliva produzida
durante este periodo, descartada. Os voluntarios permaneciam mastigando a goma por 5
minutos e a saliva era coletada em um frasco coletor estéril. As amostras de saliva foram
armazenadas em microtubos estéreis, e transportada sob refrigeracdo até o Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Bucal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul onde foram
armazenados a — 20°C até posteriores analises laboratoriais.

As criangas que ndo puderam ter a sua saliva estimulada coletada devido ao nivel de
deficiéncia causada pela sindrome de Down, dificuldade de mastigacdo ou de expectoracao

tiveram a saliva ndo estimulada coletada.

4.6 COLETA DE BIOFILME DENTAL

Foi solicitado que cada voluntario ndo higienizasse seus dentes por 48 horas antes do
horéario da coleta de biofilme, que foi realizada em uma segunda consulta.

O biofilme dental supragengival foi coletado de todos os dentes, utilizando-se curetas
estéreis (NOBRE DOS SANTOS et al, 2002), armazenado em microtubo estéril, e
transportado sob refrigeracdo até o Laboratdrio de Bioguimica e Microbiologia Bucal da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul onde foram armazenados a — 20°C até posteriores
analises laboratoriais.

Apo6s a coleta de biofilme os voluntarios tinham seus dentes higienizados e era
realizada uma orientacdo de higiene bucal para os participantes juntamente com 0s

responsaveis.

4.7 ANALISE MICROBIOLOGICA DO BIOFILME

As amostras de biofilme foram sonicadas em solucdo salina, e posteriormente, foi
realizada a diluicdo seriada. Aliquotas de 25 ul de cada diluicdo foram colocadas em duplicata
em mitis salivarius bacitracina agar (Difico, Becton Dickinson and Company, MD, EUA) para

a quantificacdo de estreptococos mutans. As placas foram incubadas microaerofilia a 37 ° C
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durante 48 h. A identificacdo dos estreptococos mutans foi realizada com base na morfologia
da colénia. As contagens microbiologicas foram expressas em unidades formadoras de
colonias por mililitro de saliva (UFC / mL). Todas as contagens foram realizadas de forma

cega pelo mesmo pesquisador.

4.8 ANALISES BIOQUIMICAS DA SALIVA

As amostras de saliva foram centrifugadas a 4000 rpm, durante 5 minutos a 25°C. O
sobrenadante era armazenado a — 20°C.

O descongelamento se deu em temperatura ambiente, anteriormente as analises. Apos,

a saliva era divida entre as analises de concentracdo de fltor, calcio e fosforo salivar.

Anaélise de flaor salivar

A andlise da concentracdo de fluor foi realizada por meio de um eletrodo especifico
(Orion 9609, Sao Paulo, Brasil) conectado a um analisador de ions (modelo RS232,
PROCYON, Séo Paulo, Brasil) (CURY et al., 1997).

Uma curva de calibracdo foi preparada, contendo os seguintes padrdes de fldor:
0,02ppmF, 0,04ppmF, 0,08ppmF, 0,1ppmF, 0,2ppmF, 0,3ppmF e 0,4ppmF. Em cada padréo
foram adicionados HCI 1M e Total lonic Strenght Adjustment Buffer 111 Solution (TISAB I11)
com NaOH. Com ajuda do eletrodo especifico, foi analisada inicialmente a curva de
calibracdo, realizada em duplicata. Apds a curva, foi medida a concentracdo do fldor nas

amostras de saliva. Em cada amostra era adicionado também HCI 1M e TISAB I111.

Anélise de célcio salivar

A andlise do célcio foi quantificada por método colorimétrico. Foi utilizado como
reagente o Arsenazo Il para a deteccdo de calcio nas amostras, e as leituras foram realizadas
utilizando um espectrofotometro (modelo Biowate 3, THERMO SCIENTIFIC, Madison,
USA) (VOGEL; CHOW; BROWN, 1983; VOGEL et al., 1990). Uma curva de calibracéo foi
realizada em duplicata, tendo como base um padrdo de calcio 400uM, agua deionizada e
Arsenazo Il1. A leitura foi realizada no espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 650
nm. Primeiramente deu-se a leitura da curva duplicada, logo apoés, realizou-se a leitura das

amostras que foram acrescidas de Arsenazo Il11.
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Anélise de fosforo salivar

A anélise de fosforo se deu por método direto com fosfomolibdato. Em solugédo
sulfdrica, os ions fésforo formam com o molibdato um complexo denominado fosfomolibdato
de aménia. A concentracao deste complexo formado é proporcional a concentracao de fosforo
(VOGEL; CHOW; BROWN, 1983; VOGEL et al., 1990). A curva de calibracéo, realizada
em duplicata, foi composta de &gua deionizada, padrdo de fésforo 3mg%, acido molibidico e
reativo redutor. Para cada amostra, juntamente com a saliva foi adicionado acido molibidico e
reativo redutor, ambos preparados anteriormente as analises. Apos a adicdo do &cido
molibidico em capela especifica, tanto nos padrdes como nas amostras, era necessario agitar e
esperar 10 minutos. Apds, adicionava-se o reativo redutor, do qual, transcorridos 20 minutos
foi realizada a leitura primeiramente das curvas e posterior das amostras em um
espectrofotometro (660nm) (modelo Biowate 3, THERMO SCIENTIFIC, Madison, USA).

4.9 ANALISES BIOQUIMICAS DO BIOFILME DENTAL

As amostras de biofilme dental foram secas utilizando-se uma cémara a vacuo
(KARTELL, ITALIA) com pentdxido de fosforo por 24 horas (PEARCE et al., 1984). Apds a
dessecacdo, as amostras foram transferidas de microtubo e o seu peso seco foi obtido
utilizando uma balanca analitica (SARTORIUS AG, GOETTINGEN, ALEMANHA). Para a
realizacdo da extracdo dos componentes a serem analisados no biofilme, foi adicionado uma
solugdo de HCI 0,5M na proporg¢édo de 0,1mL para cada 1mg de biofilme seco. As amostras
com HCI 0,5M foram colocadas sob agitacdo constante por 3 horas. Ao final destas trés horas,
foi acrescentado TISAB Il pH 5 (contendo 20 gramas de NaOH/L) na proporcao de 0,1 mL de
TISAB Il para cada 1mg de biofilme seco. As amostras foram agitadas e centrifugadas por 5
minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para outro microtubo e congelado
para posterior analise de fluor, célcio e fosforo. O precipitado restante foi lavado em solugédo
salina 0,89% e em seguida foi adicionado o reagente NaOH 1M (0,2 mL) para cada 1 mg de
biofilme seco. As amostras foram mantidas sob agitacdo constante por 3 horas. As amostras
foram entdo centrifugadas e o sobrenadante foi transferido de microtubo e congelado para
posterior analise de polissacarideos extracelulares insolUveis.
Anédlise de fluor do biofilme dental

A andlise da concentracdo de flior no biofilme foi realizada por meio de eletrodo
especifico (ORION 9609, Sdo Paulo, Brasil) conectado a um analisador de ions (Modelo
RS232, PROCYON, Séo Paulo, Brasil) como na analise salivar (CURY, 1997).



17

Diferente da analise do flior salivar, a curva de calibracdo, continha os seguintes
padrdes de fltor: 0,1ppmF, 0,2ppmF, 0,4ppmF, 0,8ppmF, 1,6ppmF, 2ppmF, 4,0ppmF, 8ppmF
e 16ppmF. Em cada padréo foram adicionados HCI 1M e TISAB Il com NaOH. Com ajuda
de eletrodo especifico, foi analisada inicialmente a curva de calibragdo, realizada em
duplicata. Ap6s a curva, foi medida a concentracdo do flior nas amostras de biofilme que

eram colocadas diretamente em contato com eletrodo para leitura.

Andlise de célcio do biofilme dental

A andlise do célcio foi quantificada por método colorimétrico, igualmente as amostras
salivares. Foi utilizado como reagente o Arsenazo |1l para a deteccdo de calcio nas amostras
de biofilme, e as leituras foram realizadas utilizando-se um espectrofotometro (VOGEL,;
CHOW; BROWN, 1983; VOGEL et al., 1990). Uma curva de calibracdo foi realizada em
duplicata, tendo como base um padréo de calcio 400uM, agua deionizada e Arsenazo I1I. A
leitura foi realizada no espectrofotometro (650nm). Primeiramente deu-se a leitura da curva
duplicada, logo apos, realizou-se a leitura das amostras de biofilme que foram acrescidas de

Arsenazo IlI.

Andlise de fosforo do biofilme dental

A analise de fosforo se deu por método direto com fosfomolibdato, com protocolo
igual ao da analise salivar. Em solucéo sulfurica, os ions fésforo formam com o molibdato um
complexo denominado fosfomolibdato de amdnia. A concentragdo deste complexo formado é
proporcional a concentracdo de fésforo inorganico (FISKE; SUBARROW, 1925). A curva de
calibracdo, realizada em duplicata, foi composta de adgua deionizada, padrdo de foésforo 3
mg%, acido molibidico e reativo redutor. Para cada amostra, juntamente com o biofilme foi
adicionado acido molibidico e reativo redutor, ambos preparados anteriormente as analises.
Apo6s a adicdo do acido molibidico em capela especifica, tanto nos padrées como nas
amostras, era necessario agitar e esperar 10 minutos. Apos, adicionava-se o reativo redutor, do
qual, transcorridos 20 minutos foi realizada a leitura primeiramente das curvas e posterior das

amostras em um espectrofotémetro (660nm).

Analise de polissacarideo extracelular (PEC) do biofilme dental
As dosagens de polissacarideos insoltveis foram determinadas colorimetricamente
utilizando-se um espectrofotdmetro (DUBOIS et al., 1956). Para a curva de calibracdo foi

utilizado como padrdo a Glucose 100 ul/mL. Utilizaram-se os reagentes fenol 5% e acido
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sulflrico 95% tanto na curva de calibracdo quanto nas amostras. Transcorridos 20 minutos da

adicdo dos reagentes foi feita a leitura em espectrofotometro (490nm).
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4.10 PROCESSAMENTO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Os dados que
tiveram distribuicdo normal foram comparados utilizando-se o teste t de Student com o
objetivo de comparar 0s grupos de criancas com e sem a sindrome de Down. Os resultados
destas variaveis foram expressos como valores de médias e desvio-padrdo. Uma vez que nao
houve normalidade em quase todas as variaveis, optou-se pela aplicacdo do teste U de Mann-
Whitney. Os resultados foram expressos como mediana e percentis 25 e 75%. O nivel de
significancia foi de 5%. Todas as variaveis foram analisadas com auxilio do software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) 18.0 for Windows (IBM, Chicago, EUA).

4.11 CONSIDERAGOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

Todos os pais ou responsaveis foram previamente informados dos objetivos deste
estudo e assinaram um termo de comprometimento livre e esclarecido autorizando o exame

clinico e a coleta de saliva e biofilme dental (ANEXO).
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5 RESULTADOS

A tabela 1 mostra a caracterizacdo dos participantes do estudo. Para as variaveis
género, idade, frequéncia de ingestdo de sacarose, contagens de Streptococcus mutans no
biofilme dental e experiéncia de cérie, ndo foram observadas diferencas entre as criancas.

A tabela 2 apresenta as concentragdes de fltor, célcio e foésforo presentes na saliva das
criancas com e sem SD. Com relacdo a saliva, este estudo ndo encontrou diferencas
significativas nas concentracdes dos ions fltor, célcio e fésforo comparando as criangas com
SD e as criangas sem a sindrome (P > 0,05).

A tabela 3 mostra as concentrac6es de fluor, célcio, fésforo e PEC no biofilme dental
para as criangas com SD e para as criancas sem a sindrome. Ndo foram encontradas
diferencas significativas na concentracdo de fluor e célcio comparando os dois grupos (P >
0,05). Entretanto para a concentracdo de fosforo no biofilme dental foram observados valores
significativamente menores no grupo de criancas com SD (P = 0,001). J& para as
concentracdes de polissacarideos extracelulares foram observados valores significativamente

maiores no grupo de criangas com SD comparando os dois grupos (P = 0,005).



Tabela 1 - Caracterizacdo dos participantes do estudo
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Varidveis analisadas Criangas com SD Criangas sem SD Valor de P
(n=61) (n=83)
Género
Homens (%) 57,4% 54,2% 0,836*
Mulheres (%) 42,6% 45,8%
Idade méd (xDP) 9 (2,06) 9,43 (1,84) 0,201**
Frequéncia de sacarose 3 (2-5) 3(1,5-9) 0,124***
md (25-75%)
Contagem de Streptococcus
mutans (UFC) md 1,6x10° 6,13x10" 0,552%**
Experiéncia de carie
Sim (%) 42,6 47,0 0,726*
Néo (%) 57,4 53,0

Méd: media; DP: desvio padrdo; Md: mediana; 25-75%: percentis; %: porcentagens; *Teste
do Qui-quadrado ** Teste t de Student *** Teste U de Mann-Whitney.
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Tabela 2 - Valores de mediana e percentis (25 e 75%) das concentragdes de fltor, célcio e

fosforo na saliva de criangas com SD e criangas sem SD.

Eletrolitos Criancas com SD (n=61) Criancas sem SD (n=83) Valor de P*
FlGor (ppm F) 0,01 (0,01 - 0,02) 0,02 (0,01 - 0,02) 0,273
Célcio (mM Ca/mL) 32,54 (30,46 - 32,72) 29,31 (24,58 - 33,96) 0,246
Fosforo (mg P/mL) 0,29 (0,20 - 0,37) 0,27 (0,20 - 0,33) 0,638

*Teste U de Mann-Whitney, P < 0,05.

Tabela 3 - Valores de mediana e percentis (25 e 75%) para as concentragdes de fldor, calcio,

fosforo e de PEC no biofilme dental de criancas com SD e criangas sem SD.

Eletrdlitos Criancas com SD (n=61) Criancas sem SD (n=83) Valor de P*
Fldor (mg F/g) 37,92 (20,88 - 80,44) 39,7 (23,06 - 108,76) 0,257
Célcio (uM Ca/mg) 194,05 (69,38 - 379,77) 171,17 (90,65 - 388,95) 0,795
Faosforo (ug P/mg) 6,01 (3,9 -7,83) 7,95 (6,34 - 11,96) 0,001
PEC (ug PEC/mg) 141,93 (102,15 - 179,88) 108,66 (87,42 - 135,33) 0,005

*Teste U de Mann-Whitney, P < 0,05.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo analisar a composi¢do bioquimica da saliva e do
biofilme dental com relacéo as concentragdes de fltor, célcio, fésforo e PEC em criancas com
SD, comparando com as de criangas sem a sindrome.

Com relacdo aos eletrolitos salivares, este estudo ndo encontrou diferengas
significativas entre as concentracdes de flGor, calcio e fésforo comparando criancas com
sindrome de Down e criangas sem a sindrome. Estes resultados concordam com os resultados
do estudo realizado por Areias et al. (2013) que analisou as concentracdes salivares de célcio,
fosforo, potassio e cloro de 45 pares de irmdos com idades entre 6 e 18 anos, onde um deles
apresentava SD e o outro ndo. Os autores ndo encontraram diferengas nas concentragcdes dos
eletrolitos avaliados quando comparou criangcas com sindrome de Down e criangas sem a
sindrome.

Os resultados do presente estudo também concordam com os resultados do estudo de
Siqueira et al. (2004) cuja amostra era de 22 criangas com SD e 21 criangas sem SD, com
idades variando de 6 a 10 anos. Esse estudo avaliou as concentracfes salivares de calcio,
fosforo, zinco e magnésio e ndo observou diferencas nos valores encontrados entre criangas
com sindrome de Down e criangas sem a sindrome.

Outro estudo que apresentou resultados que concordam com os do presente estudo foi
o de Siqueira et al. (2007). O autor apresenta uma amostra de bebés com idades entre 2 e 60
meses, contendo 25 criancas com SD e 21 sem SD, e analisou as concentracdes salivares de
calcio, fésforo, magnésio e sodio. Nesse estudo os autores também ndo encontraram
diferencas nas concentracdes salivares dos eletrolitos célcio, fosforo, e magnésio comparando
os dois grupos. Foi encontrada diferenca apenas nas concentragdes de sédio salivar, que foi
maior nas crian¢as com SD do que nas criancas sem SD.

Davidovich et al. (2010) em um estudo cuja amostra era de 70 criangas com SD entre
1 e 9 anos, e 32 individuos sem SD com idades entre 5 e 15 anos, analisou as concentracées
salivares de célcio, cloro e potassio. Os autores encontraram maiores concentracdes de calcio,
cloro e potassio na saliva de criancas com SD e com experiéncia de carie. Neste estudo, houve
a divisdo da amostra em quatro grupos, considerando a experiéncia de carie ou ndo no grupo
de estudo e grupo controle, diferente do presente estudo. Por esta razdo uma comparacgdo entre
os resultados ndo se torna possivel.

Muitos estudos que verificaram as concentracfes de eletrolitos na saliva de pessoas
com SD apresentam pequeno tamanho amostral (SIQUEIRA et al., 2004; SIQUEIRA et al.,
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2007; AREIAS et al., 2013) ou inapropriado grupo de comparagdo (DAVIDOVICH et al.,
2010). Isto pode ser devido a dificuldade de se conseguir participantes para o estudo e o
manejo especializado de pacientes com SD (pacientes especiais).

Uma das limitacGes do presente estudo foi 0 ndo controle da exposicéo de flior pelos
participantes, que podem ocorrer por consumo de &gua fluoretada, dentifricio fluoretado,
também com bochechos fluoretados entre outros. Isto poderia justificar a falta de diferenca
nas concentragdes de flor da saliva e do biofilme dental encontrado entre os dois grupos.

Outro ponto a ser destacado foi a grande variabilidade inter-individual encontrada nos
valores das concentragBes dos ions analisados nas leituras tanto da saliva quanto do biofilme
dental, o que j& foi observado por outros autores (CURY et al., 1997; CURY et al., 2000).

Nenhum estudo até o presente momento havia analisado a composicdo bioquimica do
biofilme dental de individuos com SD. As concentracdes organicas e inorganicas do biofilme
dental sdo grandes influenciadoras no processo da formagdo da lesdo cariosa, interagindo
diretamente com o esmalte dental e devem ser consideradas (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

O presente estudo indicou que criancas com SD apresentam diferencas em relagéo a
quantidade de PEC em seu biofilme dental. As concentracdes de PEC no biofilme das
criangas com SD se apresentaram maiores do que nas criangas sem SD.

Os PEC séo sintetizados principalmente por bactérias a partir do carboidrato sacarose
sendo importantes na adesdo microbiana. Eles contribuem para o aumento da espessura e da
porosidade do biofilme dental, aumentando a concentracdo de acido na interface dente-
biofilme. Sendo assim bactérias capazes de produzir maior quantidade de polissacarideos
extracelulares tendem a ser mais cariogénicas (NISENGARD; NEWMAN, 1994).

Apesar da contagem de Streptococcus mutans do biofilme dental e da frequéncia diaria
de sacarose de criancas com SD e de criancas sem SD serem similares (p < 0,05), a
concentracdo de PEC no biofilme dental das criangas com SD foi maior do que as criancas
sem SD. Estudo de Mattos-Granner et al. (2000) mostrou que mais importante do que o
namero de micro-organismos cariogénicos presentes no biofilme dental, € a capacidade que
eles possuem em sintetizar os PEC. Portanto, sugere-se que 0S micro-organismos presentes no
biofilme de criancas com SD sejam mais cariogénicos do que aqueles presentes no biofilme
de criancas sem SD. Estudos avaliando a viruléncia destes micro-organismos e a sua
diversidade genotipica dentro do biofilme dental de criancas com SD podem ajudar a

esclarecer este achado.
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As criangas com SD apresentaram menores concentracfes de fosforo em seu biofilme
dental do que as criangas sem SD, o que indica uma mudanga na matriz de seu biofilme
dental. Os componentes inorganicos do biofilme contribuem com aproximadamente 5% a
10% do seu peso seco e compreendendo principalmente os ions célcio, fésforo e fldor.

O processo de desmineralizacdo dental esta condicionado a existéncia de um estado de
subsaturacdo do meio, sendo que o pH e a concentragdo de ions, dentre eles o fésforo,
influenciam na determinacéo do grau de saturacdo (PEARSE, 1998). Fisico-quimicamente a
queda do pH acarreta um desequilibrio no estado de saturacdo do fluido do biofilme em
relacdo ao mineral do dente e este tende a se dissolver (FEJERSKOV, KIDD; 2005).

Cury et al. (1997, 2000 e 2004), em estudos envolvendo a composi¢do inorgénica do
biofilme dental, verificou que em biofilmes cariogénicos, as concentracfes de flor, célcio e
fosforo sdo menores do que em biofilmes ndo cariogénicos. O autor ressalta que a
cariogenicidade do biofilme dental ndo pode ser atribuida apenas a sua maior porosidade, mas
também a sua menor composicao inorganica.

Como resultados do presente estudo, as criangas com SD apresentaram um
biofilme dental com menor concentracdo de fésforo e PEC, portanto com maior potencial
cariogénico. Entretanto estes dados devem ser avaliados com cautela quando se pretende
associar o potencial cariogénico do biofilme dental e a prevaléncia de carie em criangas com
SD. O presente estudo utilizou amostras de um biofilme dental propositalmente acumulado,
pois 0s responsaveis eram instruidos a ndo realizar a higiene oral da crianca nas 48 horas
anteriores a coleta de biofilme. Sendo que esta condi¢do ndo reflete ao acimulo de biofilme
real apresentado pelo individuo em seu cotidiano.

Apesar do biofilme dental de criancas com SD apresentar um maior potencial
cariogénico, isto ndo se refletiu na experiéncia de carie apresentada pelas criancas com SD
que foi similar a de criancas sem a SD. Dados reportados por Moreira (2013) mostraram que
as criancas com SD recebem maior supervisdo na escovacdo didria realizada pelos pais ou
responsaveis comparada aquelas sem a SD. Pode-se entender que mesmo possuindo um
biofilme dental com potencial cariogénico, um controle efetivo deste biofilme dental teria

mais relevancia na prevaléncia de cérie destas criangas.
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7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados do presente estudo pode-se concluir que:

- Criancas com SD apresentam concentracdes salivares de fluor, célcio e fdsforo
similares as de criancas sem SD.

- Com relacdo ao biofilme dental, criancas com SD apresentam um biofilme
potencialmente cariogénico, com maiores concentracdes de PEC e menores concentragdes de

fosforo do que as criancas sem SD.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que as criangas com SD apresentam um biofilme dental
com maior potencial cariogénico. Estas caracteristicas, somadas a fatores como dieta
cariogénica e um controle deficitario do biofilme dental podem ter consequéncias negativas
em relacdo ao desenvolvimento da carie dentaria.

Sendo a cérie dentaria uma doenga de carater multifatorial, ressalta-se a importancia
do cuidado em escovacdo e da atencdo especial que deve ser considerada para este grupo
populacional. A supervisdo de um responsavel nesses casos se torna de grande relevancia para
a saude bucal dessas criancas podendo ser decisivo para o padrdo de cérie apresentado por
elas.
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Esta pesquisa tem como objetivo verificar as condi¢cGes 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 recebera um questionario que deverd ser preenchido
constando informacdes, tais como: idade da crianga, consumo diario de acucar, renda familiar
e habitos de escovacéo, dentre outros.

Como beneficios, os participantes deste estudo terdo acesso ao diagndstico de doencas
bucais e receberdo um relatério do exame realizado e, caso algum tratamento seja necessario,
a crianca serd 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 que isso traga
qualquer prejuizo aos mesmos. As informagdes coletadas assim como a identidade dos
individuos ficardo sob o poder restrito dos pesquisadores.

A pesquisadora responsavel por este estudo & 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 informacdes 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
cdpia do presente termo de consentimento livre e esclarecido.

Local e data: Telefones para contato:

Assinatura do responsavel pela crianca:

Assinatura da pesquisadora responsavel:




