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RESUMO

LETIERI, Aline dos Santos. AVALIACAO LONGITUDINAL DE IMUNOGLOBULINA A
SECRETORIA EM CRIANCAS COM CARIE APOS TRATAMENTO RESTAURADOR.
Rio de Janeiro, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia — Area de concentrac&o:
Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A saliva atua diretamente na modulacdo da ocorréncia e progressao da carie dentéria;
entretanto a relagdo entre os niveis de alguns de seus componentes e a doenca ainda
permanece controversa. Logo, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar os niveis
salivares da imunoglobulina A secretéria (IgA-s) em pacientes com carie de
acometimento precoce (GC) e livres de carie (GLC), e verificar esses niveis em um
periodo de acompanhamento apds tratamento restaurador no GC. Foram
selecionadas criancas sistemicamente saudaveis em periodo de denticdo decidua
completa, usando-se os seguintes critérios de exclusdo: uso de antibidticos sistémicos
nos 3 meses anteriores, realizacdo de tratamento odontoldgico restaurador prévio, uso
de aparelhos ortodénticos, presenca de dentes com necessidade de tratamento pulpar
ou exodontia, sangramento gengival espontdneo ou lesdo bucal. Os participantes
foram alocados em dois grupos: GC (n = 23), com lesGes cavitadas em dentina (ceo-s
> 0); e GLC (n = 23), com auséncia de historico de doenca (ceo-s = 0), inclusive sem
presenca de mancha branca. Foram obtidas amostras de 1 mL de saliva total ndo
estimulada e o tempo requerido foi registrado para calcular o fluxo salivar. Foi
realizada quantificacdo de proteinas totais, IgA-s, Lactobacillus sp e Streptococcus
mutans. Os pacientes do GC receberam tratamento restaurador com resina composta,
sendo realizadas coletas de acompanhamento em periodos de 7 dias, 1, 2 e 3 meses
pés-tratamento. Observou-se que a média de idade e a distribuicdo dos géneros foi
similar entre os grupos (p > 0,05, teste Mann-Whitney). O fluxo salivar e a
concentracdo de proteinas totais ndo diferiram entre 0s grupos nem durante o
acompanhamento no GC (p > 0,05, testes Mann-Whitney e Wilcoxon). Os niveis de
IgA-s foram estatisticamente mais elevados no GC (46,89 + 41,94 ug/mL) do que no
GLC (25,40 £ 15,44 pg/mL) (p = 0,03, teste Mann-Whitney). No GC, houve reducéo da
IgA-s durante o acompanhamento, porém essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (p > 0,05, teste Wilcoxon). Foram obtidas amostras de acompanhamento
em alguns participantes do GLC, aonde foram observados niveis similares de IgA-s (p
> 0,05, teste Wilcoxon). A concentracdo de Lactobacillus sp foi estatisticamente menor
no GLC (p < 0,01, teste Mann-Whitney), havendo redug&o durante o acompanhamento
no GC (p < 0,01, teste Wilcoxon). Houve grande variacdo interindividual nos niveis de
Streptococcus mutans; entretanto, no acompanhamento no GC observou-se reducéo
apenas nos individuos que apresentaram diminuigdo da concentracao de IgA-s. Diante
do exposto, conclui-se que criancas com carie de acometimento precoce apresentam
niveis mais elevados de IgA-s do que as livres de cérie. Além disso, verificou-se que a
reducdo da IgA-s no periodo de acompanhamento pos-tratamento no grupo com carie
esteve associada a diminui¢cdo dos niveis de Streptococcus mutans.

Palavras Chave: Céarie Dentéria; Saliva; Imunoglobulina A; Pré-Escolar;
Streptococcus mutans; Lactobacillus



ABSTRACT

LETIERI, Aline dos Santos. LONGITUDINAL EVALUATION OF SECRETORY
IMMUNOGLOBULIN A IN CHILDREN WITH CARIES AFTER RESTORATIVE
TREATMENT. Rio de Janeiro, 2016. Dissertacao (Mestrado em Odontologia —
Area de concentracdo: Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Saliva acts directly modulating the occurrence and progression of dental caries;
however, the relationship between the levels of some components and the
disease remains controversial. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the salivary levels of secretory immunoglobulin A (s-IgA) in children with early
childhood caries (ECC) and caries-free (CF), and verify these levels in a follow-
up period after restorative treatment in ECC participants. It were selected
systemic health children in complete primary dentition period, with the following
exclusion criteria: use of systemic antibiotics in the previous three months,
previous restorative dental treatment, use of any orthodontic appliance,
presence of tooth with need of pulp treatment or extraction, spontaneous
gingival bleeding or oral lesion. The participants were divided into two groups:
ECCG (n = 23), with cavitated lesions in dentin (dmf-s > 0); and CFG (n = 23),
with no history of dental caries (dmf-s = 0), including without any whit spot.
Samples of 1 mL of unstimulated whole saliva were obtained and the required
time was recorded to calculate the salivary flow rate. It was quantified the total
protein, s-IgA, Lactobacillus sp and Streptococcus mutans. Participants from
ECCG received restorative treatment with composite resin, being conducted
follow-up collections in 7 days, 1, 2 and 3 months after the treatment. It was
observed that mean age and gender distribution were similar in both groups (p
> 0.05, Mann-Whitney test). The flow rate and total protein concentration did not
differ between groups or between follow-up samples in ECCG (p > 0.05, Mann-
Whitney and Wilcoxon tests). It was found that the s-IgA levels were
significantly higher in ECCG (46.89 + 41.94 pg/mL) than in CFG (25.40 + 15.44
pg/mL) (p = 0.03, Mann-Whitney test). In ECCG, s-IgA levels decreased during
the follow-up, but it was not statistically significant (p > 0.05, Wilcoxon test).
Follow-up samples from some patients of CFG were obtained and was verified
similar levels of s-IgA (p > 0.05, Wilcoxon test). The concentration of
Lactobacillus sp was statistically lower in CFG (p < 0.01, Mann-Whitney test),
with a reduction during follow-up in the ECCG (p < 0.01, Wilcoxon test). There
were wide interindividual variation in salivary levels of Streptococcus mutans;
however, it was observed a reduction during follow-up only in ECC participants
that showed a decrease in the concentrations of s-IgA. Thus, it is concluded
that early childhood caries children have higher levels of s-IgA than caries-free.
Furthermore, it was found that the reduction of s-IgA during follow-up in early
childhood caries group was associated with the decrease of Streptococcus
mutans levels.

Key words: Dental Caries; Saliva; Immunoglobulin A; Child, Pre-school;
Streptococcus mutans; Lactobacillus



LISTA DE TABELAS

Artigo

Table 1. Children’s demographic data, localization of decayed surfaces, dietary
habits, and hygiene background...............ccccoiiiiiiiiiiiies 48
Table 2: Streptococcus mutans, Lactobacillus sp and flow rate of ECC and CF
children before and after restorative treatment.............cceee e, 50
Table 3: Salivary s-IgA and total protein from ECC and CF children before and

After reStOratiVe trEAIMENT. ... e e eeaen 51



LISTA DE FIGURAS

Artigo

Figure 1: Streptococcus mutans and Lactobacillus sp (CFU/mL in Log!® scale)
from ECC and CF children at baseline and 7 days, 1 month, 2 months and 3

months follow-up after restorative dental treatment..................coovvvvviiiiiineeeenn. 52

Figure 2: Individual representation of ECC patients with a pattern of reduction
in s-IgA values in follow-up period (A) and with aleatory levels (B) and its
salivary concentrations of Streptococcus mutans (C and D) and Lactobacillus sp
(= Vg Lo N S 53



LISTA DE ABREVIATURAS

ceo-d

ceo-s

GC
GLC
IgA
IgA-s
IgD

IgE

IgM
mg
min
mL
NacCl
nm

°C

pH
rpm
Mg
ML

indice cariado perdido obturado por dente
indice cariado perdido obturado por superficie
Forga gravitacional

Grupo com carie de acometimento precoce
Grupo livre de carie

Imunoglobulina A

Imunoglobulina A secretoria
Imunoglobulina D

Imunoglobulina E

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Miligrama

Minuto

Mililitro

Cloreto de Sadio

Nanbmetros

Grau Celsius

p-valor

Potencial Hidrogenibnico

Rotagao por minuto

Micrograma

Microlitro



LISTA DE SIMBOLOS

graus

= igual

> maior ou igual
> maior que

< menor que

- menos

% porcentagem



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt ettt 19
2 OBUJIETIVOS ..ottt e e e e e e e s e e e e e e e e e e nnes 24
2.1 ODJetiVO geral........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiie 24
2.2 ODbjetiVOS €SPECITICOS .....uuveieiiieeeiiiiiiiiieee e 24
3 DELINEAMENTO DA PESQUISA......ooiiiiiieeeiiittiiee e 25
3.1 Desenho do €SIUAO ......cccviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 25
3.2 ASPECLOS BLICOS ..ceeeeiiiiiiieiieie ettt 25
3.3 SeleGho da amMOSHra ......ccoevvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 25
3.4 Avaliacdo dos habitos de higiene bucal e dieta...............ccccoeeeeeeinnnnnn, 26
3.5 Coletade SaliVa.......ccccvvviiiiiiiiiiii 27
3.6 Tratamento 0dONtOIOQICO. ......cceeeiiiiiiiiiiiiiee e 27
3.7  AnAlises MICrobIOIOQICAS .....cccueeiiiiiiiiiiiieee e 28
3.8 Quantificac@o de proteinas totaiS...........covvvvvviiiiieeeeeeeeecei e, 28
3.9  QuaNtificaCao da IgA-S .....ccciieeee e 29
3.10  ANAlise eStatiStiCa.......ccvvvviieiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 30
4 DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA ..., 32
5 DISCUSSAOD ...ttt ettt 54
B CONCLUSOES .....ocotiiiieieiiteisietee ettt 60
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ocoiiiiiiieeeieiee e 61
8 APENDICES ....coiiiitiiiiiii ettt ettt sttt 66
8.1 Apéndice 1: Termo de Assentimento Livre e Esclarecido.................... 66
8.2 Apéndice 2: Ficha de exame dentario...........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiiiiee e, 69
8.3  APENdICE 3: ANAIMNESE .....oeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 70
8.4 Apéndice 4: Ficha dos resultados das analises laboratoriais .............. 72
O ANEXOS L. e 73

9.1 Anexo 1: Parecer do Comité de Etica do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filhno (HUCFF/UFRJ) ......ccoovviiiiiii e 73



19

1  INTRODUCAO

A cérie dentaria € uma doenca complexa e de carater multifatorial, na
qual estdo envolvidos fatores genéticos, ambientais e comportamentais
(Fejerskov, 2004). Sua evolugdo é capaz de causar grande destruicdo dentaria,
podendo resultar em complicacdes locais, sistémicas, psicoldgicas e sociais.
Essas consequéncias podem afetar a curto e longo prazo a qualidade de vida
dos pacientes e seus familiares (Martins-Junior et al., 2013; Clementino et al.,
2015). Devido ao fendmeno de polarizacdo da doenca, € ainda considerada
um problema de saude publica em algumas populacdes, sendo uma das

doencas crénicas mais comuns na infancia (Misra et al., 2007).

As criangas, especialmente as mais jovens, constituem uma populagéao
ainda muito afetada pela doenca. A denominagcdo carie de acometimento
precoce é empregada quando ha a presenca de uma ou mais superficies
cariadas (cavitadas ou nao), perdidas ou obturadas em qualquer dente deciduo
de criancas de até 71 meses de idade (AAPD, 2008). Dados dos Estados
Unidos mostram que a céarie de acometimento precoce continua a apresentar
alta prevaléncia, especialmente acometendo os dentes anteriores superiores.
Apesar disso, vem sendo constatada uma discreta melhora na condi¢do bucal
desse seguimento da populacdo, aonde vem sendo observadas mais
superficies tratadas do que cariadas (Dye, Hsu e Afful, 2015). No Brasil, foi
verificada uma reducao de 13,9% no indice ceo-d aos 5 anos de idade, entre
os anos de 2003 e 2010. Entretanto, a proporcdo de dentes cariados se
manteve em 80% nesse grupo (Ministério da Saude, 2012), demonstrando que
ainda existe uma alta demanda por tratamento odontolégico para as criancas

dessa faixa etaria no pais.

Dentre as muitas variaveis associadas ao maior risco a ocorréncia e
progressdo da carie, destacam-se os fatores socioecondmicos, microbiota,
dieta, resposta do hospedeiro, estrutura dental, utilizacdo de fluoretos e
alteracbes nos componentes salivares, podendo causar o desequilibrio

bioquimico da cavidade bucal (Valaitis et al., 2000; Baginska e Stokowska,
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2006; Schroth et al., 2007; Camacho et al., 2009; Svec et al., 2009). Apesar da
existéncia de amplas investigacdes sobre esses fatores de risco na literatura,
ainda existem falhas e caréncias em resultados que possibilitem o
planejamento e realizacdo de intervencbes preventivas e tratamentos
conservadores de ampla abrangéncia (Touger-Deckere e Van Louveren, 2003).
Existem ainda lacunas de conhecimento acerca de intervencfes de carater
microbioldgico, abordagens remineralizantes e reparadoras na gestdo da céarie
de acometimento precoce (Garcia et al., 2015). Desse modo, reforca-se a
importancia de estudos e abordagens sobre métodos preventivos, que devem
ser iniciados de modo precoce e mantidos durante toda a infancia e
adolescéncia (Pereira et al., 2010).

No processo da doenca, o biofilme dental compreende um
microecosistema de microrganismos com caracteristicas fisiolégicas que
favorecem sua colonizacdo nas superficies dentarias, através de propriedades
como adesao e resisténcia a baixos niveis de pH (Gudino et al., 2007). Dentre
a vasta microbiota relacionada a doenca, dois microrganismos que estéo
reconhecidamente envolvidos nesse processo sdo 0s Streptococcus mutans e
Lactobacillus sp (Takahashi e Nyvad, 2008).

Os Streptococcus mutans sao cocos imoéveis, organizados em cadeias
curtas ou médias, Gram-positivos, anaerobios facultativos, n&o-esporulados.
Suas principais propriedades relacionadas a cariogenicidade séo: capacidade
de colonizacao primaria das superficies dentarias; producdo de acido latico por
meio da fermentacdo de carboidratos (poténcial acidogénico); presenca de
potencial aciddrico maior que 0s outros estreptococos e capacidade de
sintetizar polissacarideos insoluveis a partir da sacarose. A presenca dessas
caracteristicas, aliadas ao fato de serem frequentemente isolados de lesdes de
carie, apontam estes microrganismos como agentes patogénicos envolvidos
diretamente no inicio do processo da carie dentéaria (Clarke, 1924; Takahashi e
Nyvad, 2008). E, apesar do seu carater multifatorial, a presenca desse
microrganismo tem grande importancia para o estabelecimento da doenga,
sendo apontado como um fator de risco fortemente associado a carie de

acometimento precoce (Parisotto et al., 2010).
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Os Lactobacillus sp sao bastonetes Gram-positivos, que raramente
apresentam mobilidade, anaerodbios facultativos, ndo-esporulados. Foram os
primeiros microrganismos considerados cariogénicos, porém, posteriormente,
descobriu-se que eles ndo estdo relacionados ao inicio, e sim com a
progressao do processo carioso, uma vez que sao selecionados pela acidez do
microambiente, que é consequéncia da doenca ja iniciada. Estao relacionados
com alta e frequente ingestdo de carboidratos, podendo ser utilizados para
avaliacao de risco e progressédo de carie (Mattos-Graner et al., 2000; Santos et
al., 2002; Takahashi e Nyvad, 2011).

Outro componente envolvido diretamente com a dinamica do processo
carioso € a saliva, uma vez que exerce importante papel na homeostase da
cavidade bucal. Ela € composta de 99,5% de agua e 0,25% de matéria
organica, principalmente proteinas (Dawes et al., 2015). As mudancas
salivares, em geral, podem modular as altera¢gées nos tecidos dentais. A saliva
interfere no processo da doenca através de propriedades como fluxo salivar,
capacidade tampao e de lavagem, formacéo da pelicula adquirida e presenca
de anticorpos salivares (Thaweboon et al., 2008; Horst et al., 2011; Bagherian e
Asadikaram, 2012).

Os anticorpos, importantes componentes da resposta imune especifica,
estdo presentes tanto na saliva como em outras secrecdes corporais, Como
soro, leite e lagrimas, e fazem parte de um grupo de proteinas solaveis,
chamadas imunoglobulinas. Diferentes tipos de imunoglobulinas sao
encontrados na saliva (IgG, IgM, IgE, IgD), sendo a imunoglobulina A secretdéria

(IgA-s) o tipo predominante (Rupolo et al., 1998).

A imunoglobulina A é considerada um componente da primeira linha de
defesa imunoldgica, produzida através da estimulacdo direta das células de
defesa, como os linfocitos B, por antigenos locais. Ela € carreada por
transporte ativo até a saliva através da ligagdo com células secretoras
presentes nas glandulas salivares, recebendo a denominacdo de IgA-s
(Mostov, 1994). Foi demonstrado que a secrecao de IgA-s € aumentada por
estimulacao nervosa das glandulas salivares (Proctor et al., 2000) e que suas

concentracfes na saliva variam de acordo com a velocidade de transporte,
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podendo haver diminuicdo nos casos de estimulo do fluxo salivar (Kugler, Hess
e Haake, 1992). Sua principal atuacao biolégica é na protecdo das superficies
mucosas contra invasdo por virus e bactérias, além de ser responsavel pela
imunidade adquirida contra os antigenos bucais, estando relacionada a
memoria imunologica do hospedeiro (Rupolo, et al., 1998; Dawes et al., 2015).
Além disso, a IgA-s pode atuar sinergicamente com outros componentes
salivares, como lactoferrina, peroxidase e lisozima, que possuem atividade
antimicrobiana, neutralizando virus e toxinas e inativando enzimas associadas

a colonizacéao pelo Streptococcus mutans (Law et al., 2007).

Diversos trabalhos investigaram a relacdo entre os niveis salivares de
IgA-s e a carie dentaria, porém apresentando resultados contraditorios. Foram
observados niveis mais elevados de IgA-s em individuos livres de carie
(Chawda et al., 2011; Chopra et al., 2012), atribuindo-se um papel de protecéo
a essa imunoglobulina (Lehtonen et al.,, 1984), acreditando-se que niveis

elevados de IgA-s seriam capazes de impedir o inicio da doenca.

Em contrapartida, outros trabalhos encontraram concentragdes mais
elevadas de IgA-s nos grupos com carie (Ranadheer et al., 2009) e com carie
de acometimento precoce (Farias e Bezerra, 2003; Thaweboon et al., 2008;
Bagherian e Asadikaram, 2012). Esse achado corrobora com os resultados de
uma revisdo sistematica e metandlise, na qual constatou-se que individuos com
carie apresentavam niveis de IgA-s mais elevados comparado aos livres de
carie (Fidalgo et al., 2014). Foi constatada também relacéo direta entre niveis
mais elevados de IgA-s e 0 numero de lesdes ou superficies cariadas (Kirtaniya
et al.,, 2009; Chopra et al., 2012), o que fez essa imunoglobulina ser
considerada um marcador do historico de ocorréncia da doenca (Ranadheer et
al.,, 2011). Nesses estudos, considerou-se que 0s niveis elevados desse
anticorpo na saliva de individuos com carie eram uma consequéncia da
resposta do sistema imunoldgico dos hospedeiros ao processo carioso ja

instalado.

Devido as grandes diferengcas metodoldgicas entre os estudos e 0s
dados contraditérios obtidos, o0s resultados nessa area tornam-se

inconclusivos. Além disso, ha caréncia de estudos longitudinais, que possam
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demonstrar o comportamento dos niveis de IgA-s apos a realizagcdo do
tratamento odontoldgico restaurador, com o objetivo de entender o mecanismo

de atuacao desse anticorpo em relagdo a doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar os niveis de IgA-s salivar entre criancas com céarie de
acometimento precoce e livres de carie, e verificar sua concentracdo em um

periodo de acompanhamento apds o tratamento restaurador.

2.2  Objetivos especificos

e Comparar 0s niveis salivares de IgA-s, proteina total, Streptococcus
mutans e Lactobacillus sp e o fluxo salivar entre 0s grupos com céarie de
acometimento precoce e livre de cérie; e entre o0 momento inicial e
diferentes periodos de acompanhamento apds tratamento restaurador

no grupo com carie de acometimento precoce.

e Relacionar os niveis de IgA-s e microbiota cariogénica do grupo com
carie de acometimento precoce no periodos estudados.



25

3 DELINEAMENTO DA PESQUISA

3.1 Desenho do estudo

O presente trabalho foi realizado através de um estudo clinico
longitudinal controlado. A pesquisa foi conduzida na Clinica do Departamento
de Odontopediatria e Ortodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (FO/UFRJ), no Laboratério Multidisciplinar de
Pesquisa em Odontologia (LMPO) da FO/UFRJ e no Centro Nacional de
Ressonancia Magnética Nuclear Jiri Jonas — Centro de Ciéncias da Saude -
UFRJ.

3.2 Aspectos éticos

O projeto do estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ), sob
o parecer de numero 934.503 (Anexo 1), antes do inicio da sua execucdao.
Todos os participantes e seus responsaveis legais receberam informactes
escritas e verbais sobre objetivos, riscos, direito a acessibilidade e
confidencialidade dos dados e possibilidade de negar-se ou desistir de
participar da pesquisa a qualguer momento, sem acarretar em nenhum prejuizo
a eles. A inclusdo no estudo se deu ap6s consentimento voluntario verbal e
assinatura do termo de assentimento livre e esclarecido (Apéndice 1), pelas
criangas, quando possivel, e seus responsaveis, que receberam copias

assinadas desse documento.

3.3 Selecao da amostra

Foram selecionados pacientes sistemicamente saudaveis, atendidos na
Triagem e na Clinica de Bebés, no setor de Odontopediatria do Departamento
de Odontopediatria e Ortodontia da FO/UFRJ, com idade entre 24 e 71 meses
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e em periodo de denticdo decidua completa. Foi realizada uma triagem inicial
desses pacientes, por um pesquisador treinado e calibrado, em equipo
odontoldgico, com uso de luz artificial (foco), espelho bucal e seguindo todas as
normas de controle de seguranca, incluindo utilizacdo do equipamento de
protecdo individual. Foram empregados 0s seguintes critérios de exclusao: 1)
presenca de doenca sistémica, segundo relato dos responsaveis; 2) uso de
antibiético sistémico nos trés meses prévios; 3) inicio de erupc¢ao de qualquer
elemento dentario permanente; 4) presenca de sangramento gengival
espontaneo ou qualquer lesdo bucal; 5) pacientes previamente submetidos a
tratamento odontoldgico restaurador ou exodontias; 6) presenca de qualquer
dente com necessidade de tratamento pulpar ou exodontia. Nos casos de
lesBes cariosas profundas, aonde haviam duavidas sobre possivel envolvimento
pulpar, foram realizadas radiografias interproximais, através do uso de

posicionador radiografico.

Foi selecionada uma amostra de conveniéncia e 0s participantes foram
divididos em dois grupos pela presenca ou auséncia de carie, utilizando-se o
indice cariado perdido obturado por superficie (ceo-s) (Apéndice 2). O grupo
com céarie de acometimento precoce (GC) foi formado por criancas que
apresentavam pelo menos uma superficie cavitada (ceo-s > 0). O grupo livre de
carie (GLC) foi composto por criangcas sem historico de doenca (ceo-s = 0),
inclusive considerando-se a auséncia de manchas brancas ativas ou inativas

como critério para inclusdo nesse grupo.

3.4 Avaliacdo dos habitos de higiene bucal e dieta

Foi feito preenchimento de uma ficha de anamnese direcionada com os
responsaveis, na qual foi avaliada a histéria médica (presenca de doencas; uso
de medicamentos), os habitos de dieta (consumo atual de aclUcar e
amamentacao atual e pregressa) e de higiene bucal (escovagéo dentaria) dos

participantes (Apéndice 3).
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3.5 Coletade saliva

Foi realizada coleta de amostras de 1 mL de saliva total ndo estimulada
da regido do assoalho bucal dos participantes, com uso de uma pipeta
automatica universal. As criangcas permaneciam sentadas na cadeira
odontologica, em uma posicdo de 90° em relacdo ao solo e deviam estar no
minimo a uma hora sem se alimentar nem realizar escovacao dentéria. Todas
as coletas foram realizadas no periodo da manh&, entre 08:00 e 11:00 horas, e
o tempo dispendido para sua obtencéo foi registrado, a fim de calcular a taxa
de fluxo salivar, que foi registrada em mL/min (Fidalgo et al., 2015) (Apéndice
4). As coletas foram realizadas em um momento inicial, nos dois grupos, e em
periodos de acompanhamento pés-tratamento (7 dias, 1, 2 e 3 meses) no GC e
em alguns participantes do GLC. As amostras eram levadas até o laboratoério
LMPO/UFRJ em isopor com gelo, aonde foram posteriormente avaliadas. Uma
aliquota de 200 pL era retirada para avaliagdo imediata da microbiota e o
restante da amostra era congelado a -80°C até o momento das demais

analises.

3.6 Tratamento odontoldgico

Todos os participantes receberam um kit odontolégico, com escova de
dentes infantil, dentifricio fluoretado e fio dental, no inicio do estudo. Os
responsaveis e as criancas receberam instrucées de higiene bucal (técnica de
escovacao transversal) e de dieta (consumo racional de agucar) e os pacientes
eram submetidos a profilaxia profissional (pasta profilatica e escova de robson
em baixa rotacdo) e aplicacdo topica de flior em gel na consulta inicial e a

cada reavaliacéo.

Os pacientes do GC foram submetidos a tratamento odontologico
restaurador, realizado com anestesia local (cloridrato de lidocaina a 2% com
epinefrina 1:100.000), isolamento absoluto (grampo metalico e lencol de
borracha) e resina composta fotopolimerizavel (TPH, Dentisply®), com
utilizacdo de sistema adesivo de 2 passos, de acordo com as instrugdes

recomendadas pelo fabricante. Todos os participantes desse grupo foram
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submetidos a avaliacbes de acompanhamento, nos periodos de 7 dias, 1 més,
2 meses e 3 meses apos o término do tratamento restaurador, nas quais foram
realizadas coletas de saliva e avaliacdo clinica e de habitos de higiene e dieta,
conforme descrito anteriormente. Em alguns pacientes do GLC também foram
realizadas avaliacbes de acompanhamento, para verificar a variabilidade
intraindividual, seguindo os mesmos intervalos de tempo utilizados para o outro
grupo, a contar da data da coleta inicial. Os participantes que, durante o
periodo de acompanhamento, apresentaram reincidéncia de carie, perda total
ou parcial das restauracdes ou algum dos fatores de exclusdo adotados na

selecéo inicial, foram removidos do estudo.

3.7 Anélises microbioldgicas

Foi realizada a diluicdo de 50uL de saliva pura de cada amostra em
tubos estéreis contendo NaCl a 0.85%, obtendo-se concentracgdes finais de 10
1,102, 102 e 10*. Essas diluicées foram plaqueadas em duplicata (50uL em
cada placa), utilizando alcas de drigalsky, em 10 mL de meio &gar Mitis
salivarius acrescido de bacitracina (Difco, Detroit, USA) para contagem de
Streptococcus mutans, e meio agar Rogosa (Difco, Detroit, USA), para
quantificacdo de Lactobacillus sp. As placas foram incubadas em microaerofilia
a 37°C por 48 horas e, apés esse periodo, foram retiradas e foi feita a
contagem visual das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs), expressas em
UFC/mL (Apéndice 4).

3.8 Quantificacdo de proteinas totais

As amostras salivares foram inicialmente descongeladas, agitadas em
vortex e centrifugadas a 1500 g por 15 minutos, sendo analisadas em
duplicata. Foram adicionados 10 upL de saliva com 200 pyL de Azul de
Coomassie, e as diferengas colorimétricas geradas pela ligagdo das proteinas
salivares com esse corante foram verificadas através da leitura da densidade

Optica da placa a 630 nm em um espectrofotdmetro (SpectraMax Paradigm,
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Molecular Devices®). Foi utilizado o método de Bradford (Bradford, 1976), que
usa a albumina sérica bovina para obtencdo de uma curva de valores padréo,
gerando uma equacao da reta na qual foram incluidos os valores pesquisados,

obtendo-se assim os resultados, expressos em pg/mL (Apéndice 4).

3.9 Quantificagdo da IgA-s

As amostras salivares foram descongeladas, agitadas em vortex e
centrifugadas a 1500 g por 15 minutos. A concentracdo de IgA-s foi obtida
através de um ensaio imunoenzimatico de um kit comercial (Salimetrics®,

Science Pro), seguindo as recomendacoes indicadas pelo fabricante.

Todos os componentes do kit foram trazidos a temperatura ambiente
antes do inicio das analises. Foi utilizado um volume de 25 uL de cada
amostra, diluida em 100 pL de diluente em tubo falcon. Cada tubo foi incubado
por 90 minutos em temperatura ambiente apdés a adicdo de 50 uL de
conjugado. Depois disso, foi transferido 50 pL de cada tubo para os pogos de
uma placa de microtitulacdo, que foi incubada por 90 minutos em continua
agitacdo, a 400 rpm, em uma mesa agitadora microprocessada (Quimis®.
Cada poco foi entdo lavado com 300 pL de uma solugdo tampao e recebeu 50
ML de uma solugdo de tetrametilbenzidina (TMB), promovendo uma reagao
guimica que deixa a solucdo com uma coloracao azul. A placa foi agitada a 500
rpm por 5 minutos e incubada em repouso nha auséncia de luminosidade por 40
minutos. Depois disso, foram adicionados 50 yL de uma solugdo de parada
disponibilizada no kit, que interrompe a reagcdo quimica existente e muda a cor
das solucgdes para um tom amarelado. A placa foi mantida em agitacao por 3
minutos a 500 rpm e entdo a densidade O6ptica foi lida a 450 nm em um
espectrofotdmetro (SpectraMax Paradigm, Molecular Devices®). Foi obtida uma
curva de valores padrdo, através da utilizacdo de solugbes controle de
concentragcbes conhecidas, disponibilizadas no kit. Os valores pesquisados
foram inseridos na reta para obtengcdo dos resultados, expressos em ug/mL
(Apéndice 4).
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3.10 Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram tabulados e analisados pelo software
SPSS 20.0. Foi feita a analise descritiva da amostra, obtendo-se as médias,
desvio padrdo e porcentagens de distribuicdo dos seguintes dados: idade,
género, superficies cariadas, habitos de higiene e dieta. Todos os testes

estatisticos empregados foram ajustados com 95% de nivel de significAncia.

O teste Shapiro-Wilk foi aplicado a fim de avaliar a distribuicdo dos
dados e determinar os tipos de testes (paramétricos ou ndo paramétricos) a

serem utilizados.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as médias de
idade, distribuicdo dos géneros, taxa de fluxo salivar e niveis de Lactobacillus
sp, Streptococcus mutans, proteinas totais e IgA-s entre os grupos. Além disso,
foi empregado para comparar a distribuicdo das superficies cariadas entre os

arcos superior e inferior e entre as regides anterior e posterior, no GC.

O teste ANOVA foi usado para comparar as diferentes localizacbes das
superficies cariadas entre as faces dentarias acometidas (vestibular, lingual ou

palatina, mesial, distal, oclusal ou incisal) no GC.

O teste Qui-Quadrado, foi usado para comparar os resultados acerca
dos hébitos de higiene bucal e dieta observados entre 0s grupos.

O teste Wilcoxon foi usado na comparacdo da taxa de fluxo salivar e
niveis de Lactobacillus sp, Streptococcus mutans, proteinas totais e IgA-s entre

os diferentes momentos de coleta no GC.

A fim de realizar uma analise mais detalhada do GC, foi feita uma
subdivisdo em grupo com baixa presenca de cérie (ceo-s < 10) e grupo com
alta presenca da doenga (ceo-s = 10), sendo comparados os niveis de IgA-s
através do teste Mann-Whitney. Além disso, foi analisada se a variagcdo dos
niveis dessa imunoglobulina durante o periodo de acompanhamento no GC
seguiu ou ndo um padrdao semelhante entre os pacientes. Foram entdo
formados dois outros subgrupos, um com pacientes que tinham valores de IgA-

s com distribuicdo semelhante, e outro com aqueles que apresentaram valores
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oscilatorios durante esse periodo. Foi feita a comparacdo entre os niveis
salivares de Streptococcus mutans e Lactobacillus sp entre esses dois ultimos

subgrupos, nos periodos analisados, com o teste Wilcoxon.
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ABSTRACT

Several salivary components are associated with dental caries, but studies
about secretory immunoglobulin A (s-IgA) present controversial results.
Therefore, the aim of this study was to compare salivary levels of s-IgA in
children with early childhood caries and caries-free, and verify in a follow-up
period after restorative treatment. It were selected 46 systemically healthy
children in complete deciduous dentition period, being allocated in two groups:
caries-free group (CFG; dmf-s = 0; n = 23) and early childhood caries group
(ECCG; dmf-s > 0; n = 23). Unstimulated whole saliva was obtained at baseline
from both groups and during the follow-up periods (7 days, 1, 2 and 3 months)
in ECCG. The flow rate, cariogenic microorganisms counting and total protein
were assessed. Salivary s-IgA levels were statistically higher in ECCG (46.89 +
41.94 pg/mL) than in CFG (25.40 + 15.44 pg/mL) at baseline. No significant
differences in s-IgA levels between baseline and follow-up in ECCG was
verified. It was observed that patients from ECCG who presented a reduction in
s-IgA levels during follow-up, also showed a decrease in concentrations of
Streptococcus mutans and Lactobacillus sp (p < 0.05). The flow rate and the
total protein did not differed between the groups. The present data
demonstrated that salivary levels of s-IgA were higher in ECCG than in CFG.
Furthermore, it was verified that the restorative dental treatment did not show
significant influence in the s-IgA levels, which were related to the Streptococcus

mutans levels during follow-up.

Keywords: Saliva; Dental Caries; Immunoglobulin A; Child,  Preschool;

Streptococcus mutans; Lactobacillus
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INTRODUCTION

Dental caries is one of the most common chronic disease in childhood
[Misra et al.,, 2007]. Although its frequency has decreased over the past
decades around the world, there is still a high incidence in specific population
groups, such as young children [Dye et al., 2015; Garcia et al., 2015]. Early
childhood caries (ECC) is characterized by the occurrence of one or more
decayed, missing or filled tooth surfaces due to caries in children up to 71
months [AAPD, 2008].

Saliva plays an important role in modulation of occurrence of dental
caries. It is a complex biofluid that presents constituents from innate and
acquired immunological response [Lenander-Lumikari and Loimaranta, 2000].
One of these components is the secretory immunoglobulin A (s-IgA), that is
considered a specific local acquired defense mechanism in the oral cavity.
Among functions, s-IgA is able to neutralizing enzymes, toxins and virus and act
in synergy with others innate antibacterial factors, as lysozyme, lactoferrin,
salivary peroxidase and mucins [Rupolo et al., 1998; Marcotte and Lavoie,
1998]. Besides that, it is an antibody mainly related to interfere in microbial

adherence to epithelial cells and tooth surfaces [Hajishengallis et al., 1992].

Thereby, some studies have investigated the relationship between
salivary levels of s-IgA and dental caries. Some authors found higher levels of
s-IgA in saliva of patients with caries [Parisotto et al., 2011; Chopra et al., 2012;
Bagherian and Asadikaram, 2012; Priya et al., 2013], while others observed
opposite results, with higher levels in caries-free [Kirtaniya et al., 2009; Chawda
et al., 2010; Hagh et al., 2013; Pal et al., 2013]. It was observed important
methodological differences between the researches, besides the lack of
longitudinal evaluations. The present literature not show strong evidence if the
elevated levels of this immunoglobulin in saliva act protecting against the
cariogenic microorganisms colonization or if it is a result of a host
immunological response. Thus, the aim of this study was to investigate the s-
IgA levels in whole saliva of caries-free and early childhood caries children and
perform a longitudinal evaluation of early childhood caries group in a follow-up

period after restorative dental treatment.
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MATERIAL AND METHODS

Ethical Aspects

The present study was conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki and was submitted and approved by the local Ethical Committee in
Research (Approval protocol #242-14). Participants were only included if them
and their legal guardians agreed verbally and written to participate in the

research.
Subjects

For this longitudinal study, it were evaluated children in the complete
deciduous dentition period, between 24 and 71 months of age. The exclusion
criteria comprised the use of any systemic antibiotics in the prior 3 months,
presence of systemic disease, eruption of any permanent tooth, spontaneous
gingival bleeding, oral lesions, patients who had already undergone restorative
dental treatment or were using any orthodontic appliance; who had teeth with
need of pulp treatment or extraction. In cases of doubts about depth of carious

lesions were performed bitewings radiographs.

The selected subjects underwent an initial dental screening in a dental
chair, with focusable flashlight and mouth mirror, following all cross-infection
control measures. They were allocated in two groups, according the presence
or absence of dental caries, that was assessed by two calibrated examiners
(interexaminer reliability, Kappa = 0.87) using the decay-missing-filled surface
index (dmf-s) [WHO, 1998]. The early childhood caries group (ECCG; n = 23)
included children that had at least one decayed surface (dmf-s > 0); and caries-
free group (CFG; n = 23) was formed by children that never had any history of
dental caries (dmf-s = 0), and who did not have any active or inactive white

spot.
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Saliva Collection and Restorative Dental Treatment

Salivary samples were collected from all participants in both groups, at a
baseline. An amount of 1 mL of unstimulated whole saliva was obtained from
the floor of the mouth using an automatic pipette and was placed into a sterile
plastic universal tube, and the required time was set for salivary flow rate
calculation [Fidalgo et al., 2015], expressed in mL/min. All samples were taken
during morning (08:00h — 11:00h), at least 1 hour after patients have eaten,
drunk or brushed their teeth, and were transferred on ice to a microbiological

laboratory.

All participants receive oral hygiene kits (toothbrush, fluoride toothpaste
and dental floss) at the initial appointment, and they and their legal guardians
were instructed about oral hygiene and health dietary habits in all evaluation
moments. Patients of ECCG received restorative dental treatment with
composite resin, according to the manufacturer's instruction, and were
performed more four saliva sample collections, in periods of 7 days, 1 month, 2
months and 3 months after dental treatment, at the same way as described
above. Subjects that began using antibiotics, that need pulp treatments or
dental extractions and that developed any systemic or oral disorder during the

follow-up period were excluded from the sample.
Salivary Microbiological Analysis

Within a period of 2 hours after collecting, the saliva samples were
diluted in sterilized 0.85% NaCl to 10, 102, 10 and 104, and 50 yL of each
dilution was plated in duplicate on 10 mL of Mitis salivarius agar (Difco, Detroit,
USA) with bacitracin for quantification of Streptococcus mutans and Rogosa
(Difco, Detroit, USA) for Lactobacillus sp. The plates were incubated in candle
jars at 37 °C and, after 48 hours, the colonies of microorganisms were counted.
The results were expressed as colony-forming units per milliliter (CFU/mL). The

remaining samples were stored at -80 °C until immunological analysis.
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Quantification of s-IgA

Saliva samples were analyzed using an indirect competitive
immunoassay commercial kit for the quantitative measurement of s-IgA

(SALIMETRICS, Science Pro), following the manufacturer's recommendations.

All kit components and saliva samples were bring at room temperature
before use. The samples were completely vortex and centrifuge at 1500 g for 15
minutes. Then, 25 pL of each sample was diluted in 100 pL of s-IgA diluent in
appropriated tubes and were incubated with 50 yL of diluted antibody-enzyme
conjugate, for 90 minutes at room temperature. After this, 50 uL from each tube
was added to the microtiter plate, being subsequently incubated at room
temperature with continuous mixing at 400 rpm in a microprocessor shaker
table (Quimis® for 90 minutes. Then, each well was washed with diluted wash
buffer and 50 uL of TMB solution was added. The plate was mixed for 5 minutes
at 500 rpm and incubated in the dark at room temperature for 40 minutes. After
that, 50 pL of a stop solution was added in wells, the plate was mixed for more 3
minutes at 500 rpm, and the optical density was read in a plate reader
(SpectraMax Paradigm, Molecular Devices®) at 450 nm. A standard curve was

obtained and salivary s-IgA were calculated and expressed in ug/mL.
Quantification of Total Protein

Total protein concentration in salivary samples was determined using
bovine serum albumin for calibration, following the Bradford method [Bradford,
1976]. The samples were analyzed in duplicate with the use of Coomassie
Brilliant Blue G-250, that binds to salivary proteins. The optical density was read
at 630 nm on a spectrophotometer (SpectraMax Paradigm, Molecular

Devices®). The results were expressed in pg/mL.
Statistical Analysis

The data were tabulated and analyzed using SPSS 20.0 (SPSS Inc, IL,
USA). Means, standard errors and percentages of descriptive data of the
sample (age, gender, decayed surfaces, diet and oral hygiene habits) were

obtained. The Shapiro—Wilk normality test was applied in order to verify the
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distribution of the data. All used tests were adjusted with 5% of significance

level.

The Mann-Whitney test were used to compare mean ages, gender
frequency, flow rate and salivary levels of Lactobacillus sp, Streptococcus
mutans, total protein and s-IgA between the groups and to compare the
distribution of decayed surfaces between dental arches (superior and inferior)
and regions (anterior and posterior) in ECCG. The ANOVA test was used to
compare the different localizations of decayed surfaces (buccal, lingual, mesial,
distal incisal or occlusal) in ECCG. The comparison between diet and oral
hygiene habits of both groups was performed with the Chi-Square Test. The
flow rate and salivary levels of the microorganisms, total protein and s-IgA
between baseline and each follow-up sample (7 days, 1 month, 2 months and 3

months) in ECCG were compared with the Wilcoxon test.

In order to make a more detailed analysis of s-IgA data in ECCG, was
made a subdivision according the severity of the disease, in low dmf-s (dmf-s <
10) and high dmf-s group (dmf-s =2 10). The mean levels of s-IgA of these
subgroups at baseline were compared using the Mann-Whitney test.
Furthermore, it was observed if the ECC patrticipants presented or not a pattern
of distribution of s-IgA levels in follow-up period. It was done another
subdivision, in one group with participants that showed a similar behavior of this
levels and another one, with subjects that presented aleatory levels during this
period. These subgroups were analyzed separately and the Streptococcus
mutans and Lactobacillus sp levels in all evaluation moments were compared

with the Wilcoxon test.
RESULTS

The ECCG was initially composed by 23 children. During the follow-up
period occurred some drop-outs, remain 22 participants in 7 days and 1 month
evaluations; 21 subjects in 2 months, and 12 children in the 3 months

appointment.

The mean age and gender were similar between CFG and ECCG (p >
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0.05). The mean dmf-s in ECCG was 10.2 + 8.1, and the decayed surfaces
were more present in superior arch (p < 0.01). Reported daily use of fluoride
toothpaste, sugar consumption and nocturnal nursing bottle did not differ

statistically between the groups (p > 0.05) (Table 1).

The level of Lactobacillus sp were higher in the ECCG than in CFG at
baseline (p < 0.001). It was observed a significantly decrease between baseline
and all follow-up samples in ECCG (p < 0.001); however, the mean level of 3
months follow-up in this group continued statistic higher than the baseline in
CFG (p = 0.04). The Streptococcus mutans counting was similar between both
groups at baseline (p > 0.05). In ECCG, it were observed a significant reduction
from baseline and all follow-up samples (p < 0.05), and were found similar
levels between 3 months follow-up in this group and baseline at CFG (p > 0.05)
(Table 2). Figure 1 shows in log° scale the levels of Streptococcus mutans and

Lactobacillus sp in each period.

A similar flow rate was observed between both groups at baseline (p >
0.05) and also between all evaluations in ECCG (p > 0.05) (Table 2). The
salivary concentration of total protein at baseline did not differed in saliva
samples from the groups (p > 0.05), but was observed a significant reduction
between baseline and 7 days follow-up in ECCG (p < 0.001). No differences
were observed among the baseline and the other follow-up samples from ECC
children (p > 0.05) (Table 3).

It was observed that s-IgA levels in saliva from ECCG were statistically
higher than in CFG (p = 0.03) (Table 3). The subgroup of ECC that presented
high dmf-s showed higher levels of s-IgA (55.20 + 59.86 ug/mL) than in the low
dmf-s group (40.65 = 22.20 pg/mL), but this difference was not statistically
significant (p = 0.86). Regarding the follow-up after restorative treatment in
ECCQG, it was observed a slight decrease in mean levels of s-IgA over the time,
from baseline until 2 months evaluation (p > 0.05) (Table 3). In participants from
CFG that were submitted to follow-up collections, were observed similar values
in flow rate, total protein and s-IgA between baseline and all follow-up samples
(p > 0.05).



40

It was found a wide interindividual variation in salivary s-IgA between the
participants. The individual range of s-IgA levels of 16 representative patients
from ECC group, from baseline until the 3 months follow-up, was demonstrated
in Figure 2 (A e B). It was observed that some children with ECC showed a
reduction in the s-IgA levels after 7 days (p = 0.04), 1 month (p = 0.02), 2
months (p = 0.02) and 3 months (p = 0.03) after dental treatment (Figure 2A).
This subgroup of children exhibited increased levels of oral microorganisms at
baseline and a decreasing of Streptococcus mutans counting during the follow-
up period (Figure 2C). Otherwise, subjects that did not clear reduced the s-IgA
levels in the follow-up period (p > 0.05) (Figure 2B), did not show a reduction in
Streptococcus mutans levels (Figure 2D). Both subgroups showed reduction in

Lactobacillus sp levels after restorative treatment (Figure 2E and F).

DISCUSSION

The present research shows that concentration of s-IgA in saliva was
higher in ECC than in CF children. This data corroborates with what was
presented by several other studies, that found higher levels of s-IgA in saliva of
individuals with dental caries than in caries-free [Sikorskavet et al.,2002; Farias
and Bezerra, 2003; Thaweboon et al., 2008; Parisotto et al., 2011; Ranadheer
et al., 2011; Bagherian and Asadikaram, 2012; Chopra et al., 2012; Priya et al.,
2013]. These results lead to consider that this immunoglobulin act as a salivary
indicator for the occurrence of dental caries [Ranadheer et al., 2011]. Thus, it is
believe that the elevated levels of s-IgA in saliva are the result of stimulation of
the local immune system by carious process already installed. It is supported by
the fact that the secretion of the salivary IgA is induced by the direct contact of
oral antigens, for example the cariogenic microorganisms, on lymphoid tissue

present in the ducts of the salivary glands [Marcotte and Lavoie, 1998].

Our results are also in agreement with a systematic review and meta-
analysis, which concluded that there is scientific evidence that the s-IgA levels
were increased in subjects with dental caries. Moreover, this review report the
lack of longitudinal studies, in order to verify possible changes in the local
immune response of patients after dental treatment [Fidalgo et al., 2014], which

was proposed by the present study. Besides that, it was pointed out large
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methodological differences between the researches [Fidalgo et al., 2014], which
could explain studies with contradictory results, that found higher levels of
salivary s-IgA in CF individuals [Kirtaniya et al., 2009; Chawda et al., 2010;
Hagh et al., 2013; Pal et al., 2013]. This other current believes that these higher
levels of this antibody in saliva would act preventing the occurrence of the

disease process, having a protective role against caries [Lehtonen et al., 1984].

Regarding the methodological variations between sample selection
among the studies, the age and the dentition stage of the participants are
important variables. There are questions about the oscillations that occur in the
salivary s-IgA levels during different stages of life, caused by changes and
maturation of the immune system [Marcotte and Lavoie, 1998]. Very young
children tend to have lower levels of this antibody, which shows a gradual
increase over the years and might influence the establishment of the oral
microbiota [Childers et al, 2003; Nogueira et al., 2012]. Besides that, changes in
the concentration of s-IgA could be related with the eruption of new teeth, as in
mixed dentition period, because there are local inflammatory changes [Parisotto
et al., 2011]. In order to avoid this bias, in the present study it were selected
only children in primary dentition period and no significant differences were

observed between mean ages and gender among groups.

It is known that the ECC is a complex and multifactorial disease. There
are several risk factors involved in its pathogenesis, such as the environmental,
sociocultural and behaviors risks [Azevedo et al., 2005; Losso et al., 2009;
Nobile et al., 2014; Peltzer and Mongkolchati, 2015]. One factor that tends to be
strongly associated with the occurrence of ECC is the dietary habits, for
example bottle feeding, especially during the night. However, in our results,
none of the variables investigated related to children's habits differ between the
groups, which may have been due to the small sample size used, that was one

of the limitations of the present study.

The present study shows a significant higher prevalence of decayed
surfaces in the superior arch. This data corroborates with the literature, which
demonstrated that is a specific pattern of occurrence of the early childhood

caries, mainly affecting the primary maxillary incisors in young children. It is
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believed that this is related to the causal factors, such as the use of bottle for a
prolonged period, and the location of these teeth in the dental arch. [Shelton et
al., 1977; Milnes, 1996, Valaitis et al., 2000].

Another important methodological question that differ between the
researches is the index used to caries evaluation. Most studies use the index
dmf-t/DMF-T [Farias and Bezerra, 2003; Thaweboon et al., 2008; Kirtaniya et
al., 2009; Chawda et al., 2010; Parisotto et al., 2011; Ranadheer et al., 2011;
Bagherian e Asadikaram, 2012; Chopra et al., 2012; Priya et al., 2013; Pal et
al., 2013], in which the tooth is the unit of measure considered. We used the
dmf-s index, which consider each tooth surface as a measurement unit, having
increased precision on demonstrate the patient's disease state, as was used in
other few studies [Sikorskavet al., 2002; Hagh et al., 2013]. Beyond that, one of
the most important confounding factor present in studies on this area is the lack
of distinction between the decayed, missing or filled tooth/tooth surfaces
[Fidalgo et al., 2014].

In addition, there are also differences in the inclusion criteria of the
participants, regarding the disease status. Some studies only included patients
who had dmf-t/DMF-T superior than 3 [Parisotto et al., 2011; Chopra et al.,
2012] or than 5 teeth [Thaweboon et al., 2008; Priya et al., 2013], instead of our
study, which the participant had to have only one decayed tooth surface to be
included. This could be one of the factors to explain the large differences in the
obtained data about s-IgA between the studies. The mean s-IgA levels in
patients with dental caries observed varied between 50.4 pg/mL [Farias and
Bezerra, 2003] to 1961.4 pg/mL [Bagherian e Asadikaram, 2012]. In the present
study was found a mean level of 46.89 pg/mL in ECCG.

On the excluded criteria used on the present study, were not included
participants who presented any tooth with pulp involvement. It was made in
order to avoid possible interferences in the research, since it was showed that
the chronically inflamed pulp tissue could make local synthesis of IgA,
differently of the health pulp tissue [Okamura et al., 1980; Skaljac-Staudt et al.,
1991; Nakanishi et al., 1995]. All these restrictions at selecting the sample were

to prevent the occurrence of possible bias in research. Because of this, one
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limitation of the present study was the small sample size obtained, beyond the
dropouts that occurred during the follow-up period. It was observed few sample
losses until 2 months after dental treatment; however, at the end of 3 months,
half of the children did not remain in the study due to the need to begin

antibiotic treatment or because of the reoccurrence of caries lesions.

Our data shows a slight decrease in s-IgA levels from baseline until the 2
months follow-up. There is only one other longitudinal study, that showed
opposite results, presenting an increase of s-IgA levels in the follow-up
evaluation. However, this study made a unique sample collection one year after
the initial moment, and both studied groups (caries-active and caries-free)
presented higher values in the follow-up than at baseline. The authors explain
that the participants were in mixed dentition period, which could have influenced
the observed results [Parisotto et al., 2011]. It is evident the need of more
longitudinal studies, in order to elucidate if the increased levels of s-IgA act as a
protective response, or as a consequence of the imbalance caused by the

established disease.

The subdivision of the ECCG according to the severity of the disease
was made, in the present study, considering that participants that had 10 or
more decayed surfaces were a high dmf-s group. Meanwhile, different
parameters were used by other researchers, who considered that the
participants who present dmf-t/DMF-T more than 6 were in high active group
[Chawda et al., 2010; Omar et al., 2012]. It should be noted that the dmf-t/DMF-
T index not show only the decayed component, being not possible to identify, in
these studies, which in fact is the actual history of caries of these patients. In
our study, all selected participants only had the decayed component of the dmf-
s index, in order to avoid the confounding factors related to its past history of

caries.

Regarding the microbiota studied, is well known that the cariogenic
biofilm comprising a micro ecosystem with physiological properties that favor
colonization, by providing properties such as adhesion and resistance to low pH
levels [Takahashi and Nyvad, 2011]. Streptococcus mutans is an important

microorganism involved in the initial process of dental caries and its salivary
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levels was appointed as a strong risk indicator for ECC [Parisotto et al., 2010]. It
was observed a large interindividual variability in salivary levels of s-IgA and
Streptococcus mutans. However, some participants from ECCG showed a
pattern of reduction in this both variables, seeming to show a directly
proportional relationship between them. Lactobacillus sp is associated to the
progression of the caries and in all ECC subjects it levels reduced after dental

treatment.

Previous studies only compare the data between groups with dental
caries and caries-free. Differently, we opted to analyze the s-IgA levels
individually in all evaluation moments. Although all the participants were
submitted to the dental treatment and had their cavities filled, we observed that
the children with ECC that presented reduction pattern in the s-IgA levels after
dental treatment also exhibited a decreasing of Streptococcus mutans counting
during this period. As well, the children that did not reduced s-IgA levels also
presented varying levels of Streptococcus mutans. It seems that the
immunological system is directly associated to the microorganism levels,
especially the Streptococcus mutans. This differentiated analysis proposed may
represent a key to explain the large interindividual variations observed, since
there are wide differences between the levels of cariogenic microorganisms and
in the immunological response, which may interfere more than the clinical

presence or absence of dental caries.
CONCLUSION

The present data supports that children with dental caries present higher
levels of s-IgA in saliva then caries-free children. In addition, the restorative
dental treatment did not show significant influence in this immunoglobulin levels
during the follow-up period; it seems that s-IgA concentration are related to the

Streptococcus mutans levels.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Children’s demographic data, localization of decayed surfaces, dietary habits,
and hygiene background

Parameters Caries-free ECC p-value
Child age (years) 3.7+£1.2 3.0+1.0 0.05
Gender
Female 39.1% 60.9%
0.12
Male 60.9% 39.1%
Decayed surface localization
Global dmf-s 0.0+0.0 10.2+£8.1
Superior arch 0.0+0.0 80x7.6
_ <0.01
Inferior arch 0.0+£0.0 22+24
Anterior region 0.0+0.0 6.4+6.4
Posterior region 0.0+0.0 3.7+£3.9 0.12
Buccal 0.0+£0.0 24+£22
Lingual 0.0+£0.0 20x21
. 0.41
Mesial 0.0+0.0 1.8+1.9
Distal 0.0+£0.0 14+1.8
Incisal/Occlusal 0.0+£0.0 24+109
Breastfeeding habit
Breastfeeding 91.3% 87.0% 0.64
Exclusive breastfeeding (until 6m) 40.9% 33.3% 0.63
Nocturnal breastfeeding 90.5% 85.0% 0.60
Nocturnal hygiene 15.8% 12.6% 0.85

Nursing bottle



Nocturnal nursing bottle
Teeth brushing

More than 2 times in a day

Fluoride toothpaste use

High sugar consumption

80.0%

91.3%
82.6%
47.8%

50.0%

95.7%
78.3%
65.2%
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0.07

0.56
0.71
0.24




Table 2: Streptococcus mutans, Lactobacillus sp and flow rate of ECC and CF children before and after restorative treatment.

50

Groups Streptococcus Streptococcus mutans Lactobacillus sp Lactobacillus sp p- Flow rate rzg\’g_
mutans (CFU/mL) p-value (CFU/mL) value (mL/min) value

Caries-free ( ey 4xxlf;5) 0.49° ( ilé%oxxlf(;l) 0.042 (?_; %)‘_315) 0.322
ECC ( fflxxlfgf,) 0.15b %1'12,7 Xxl%ci; < 0.001° (01%712) 0.86"
follow-up (izéé4xxli(l)(§5) 0.04¢ (J_rSéG.ieXxlfczﬁ) < 0.002¢ o 041°
follow-up 56109 0¥ 10109 =00 w0z 03
rollow-u - 55%10 0.0u e <0001 0162 g5

a = comparison between caries-free and 3 months follow-up, b = comparison between ECC and caries-free;
follow-up; d = comparison between ECC and 1 month follow-up;
and 3 months follow-up.

¢ = comparison between ECC and 7 days
e = comparison between ECC and 2 months follow-up; f = comparison between ECC
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Table 3: Salivary s-IgA and total protein from ECC and CF children before and after

restorative treatment.

s-IgA s-IgA Total protein Total protein
Groups
(Mg/mL) p-value (ug/uL) p-value
_ 25.40 39.83
Caries-free 0.93?2 0.18%
(£ 15.44) (x23.19)
46.89 38.14
ECC 0.03° 0.64°
(£ 41.94) (x 24.89)
7 days 40.87 34.59
0.58° 0.75°
follow-up (x 30.68) (= 17.56)
1 month follow- 33.70 34.65
0.17¢ 0.72¢
up (£ 20.25) (x17.04)
2 months 31.46 35.18
0.20¢ 0.88¢
follow-up (£ 18.90) (x16.10)
3 months 32.94 31.78
0.18 0.72
follow-up (x 32.16) (£ 9.67)

a = comparison between caries-free and 3 months follow-up, b = comparison between

ECC and caries-free; ¢ = comparison between ECC and 7 days follow-up;

d=

comparison between ECC and 1 month follow-up; e = comparison between ECC and 2
months follow-up; f = comparison between ECC and 3 months follow-up.
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Figure 1: Streptococcus mutans and Lactobacillus sp (CFU/mL in Log?° scale) from ECC
and CF children at baseline and 7 days, 1 month, 2 months and 3 months follow-up after
restorative dental treatment.
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Figure 2: Individual representation of ECC patients with a pattern of reduction in s-IgA
values in follow-up period (A) and with aleatory levels (B) and its salivary concentrations
of Streptococcus mutans (C and D) and Lactobacillus sp (E and F).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, o critério de inclusdo adotado para a selecéo
amostral foi que os participantes estivessem no periodo de denticdo decidua
completa. Esse cuidado metodologico foi adotado a fim de minimizar a
ocorréncia de vieses, visto que os niveis salivares de IgA-s sofrem oscilacdes
ao longo da vida. Isso ocorre devido as mudancas fisiologicas inerentes ao
crescimento e ao processo de maturacdo do nosso sistema imunologico
(Marcotte e Lavoie, 1998). Criancas muito jovens tendem a apresentar niveis
mais baixos desse anticorpo, que se elevam com o passar dos anos, devido ao
aumento da competéncia imunoldgica do individuo e dos estimulos gerado pela
microbiota bucal ja estabelecida (Childers et al, 2003; Nogueira et al., 2012).
Além disso, a erupcdo dentaria parece promover alteracdes inflamatérias
locais, que alteram a resposta do individuo e, consequentemente, promovem

modificacdes na concentracdo da IgA-s na saliva (Parisotto et al., 2011).

Devido a esse critério metodoldgico utilizado, o estudo abordou um tipo
especifico de carie dentaria, denominada como carie de acometimento precoce
segundo a classificacdo adotada pela Academia Americana de Odontopediatria
(AAPD, 2008). A céarie de acometimento precoce € uma doenca complexa e
multifatorial, e diversos fatores estdo reconhecidamente associados a sua
patogénese, como aspectos ambientais, -culturais, socioecondmicos e,
principalmente, comportamentais (Azevedo et al., 2005; Losso et al., 2009;
Nobile et al., 2014; Peltzer and Mongkolchati, 2015). Essa doenca também ja
recebeu a nomenclatura de carie de mamadeira, sendo descrita como uma
doenca de desenvolvimento e progressdo rapidas, em geral com muitos
elementos dentarios envolvidos e com lesdes cavitadas em regibes

consideradas de baixo risco (Ripa, 1988).

Observou-se que o padrdao de acometimento dos elementos e
superficies dentarias pela carie na presente amostra ocorreu do mesmo modo
como é descrito na literatura, com presenca significativamente maior de lesdes
no arco superior do que no inferior, e com mais superficies afetadas na regiao

anterior. Sugere-se que a regido superior apresente maior namero de
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superficies cariadas devido ao menor contato com a secrecao salivar, que se
deposita em maior quantidade no arco inferior, exercendo ali suas fungdes de
protecdo. Na regido posterior ha maior contato oclusal entre os dentes
antagonistas, fazendo com que haja menor acumulo de residuos alimentares
quando comparada com a regido anterior (Shelton et al.,, 1977; Ripa, 1988;
Milnes, 1996, Valaitis et al., 2000; Dye, Hsu e Afful, 2015). No presente estudo,
porém, ndo foi observada diferenca significativa entre os hébitos investigados
nos dois grupos, fato que pode ser decorrente do pequeno tamanho amostral

utilizado.

Uma outra alteracdo local que parece desencadear uma resposta do
hospedeiro e alterar os niveis de IgA-s encontrados é a presenca de dentes
com exposicao ou envolvimento pulpar por céarie. Foi demonstrado que o tecido
pulpar cronicamente inflamado, ao contrario do tecido sadio, é capaz de
promover a sintese local desse anticorpo (Okamura et al., 1980; Skaljac-Staudt
et al., 1991; Nakanishi et al., 1995). Desse modo, também foram excluidos, no
presente estudo, pacientes que tivessem dentes com necessidade de
tratamentos pulpares ou lesGes de céarie de extrema profundidade. Todas as
restricdes metodoldgicas aplicadas no presente estudo podem ser apontadas
como responsaveis pela dificuldade na obtencdo de um tamanho amostral

maior, sendo essa uma das limitagdes do presente estudo.

As grandes diferencas metodolédgicas entre os estudos e a auséncia de
critérios de selecdo rigorosos, além da caréncia de pesquisas com avaliacfes
longitudinais sobre a relacéo IgA-s e céarie dentaria parecem ser responsaveis
pelos resultados contraditérios observados. As divergéncias vao desde
aspectos como o padrdo utilizado para mensuracao da presenca de carie, que
pode ser feita levando-se em consideracdo o dente (indice ceo-d) ou cada
superficie dentaria (indice ceo-s) como unidade de medida; até questdes
relativas a selecdo amostral, como faixa etaria dos participantes, por exemplo.
Um dos maiores fatores de confundimento dos estudos existentes é a auséncia
de distincdo entre a quantidade de dentes ou superficies cariadas, perdidas e

restauradas nos participantes (Fidalgo et al., 2014).
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Na presente pesquisa, todos os participantes selecionados possuiam
apenas dentes com les@es de carie cavitadas em dentina, ndo sendo incluidas
no estudo as criangas que apresentassem dentes perdidos por carie ou com
restauracdes prévias. Esse cuidado foi adotado uma vez que o objetivo ndo era
avaliar a histéria passada da doenca e a repercussdo de tratamentos
odontoldgicos prévios, mas sim, o estado atual da doenga, associando a
microbiota com os niveis salivares de IgA-s desses individuos. Desse modo, o
ceo-s apresentado pelos participantes do presente estudo era totalmente

composto pelo componente cariado.

O presente estudo demonstrou que as criancas com carie de
acometimento precoce apresentaram niveis estatisticamente mais elevados de
IgA-s que as livres de carie. Esses dados corroboram com outros estudos, que
encontraram niveis mais elevados dessa imunoglobulina na saliva de pacientes
com cérie (Sikorskavet et al.,2002; Farias e Bezerra, 2003; Thaweboon et al.,
2008; Parisotto et al., 2011; Ranadheer et al., 2011; Bagherian e Asadikaram,
2012; Chopra et al., 2012; Priya et al., 2013). Da mesma forma, os resultados
obtidos vao de acordo com 0 exposto em uma revisdo sistematica e metanalise
sobre o tema (Fidalgo et al., 2014). Entretanto, os estudos avaliados néo foram
conduzidos em popula¢cdes de pré-escolares; o que, aliado aos demais fatores
de confundimento, pode justificar os resultados divergentes de algumas
pesquisas, que observaram niveis mais elevados de IgA-s em individuos livres
de carie (Kirtaniya et al., 2009; Chawda et al., 2010; Hagh et al., 2013; Pal et
al., 2013).

No presente estudo nao foram observadas diferencas na concentracéo
de proteina total salivar entre os grupos estudados, apesar de terem sido
encontradas diferencas significativas nos niveis de IgA-s, que € uma proteina
encontrada na saliva. Esses dados evidenciam que a presenca da doenca
parece causar um desequilibrio na proporcdo normal dos componentes
salivares, e ndo somente a diminuicdo ou aumento de secrecao de apenas um
desses fatores isoladamente. Um outro componente salivar que também é alvo
de estudos é a IgA anti-mutans, que € um anticorpo especifico para antigenos

protéicos do Streptococcus mutans. Parisotto et al. (2011), em um estudo de
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avaliacao longitudinal, encontraram maior concentracéo de IgA-s total no grupo
com carie do que no livre de cérie; porém observaram, na mesma amostra,
niveis similares de IgA anti-mutans nos dois grupos. Nesse estudo, observou-
Se que as criancas que apresentavam baixos niveis iniciais de IgA anti-mutans
tinham 7.5 vezes mais chance de desenvolver carie dentaria durante o periodo
do estudo, o que evidencia que este anticorpo de atuacao especifica atua na

homeostase entre a microbiota e o meio bucal.

A microbiota cariogénica parece exercer influéncia direta sobre a
concentracdo da IgA-s. Os Lactobacillus sp sdo conhecidamente associados a
carie dentaria, porém eles sdo microrganismos oportunistas, e necessitam de
nichos retentivos com um microambiente em anaerobiose e acesso a
carboidratos, condi¢cdes que sdo compativeis, na cavidade bucal, as oferecidas
por lesbes de cérie cavitadas. Logo, esses microrganismos estdo associados a
evolucdo do processo ja instalado (Caufield et al., 2015). Os Streptococcus
mutans, por outro lado, sdo associados ao inicio do processo da cérie, devido,
dentre outros fatores, a sua capacidade de produzir polissacarideos
extracelulares insollveis a partir da degradacdo da sacarose, pelas enzimas
glicosiltransferases, se tornando capazes de aderir as superficies dentarias.
Esses aspectos foram considerados preditores da carie de acometimento
precoce e podem explicar de maneira parcial o padrdo de acometimento dessa
doenca (Parisotto et al., 2010; Parisotto et al., 2015).

7

Essa microbiota considerada cariogénica €, no entanto, parte do
microbioma oral normal, presente em pacientes saudaveis. Estudos atuais
investigam os fatores responsaveis por induzir sua patogenicidade. Acredita-se
gque mudancas no microambiente local induzem a selecédo e proliferacdo de
organismos mais resistentes, dando origem a um desequilibrio local e iniciando
0 processo de doenca (Takahashi, 2015). As diferencas microbiologicas
individuais parecem ser a chave para elucidar porque ha uma variacao
interindividual tdo grande nas concentracdes salivares de IgA-s. Os niveis
dessa imunoglobulina variam desde 50.4 pg/mL (Farias and Bezerra, 2003) até
1961.4 pg/mL (Bagherian e Asadikaram, 2012), sendo observadas também

grandes discrepancias nos valores entre participantes de uma mesma pesquisa
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e até mesmo de um mesmo grupo, causando o grande desvio padrao
comumente observado nos dados dos estudos. Esse fato, aliado as grandes
diferencas interindividuais nos valores da microbiota cariogénica salivar
observadas, levanta o questionamento sobre o papel dos microrganismos na
inducdo da producdo de IgA-s, podendo representar uma variavel mais

significativa do que a presenca ou ndo da doenca carie clinicamente.

No presente estudo, observou-se que a realizacdo do tratamento
odontologico restaurador ndo alterou de maneira significativa a concentracao
da IgA-s salivar. Logo, foi proposta uma abordagem diferenciada das
realizadas nas demais pesquisas, na qual foram avaliadas individualmente as
variacbes da IgA-s nos participantes do grupo com carie de acometimento
precoce ao longo do periodo de acompanhamento. Observou-se que, enquanto
alguns individuos apresentavam concentracfes oscilatérias de IgA-s, com
variagcdes entre aumento e diminui¢do, outros demonstravam uma curva de
reducdo desses niveis durante esse periodo. Separando-se esses pacientes
em dois subgrupos, constatou-se que naqueles em que os niveis de IgA-s
foram reduzindo apos o tratamento odontolégico, também foi observada
reducdo nos niveis de Streptococcus mutans e Lactobacillus sp. Por outro lado,
nos pacientes com niveis oscilatérios desse anticorpo na saliva foi observada
reducdo apenas de Lactobacillus sp, enquanto o comportamento dos niveis

salivares de Streptococcus mutans também foi aleatorio.

Observou-se que a concentracdo de IgA-s salivar estava mais
fortemente associada aos niveis de Streptococcus mutans do que a presenca e
namero de lesbes, uma vez que a remocao das cavidades existentes, através
da realizacdo do tratamento restaurador, ndo implica necessariamente que o
paciente alcance o equilibrio microbiolégico. Verificou-se também que os niveis
de Streptococcus mutans encontrados parecem estar mais fortemente
associados a concentragdo da IgA-s, e que os niveis de Lactobacillus sp, de
uma forma geral, apresentam reducdo apdés a remocado das cavidades

dentéarias.
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Constatou-se, com base nos presentes dados e na literatura existente,
que ha grande variabilidade nos niveis de IgA-s e de microrganismos salivares
entre os individuos. Logo, a relagdo entre a quantidade de microrganismos
cariogénicos e a concentracdo de IgA-s parece ser decisiva sobre o papel
desse anticorpo na protecdo ou apenas como resultado da resposta
imunoldgica. Acredita-se que pacientes com altos niveis salivares de IgA e
baixas concentracfes de Streptococcus mutans apresentem baixo risco a
doenca, enquanto que os pacientes que possuem baixos niveis de IgA e altas
concentracbes de Streptococcus mutans sao considerados de alto risco a
ocorréncia da céarie dentaria (Wennerholm e Emilson, 2013). Desse modo, o
presente trabalho demonstrou, por meio de um modelo de intervencao
associado ao acompanhamento longitudinal pés-tratamento, que os niveis de
IgA-s salivar estdo diretamente relacionados a resposta do hospedeiro contra a
doenca, apresentando uma relacéo direta com a microbiota associada a ela,
especialmente o Streptococcus mutans, e ndo estando diretamente ligados

apenas a presenca ou nao da céarie dentaria.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos no presente estudo, conclui-se que
criangas com céarie de acometimento precoce apresentam niveis mais elevados
de IgA-s do que criancas livres de carie, e que a realizacdo do tratamento
odontologico restaurador nao influenciou de modo significativo nas
concentracbes salivares dessa imunoglobulina, no periodo estudado. Foi
observada relacdo direta entre reducédo das concentracdes de Streptococcus
mutans e dos niveis de IgA-s em alguns pacientes do grupo com carie de
acometimento precoce durante 0 acompanhamento pos-tratamento

restaurador.
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8 APENDICES

8.1 Apéndice 1: Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ODONTOPEDIATRIA E ORTODONTIA
DISCIPLINA DE ODONTOPEDIATRIA

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do publico do projeto de pesquisa: “Protecao contra carie e
guantidade de bactérias medidos em criancas carie antes e depois do
tratamento”

Seu filho (a) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre a
protecdo contra cérie e quantidade de bactérias medidos em criancas céarie antes e
depois do tratamento. Os Pesquisadores Aline dos Santos Letieri, Tatiana Kelly da
Silva Fidalgo, Liana Bastos Freitas Fernandes e Ivete Pomarico Ribeiro de Souza
pretendem realizar um estudo com as seguintes caracteristicas:

Objetivo do estudo: relacionar alguns componentes presentes na saliva
responsaveis pela protecdo contra cérie e a contagem de bactérias a saude da boca
de criancas com carie antes e apds tratamento dentario.

O motivo que nos leva a estudar esse assunto é que 0s achados sobre a
relacdo entre esses fatores de protecdo da saliva relacionados a doenga carie ndo
estdo claros nas pesquisas anteriores. Além disso, existirem individuos com higiene
ndo adequada e/ou alto consumo de aclUcar e que ndo apresentam a doenca carie,
sugerindo a existéncia, nesses casos, de outros fatores de interferéncia direta nesse
processo. Na pesquisa, seré retirada um pouco de saliva da sua boca com um canudo
de plastico, vamos tirar fotos dos dentes, contar os dentes e olhar sua boca. Se algum
dente estiver com o bicho da carie, nds vamos limpar ele e colocar uma massinha
nele. Vocé ndo sentira nenhum incémodo ou desconforto.

Riscos: Os riscos relacionados a esta pesquisa sao 0s mesmos relacionados a
gualquer tratamento odontoldgico. Para diminuir os riscos durante os exames clinicos
e radiograficos serdo utlizados, tanto para o dentista quanto para o paciente,
equipamentos de protecao pessoal e protetores de chumbo. O tratamento sera
realizado em local reservado evitando assim qualquer tipo de constrangimento.

Garantia de acesso aos pesquisadores: Em qualquer fase do estudo vocé tera
pleno acesso a pesquisadora responsavel, lvete Pomarico Ribeiro de Souza, pelos
telefones 999943131, 2562-2101 ou 2562-2098, Av. Brigadeiro Trompowsky, s/n,
Cidade Universitaria, Rio de Janeiro.

Garantia de liberdade: Sua participagcdo neste estudo € absolutamente
voluntéria. Dentro deste raciocinio, todos os participantes estdo integralmente livres
para, a qualquer momento, negar o consentimento ou desistir de participar e retirar o
consentimento, sem que isto provoque qualquer tipo de penalizacdo. Lembramos,
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assim, que sua recusa nao trard nenhum prejuizo a relagdo com o pesquisador ou
com a instituicdo e sua participacdo nao € obrigatdria. Mediante a aceitacéo, espera-
se que vocé compareca as consultas de tratamento e responda 0s questionarios.

Direito de confidencialidade e acessibilidade: os dados resultantes da presente
pesquisa serdo utilizados para elaborar artigos cientificos. Porém, todas as
informagfes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos 0
absoluto sigilo de sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a
possibilitar a identificacdo do participante e ninguém, com exce¢do dos préprios
pesquisadores, podera ter acesso aos resultados da pesquisa. Cada participante
somente podera ter acesso aos proprios resultados.

Despesas e compensacdes: vocé ndo tera, em momento algum, despesas
financeiras pessoais. As despesas, assim, se por ventura ocorrer, serdo de
responsabilidade dos proprios pesquisadores. Também, ndo haverd compensacao
financeira relacionada a sua participagdo. Todo tratamento necessario a realizagdo
desta pesquisa serd livre de custo. Os pesquisadores também ressarcimento e
indenizagdo no caso do voluntario sentir-se prejudicado.

Em caso de davidas ou questionamentos, vocé pode se manifestar agora ou
em qualquer momento do estudo para explicagfes adicionais.

Caso surja alguma davida quanto a ética do estudo, o(a) Sr.(a) devera se
reportar ao Comité de Etica em Pesquisas envolvendo seres humanos — subordinado
ao Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, 6rgdo do Ministério da Salde, através de
solicitacdo ao representante de pesquisa, que estara sob contato permanente, ou
contatando o Comité de Etica em Pesquisa desta instituicio, no endereco Rua
Rodolpho Paulo Rocco, 255 - Cidade Universitaria - Ilha do Fundéo, 1° andar; Contato:
3938-2480 Fax: 3938-2481; Horario de funcionamento: De segunda a sexta-feira, das
8h as 15h.

E assegurado o completo sigilo de sua identidade quanto a sua participagéo
neste estudo, incluindo a eventualidade da apresentacdo dos resultados deste estudo
em congressos e periodicos cientificos.

Eu, ,
portador €) do documento de Identidade
, responsavel  pelo  menor
fui informado (a) dos objetivos do presente estudo
de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento
poderei solicitar novas informacdes e poderei modificar a decisdo de participar se
assim desejar. Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia
deste termo de consentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas davidas.

Rio de Janeiro, de de 20

Nome da crianca

Assinatura da crianca
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Nome do responsavel

Assinatura do(a) responsavel

Assinatura do(a) pesquisador(a)
Termo de assentimento da crianga voluntéria

Eu, deixo que a dentista Aline dos
Santos Letieri, olhe a minha boca, conte os meus dentes e veja como eles estéo, tire
foto dos dentes, passe fio dental, tire um pouco da minha saliva com um canudinho de
plastico e que, caso meus dentes tenham o bicho da carie, que ela limpe e coloque
uma massinha neles.

Margue a sua opgao:

N&o () Sim( )



8.2 Apéndice 2: Ficha de exame dentario
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Ficha de exame de cérie dentéria (indice ceo-s)

55 54 53 52
65

51 61 62 63 64

Vestibular

Palatina

Mesial

Distal

Oclusal

85 84 83 82 81

71 72 73 74 75

Vestibular

Lingual

Mesial

Distal

Oclusal

ceo-s total

LEGENDA (superficie):
H = Higida

C = Cavitada em dentina



8.3 Apéndice 3: Anamnese

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
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42/ 2l DEPARTAMENTO DE ODONTOPEDIATRIA E ORTODONTIA

£ DISCIPLINA DE ODONTOPEDIATRIA

Anamnese
Paciente N°: Data: / /
Nome:
Endereco:
Cep: Cidade:
Telefones /
Nascimento: / / Idade: Sexo:

1 - Tem alguma alteracao sistémica?
( ) Nao () Sim

Caso sim, qual?

2 — Usa medicamentos continuamente?
( ) Néo () Sim

Caso sim, qual?

3 - Quando foi a ultima vez que tomou antibiético ou anti-histaminico?

4 — Amamentagao no peito?
( ) Nao () Sim

Caso sim, até quando?

5 - Mamava de madrugada?

( ) Nao () Sim

Caso sim, limpava? ( ) Nao ( ) Sim
6 — Mamou no peito exclusivamente?

( ) Nao () Sim

Caso sim, até quantos anos?




7 — Amamentacao artificial (mamadeira)?
( ) Nao () Sim

Caso sim, até quantos anos?
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Intervalo entre as mamadas:

Conteldo da mamadeira:

8 - Toma mamadeira para dormir?
( ) Néo () Sim

Caso sim, até quantos anos?

9 - Toma mamadeira dormindo?
( ) Néao () Sim

Caso sim, até quantos anos?

10 — Escova os dentes? ( ) Nao () Sim
11 - Quem escova os dentes? () Acrianca ( ) O responsavel

12 — Quantas vezes ao dia?

Horérios:

13 — Usa pasta com flaor? ( ) Ndo ( ) Sim

Qual pasta:

14 — Come muito doce? ( ) Nao ( ) Sim

Aproximadamente quantas vezes por dia?




8.4 Apéndice 4: Ficha dos resultados das anélises laboratoriais

Parametros bioguimicos e microbiolégicos

e Fluxo Salivar (mL/min)

Antes:

1 Més:

3 Meses:

¢ Lactobacilos (UFC/mL)

Antes:

1 Més:

3 Meses:

e S. mutans (UFC/mL)

Antes:

1 Més:

2 Meses:

e Proteinas totais (ug/mL)

Antes:

1 Més:

3 Meses:

e IgA-s (ug/mL)

Antes:

1 Més:

3 Meses:

1 semana:

12

2 Meses:

1 semana:

2 Meses:

1 semana:

2 Meses:

1 semana:

2 Meses:

1 semana:

2 Meses:
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1: Parecer do Comité de Etica do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ)

HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO Wﬂl“
((HUCFF/ UFRJ))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PROTECAQ CONTRA CARIE E QUANTIDADE DE BACTERIAS MEDIDOS EM
CRIANCAS CARIE ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO

Pesquisador: Tatiana Kelly da Silva Fidalgo

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 37868914.3.0000.5257

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 934.503
Data da Relatoria: 14/01/2015

Apresentacio do Projeto:

Protocolo 242-14 do grupo Ill. Respostas recebidas em 23.12 2014.

Foram anexados a Plataforma Brasil: 1- Folha de Rosto assinada; 2- Declaracdo de auséncia de Instituicdo
Coparticipante; 3- Projeto de pesquisa, 4- TCLE; 5- Listagem dos curriculos dos pesquisadores; 6- Termo de

ciéncia; 7-relacdo dos documentos anexados.

Objetivo da Pesquisa:
ver consubstanciado de 29/11/2014

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
ver consubstanciado de 29/11/2014

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
ver consubstanciado de 29/11/2014

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
ver consubstanciado de 29/11/2014

Recomendagdes:
nao ha

Endereco: Rua Prof. Redolpho Paulo Rocco N°255 Sala 01D-46

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21.941-913
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone:  (21)3938-2480 Fax: (21)3938-2481 E-mail: cep@hucff.ufrj.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO g?, osil mo
((HUCFF/ UFRJ))

Confinuagéo do Parecer: 934.503

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
RESPOSTA AOCOMITE DE ETICA EM PESQUISA

1- O titulo publico pode diferir do titulo cientifico e deve ser compreensivel para qualquer cidadao brasileiro
usuario da Plataforma Brasil e ndo deve conter, portanto, termos técnicos e de dificil compreensao. Solicita-
se adequacdao.

R: O titulo pablico foi alterado para:

“PROTECAO CONTRA CARIE E QUANTIDADE DE BACTERIAS MEDIDOS EM CRIANCAS CARIE ANTES
E DEPOIS DO TRATAMENTO”

Andlise: pendéncia atendida

2- As caracteristicas e os critérios que serdo utilizados para se decidir por incluir ou excluir os participantes
da pesquisa precisam ser claramente descritos no itens <<Critérios de Inclusdo=> e <<Critérios de
Exclusdo=>. Ndo foram explicitados de modo suficientemente claro os critérios de inclusdo. Solicita-se
adequacio.

R: Os critérios de inclusdo foram completados:

“Para participarem do estudo, os pacientes deveriio se enquadrar nos seguintes critérios:

*Estarem na fase de denticao decidua;

*Estarem na idade dentre 1 ano e 6 anos de idade;

*Serem saudaveis sistemicamente;

*Criancas que apresentem auséncia de carie (grupo controle) e criancas com pelo menos 2 superficies
cariadas (grupo experimental);

*Concordarem em participar da pesquisa, através da assinatura do termo de assentimento livre e
esclarecido, quando for possivel assinar, e ter o consentimento verbal e por escrito dos seus responsaveis,

através da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.”

Assim, como os de exclusdo:
“Os critérios de exclusfo para participacdo na pesquisa s&o:

Enderego: Rua Prof. Rodolpho Pauleo Rocco N*255 Sala 01D-46

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21941913
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3938-2480 Fax: (21)3938-2481 E-mail: cep@hucff.ufrj.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO W‘““
((HUCFF/ UFRJY))

Confinuagéo do Parecer: 934.503

*Inicio de erupgdo de qualquer elemento dentario permanente;

*Presenca de doenca sistémica, segundo relato dos responsaveis;

*UUso de antibidticos nos Ultimos trés meses;

*Realizacdo de tfratamento odontolégico restaurador ou exodontias anteriormente;

*Fresenca de sangramentos bucais;

*Pacientes que ndo cooperem com o atendimento;

*Pacientes que possuam dentes com lesdes de carie muito extensas efou com acometimento pulpar,
havendo necessidade de tratamento endoddntico ou exodontias.”

Analise: pendéncia atendida

3- Quanto ao processo de obtencdo de consentimento:

3.1- Néo foram descritos na metodologia do projeto os procedimentos de recrutamento e de obtencéo de
consentimento dos participantes da pesqguisa. Solicita-se adequacao.

R: Foi inserido os procedimentos para coleta do TCLE:

“Sera selecionada uma amostra probabilistica aleatdria simples, no periodo de Janeiro a Abril de 2015,
dentre os pacientes gue buscarem atendimento na Clinica da Disciplina de Odontopediatria da FO-UFRJ, no
setor de Triagem. Os voluntarios serdo examinados. E apés explicada a pesquisa, lido e explicado
detalhadamente os termos do TCLE, o TCLE sera assinado e os pacientes selecionados serdo divididos em
dois grupos de acordo com a presenca ou auséncia de lesdes de carie”

Analise: pendéncia atendida

3.2- Sobre o TCLE:

3.2.1- Por se tratar de pesquisa com menores de idade, além do TCLE dirigido aos responsaveis legais,
também & necessario, termo de assentimento a ser assinado pelas criangas e adolescentes que se pretende
recrutar.

R: O TCLE foi modificado, de forma que as criancas possam assinar e, em caso de ndo saberem

Enderego: Rua Prof. Rodolpho Pauleo Rocco N*255 Sala 01D-46

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21941913
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3938-2480 Fax: (21)3938-2481 E-mail: cep@hucff.ufrj.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO W‘““
((HUCFF/ UFRJY))

Confinuagéo do Parecer: 934.503

assinar devido a pouca idade, foi incluida a opg&o de marcar um “X”. O termo modificado encontra-se em
anexo.

Analise: pendéncia atendida

3.2 2- O titulo publico deve diferir do titulo cientifico, deve ser compreensivel para qualquer cidadao
brasileiro usuario da Plataforma Brasil e ndo deve conter, portanto, termos técnicos e de dificil
compreensdo. Solicita- se adequacéao.

R: O titulo pablico foi alterado para:

“PROTECAO CONTRA CARIE E QUANTIDADE DE BACTERIAS MEDIDOS EM CRIANCAS CARIE ANTES
E DEPOIS DO TRATAMENTO”

Andlise: pendéncia atendida

3.2.3- Nao foram mencionadas as garantias de ressarcimento e indenizacdo. Solicita- se adequacao.

R: O termo foi reformulado, como pode ser observado no anexo. Segue a alterac&o do trecho:

“Todo tratamento necessario a realizacfo desta pesquisa sera livre de custo. Os pesquisadores também
ressarcimento e indenizagcdo no caso do voluntario sentir-se prejudicado.”
Analise: pendéncia atendida

3.2 4- Termos técnicos e de dificil compreensao para o publico alvo do TCLE ou TALE devem ser evitados.
Solicita-se adequacao

R: Todo o TCLE foi modificado, de forma a simplificar a linguagem e tornar acessivel aos participantes do
estudo. O termo modificado encontra-se em anexo.

Analise: pendéncia atendida

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Enderego: Rua Prof. Rodolpho Pauleo Rocco N*255 Sala 01D-46

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21941913
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3938-2480 Fax: (21)3938-2481 E-mail: cep@hucff.ufrj.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO &2”‘““““9 o
((HUCFF/ UFRJ))

Confinuagio do Parecer: 934.503

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

1) De acordo com o item X1.2.d, da Resolugdo CNS n.? 466/12, € da responsabilidade do pesquisador
apresentar relatorios parciais e final durante execucao da pesquisa.

2) Eventuais emendas (modificagdes) ao protocolo devem ser apresentadas, com justificativa, ao CEP de

forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada.

RIO DE JANEIRO, 19 de Janeiro de 2015

Assinado por:

Carlos Alberto Guimaries
(Coordenador)
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Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21.941-913
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone:  (21)3938-2480 Fax: (21)3938-2481 E-mail: cep@hucf.ufrj.br
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