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Matos BM. Avaliacdo do risco de cérie e microbiota fungica em pacientes
pediatricos com anemia falciforme [dissertacdo]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista; 2009.

RESUMO

Criancas com anemia falciforme sao submetidas a terapia antibidtica profilatica
prolongada com penicilina. Pouco se sabe a respeito dos efeitos desta terapia
sobre a microbiota bucal. O objetivo do estudo foi avaliar a microbiota
cariogénica, fluxo e capacidade tampédo salivar de pacientes pediatricos com
anemia falciforme, determinando o risco de céarie. Além disso, avaliar a
microbiota fungica nestes pacientes em relacdo ao grupo controle. Foi coletada
saliva estimulada de 25 criancas (4 a 11 anos) com anemia falciforme (genotipo
SS), de ambos os géneros. Um grupo controle pareado quanto a idade e género
foi incluido. Foi realizado exame clinico para verificagdo do indice ceo-d/CPO-D;
o fluxo salivar e a capacidade tampédo salivar foram avaliados. Aliquotas de
saliva e diluicbes foram semeadas em meios seletivos para estreptococos do
grupo mutans, lactobacilos e leveduras. Apés a incubacado, o nimero de UFC/mL
de saliva foi calculado. Amostras de leveduras foram isoladas, e identificadas
pelo sistema APl 20C AUX, além de PCR especifico para C. dubliniensis. Os
dados obtidos por meio do questionario, dados salivares e microbioldgicos foram
analisados pelo software Cariograma. Os resultados foram comparados pelo
teste t de Student, teste Z e Mann-Whitney. N&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa para o fluxo (p = 0,097) e capacidade tampao
salivar (p = 0,103) entre os grupos de estudo. A contagem de leveduras foi
significativamente mais elevada no grupo de estudo (p = 0,017). As contagens
de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos nédo diferiram significativamente
entre o grupo teste e o grupo controle (p = 0,741 e p = 0,423, respectivamente).
Considerando estes resultados em conjunto com o0s demais parametros
avaliados, concluiu-se que o risco de carie entre os grupos nédo diferiu (p =
0,762). No grupo de estudo foram identificados: C. albicans, C. dubliniensis, C.
famata, C. rugosa, C. sphaerica e C. tropicalis. No grupo controle foram
identificados: C. albicans, C. famata, C. parapsilosis, C. tropicalis e S. cerevisiae.
Concluiu-se que a maior parte dos pacientes pediatricos com anemia falciforme
apresentou risco de cérie alto e muito alto, assim como o grupo controle. Porém
0s niveis salivares de leveduras foram mais elevados nas criangas com anemia
falciforme em relacéo ao grupo controle.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Carie dentaria. Saliva. Testes de
atividade de céarie dentaria. Streptococcus mutans. Lactobacillus.
Leveduras.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal é o primeiro segmento do trato digestivo
e é composta por inUmeras estruturas diferentes, como os dentes, sulcos
gengivais, mucosas e a lingua, que por sua vez, apresentam
caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais diferentes, que podem
predispor a eliminagdo ou colonizagdo por microrganismos (Hagg et al.,
2004; Prieto-Prieto; Calvo, 2004; Aas et al., 2005). Além disso, muitos
fatores, intrinsecos e extrinsecos, tém efeito sobre a composicao,
atividade metabdlica e patogenicidade da diversificada microbiota bucal.
Portanto, a cavidade bucal representa um ecossistema complexo e
heterogéneo, sendo habitada por mais de setecentas espécies de
microrganismos, aerobios e anaerdbios, que colonizam os diferentes
nichos bucais (Hagg et al., 2004; Prieto-Prieto; Calvo, 2004).

O diagnéstico da atividade de céarie foi baseado durante
muitos anos exclusivamente no conhecimento do namero total de dentes
ou superficies apresentando les6es de cérie (Thenisch et al., 2006). Este
método, no entanto, ndo acompanhava o carater dindmico do processo de
carie, ndao permitindo que novas lesdes fossem efetivamente evitadas.
Desta forma, surgiram os testes microbiolégicos e salivares para
avaliacdo do risco de céarie, 0s quais em conjunto com a andlise clinica e
de outras variaveis envolvidas na patogénese da céarie permitiram um
diagnéstico mais preciso (Sampaio et al., 2003; Siudikiene et al., 2006).
Considerando a etiologia multifatorial da céarie dentaria, a combinacéo de
varios testes para a obtencdo de um diagndstico final de risco de carie
parece necessario (Anderson et al., 1993; van Houte, 1993; Sampaio et
al., 2003).
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Os estreptococos do grupo mutans (EGM) séo
considerados como principal causador da carie de superficies lisas (de
Carvalho et al., 2006; Thenisch et al., 2006). A contagem deste grupo de
microrganismos ¢é frequentemente utilizada para o diagnostico e
propésitos preditivos em Cariologia (Koga-Ito et al., 2003; Zhang et al.,
2007), visto que a correlacao entre alta contagem de EGM e alta atividade
de céarie tem sido relatada por varios autores (Aguilera Galaviz et al.,
2005; Ercan et al., 2007).

Contagens de leveduras e lactobacilos também tém sido
associadas a atividade de cérie (Pienihdkkinen et al., 1988; Twetman et
al., 1999; Sampaio et al.,, 2003; de Carvalho et al., 2006). Correlacao
entre testes salivares e microbiolégicos e experiéncia de carie tem sido
relatada na literatura (Mattos-Graner et al., 1998; Gabris et al., 1999).

A anemia falciforme (AF) é a doenca hereditaria mais
freqiente no Brasil (Ramalho et al., 2008). Considerando-se que
pacientes pediatricos com anemia falciforme s&do tratados com
antibioticoterapia profilatica prolongada com penicilina, julgou-se de
importancia avaliar se esta terapia influencia na presenca de
microrganismos cariogénicos na cavidade bucal (EGM, lactobacilos e
leveduras), assim como na experiéncia de carie (indice ceo-d/CPO-D).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anemia falciforme

2.1.1 Aspectos moleculares da hemoglobina falciforme

A hemoglobina é uma proteina composta por quatro
globinas, associadas a grupos heme, complexo formado por um atomo de
ferro em uma estrutura porfirica. A porcado protéica da hemoglobina
consiste em dois pares de cadeias polipeptidicas. Nos adultos normais,
h& duas cadeias alfa e duas cadeias beta, formando a hemoglobina A
(HbA), e duas cadeias alfa e duas delta para a hemoglobina A; (HbA,).
Durante o desenvolvimento fetal predomina a sintese de cadeias gama no
lugar das cadeias beta, que, associadas as cadeias alfa, originam a
hemoglobina fetal (HbF) (Piratininga, 2000; Zamaro et al., 2002).

Quadro 1 — Tipos de hemoglobinas humanas (continua)

h Tipo de_ Periodo de sintese Cao!e!as
emoglobina globinicas
Embrido/até 3° més de
Portland gestacio &aV2
Gower | Embrido/até 3~° més de £
gestacao
Gower I Embrido/até 3~° més de Ut
gestacao
Hb Fetal Feto/até 6° més de vida QY2
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Quadro 1 — Tipos de hemoglobinas humanas (conclusao)

HbA, Feto/vida adulta 0202

HbA Vida adulta a2z
Baseado em Galiza Neto e Pitombeira (2003)

A HDbA perfaz 92% do total em adultos normais. A HbA;
representa 2,5%. A HbF representa 50 a 85% da concentracéo total em
fetos e recém-nascidos, declinando rapidamente apés o parto e
alcancando concentracfes de 10 a 15% no quarto més de vida e menos
de 1% aos 3 ou 4 anos de idade. A HbF é produzida em pequena
qguantidade em adultos. As hemoglobinas Gower |, Gower Il e Portland
estdo presentes na vida embrionaria, antes de 7 a 10 semanas de
gestacédo (Gay et al., 1997).

Mutacdes nos genes das globinas podem levar a
producdo de hemoglobinas estruturalmente alteradas. Ha, atualmente,
mais de 900 variantes estruturais descritas, a maioria ocasionada por
simples substituicdes de bases no DNA, com a correspondente troca de
aminoacidos na proteina. Embora a maior parte dos casos seja de
cadeias B, alteracdes de cadeias a, y € & sao também relativamente
comuns. Ha um grande contingente ndo relacionado a sintomatologia
clinica, mas algumas alteracdes afetam a estabilidade e/ou solubilidade
da molécula ou modificam suas propriedades funcionais, levando as
anemias hemoliticas e as eritrocitoses e cianoses, respectivamente. Ha
ainda variantes alongadas ou extremamente instaveis que resultam em
fenotipos talassémicos. Entre as variantes clinicamente importantes, a
HbS, da AF, é sem duvida a mais conhecida (Kimura et al., 2008).

O gene falciforme resulta de uma mutacdo pontual que
causa a substituicdo do aminoacido acido glutdmico na sexta posicdo da
cadeia 3 da hemoglobina para valina. Essa substituicdo é devida a uma

alteracdo na segunda base nitrogenada do cédon, no DNA do
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cromossomo 11, que codifica o acido glutdmico, onde a adenina é
substituida pela timina, ou seja, GAG para GTG (Manfredini et al., 2007),
ocasionando o surgimento da hemoglobina patoldgica.

A simples troca de um Unico aminoacido na composicao
da cadeia beta globinica ocasiona o surgimento de uma estrutura nova,
denominada hemoglobina S (onde a letra S deriva da palavra inglesa
sickle, que em portugués traduz-se como foice) (Galiza Neto; Pitombeira,
2003), ao invés da hemoglobina normal chamada hemoglobina A
(Manfredini et al., 2007).

A denominacédo “AF” é reservada para a forma da doenca
gue ocorre em individuos homozigotos (HbSS). Entretanto, o gene da
HbS pode-se combinar com outras anormalidades hereditarias das
hemoglobinas, como hemoglobina C (HbC), hemoglobina D (HbD) e B-
talassemia. No conjunto, todas essas formas sintomaticas do gene HbS,
em homozigose ou em combinagdo, sdo conhecidas como doencas
falciformes (DF) (Redding-Lallinger; Knoll, 2006; Manfredini et al., 2007).

O traco falciforme — heterozigose para o gene da HbS —
constitui uma condigéo relativamente comum e clinicamente benigna em
qgue o individuo herda de um dos pais o gene para a HbA e do outro o
gene para a HbS. O gene da HbS tem uma ampla distribuicdo nos varios
continentes, sendo mais elevada nos paises da Africa equatorial, Arabia,
india, Israel, Turquia, Grécia e ltalia (Murao; Ferraz, 2007).

Embora todo paciente com AF apresente a mesma
mutacao genética, a diversidade relativa a gravidade das manifestacdes
clinicas é notavel, que pode cursar com quadros de maior gravidade,
outros mais benignos e alguns quase assintomaticos. Varios fatores
modificadores vém sendo estudados com o intuito de definir o porqué
dessa diversidade. Os mais importantes atualmente sdo: os niveis de
HbF, a coexisténcia de outras hemoglobinopatias hereditarias e

finalmente, os diferentes haplétipos para a HbS (Laguardia, 2006).
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Os niveis de HbF correspondem a menos de 1% da
hemoglobina total em individuos maiores de um ano de idade, porém ha
casos onde eles se encontram bem mais elevados devido a fatores
hereditarios. Esses individuos apresentam menor gravidade da AF, ja que
as moléculas de HbF ndo participam do processo de polimerizacdo que
ocorre entre as moléculas de HbS desoxigenada (desoxi HbS) (Bunn,
1997).

A associacdo da DF com outras hemoglobinopatias
hereditarias € relativamente freqlente e leva a uma diversidade de
quadros clinicos, que variam desde formas assintométicas até as mais
graves (Laguardia, 2006).

Os ultimos fatores moduladores conhecidos atualmente
sdo os haplétipos da HbS, que podem ser descritos como sitios
polimorficos de endonucleases de restrigdo, localizados no interior do
gene da cadeia beta mutante. Apesar de possuirem identificacdo
numeérica, eles sao mais comumente designados de acordo com a area
geogréfica onde foram primeiramente identificados: Senegal, Benin, CAR
(“Central Africa Republic” ou Bantu) e Asiatico (Indu Arabico). Foi descrito
também o haplétipo Cameroon, localizado em um Gnico grupo étnico na
Republica de Camarbes (Gay et al., 1997).

Na América, os hapl6tipos mais comuns sdo: Senegal,
Benin e CAR (Pante-de-Sousa et al., 1998). No Brasil os haplétipos mais
frequentes encontrados foram Bantu (66%), Benin (21,8%), Senegal
(10,9%) e Cameroon (1,3%) (Cardoso; Guerreiro, 2006).

Além disso, a variabilidade clinica da AF também é
influenciada por fatores ambientais, por exemplo, o nivel socio-
econbmico, 0 acesso a assisténcia médica e a prevencdo de infeccbes
(Laguardia, 2006).

Pacientes com o haplotipo Senegal, geralmente,

apresentam formas clinicas mais brandas, enquanto aqueles com
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haplétipo CAR as mais graves. Pacientes com haplétipo Benin
apresentam formas com gravidade intermediaria (Gay et al., 1997).

O mecanismo pelo qual cada hapl6tipo influencia na
gravidade da doenca permanece um mistério. Estudos comprovam que
cada um deles possui niveis diferentes de HbF. Os pacientes com o
haplétipo Senegal, por exemplo, apresentam mais de 20% de HbF (Gay
et al., 1997).

Os haplétipos representam uma area relativamente nova
de investigacédo a respeito da variagdo da DF. Seus mecanismos ainda
nao foram bem caracterizados e os antropologistas utilizam para tracar a
migracdo dos genes da AF da Africa para o Mediterrdneo e para o
continente americano (Gay et al., 1997).

2.1.2 Patogénese molecular

A hemoglobina mutante (HbS) possui propriedades fisico-
guimicas bastantes diferentes da hemoglobina normal devido a perda de
duas cargas elétricas por molécula de hemoglobina (devido a perda do
acido glutamico). Exibe ainda diferente estabilidade e solubilidade,
demonstrando uma forte tendéncia a formacéo de polimeros quando na
sua forma de desoxiemoglobina. Decorre dai uma série de alteracdes
fisico-quimicas na estrutura da hemacia, ocasionando a deformacgéo e o
enrijecimento de sua membrana celular, concorrendo para o epifendmeno
patolégico que é a vasoclusdo. Este fenbmeno € responsavel por toda a
sequéncia de alteracdes estruturais e funcionais nos mais diversos 6rgaos
e sistemas do paciente acometido (Galiza Neto; Pitombeira, 2003).

A HbS no estado de baixa tensédo de oxigénio sofre uma

modificacdo na sua conformacdo molecular devido a presenca do

aminoacido valina, que interage com o receptor fenilalanina e leucina na
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molécula adjacente de HbS. Esta interacdo de natureza hidrofobica
desencadeia a formacdo de polimeros, compostos por 14 fibras de
desoxiemoglobinas, enoveladas entre si, num processo denominado
nucleacdo, que progride com o alongamento e alinhamento de mais
fibras, criando uma estrutura multipolimérica, na forma de um eixo axial no
interior da célula. Esta criado assim o mecanismo de transformacéo da
cladssica forma do eritrocito em uma nova estrutura no formato de foice
(Galiza Neto; Pitombeira, 2003).

A velocidade e a extensao da formacdo de polimeros no
interior das hemécias depende primariamente de trés variaveis
independentes: grau de desoxigenacao, concentracao intracelular de HbS
e presenca ou auséncia de HbF. Uma das consequéncias da
polimerizagdo da HbS é a desidratagéo celular devida as perdas de ions
potassio (K') e de agua. Os principais mecanismos destas perdas
ocorrem pela ativacdo excessiva do canal de transporte dos ions potassio
e cloro (K*, CI), estimulados pela acidificacéo, pelo edema celular e pelo
canal de Gardos, devido ao aumento da concentracdo dos ions calcio
(Ca™) (Galiza Neto; Pitombeira, 2003).

O afoicamento das hemacias tem como consequéncias
menor capacidade de transporte de oxigénio para os tecidos, dificuldades
circulatérias e diminuicdo de sua vida util, que passa de 120 para
aproximadamente 20 dias, quando sao retiradas da circulagéo pelo bacgo
(Rosa; Magalhaes, 2002).

Outra importante alteracdo da hemacia na AF se deve a
perda do seu poder deformatério, fato que Ihe impossibilita transpor o
menor diametro dos capilares da microcirculacdo. A perda da elasticidade
da célula deve-se ao incremento da concentracdo de HbS intracelular,
resultando no aumento da viscosidade no citosol, a polimerizacdo da HbS
e a rigidez da membrana (Galiza Neto; Pitombeira, 2003).

A alteracdo celular causada pelo processo de falcizacao

influencia intensamente o fluxo sanguineo, aumentando a sua
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viscosidade. Os eritrocitos falciformes irreversiveis tém capacidade
aumentada de adesao ao endotélio vascular, principalmente, devido a alta
viscosidade do sangue e também pela elevacdo dos niveis de
fibrinogénio, que ocorre como resposta natural a infeccbes (Manfredini et
al., 2007).

A adesividade pode ser devida as forgas eletrostéaticas. A
deposicdo de grande numero de eritrécitos alterados na superficie
endotelial reduz a luz dos capilares, provocando estase, que podera se
intensificar pela diminuicdo da temperatura do ambiente. Como
consequéncia da estase, ocorre hipoxia tecidual, levando mais moléculas
de HbS no estado desoxigenado, piorando a situacdo circulatéria ja
desfavoravel e lesando os tecidos perfundidos por estes capilares
(Manfredini et al., 2007).

2.1.3 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, a
cada ano, nascem no mundo, cerca de 300 mil criancas portadoras de
hemoglobinopatias, das quais, mais de 200 mil sdo africanas com AF
(Watanabe et al., 2008).

A AF é provavelmente a doenca hematoldgica hereditaria
mais prevalente na populacéo brasileira. Tendo se originado na Africa e
trazida a América pela imigracéo forcada dos escravos, a partir do século
XVI, é mais fregliente onde a propor¢cédo de antepassados negros é maior.
A doencga distribui-se heterogeneamente no Brasil em virtude da
miscigenagéao racial, favorecendo assim a continuidade dessa anemia no
pais (Pinheiro et al., 2006; Ramalho et al., 2008).
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A populagéo brasileira ndo branca foi estimada em
44,66% pelo censo demogréfico de 2000, sendo que de 1% a 6% dessa
populacéo sao portadores do gene da HbS (Watanabe et al., 2008).

Apesar de afetar cerca de 0,1% a 0,3% da populacdo
negroide brasileira, a AF é observada em parcela cada vez mais
significativa da populacdo caucaséide, em decorréncia da alta
miscigenagao observada no Brasil. As regides onde a condigéo tanto de
portador quanto de doente é mais prevalente sdo Sudeste e Nordeste
(Bandeira et al., 2007; Mousinho-Ribeiro et al., 2008).

No Brasil, a AF tem significativa importancia
epidemioldgica em virtude da prevaléncia e da morbimortalidade que
apresenta e, por isso, tem sido apontada como uma questdo de saude
publica (Bandeira et al., 2007).

2.1.4 Triagem neonatal e diagnostico

O diagnéstico das hemoglobinopatias € complexo e
envolve uma analise que deve considerar, além dos dados clinicos e
heranca genética, varios fatores como idade da crianca por ocasido da
coleta, tempo de estocagem e condi¢gbes de armazenamento da amostra
(desnaturacéao da hemoglobina), entre outras (Ferraz; Murao, 2007).

O Ministério da Saude (2005), por meio da Portaria
Ministerial n® 822, de julho de 2001, instituiu o Programa Nacional de
Triagem Neonatal para fenilcetondria e hipotireoidismo (fase 1),
hemoglobinopatias (fase Il) e fibrose cistica (fase Ill) em todo o pais. Este
exame é realizado em sangue total colhido do calcanhar, na primeira
semana de vida da criancga e é conhecido como teste do pezinho.

Os recém-nascidos diagnosticados pela triagem neonatal
como provaveis portadores de DF devem ser reavaliados antes do 3° més
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de vida, pois permite a identificacdo precoce desses individuos e a

consequente introducdo de profilaxia e seguimento ambulatorial
adequado (Silla, 1999; Ferraz; Murao, 2007).
Para os pacientes que nao foram submetidos a triagem

neonatal e para diagnostico diferencial entre as diferentes formas de DF,

além dos sinais e sintomas clinicos, 0s seguintes exames podem ser

utilizados (Bandeira et al., 2003; Pinheiro et al., 2006; Ferraz; Murao,

2007):

f)

9)

h)

)

eletroforese em pH alcalino em acetato de
celulose;

eletroforese em pH &acido em agar citrato ou gel
de agarose;

focalizacao isoelétrica (IEF);

cromatografia liquida de alta performance
(HPLC);

pesquisa de drepanéticos e/ou teste de
solubilidade;

dosagem de HbF pela técnica de desnaturacao
alcalina ou por HPLC,;

dosagem de HbA, por microcromatografia em
coluna ou por HPLC;

hemograma completo e reticulécitos;

teste de falcizagao;

estudo do sangue dos pais (estudo familiar).
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2.1.5 Profilaxia antibidtica

Infeccbes graves, tais como pneumonia, sepse e
meningite, sdo as causas mais comuns de morte entre criangas com AF
menores de 5 anos de idade. Iniciada entre 3 e 4 meses até os 5 anos, a
penicilina é administrada como uma medida preventiva contra estas
infeccbes causadas principalmente por Streptococcus pneumoniae
(Zarkowsky et al., 1986; Pegelow et al., 1991).

O risco de infeccdo por pneumococos em criangas
menores de 5 anos é aproximadamente 30 a 100 vezes maior que em
criancas saudaveis (Loggetto et al., 1999; Bitardes et al., 2008).

Como conseqliéncia da asplenia, haverd uma maior
susceptibilidade as infec¢des por organismos encapsulados, notadamente
Haemophilus influenzae tipo b (Hib) e pneumococos (Loggetto et al.,
1999; Wilkins, 2002). Essas infeccbes podem desencadear e/ou
intensificar as crises de falcizacdo. Nessas condi¢Oes, forma-se um
circulo vicioso perigoso para o paciente, que pode ser letal se ndo tratado
adequadamente. Este fato justifica a busca por profilaxia e abordagens
eficazes (Di Nuzzo; Fonseca, 2004).

Entretanto, outros microrganismos também podem estar
relacionados as infeccdes em pacientes com AF tais como: Klebsiella e
Escherichia coli. A presenca de infeccdo por estes microrganismos pode
ter predilecdo por sexo e/ou faixa etaria do paciente (Magnus et al., 1999).
A profilaxia de complica¢cBes da propria doenca é indispensavel para uma
evolucdo o menos desfavoravel possivel nesses individuos. Quatro séo

os passos fundamentais (Di Nuzzo; Fonseca, 2004):

a) diagnostico neonatal seguido de orientacao e
programa de educacdo familiar, através de

regular acompanhamento ambulatorial,
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d)
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profilaxia medicamentosa com penicilina;
vacinagcao contra pneumococos e Hib nas
idades apropriadas;

identificacdo precoce e manejo apropriado dos
episédios febris, considerando-os como

potenciais eventos sépticos.

Isso reduz de maneira significativa as mortes associadas

a esta enfermidade, principalmente por problemas infecciosos (de 30 para

1%), além de proporcionar a chance de melhor qualidade de vida
(Gomez-Chiari et al., 2003).
Segundo a ANVISA (2002), a penicilina profilatica previne

80% das septicemias por pneumococos em criancas com AF até 3 anos

de idade. O impacto da profilaxia é enorme e deve ser iniciado aos 3

meses de idade para todas as criancas com DF. A terapéutica deve

continuar até 5 anos de idade. Pode-se utilizar a forma oral (Penicilina V)

ou parenteral (Penicilina benzatina), na seguinte posologia:

a)

b)

Penicilina V (administrada via oral duas vezes
ao dia);

- 125 mg para criancas até 3 anos de idade ou
15 Kg;

- 250 mg para criangas de 3 a 6 anos de idade
ou com 15 a 25 Kg;

- 500 mg para criangas com mais de 25 Kg.
Penicilina benzatina (administrada
intramuscular a cada 21 dias).

- 300000 Ul para criancas até 10 Kg;

- 600000 Ul para criancas até de 10 a 25 Kg;

- 1200000 Ul para criangas com mais de 25 Kg.
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Segundo Norris et al. (1996) e Fonseca et al. (2005) a
profilaxia com penicilina ndo parece aumentar a taxa de colonizagao por
cepas de pneumococos resistentes. Isso parece indicar que a penicilina
ainda é segura tanto para a profilaxia quanto para o tratamento inicial dos
episodios febris nas criancas falcémicas (Fonseca et al., 2005).

Em casos de alergia a penicilina, administra-se 20 mg/Kg
de eritromicina etilsuccinato via oral, 2 vezes ao dia (ANVISA, 2002).

Além disso, a complementacdo com 4&cido fdlico é
indispensavel e deve ser administrado diariamente, devido a sua
fundamental importancia na maturacdo e na velocidade de producéo das
hemacias (Rosa; Magalhdes, 2002).

Até o momento, duas formas de terapia podem ser
utilizadas alternativamente ao tratamento convencional das DF, como a
administracdo oral de hidroxiuréia, um agente indutor da sintese de HbF,
e o transplante de medula 6ssea. Os resultados com a hidroxiuréia séo
muito animadores tanto em adultos quanto em criangcas. Sendo a
hidroxiuréia um agente que induz depressdo da medula 6ssea, atencdo
especial deve ser tomada em relagdo ao numero de granulécitos,
plaguetas e reticuldcitos. J& o transplante de medula 6ssea ainda tem
uma indicacgao restrita e € apenas realizado em um grupo selecionado de
pacientes (ANVISA 2002; lannone et al., 2005; Hankins et al., 2005).

2.1.6 Principais manifestacdes clinicas

As manifestacdes clinicas da DF variam acentuadamente
entre os gendtipos da doenca. O recém-nascido é protegido pelos
elevados niveis de HbF nas hemacias durante as primeiras 8 a 10
semanas de vida. Como estes niveis declinam, as manifestacdes clinicas
da AF aparecem (Beutler, 1995; Embury, 1997).



26

O paciente tipico é anémico, tendo um estado de saude
razoavel e estavel. Este estado € interrompido periodicamente por uma
crise que pode ter um inicio subito e, ocasionalmente, um desfecho fatal.
O reconhecimento precoce e a subseqliente avaliacdo clinica das crises
sdo de extrema importancia para a diminuigdo da morbimortalidade
(Beutler, 1995).

As manifestagdes clinicas da AF podem acometer 0s mais
diversos oOrgdos e sistemas. Alguns dos sintomas clinicos sdo: crise
aplasica (parada transitéria da eritropoiese), crises algicas, crises
vasoclusivas, febre, implicacbes psicossociais, priapismo, sequestro
esplénico, sindrome toracica aguda e Ulceras de perna (Embury, 1997;
Redding-Lallinger; Knoll, 2006; Braga, 2007).

2.1.7 Manifestacdes orofaciais

Virtualmente, qualquer tecido ou 6rgdo pode ser afetado
na AF e o espectro clinico de envolvimento pode variar muito de paciente
para paciente (Ministério da Saude, 2005).

Problemas bucais tém sido relatados na literatura, porém
ndo sdo tdo comuns quanto outras complicacdes sistémicas, além de néo
serem patognomonicos da doenca (Rosa; Magalhaes, 2002).

Os sinais mais comumente descritos na literatura séo:
esclerética amarelada, palidez da mucosa bucal e da lingua, atraso da
erupgdo dos dentes, transtornos na mineralizagdo do esmalte dentério e
da dentina. Em alguns casos, observa-se maloclusdo devido a protrusédo
da maxila e retrusdo dos dentes anteriores; a protrusdo maxilar, nesses
casos, tem sido associada ao aumento da atividade da medula 6ssea

desses pacientes. Devido ao “overjet”, cresce a pressao dos labios sobre
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0s dentes anteriores, promovendo a retrusao dos incisivos (Taylor et al.,
1995; Kelleher et al., 1996; Rosa; Magalhaes, 2002).

Além dos sinais descritos anteriormente, alguns autores
citam: aumento do espa¢o medular da mandibula e afilamento da cortical,
zonas osteoporéticas na regido de pré-molares e molares superiores,
aumento da espessura do cemento, deteccéo de calcificacdes pulpares e
perda da altura do osso alveolar. Nas radiografias de cranio, em
determinados casos, podem ser observadas projecoes semelhantes a
“fios de cabelo”, devido a formacdo secundaria de 0sso, compensatéria
para a reabsorcao 6ssea que pode ocorrer durante a expansado da medula
0ssea (Kelleher et al., 1996; Piratininga, 2000; Rosa; Magalhaes, 2002).

2.1.7.1 Osteomielite

E mais comum em 0ssos longos, entretanto pode também
afetar ossos faciais. A mandibula é particularmente mais afetada devido
ao suprimento sanguineo relativamente limitado. Uma crise vasoclusiva
leva a isquemia e necrose do 0sso, criando um ambiente favoravel para o
crescimento bacteriano. A microbiota bucal pode invadir esta area via
ligamento periodontal ou hematoldgica (Rada et al., 1987; Kelleher et al.,
1996).

A infeccdo por Salmonella tem sido relatada em mais de
50% dos casos citados na literatura. A infeccdo por estreptococos
também é muito freqliente devido a sua disseminacdo direta no tecido
0sseo através de focos de infeccdo dentaria e/ou periodontal (Rada et al.,
1987; Rosa; Magalhéaes, 2002).

Estafilococos, pneumococos, pseudomonas, E. coli,

H. influenzae também tém sido citados (Ministério da Saude, 2005).
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2.1.7.2 Parestesia

A crise vasoclusiva na mandibula pode afetar o nervo
alveolar inferior, resultando em parestesia que pode permanecer por mais
de 2 anos. A perda da sensacdo é resultado do comprometimento da
circulagdo regional, agravado pelo estreito canal mandibular,
comprometendo também da artéria alveolar inferior (Kelleher et al., 1996;
Rosa; Magalhaes, 2002).

O nervo mentoniano também pode ser afetado, resultando
em parestesia do Iabio inferior e podendo durar até 18 meses (Kelleher et
al., 1996; Ministério da Saude, 2005).

2.1.7.3 Necrose pulpar

As hemacias falciformes sdo suspeitas de comprometer a
microcirculacdo da polpa dentaria. Estudos observaram necrose pulpar
assintomatica em dentes saudaveis de pacientes com AF. Acredita-se
gue as hemacias falciformes causem vasoclusdao na microcirculacdo
pulpar, resultando em necrose. Hemacias falciformes foram identificadas
na polpa de dentes com histéria de pulpite recorrente (Kelleher et al.,
1996; Rosa; Magalhéaes, 2002).

2.1.7.4 Dor orofacial

Pacientes com DF apresentam 0 risco nove vezes maior

de experimentar a dor na area maxilofacial (Ministério da Saude, 2005).
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Estudos demonstraram que 21% a 36% dos pacientes com DF relataram
experiéncia de dor de dente sem nenhuma patologia especifica associada
(Cox, 1984; O’'Rourke; Hawley, 1998).

2.2 Cérie dentéria

2.2.1 Etiologia da cérie dentéria

A carie é uma doenca multifatorial e infecto-contagiosa,
de carater crbnico, causada pelo processo de desmineralizacdo da
superficie dentaria por acidos organicos, principalmente o acido latico,
provenientes da fermentacdo dos carboidratos da dieta, pelas bactérias
(Leites et al., 2006).

Envolve a interacdo de fatores do hospedeiro suscetivel
(dentes, pelicula adquirida, saliva), dieta e microbiota. Newbrum (1988)
acrescentou mais um fator — o tempo — que deve ser considerado em
qualquer discussio sobre a etiologia da carie. E um processo dinamico, o
qgual, em estagios iniciais, € reversivel e até mesmo em seus estagios
mais avancados, pode ser paralisado (Almeida et al., 2002).

Maniji e Fejerskov (1990) demonstraram as relagdes entre
o biofiilme dentario e os multiplos determinantes bioldégicos que
influenciam a possibilidade de desenvolvimento da lesédo de cérie. Os
dentes sdo colonizados por bactérias que existem no biofilme dentario,
cujo metabolismo ocasiona flutuagbes no pH. Este metabolismo é
influenciado por fatores determinantes que por si s6 nao levam ao
desenvolvimento de céarie, mas modulam sua atividade. Entre estes

encontramos a composi¢cao do proprio biofilme dentario, composicéo e
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capacidade tampdo da saliva, velocidade da secrecdo salivar e
composicéo e frequéncia da dieta.

Além dos fatores determinantes para o desenvolvimento
da cérie, existem os fatores confundidores, que sédo aqueles que variam
de populacdo para populacdo nos quais se incluem os fatores socio-
econdbmicos, educacionais e comportamentais (Weyne; Harari, 2001). O
status socioecondmico € um forte preditivo do risco de céarie em criancas
do que em adultos. A cérie é geralmente mais prevalente em grupos de
baixo nivel socioeconémico do que em grupos de alto nivel. Devem ser
levadas em consideracdo as varidveis sociais tais como: o nivel de
instrucdo do paciente e sua profissdo (Petersen, 1983).

O desenvolvimento da cérie somente ocorre na presenca
de microrganismos na superficie dentaria, contudo, a simples presenca
destes ndo é suficiente para o desenvolvimento da doenca (Leites et al.,
2006).

Segundo Lorenzo e Lorenzo (2004), para que uma
espécie microbiana seja reconhecida como iniciadora do processo
cariogénico, principalmente no esmalte dentario, é indispensavel que ela
seja dotada de mecanismos de viruléncia que a capacitem promover a
desmineralizagcdo da superficie dentaria: 01. Atividade acidogénica
intensa: de acordo com o conhecimento atual, as Unicas bactérias que
preenchem esse primeiro e indispensavel requisito (acidogénese intensa)
sdo os EGM, que geram pH em torno de 4,0, e algumas espécies de
lactobacilos, que geram pH proximo de 3,0. Em 1991, foi descrito que os
estreptococos nao-mutans produtores de pH baixo (S. anginosus, S.
gordonii, S. mitis e S. oralis) também sao capazes de gerar pH entre 4,05
e 5,0 (Van Houte et al., 1991). 02. Aderéncia a superficie dentéaria: os
EGM utilizam varios mecanismos para aderir ao dente, principalmente nas
superficies lisas onde a fixacdo bacteriana é mais dificultosa; no entanto,
essas espécies sO colonizam consistentemente a superficie dentaria

guando favorecidas pela presenca constante de sacarose. Por outro lado,
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os lactobacilos necessitam encontrar zonas retentivas para implantar-se
na superficie do dente. 03. Producdo de polissacarideos de reserva: o
glucano insoluvel, entre outros polissacarideos, € uma substancia
fundamental para que os EGM consigam se aderir e, posteriormente
colonizar a superficie dentaria. Além disso, sdo responsaveis pela
consisténcia gelatinosa do biofiilme dentario, possibilitando a
concentracdo de 4&cidos na interface biofiime-esmalte e, ainda,
consequentemente, gera demora na neutralizacdo dos &cidos. 04.
Aciduricidade: algumas raras espécies suportam ambientes acidos.
Aciduricidade é a capacidade de algumas bactérias conseguirem
metabolizar mesmo quando o pH torna-se &cido, visto que o pH do
ecossistema da carie dentéria é inferior a 5,5.

Segundo Baldani et al. (1996), apesar de alguns autores
admitirem que as condi¢bes de saude bucal melhoraram nas Ultimas
décadas no Brasil, a carie permanece como um grande problema de
salde publica. Como possiveis causas para o declinio observado nos
indices de carie, os autores citam a adicdo de ion fllor na agua de
abastecimento publico, o emprego em larga escala de dentifricios
fluoretados e a reforma dos servicos de salde, que acompanharam a
implantacdo do Sistema Unico de Salde. Outras causas importantes
seriam, em alguns paises, o consumo diferenciado de acUcares e a
melhoria nas condi¢des de vida da populagéo.

Um grupo de risco para a doenca céarie pode ser definido
como um subgrupo da populacdo cujos membros, na média, tenham um
risco mais alto de desenvolvimento de novas lesdes de carie do que o0s
membros da populacdo restante, ou seja, um individuo com risco de
desenvolver a doenca cérie € uma pessoa exposta a fatores conhecidos
de risco (Thylstrup; Fejerskov, 1994).

O risco para as doencas crbnicas pode ser avaliado com
base no numero de fatores potenciais de risco que cada paciente
apresenta. A identificacéo e a avaliacdo desses fatores em cada paciente
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sdo imprescindiveis para o diagnostico e o plano de tratamento (Almeida
Junior et al., 2005).

Weyne e Harari (2001) explica a dinamica do
desenvolvimento da lesdo de céarie por meio do processo de
desmineralizacao e remineralizacdo. O primeiro ocorre depois da ingestao
de carboidratos quando ha uma producdo de acidos por determinadas
bactérias presentes no meio bucal, e conseqlentemente atinge-se na
cavidade bucal um pH menor que 5,5. Portanto, a concentracdo de ions
calcio (Ca) e fosfato (P) na saliva torna-se inferior em relacado ao produto
de solubilidade da hidroxiapatita e, deste modo, a tendéncia fisico-
guimica é o esmalte dentario perder Ca e P para o meio bucal, tentando
atingir um novo estado de equilibrio em funcao do pH atingido, levando a
dissolucdo do esmalte dentario. O segundo ocorre quando o pH retorna
ao normal, ou seja, maior do que 5,5, momento este em que o Ca e P da
saliva vao superar o produto da solubilidade da hidroxiapatita, quando o
esmalte dentario ganha Ca e P do meio bucal, no sentido de repor o que
foi perdido anteriormente. Na ocorréncia desse fenémeno, havera
remineralizacdo do esmalte dentario. A céarie sera, portanto, conseqiéncia
do desequilibrio entre os fatores de desmineralizagéo e remineralizacao.

A ingestdo de sacarose € um importante fator etiolégico
para o desenvolvimento de caries (Burt; Pai, 2001; Zero, 2004).

Dieta cariogénica é o substrato, ou seja, a matéria-prima
fornecida pelo proprio hospedeiro, necessaria para que 0S
microrganismos cariogénicos consigam desenvolver-se sobre 0s dentes,
sintetizar polissacarideos de reserva, produzir acidos organicos que
promovem a desmineralizacdo do esmalte dentario e conseqientemente,
a lesdo de cérie (De Lorenzo, 1998; De Lorenzo; De Lorenzo, 2002).

A cariogenicidade da dieta é determinada pela presenca
de carboidratos fermentaveis, principalmente a sacarose (Sreebny, 1982;
Burt et al., 1988; Manji; Fejerskov,1990).
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E importante considerar que a desmineralizacdo que
ocorre apos a ingestdo de qualquer dieta cariogénica se da durante um
determinado tempo, até que a capacidade tampdo e acao
remineralizadora da saliva paralisem o processo, ndo determinando uma
lesdo de céarie e sim uma simples desmineralizacdo reversivel (Lima,
2007).

Mas, com a ingestdo sistematica e cada vez mais
frequente de alimentos cariogénicos pelo ser humano, produzindo um
desequilibrio crescente da desmineralizacdo-remineralizagdo, a céarie
estabeleceu-se na populacdo mundial de uma forma endémica, levando-
se a concluir que a dieta seria um fator determinante da doenca (Lima,
2007).

Na avaliagdo do risco de cérie, um importante
componente a ser determinado pela anamnese € o potencial cariogénico
da dieta do paciente e a frequéncia com que esses alimentos sao
utilizados diariamente (Lorenzo; Lorenzo, 2004).

Os principais fatores de cariogenicidade inerentes aos
alimentos consumidos sao: tipo de carboidrato, quantidade e
concentracdo de carboidratos fermentéveis, resisténcia oferecida a
mastigacdo. Além desses fatores proprios dos alimentos consumidos,
devemos levar em consideracao importantes fatores relacionados com o
hospedeiro: tempo necessario para a remocdo do carboidrato e
freqiéncia de ingestao de carboidratos (Theilade; Birkhed, 1988).

Segundo Fontana e Zero (2006), estudos epidemiolégicos
tém demonstrado uma positiva e forte relacdo entre experiéncia passada
de carie e o possivel desenvolvimento de novas lesbes. Este Unico
indicador de risco de cérie fornece uma importante capacidade preditiva
(Disney et al., 1992; Zero et al., 2001).

A presencga de caries em maes aumenta o risco de caries
em seus filhos. A presenca de carie na denticdo decidua pode ser um
futuro preditivo de presenca de céarie na denticAo permanente. Em
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adultos, hd uma associacao entre presenca de caries e desenvolvimento
de cérie radicular (DePaola et al., 1989; Helm; Helm, 1990; Li; Wang,
2002).

O amplo uso do fluoreto tem reduzido a prevaléncia de
carie e a taxa de progressao das lesdes cariosas drasticamente. O uso do
fluoreto, que pode ser considerado um dos mais importantes fatores
protetores quando se avalia o risco de carie de um paciente, permite um
gerenciamento mais conservativo nas estratégias para a prevencao e

tratamento da carie dentéria (Fontana; Zero, 2006).

2.2.2 Risco de carie

Risco de cérie determina a probabilidade da incidéncia de
carie (nUmero de novas cavidades ou lesdes incipientes) em um certo
periodo. Também envolve a probabilidade de haver mudancas no
tamanho ou atividade das lesdes na boca (Disney et al., 1992).

Segundo Mayer e Lorenzo (2004) os fatores indicadores
de risco de céarie que devem ser objetos de analise sdo: condicdo
socioecondmica, doencas e outras condi¢cdes que interferem na incidéncia
de carie dentaria (alterando a formacao, o fluxo e a composicdo da saliva
ou alterando o padréao da dieta), ingestdo de medicamentos que influem
no processo de cérie, deficiéncias motoras que dificultam a higiene bucal,
regurgitacbes &cidas e gravidez, uso de fluoretos, andlise da dieta,
analise da experiéncia anterior de cérie, qualidade da higiene bucal,

funcao salivar, analise microbioldgica.
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2.2.3 Estreptococos do grupo mutans

ApGs a descoberta por Clarke em 1924, S. mutans
permaneceu por aproximadamente 35 anos praticamente ignorado, até
1960 com os estudos de Fitzgerald e Keyes. A partir dai a sua correlacdo
com a doencga céarie tem sido extensivamente estudada, indicando ser
esta bactéria o principal agente etioldgico da céarie de superficies lisas
(Leites et al., 2006).

Sao cocos Gram-positivos, anaerébios facultativos,
microaerdfilos, acidogénicos e aciddricos, e capazes de formar
polissacarideos extracelulares (Leites et al., 2006).

Em 1986, considerando-se diferencas de viruléncia e
caracteristicas de sorotipagem, a espécie S. mutans foi reclassificada em
sete espécies (S. cricetus, S. downei, S. ferus, S. macacae, S. mutans, S.
rattus e S. sobrinus), constituindo os estreptococos do grupo mutans
(Koga-Ito; Jorge, 2007).

S. mutans e S. sobrinus sao isolados a partir das
superficies dentarias e lesdes de cérie em seres humanos e apresentam
potencial cariogénico em humanos. As demais espécies do grupo mutans
sédo encontradas na cavidade bucal de animais e, se estdo presentes em
humanos, ndo parecem ser altamente cariogénicas (Leites et al., 2006;
Koga-Ito; Jorge, 2007).

Os EGM sédo um grupo de microrganismos altamente
cariogénicos pelas seguintes caracteristicas: capacidade de colonizar a
superficie dentaria: Essas bactérias colonizam superficies que néao
descamam (dentes, materiais restauradores, acrilicos). Produzir
polissacarideos extracelulares do tipo glicano (dextrana e mutano) a partir
da sacarose, o que favorece a formacdo de biofilme dentario espesso
(Leites et al., 2006). Capacidade acidogénica: a producéo de acido lactico
(acido organico forte) é determinante fundamental para a patogenicidade,
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sendo responsavel pela desmineralizacdo do esmalte dentario na etapa
inicial da céarie. E capaz de fazer o pH ambiental declinar para
aproximadamente 4,0, mais acido que o pH critico para a
desmineralizacido do esmalte dentario (cerca de 5,5). E um pré-requisito
essencial para que um microrganismo seja considerado cariogénico
(Lorenzo; Lorenzo, 2004). Capacidade acidurica: sobrevivéncia do
microrganismo em pH acido, permitindo que o microrganismo desenvolva
suas atividades metabdlicas em ambientes de pH baixo, tais como sulcos
e fissuras dos dentes (Leites et al., 2006; Koga-Ito; Jorge, 2007). Acumulo
de polissacarideos intracelulares de glicose do tipo amilopectina a partir
de carboidratos da dieta do hospedeiro. Esses polimeros sé&o
metabolizados quando o0s aclUcares exdgenos estdo esgotados,
resultando na formacdo de acido latico. Além disso, os EGM séo
fermentadores de grande quantidade de carboidratos, incluindo manitol e
sorbitol (Leites et al., 2006).

Segundo revisdo realizada por Leites et al. (2006), os
estudos apontam que: os EGM séo cariogénicos em animais e humanos,
a maioria dos individuos com alta prevaléncia de céarie tém alta contagem
de EGM, poucos individuos com baixa contagem de EGM tém alta
prevaléncia de carie, os niveis de EGM ndo implicam automaticamente
em um certo nivel de carie dentéria, pois a carie é uma doenca

multifatorial, na qual varios fatores desempenham papel importante.

2.2.4 Lactobacilos

Os lactobacilos sdo bastonetes Gram-positivos, nao-
esporulados, que em geral crescem melhor sobre condicbes de

microaerofilia e em pH &cido (5,4) (Rogosa et al., 1951).
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Os lactobacilos representam cerca de 1% da microbiota
bucal, sendo as espécies Lactobacillus casei e Lactobacillus fermentum
as mais comuns. Lactobacillus acidophilus é mais encontrado na saliva,
enquanto L. casei predomina no biofilme dentério e dentina cariada. Os
lactobacilos podem ser isolados da saliva, superficie dentaria, dorso da
lingua, mucosa vestibular e palato duro (Koga-lto; Jorge, 2007). Os
lactobacilos sdo conhecidos por serem produtores de acido latico com
excepcional tolerancia acida (Klinke et al., 2009).

Historicamente, os lactobacilos foram os primeiros
microrganismos relacionados com o desenvolvimento da céarie (Owen,
1949). Atualmente se considera que nao s&o iniciadores, mas sim
envolvidos na progressao do processo carioso (Beighton; Brailsford, 1998;
Koga-Ito; Jorge, 2007). Além disso, estdo diretamente correlacionados
com a alta e frequente ingestdo de carboidratos. Assim, a contagem de
lactobacilos pode ser usada tanto para avaliacdo do risco de carie como
para avaliar o efeito das alteracdes dietéticas (Mayer; Lorenzo, 2004;
Koga-lto; Jorge, 2007). Alguns trabalhos na literatura demonstraram
correlacdo entre altas contagens desse microrganismo e atividade clinica
de céarie (Koga-Ito; Jorge, 2007).

Individuos com baixa concentracdo de lactobacilos na
saliva usualmente desenvolvem novas lesGes de carie, entretanto,
individuos com altas contagens sdo mais suscetiveis a desenvolver a

doenca (Rego; Jorge, 2007).

2.2.5 Leveduras

A presengca desses microrganiSmos em processos
cariogénicos e canais radiculares humanos foi avaliada por Passos (1961)
e Bertolini (1964). Bartels e Blechman (1962) e Davenport (1970)
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ressaltaram a frequéncia e distribuicdo de leveduras na cavidade bucal de
individuos normais, ou de usuarios de proteses dentarias.

Fosdick e Hansen (1937) foram uns dos primeiros a
sugerir a correlacdo entre leveduras e producdo de acidos na cavidade
bucal. Os autores chegaram a essa conclusdo através da incubacéo in
vitro de esmalte dentario em saliva. Os autores observaram que quando a
saliva continha somente L. acidophillus, o esmalte dentario ndo era
dissolvido, porém, quando leveduras isoladas da cavidade bucal eram
adicionadas, a producdo de acido era suficiente para dissolver o esmalte
dentério.

A associacao entre contagem de leveduras com atividade
de carie foi discutida por Glass (1985), Pienihdkkinen (1987) e Russel et
al. (1991), demonstrando o aparecimento de espécies de Candida na
carie e estruturas ao redor. Esses autores, a fim de avaliar a correlacédo
entre leveduras e risco de cérie, constataram uma elevada frequéncia de
Candida nas les@es de cérie, sugerindo que as lesdes de céarie funcionam
como um reservatorio de leveduras.

Em adicdo aos EGM e lactobacilos, Candida albicans
também € fortemente associada com carie em criancas, adolescentes e
adultos jovens (Gabris et al., 1999; Moalic et al., 2001; Beighton et al.,
2004).

Embora C. albicans tenha sido isolada de lesbes de cérie
em dentina de criangas, em altas frequéncias, variado de 71 a 97%
(Marchant et al., 2001; Sziegoleit et al., 2002; de Carvalho et al., 2006),
ainda ndo se sabe como a levedura age como um patdégeno cariogénico
ou faz papel de microrganismo comensal. Entretanto, C. albicans possui
um largo espectro de propriedades cariogénicas: é capaz de aderir a
hidroxiapatita coberta por saliva (Cannon et al., 1995) e apresenta forte
aderéncia ao colageno (Makihira et al., 2002). Demonstrando extrema

tolerancia &cida, a levedura provou reduzir o pH da saliva suplementada
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com glicose, para valores abaixo de 3,2 através da secre¢do de &cidos

organicos (Samaranayake et al., 1986).

2.2.6 Saliva

A saliva é um fluido exécrino que consiste em
aproximadamente 99% de agua, contendo uma variedade de eletrdélitos
(sédio, potassio, calcio, magnésio, bicarbonato, fosfato) e proteinas,
representadas por enzimas (lisozima, lactoferrina, peroxidade,
sialoperoxidade), imunoglobulinas e outros fatores antimicrobianos,
glicoproteinas, tracos de albumina e um pouco de polipeptideos e
oligopeptideos de importancia para a saude bucal. Também ha uréia e
amonia e todos esses componentes interagem, e S0 responsaveis por
varias funcbes atribuidas a saliva (Edgar, 1992; Humphrey; Williamson,
2001; Berkovitz et al., 2002).

Em uma pessoa normal a média diaria de secrecdo de
saliva varia de 1 a 1,5 L. O indice de fluxo salivar € um parametro que
permite que o fluxo salivar estimulado ou n&o, seja classificado em:
normal, baixo ou muito baixo (hipossalivacdo) (Humphrey; Williamson,
2001).

A saliva € um componente critico para a preservacao e
manutencdo da saude bucal e tem sido usada como uma fonte de
investigagado nao invasiva do metabolismo e eliminagédo de muitas drogas.
Entretanto, ela recebe pouca atencdo até que sua quantidade diminua ou
sua qualidade se altere (Tabak, 2001).

Est4 bem estabelecido que a saliva desenvolve um papel
importante na saude dos tecidos moles e duros da cavidade bucal.
Problemas bucais resultantes da hipofuncdo das glandulas salivares
incluem: alteracéo da sensibilidade bucal, alteracdo da gustacao, secura
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da mucosa bucal que pode resultar em infeccdo e desgaste dentério
devido a abraséo (Fox et al., 1985; Navazesh, 1994).

O fluxo salivar baixo, quando crénico, € um dos fortes
indicadores salivares para um incremento no risco de desenvolvimento de
caries (Leone; Oppenheim, 2001).

A saliva se comporta como um sistema tamponante para
proteger a cavidade bucal: prevenindo a colonizagdo por microrganismos
potencialmente infectantes através de alteracdes das condi¢cdes
ambientais; a saliva tampona (neutraliza) os acidos produzidos por
microrganismos acidogénicos, prevenindo assim a desmineralizagdo do
esmalte dentario (Nagler, 2004).

A sialina, peptideo salivar, desempenha um importante
papel no aumento do pH do biofime dentario apdés a exposicdo a
carboidratos fermentaveis (Ten Cate, 1998).

A uréia é outro tampdo presente na saliva que é
resultante do catabolismo de aminoacidos e proteinas e causa um rapido
aumento no pH do biofilme dentario pela liberacdo de amodnia e didxido de
carbono quando hidrolisada por urease bacteriana (Ertugrul et al., 2003).
Criancas com insuficiéncia renal cronica apresentam menos caries do que
criancas saudaveis devido ao aumento dos niveis de urease na saliva
(Lucas; Roberts, 2005).

O sistema &cido carbbnico/bicarbonato é o0 mais
importante tampé&o presente na saliva estimulada, enquanto na saliva ndo
estimulada prevalece o sistema tampéao fosfato (Tenovuo; Lagerlof, 1994).

A saliva de individuos cujas bocas contém um numero
consideravel de lesbes cariosas freqlientemente apresenta capacidade
tampéo mais baixa do que a saliva daqueles que sao relativamente livres
de caries (Rego; Jorge, 2007).

Os testes salivares mais frequentemente usados para fins
clinicos em Cariologia séo: fluxo salivar estimulado ou nédo, capacidade

tampdo e contagem de unidades formadoras de colbnias de
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microrganismos, na maioria dos casos EGM, lactobacilos e leveduras
(Farsi, 2008).



3 PROPOSICAO

O objetivo geral do estudo foi investigar a microbiota
cariogénica, fluxo salivar e capacidade tampao salivar de pacientes

pediatricos com anemia falciforme.

Os objetivos especificos para este estudo foram:

a) reunir os dados microbiologicos, salivares,
dados obtidos no exame clinico e questionario
para tracar um perfil de risco de cérie;

b) avaliar se a referida doenca e/ou sua terapia
influenciam na presenca de espécies do género
Candida.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O estudo foi realizado de acordo com os principios éticos,
seguindo as diretrizes e normas que regulamentam a pesquisa
envolvendo seres humanos, conforme as resolugdes 196/96 e 251/97 do
Conselho Nacional de Saude. Os procedimentos realizados né&o
trouxeram dor, desconforto ou risco de espécie alguma ao paciente, cujo
responsavel foi conscientizado do intuito da pesquisa e deu seu
consentimento livre e esclarecido mediante a assinatura em formulério
proprio (Apéndices A e C). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos —
UNESP sob o protocolo 082/2007-PH/CEP (Anexos A e B), e pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital
Séo Paulo —UNIFESP sob o protocolo 1735/07 (Anexo C).

4.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos no presente estudo 25 pacientes de
ambos os géneros, com idades entre 4 a 11 anos com anemia falciforme
(gendtipo SS), diagnosticadas clinicamente e por métodos laboratoriais e
em tratamento no ambulatério de Hematologia Pediatrica do Hospital S&o
Paulo (Departamento de Pediatria da Universidade Federal de Sado Paulo
— UNIFESP). As criancas deveriam estar sob antibioticoterapia com
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penicilina por um periodo minimo de 6 meses (12 criangas sob profilaxia
com Benzetacil e 13 sob profilaxia com Pen-Ve-Oral).

Para o grupo controle foram selecionadas 25 criangas
com perfil semelhante (género, idade [+ 2 anos] e condi¢cdes bucais) ao
grupo de estudo, dentre os individuos atendidos na clinica de
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos
— UNESP, sem diagndstico de anemia falciforme ou outras doengas
sistémicas e que nao tenha sido submetido a tratamento com antibioticos

ou antifingicos nos ultimos 60 dias.

4.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes diabéticos nao
metabolicamente controlados, pacientes usuarios de aparelhos
ortodénticos e/ou chupetas, usuarios de medicamentos antidepressivos e

gue apresentavam lesdes sugestivas de candidose bucal.

4.4 Anamnese e exame clinico

Foram avaliados durante a realizacdo da anamnese 0s
dados pessoais, as condicbes de saude geral e bucal de todos os
individuos. Foram também coletados dados sobre a freqiéncia de
ingestdo de carboidratos fermentaveis pelos pacientes e realizado exame
intrabucal (com auxilio de espatula de madeira e luz natural), pelo mesmo
examinador para avaliar o indice de dentes cariados, perdidos ou
obturados (ceo-d/CPO-D) e a presenca de lesdes bucais (Apéndice B).
Dados especificos sobre a histéria médica (diagnéstico, duracdo da
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doenca, terapia) foram obtidos com o médico responséavel, a partir do
prontuério do paciente.

4.5 Coleta das amostras

A saliva total dos pacientes foi coletada em calices
graduados e esterilizados, através da estimulacdo do fluxo salivar pela
mastigacdo de um pedaco de filme plastico (Parafiim) de 5x5 cm
(Pechiney Plastic Packaging, Menasha, EUA), durante 5 minutos,
descartando a primeira porgao.

4.6 Processamento das amostras

4.6.1 Determinacao do fluxo salivar

A determinacdo do fluxo salivar foi realizada de acordo
com Krasse (1986), obtendo-se valores em mililitro de saliva por minuto
(mL/min). Os resultados foram classificados como: normal (maior que 1
mL/min), fluxo salivar reduzido (menor que 0,7 mL/min) e xerostomia

(valores menores que 0,1 mL/min).
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4.6.2 Determinacéo da capacidade tampéao da saliva

A capacidade tampéo da saliva foi avaliada de acordo
com Ericsson (1959) através da adicdo de 1 mL de saliva em 3 mL de
acido cloridrico 0,005 N, que foi agitado e deixado em repouso, em
recipiente aberto, durante 10 minutos para a eliminacdo do CO,, e em
seguida o pH final foi medido por um pHmetro digital portatil (HI 8314,
Hanna Instruments, Mauritius) e os resultados foram classificados como:
normal (pH entre 5,0 e 7,0), valores limitrofes (pH entre 4,0 e 5,0) e baixa

capacidade tampao (pH menor que 4,0).

Os recipientes contendo as amostras saliva foram
mantidos em uma bolsa térmica com gelo até serem transportados para o
laboratério de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia
de S&o José dos Campos — UNESP, onde finalizou-se o processamento,
respeitando-se o periodo maximo de 4 horas, a partir da coleta.

As amostras de saliva foram diluidas a 10" e 102 em
solucéo fisiologica esterilizada (NaCl 0,9%) para a realizacdo dos testes

seguintes.

4.6.3 Contagem de estreptococos do grupo mutans

Saliva pura e suas diluigdes (100 pL de cada) foram
semeadas em duplicata em agar Mitis Salivarius (Himedia, Mumbai, India)
acrescido de bacitracina (0,2 Ul/mL) e 15% de sacarose, e incubadas a
37°C e 5% CO, por 72 h. Apés este periodo, as colénias caracteristicas

de estreptococos do grupo mutans foram contadas. Contagens acima de
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1000000 UFC/mL foram correlacionadas com alto risco a carie e abaixo
de 100000 UFC/mL foram correlacionadas com baixo risco a carie.
(Kholer; Bratthall, 1979)

4.6.4 Contagem de lactobacilos

Saliva pura e suas diluigdes (100 pL de cada) foram
semeadas (pour plate) em duplicata em &agar Rogosa SL (Himedia,
Mumbai, India) acrescido de &cido acético glacial (1,32 pL/mL) e
incubadas por 72 h a 37°C em condi¢cOes de aerobiose. As contagens de
lactobacilos foram classificadas em relacdo a atividade de carie como
segue: atividade de carie negativa (0 a 1000 UFC/mL de saliva), baixa
atividade de cérie (1000 a 5000 UFC/mL), atividade de cérie moderada
(5000 a 10000 UFC/mL) e alta atividade de céarie (> 10000 UFC/mL).
(Cortelli et al., 2002)

4.6.5 Contagem de leveduras

Saliva pura e suas diluigdes (100 pL de cada) foram
semeadas em duplicata em agar Sabouraud dextrose (Himedia, Mumbai,
India) acrescido de cloranfenicol (0,1 mg/mL) e incubadas por 48 h a 37°C
sob condi¢cbes de aerobiose. ApOs esse periodo, as placas na qual ndo foi
verificado crescimento de colbnias de leveduras foram deixadas por mais
5 dias em temperatura ambiente. Os resultados foram classificados de
acordo com Pienihdkkinen (1988): atividade de cérie negativa (0
UFC/mL), baixa atividade de céarie (0 a 100 UFC/mL), atividade de carie
moderada (100 a 400 UFC/mL) e alta atividade de cérie (> 400 UFC/mL).
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4.7 Isolamento e obtencao de culturas puras

A partir das colénias que cresceram nas placas de agar
Sabouraud dextrose cloranfenicol, foram selecionadas 4 colbnias de
morfologias diferentes de cada paciente. A partir destas, foram obtidos
esfregacos que ap6s procedimento de coloracdo pelo método de Gram,
foram observados em microscopio para confirmagédo da morfologia.

Para obtencdo de culturas puras, apés a confirmacao
microscépica, as colénias foram transferidas para agar Sabouraud
dextrose em tubo inclinado e incubadas por 24 h a 37 °C, sendo
armazenadas a 4 °C para posterior identificagéo.

4.8 Identificacéo dos isolados de leveduras

As culturas obtidas foram repicadas em agar Sabouraud
dextrose e incubadas por 24 h a 37°C. Para a identificacdo das espécies
foi utilizado o sistema API 20 C AUX (Biomérieux, Franca), de acordo com
as instrucoes do fabricante.

Foi preparada uma suspensao em 2 mL de solugéo salina
esterilizada (NaCl 0,85%), padronizada na escala 2 de McFarland
(Biomérieux, Franca) e em seguida, 100 pyL da suspenséo foi adicionada
ao meio de cultura APl C Medium. Posteriormente, os poc¢os do sistema
de identificagdo foram preenchidos pelo meio de cultura API C Medium
acrescido do microrganismo, para cada amostra a ser identificada.

Em seguida, o sistema foi incubado a 30 °C e a leitura
realizada em duas etapas: a primeira apés 48 h e a segunda ap6s 72 h de
incubacgao. A leitura dos testes foi realizada de acordo com o manual do
kit e os resultados foram anotados em formulario préprio. Os resultados
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apresentados resultaram em um codigo numérico que foi inserido no
programa APIWEB que retorna a espécie correspondente, sendo adotado
como porcentagem aceitavel de identificacdo um valor acima de 80%.

4.8.1 ldentificacdo genotipica de Candida dubliniensis

Para a identificacdo definitiva de C. dubliniensis, as
amostras previamente identificadas como C. dubliniensis foram
submetidas a PCR, de acordo com a metodologia proposta por Donnelly
et al. (1999) e Mahnss et al. (2005).

Os isolados foram inicialmente repicados em &gar
Sabouraud dextrose e incubados por 24 horas a 37 °C. A seguir, uma
pequena porcdo de cada crescimento foi coletada, com o auxilio de uma
ponteira esterilizada (capacidade de 20-200 L), e foi transferida para um
tubo plastico (Eppendorf) contendo 75 pL de agua destilada esterilizada.
Os tubos foram submetidos a um pulso em centrifuga a 10.000 rpm para
gue todo material fosse retirado das paredes do tubo. Em seguida, os
tubos foram mantidos em banho-maria a 95 °C por 10 minutos para a
extracdo do DNA das amostras. Decorrido este periodo, as amostras
foram novamente centrifugadas a 15.000 rpm por 15 minutos, e
armazenadas em freezer a -20 °C.

Para a PCR foram utilizados dois pares de iniciadores

(primers), sendo o primeiro par o0s iniciadores universais Uni-f:

5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAA-3’ e (o] uni-r:
5-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’; e o0 segundo par os iniciadores
especificos para C. dubliniensis, DUBF Act-f:
5-GTATTTGTCGTTCCCCTTTC-3 e DUBR Act-r:

5-GTGTTGTGTGCACTAACGTC-3. A amplificacdo foi realizada em

ciclador Eppendorf Master com 50 puL de volume final. Nesta amostra
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tinhamos 5 uL de DNA molde da amostra lisada, 1uL de cada iniciador
(primer), 1 pL dos desoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs), 5 pyL de
tampéo (10 mM Tris HCI pH 8,5; 50 mM KCI), 0,2 uyL de Tag DNA
polimerase, 1,5 yL de magnésio e 33,3 YL de agua desmineralizada
esterilizada. Um protocolo hot start foi utilizado: (95 °C por 3 min) seguido
por 30 ciclos (95 °C por 30 s, 58 °C por 30 s e 72 °C por 60 s) e extenséo
final (72 °C por 10 min).

Uma aliquota da reacdo de PCR foi analisada por
eletroforese em gel de agarose a 1% (110 V por 20 min). Os fragmentos
universais tém aproximadamente 614 pares de bases (pb), sendo,
portanto visualizadas as bandas em todas as espécies. O par de primers
especificos para C. dubliniensis apresentam fragmentos de 288 pb,
resultando em uma segunda banda visivel para esta espécie.

Foram utilizadas amostras de C. albicans (ATCC 18804) e

C. dubliniensis (NCFP 3108) como controles da reacgao.

4.9 Determinacdo do risco de carie

Os dados obtidos através da ficha clinica, resultados dos
testes salivares e microbiolégicos foram avaliados através da versao
brasileira do software Cariograma 1.0. (Buischi, 2000) Os parametros
pais/area e grupo foram mantidos fixos em “amostra padrdao”. As
correlacdes entre os escores dos parametros avaliados pelo software sao
listadas no quadro 2.
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Parametros Escore Descricao Correlacéo
. - ceo-d + CPO-D
0 livre de céries -0
1 melhor que o ceo-d + CPO-D
Experiéncia de normal entrele?
carie 5 normal paraa | ceo-d + CPO-D
faixa etaria entre3e4
3 pior que o normal ceo-d + CPO-D
maior que 4
0 sem doenca
Doencas 1 doenca, grau | fixado no escore
relacionadas leve 2
5 doenca, grau
severo
. ~ . 0 - 1000
o | oo | uRCiLae
& lactobacilos
1 baixa ingestdo 1000 - 5000
Dieta, contetido UFC/mL
5 ingestao 5000 - 10000
moderada UFC/mL
3 alta ingestao maior que 10000
UFC/mL
0 maximo trés
vezes ao dia
1 maximo cinco
Dieta, freqiéncia vezes ao dia mclumdq e:ntre
’ 5 maximo sete as refeicbes
vezes ao dia
3 mais de sete
vezes ao dia
0 indice de placa =
0
1 indice de placa =
Quantidade de 1 nao foi
placa 5 indice de placa =| considerado
2
3 indice de placa =

3
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Quadro 2 — Escores do software Cariograma (continuacao)

Estreptococos

Strip mutans

0 UFC/mL
classe 0
Strip mutans menor que
classe 1 100000 UFC/mL

Strip mutans

entre 100000 e

Programa de
fldor

méaximo de fltor

meios adicionais
de fldor,
ocasionalmente

dentifricio
fluoretado, sem
suplementos

nao utiliza flGor

do grupo mutans classe 2 1000000
UFC/mL
. maior que
Stip mutans 1000000
UFC/mL
programa

fixado no escore
2

Secrecao salivar

secrecao salivar
normal

secrecao entre
0,9e 1,1 mL/min

secrecao entre
0,5 e 0,9 mL/min

secrecdo menor
gue 0,5 mL/min

Capacidade
tampéo

adequada, cor
azul do
Dentobuff

maior que 5

reduzida, cor
verde do
Dentobuff

entre4eb5

baixa, cor
amarela do
Dentobuff

menor que 4
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Quadro 2 — Escores do software Cariograma (concluséo)

Avaliagéo clinica

melhor do que a
indicada pelos
dados acima

normal, de
acordo com os
dados acima

risco aumentado,
comparado aos
dados acima

risco muito alto

fixado no escore
1

4.10 Andlise dos resultados

Os resultados foram analisados e comparados entre 0s

grupo em estudo, atraves do teste t de Student (fluxo salivar, capacidade

tampdao), Mann-Whitney (contagem de microrganismos, indices ceo-d e

CPO-D) e teste Z (risco de carie), através do software estatistico Minitab

15, todos com nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Andlise dos dados da ficha clinica

Com relacdo ao género, participaram do estudo 13
meninas (52%) e 12 meninos (48%) em ambos 0S grupos (anemia e
controle). Para o grupo de estudo a idade dos pacientes variou entre 4 e
11 anos, com média de 8,8 anos. No grupo de estudo participaram 01
criancas de 4 anos, 02 de 5 anos, 01 de 6 anos, 02 de 7 anos, 04 de 8

anos, 04 de 9 anos, 03 de 10 anos e 08 de 11 anos (Figura 1).

Idade dos pacientes (Anemia)

B4 anos M5anos M 6anos M7 anos M 8anos mM9anos m10anos 11 anos

32%

16% 16%

12%
8% 8%
4% 4%

Figura 1 — Distribuicdo dos pacientes do grupo de estudo de acordo com a idade.

Para o grupo controle, a idade dos pacientes variou entre
6 e 11 anos com média de 8,68 anos. Participaram do estudo 02 criancas
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de 6 anos, 03 de 7 anos, 10 de 8 anos, 01 de 9 anos, 04 de 10 anos e 05
de 11 anos (Figura 2).

Idade dos pacientes (Controle)

m6anos m7anos m8anos m9anos m10anos m11anos

40%

20%
16%

12%

. .

Figura 2 — Distribuicdo dos pacientes do grupo controle de acordo com a idade.

4%

Com relacao a escolaridade dos pais, no grupo de estudo,
06 pais tinham o ensino fundamental completo (EFC), 11 tinham o ensino
fundamental incompleto (EFI), 05 tinham o ensino médio completo (EMC).
Em 03 casos, o acompanhante responsavel pelo paciente ndo sabia
informar a escolaridade do pai da crianca. Para o grupo controle, 02 pais
tinham o EFC, 07 tinham o EFI, 06 tinham o EMC, 05 tinham o ensino
superior completo (ESC), 01 tinha o ensino superior incompleto (ESI). Em
04 casos, 0 acompanhante responsavel pelo paciente ndo sabia informar
a escolaridade do pai da crianca. Para ambos os grupos, nenhum dos
pais tinham o ensino médio incompleto (EMI) (Figura 3).
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Escolaridade (Pais)

m Desconhecido mEFC mEFI mEMC mEMI mESC mESI

44%

28%
24%
20%
16%

8%

4%

0% 0% 0% 0%

Anemia Controle

Figura 3 — Escolaridades dos pais.

by

Com relacdo a escolaridade das maes, no grupo de
estudo, 03 tinham o EFC, 11 tinham o EFI, 08 tinham o EMC, 02 tinham o
EMI e 01 tinha o ESC. Para o grupo controle, 02 tinham EFC, 03 tinha o
EFI, 10 tinham o EMC, 01 tinham o EMI e 06 tinham o ESC. Em 03 casos,
o acompanhante responsavel pelo paciente ndo sabia informar a
escolaridade da mée da crianca (Figura 4).
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Escolaridade (Maes)

m Desconhecido WmEFC mEFI mEMC mEMI ®mESC mESI

44%

Anemia

40%

12% 12%

8%

Controle

Figura 4 — Escolaridade das mées.

No grupo de estudo, com relacdo a histéria médica:

a)

b)

d)

todas as criancas estavam sob uso de acido
folico;

01 crianca estava sob uso de albendazol e 01
sob uso de leite de magnésia;

12 criangcas (48%) estavam sob uso de
Benzetacil e 13 (52%) estavam sob uso de
Pen-Ve-Oral;

outras informacdes sobre a saude dos
pacientes: 01 paciente com sopro, 01 paciente
com sopro e alteracdo hepatica, 01 paciente
com ndo tinha a vesicula e um rim e 01

paciente com osteoporose.
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Com relacao a histéria dentaria:

a)
b)

c)

d)

f)

06 criangas (24%) nunca visitaram um dentista;
02 criangas (8%) nao costumam fazer refei¢oes
regulares (café da manha, almoco e jantar);

21 criangas (84%) costumam ingerir alimentos
entre as principais refeicoes;

principais alimentos ingeridos entre as
refeicdes: balas, bolachas, bolachas
recheadas, cereais, chicletes, doces, frutas,
iogurtes, paes, salgadinhos, salgados, sucos;
todas as criancas afirmaram escovar os dentes;
alteragbes bucais: foi encontrado 01 crianga

com fluorose e polipo pulpar.

No grupo controle, com relacdo a historia médica:

a)

b)

03 pacientes estavam sob uso de corticéides
inalados, 01 estava sob uso de Gardenal, 01
estava sob uso de Bromexina e 01 estava sob
uso de anti-histaminico e Profenid;

outras informacdes sobre a saude dos
pacientes: 01 criangca com bronquite.

Com relacao a histoéria dentéria:

a)

b)

02 criangcas (8%) nao costumam fazer
refeicdes regulares;
todas afirmaram ingerir alimentos entre as

principais refei¢oes;
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principais alimentos ingeridos entre as
refeicdes: balas, biscoitos, bolachas, bolos,
cereais, chicletes, doces, frios, frutas,
iogurtes, leite, ovos, pées, refrigerante,
salgadinhos, sucos;

todas as criangcas afirmaram escovar 0s
dentes;

alteracoes bucais: 01 criangca com hiperplasia
gengival e 01 crianga com reabsorcao

dentéria interna.

Com relacdo a ingestdo de doces e guloseimas, no grupo

de estudo, 02 criancas disseram nao ingerir doces e similares, 11

ingeriam 01 vez ao dia, 06 ingeriam 02 vezes ao dia, 02 ingeriam 03

vezes ao dia, 03 ingeriam 04 vezes ao dia e 01 ingeria doces e similares

06 vezes ao dia. Para o grupo controle, 03 criancas disseram nao ingerir

doces e similares, 15 ingeriam 01 vez ao dia, 05 ingeriam 02 vezes ao dia

e 02 disseram ingerir doces e similares 03 vezes ao dia (Figura 5).

Ingestdo de carboidratos fermentavéis

mNaoingere mlx/dia m2x/dia m3x/dia m4x/dia m6x/dia
60%

Anemia

0% 0%

Controle

Figura 5 — Distribuicdo da frequiéncia de ingestdo de doces nos grupos em estudo.
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Com relacdo a freqiiéncia de escovacao, para o grupo de
estudo, 06 criancas disseram escovar os dentes 01 vez ao dia, 05
escovavam 02 vezes ao dia, 12 escovavam 03 vezes ao dia e 02
escovavam 04 vezes ao dia. No grupo controle, 01 crianca disse escovar
os dentes 01 vez ao dia, 06 criangcas escovavam 02 vezes ao dia, 16
criangcas escovavam 03 vezes ao dia e 02 escovavam 04 vezes ao dia
(Figura 6).

Frequiéncia de escovagao

m 1x/dia m2x/dia m3x/dia m4x/dia

64%

48%

24% 24%
° 20% °

8% 29 8%
0

Anemia Controle

Figura 6 — Distribuicdo da freqiiéncia de escovacao nos grupos em estudo.

A analise dos valores dos indices ceo-d e CPO-D estdo
representados a seguir:

Tabela 1 — Anélise descritiva dos valores do indice ceo-d

N Mediana Média DP Minimo Maximo
Anemia 25 0 1,44 1,96 0 7
Controle 25 1 2,36 3,09 0 12

N = nimero de pacientes; DP = desvio padréo; p = 0,3086.
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Tabela 2 — Andlise descritiva dos valores do indice CPO-D

N Mediana Média DP Minimo Maximo
Anemia 25 2 2,00 1,85 0 6
Controle 25 1 1,32 1,52 0 4

N = nimero de pacientes; DP = desvio padréo; p = 0,2159.

Quando comparados estatisticamente, nao foi verificada
diferenca significativa entre os grupos em estudo, tanto para o ceo-d
(p = 0,3086) quanto para o CPO-D (p = 0,2159).

As figuras a seguir representam a distribuicdo dos valores
dos indices ceo-d e CPO-D entre os grupos anemia e controle (Figuras 7
e 8).

indice ceo-d
Anema
H
H
§
H
H . s
H . H $ $ °
Controle
§
H
H
? i t i + i $ t T t
0 2 4 6 8 10 12

Figura 7 — Distribui¢éo dos valores do indice ceo-d nos grupos em estudo.



62

indice CPO-D

Anema

o0 0000000
o0 000

o0 00

oo ®®

Controle

O —jeeeeecccscce

- —eee
N —feee
W —jecee
N —jeee

Figura 8 — Distribui¢éo dos valores do indice CPO-D nos grupos em estudo.

5.2 Anélise salivar

5.2.1 Anélise do fluxo salivar

Para o grupo anemia, 10 criancas apresentaram taxas de
fluxo salivar normais, 08 apresentaram valores intermediarios e 07
apresentaram valores reduzidos. Nenhuma crianca do grupo de estudo
apresentou taxa de fluxo salivar compativel com xerostomia. Para o grupo
controle, 08 criancas apresentaram taxas de fluxo salivar normais, 04
apresentaram valores intermediarios e 13 apresentaram valores
reduzidos. Como no grupo de estudo, nenhuma das criangcas do grupo
controle apresentou taxa de fluxo salivar compativel com xerostomia
(Figura 9).
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Fluxo salivar

mNormal mIntermediario mReduzido m Xerostomia
52%

40%

0%

Anemia Controle

Figura 9 — Distribuicdo dos valores de fluxo salivar.

Tabela 3 — Analise descritiva para os valores de fluxo salivar

Grupo N Média DP Minimo Maximo
Anemia 25 0,9584 0,4438 0,20 1,8
Controle 25 0,7452 0,4452 0,14 1,6

N = nimero de pacientes; DP = desvio padréo; p = 0,097.

N&o foi verificada diferenca estatistica significante entre
0s grupos em estudo (p = 0,097) (Figura 10).
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Fluxo salivar

2,0

1,0

mL/min

05 ‘

0,04

Controle Anemia

Figura 10 — Comparacgéo dos valores de fluxo salivar entre os grupos em estudo.

5.2.2 Analise da capacidade tampé&o da saliva

Para o grupo de estudo, 04 criancas apresentaram
valores de capacidade tampéao salivar normais, 14 apresentaram valores
limitrofes e 07 apresentaram valores baixos. Para o grupo controle, 10
criangas apresentaram valores de capacidade tampéao salivar normais, 11
apresentaram valores limitrofes e 04 apresentaram valores baixos (Figura
11).
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Capacidade tampao

m Normal mLimitrofe mBaixa

56%

Anemia Controle

Figura 11 — Distribuicéo dos valores de capacidade tamp&o salivar.

Tabela 4 — Analise descritiva para os valores de capacidade tampéao

salivar
Grupo N Média DP Minimo Maximo
Anemia 25 4,444 0,770 2,83 6,25
Controle 25 4,824 0,846 3,23 6,22

N = nimero de pacientes; DP = desvio padréo; p = 0,103.

N&o foi verificada diferenca estatistica significante entre
os grupos (p = 0,103) (Figura 12).
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Capacidade tampdao salivar

pH

T T
Controle Anemia

Figura 12 — Comparacao dos valores de capacidade tampao salivar entre os grupos em
estudo.

5.3 Analise microbiolégica

Para o grupo de estudo, a contagem de EGM apresentou
21 criancas com valores baixos, enquanto 04 apresentaram valores
intermediarios. O grupo controle apresentou a mesma distribuicdo. Ambos
0S grupos néo apresentaram valores classificados com alto (Figura 13).
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Contagem de estreptococos do grupo mutans

m Baixo mIntermediario m Alto

84% 84%

16%

0% 0%

Anemia Controle

Figura 13 — Distribuicdo dos valores de UFC/mL de estreptococos do grupo mutans.

by

Com relacdo a contagem de lactobacilos, no grupo de
estudo, 13 criancas apresentaram valores altos, 01 apresentou valor
moderado, 02 apresentaram valores baixos e 09 apresentaram valores
classificados como negativos, com relacdo a atividade de cérie. Para o
grupo controle, a contagem de lactobacilos apresentou 08 criancas com
valores altos, 03 com valores moderados, 02 com valores baixos e 12
com valores classificados com negativo, com relacéo a atividade de cérie
(Figura 14).
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Contagem de lactobacilos

m Negativa mBaixa ™ Moderada mAlta
52%
48%

36%
32%

12%

Anemia Controle

Figura 14 — Distribui¢do dos valores de UFC/mL de lactobacilos.

by

Com relacdo a contagem de leveduras, no grupo de
estudo, 14 criancas apresentaram valores altos, 01 apresentou valor
moderado, 02 apresentaram valores baixos e 08 apresentaram contagens
negativas. Para o grupo controle, a contagem de leveduras revelou 05
criangcas com valores altos, 02 com valores moderados, 07 com valores
baixos e 11 com contagens negativas (Figura 15).
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Contagem de leveduras

m Negativa mBaixa ™ Moderada mAlta

56%

44%
32%
28%
20%
8% 8%
4%

Anemia Controle

Figura 15 — Distribuicéo dos valores de UFC/mL de leveduras.

Tabela 5 — Andlise descritiva para os valores de UFC/mL de

microrganismos cariogénicos

Grupo N Média DP Mediana Minimo Maéaximo

Anemia 25 80273 193159 23500 110 972000
EGM
Controle 25 48000 46979 34500 650 143500

Anemia 25 77113 132456 10500 0 520000
Lactobacilos

Controle 25 67389 134584 1350 0 554000

Anemia 25 11255 22573 1455 0 96500
Leveduras

Controle 25 1103 4484 5 0 22500

N = numero de pacientes; DP = desvio padrao.

Quando comparados os valores das contagens de
microrganismos cariogénicos entre os grupos em estudo, somente foi
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verificada diferenca estatistica significante para a contagem de leveduras
(p = 0,0166). Para EGM, p = 0,7415 e lactobacilos, p = 0,4256 (Figura 16).

Contagem de microrganismos

1000000 x

800000

600000+

.|
E * %
O
LL
2 400000+ ®
xR
200000 x *
b
0 5 =t
C A C A c A
EGM Lactobacilos Leveduras

Figura 16 — Comparacgéo dos valores de UFC/mL de microrganismos cariogénicos.

5.3.1 Contagem de bactérias cariogénicas segundo o antibiético utilizado

Tabela 6 — Analise descritiva das contagens de bactérias cariogénicas

Grupo N Média DP  Mediana Minimo Méaximo

BZT 12 120013 273249 27250 110 972000
EGM

PVO 13 43591 56044 23500 1800 156500
BZT 12 78101 149155 10625 0 520000

Lactobacilos
PVO 13 76202 121218 10500 5 411500

BZT = Benzetacil, PVO = Pen-Ve-Oral, N = nimero de pacientes; DP = desvio padrao.
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Os valores das contagens de EGM quando comparados
entre os grupos (Benzetacil e Pen-Ve-Oral) ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa (p = 0,446). O mesmo ocorreu com a contagem de
lactobacilos (p = 0,568), mostrando que nao houve variagdo da contagem

de bactérias cariogénicas em fung¢éo do antibiotico utilizado (Figura 17).
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Figura 17 — Comparacdo dos valores das contagens de bactérias cariogénicas em
funcédo do antibidtico utilizado.

5.4 Risco de céarie

Através do software Cariograma, no grupo de estudo,
uma crianga foi classificada com risco baixo, 04 com risco relativamente
baixo, 05 com risco intermediario, 09 com risco alto e 06 com risco muito

alto. No grupo controle, 03 criangas foram classificadas com risco baixo,
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05 com risco relativamente baixo, 04 com risco intermediario, 07 com

risco alto e 06 com risco muito alto.

Risco de cérie

mBaixo mRelativamentebaixo mIntermediario mAlto m Muito alto

36%

Anemia Controle

Figura 18 — Distribuicdo do risco de carie nos grupos em estudo.

Os valores, quando comparados estatisticamente, néo
apresentaram diferencas significativas entre o grupo de estudo e controle
(p =0,762).

5.5 Identificacdo dos isolados de leveduras

Foram isoladas 117 colbnias sugestivas de leveduras,
sendo 68 colonias isoladas do grupo de criangas com anemia falciforme e
49 colbnias isoladas do grupo controle.

No grupo de estudo foram identificadas as seguintes
espécies: 52 amostras de C. albicans, 05 de C. dubliniensis, 03 de
Candida famata, 04 de Candida rugosa, 01 de Candida sphaerica e 03 de
Candida tropicalis (Figura 19).
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m C. albicans

A m C. dubliniensis
m C. famata

m C. rugosa

m C. sphaerica

m C. tropicalis

Figura 19 — Distribuicdo das espécies de leveduras isoladas do grupo de estudo.

No grupo controle foram identificadas as seguintes
espécies: 28 amostras de C. albicans, 01 de C. famata, 18 de Candida
parapsilosis, 01 de C. tropicalis e 01 de Saccharomyces cerevisiae (Figura
20).

m C. albicans

m C. famata

m C. parapsilosis
m C. tropicalis

m S. cerevisiae

2%

Figura 20 — Distribuicdo das espécies de leveduras isoladas do grupo controle.
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5.5.1 Identificacdo genotipica de C. dubliniensis

As 05 amostras de C. dubliniensis, isoladas do grupo de
estudo, previamente identificadas pelo kit APl 20 C AUX tiveram a

confirmagédo da identificacdo através da PCR (Figura 21).

614 pb

288 pb

Figura 21 — Produtos da PCR das amostras de C. dubliniensis. 1 (padrdo de peso
molecular), 2 (controle negativo), 3 (controle positivo — C. dubliniensis), 4
(controle positivo — C. albicans), 5 — 9 (amostras de C. dubliniensis). Padrao
de peso molecular DNA Ladder 100 pb (Promega, EUA).



6 DISCUSSAO

A AF, assim como muitas doencas sistémicas, apresenta
manifestagbes bucais. Na literatura, a maioria dos estudos que
correlacionam AF e cavidade bucal se refere a dor orofacial, alteracbes
histologicas e alteracdes Gsseas e radiograficas.

Sao poucos os estudos correlacionam AF e carie, além de
apresentar resultados controversos. Laurence et al. (2002) citam o estudo
de Okafor et al. (1986) onde segundo os autores, foi verificada uma
reduzida prevaléncia de caries (35,13%) em 37 individuos com AF (entre
14 e 33 anos, pareados por idade e sexo), tratados em um hospital na
Nigéria, quando comparado ao grupo controle (24 individuos) onde a
prevaléncia foi de 54%. Okafor et al. atribuem essa menor prevaléncia no
grupo AF a um menor consumo de doces. Entretanto, os autores nao
descreveram como o indice de carie foi avaliado, além de ndo apresentar
a andlise estatistica. Além disso, ndo havia nenhuma referéncia a terapia
profilatica com penicilina.

Laurence et al. (2002) realizaram um estudo retrospectivo
para verificar se pacientes com AF tinham indice de céaries mais elevado
quando comparados a pacientes sem AF. Analisando a ficha clinica de
todos os pacientes com tratados no Howard University’'s College of
Dentistry (Nova York, EUA) entre 1983 e 1999, os autores encontraram
35 pacientes (com idade média de 30,4 anos) com AF que foram
pareados (por idade e raga) na proporcao de 4:1 de pacientes sem AF
com pacientes com AF. Os autores encontraram indice CPO-S médio
igual a 33 no grupo com AF, enquanto no grupo controle foi de 26,2. Para
o indice CPO-D médio, o valor foi igual a 12 no grupo com AF e 9,9 no
grupo controle. Os valores de CPO-S e CPO-D médios foram maiores no
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grupo AF, entretanto ndo diferiram estatisticamente do grupo controle.
Apesar disso, representam nuameros altos e que merecem atengdo. Os
autores ndo coletaram dados sobre a terapia antibiética profilatica na qual
normalmente os pacientes com AF sdao submetidos.

O’Rourke e Hawley (1998) estudando um grupo de 51
pacientes entre 13 e 45 anos, com DF (pareados 1:1 com pacientes sem
DF) na Jamaica verificaram alta prevaléncia de carie nesses pacientes
(CPO-D médio = 6,9), entretanto ndo foi verificada diferenca estatistica
guando comparado com o grupo controle (CPO-D médio = 7,3). Um ponto
importante nesse estudo é que 0s autores ndo comentaram se todos 0s
pacientes do grupo de estudo se encontravam sob terapia profilatica com
penicilina, pois a DF engloba um grupo de doengcas com genétipos
diferentes, na qual a duracdo da terapia profilatica pode variar em funcgéo
do gendtipo.

Fukuda et al. (2005) avaliaram o indice ceo-s/CPO-S
(superficies cariadas, perdidas e obturadas) e verificaram uma menor
prevaléncia de céries nos grupos de estudo (grupo 1 — AF com profilaxia
antibidtica e 2 — AF sem profilaxia antibiotica). O grupo AF com profilaxia
antibidtica apresentou indice ceo-s/CPO-S médio de 0,21 enquanto para
o grupo controle foi de 5,1. Para o grupo AF sem profilaxia antibiética, o
indice ceo-s/CPO-S médio foi de 3,89 e 5,78 no grupo controle. Em
ambos os grupos as diferencas foram estatisticamente significantes.
Segundo os autores, uma possivel explicacao para esses resultados seria
gue terapia com penicilina, durante o periodo chamado de “janela de
infectividade” (segundo Caufield et al. (1993), periodo na qual ocorre a
aquisicado inicial de EGM, que vai dos 19 aos 31 meses de idade),
preveniria a aquisicdo ou suprimiria 0s EGM abaixo de niveis detectaveis,
resultando em uma menor prevaléncia de céaries. Isso aconteceria
somente enquanto o paciente estivesse sob tratamento com penicilina,
pois apds a suspensdo da profilaxia, haveria o0 aumento do ndmero de

EGM que antes se encontravam em niveis indetectaveis. Com relagéo a
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exposicdo a dieta cariogénica, ndo foram verificadas diferencas
estatisticas nos grupos 1 e 2 quando comparados aos respectivos grupos
controles, sendo que tanto para o grupo 1 (47%) quanto para 0 grupo 2
(43%) a frequéncia diaria de exposicdo a dieta cariogénica foi entre 6 a 10
exposicbes para a maior partes dos das criangas. A escolaridade
materna, outro fator importante em estudos sobre carie, foi semelhante
entre 0s grupos, com aproximadamente 80% das méaes com 0 ensino
médio completo.

No que se refere a avaliagdo de fatores microbianos
relacionados ao risco de cérie, encontra-se na literatura um Unico estudo
realizado por Fukuda et al. (2005). Estes autores utilizaram o kit Dentocult
SM Strip mutans (Orion Diagnostica, Finland) para verificacdo da
presenca de EGM em criancas com AF entre 3 a 6 anos de idade (grupo
1) que estavam sob profilaxia antibiética com penicilina oral (250 mg duas
vezes ao dia) era significativamente inferior em relagdo ao grupo controle
(criancas sem AF, pareados por idade, raca e condicdes
socioecon6micas). Nenhuma das 30 criancas que formavam o grupo de
estudo apresentou cultura positiva para EGM, enquanto no grupo
controle, 70% das criancas apresentaram positividade. Neste trabalho, os
autores somente compararam a presen¢ca ou ndao de EGM entre os
grupos em estudo, ndo foi comparado o niumero de UFC/mL de saliva
obtidos nos grupos em estudo. Estes resultados diferem das observacdes
do presente estudo, onde 100% das criancas do grupo AF e grupo
controle foram positivos para EGM na cavidade bucal.

No mesmo trabalho, em um segundo grupo de estudo,
composto por criangas de 6 a 12 anos, com AF, porém que nao estavam
sob profilaxia com penicilina, também apresentou diferenca estatistica
significativa na presenca EGM (47%) quando comparado ao grupo
controle (97%). No presente estudo néo foi possivel avaliar um grupo de
pacientes com AF sem profilaxia com penicilina, ja que no Brasil quase a
totalidade das criancas diagnosticadas como AF (genétipo SS) sao
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submetidas a esta terapia. A falta de descricdo detalhada da doenca nos
pacientes (genotipo), utilizacdo de teste de screening para EGM,
avaliacdo qualitativa (presenca ou auséncia) dificultam a comparacéo do
trabalho de Fukuda et al. (2005) com os resultados obtidos no presente
estudo.

Alguns outros estudos anteriores em outras condigdes,
relataram resposta variada de estreptococos bucais frente a terapia
antibidtica. Baglie et al. (2007) analisaram as concentracdes plasmaticas
e salivares da amoxicilina administrada por via oral em dose Unica de 875
mg, nos tempos 0, 1/2, 1, 2, 4, 8 e 12 h ap6s a administracdo da droga.
Os autores verificaram diminuicdo estatisticamente significativa da
contagem de estreptococos, anaerdbios e contagem total de
microrganismos a partir de 60 min apos a administracdo do medicamento,
mantendo efetiva reducdo dos niveis de microrganismos bucais apos 12 h
de administracdo do farmaco. Bilavsky et al. (2008) estudando
estreptococos do grupo viridans presente na cavidade bucal de pacientes
com febre reumatica aguda (entre 7 e 24 anos) e tratados com penicilina
benzatina, verificou a que dentre as espécies de estreptococos isoladas
dos pacientes estudados, S. mutans somente foi isolado da cavidade
bucal dos pacientes do grupo controle, correspondendo a 7,1% dos
isolados bucais de estreptococos do grupo viridans.

Em um estudo com criangcas com historia de febre
reumatica recebendo profilaxia com penicilina, Naiman e Barrow (1963)
encontraram estreptococos da flora bucal resistentes em 81% dos
pacientes em estudo, enquanto no grupo controle com crian¢as saudaveis
e que nao estavam sob tratamento com penicilina ndo apresentaram
estreptococos resistentes. Esses resultados sao similares aos
encontrados por Sprunt et al. (1968) onde uma populacdo similar
apresentou 75% de estreptococos resistentes contra 0% no grupo
controle. Entretanto, em ambos os estudos o tratamento profilatico era
administrado por via oral. Sprunt et al. (1968) relatou 15% de resisténcia
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moderada a alta para penicilina em estreptococos [-hemoliticos
(S. pneumoniae e viridans) em um grupo de criangas com histéria de
febre reuméatica recebendo injecbes mensais de penicilina benzatina.
Chayakul et al. (2002) encontraram somente 5,6% de estreptococos do
grupo viridans da flora bucal com resisténcia intermediaria a penicilina
benzatina G, ndo foram encontradas cepas com alta resisténcia. Spencer
et al. (1970) verificaram a resisténcia a penicilina de bactérias
periodontais em adultos com febre reumatica recebendo penicilina oral,
intramuscular e em pacientes controle saudaveis. A taxa de resisténcia foi
42%, 5% e 23% respectivamente.

A resisténcia a penicilina dos estreptococos viridans ja é
descrita desde 1949, e esses relatos de resisténcia variam podem chegar
até 56,3%. A tendéncia frente a resisténcia a penicilina € correlacionada
com exposicao prévia a terapia antibidtica (Krumwiede, 1949; Fleming et
al., 1990; Doern et al., 1996). Mokaddas et al. (2007), analisando in vitro a
suscetibilidade de cepas de estreptococos bucais aos antibiéticos, dentre
eles S. mutans, verificou que 53,3% das 20 cepas de S. mutans avaliadas
foram suscetiveis a penicilina.

Verificamos em nosso estudo que as contagens EGM nao
apresentaram diferenca significativa entre os grupos AF e controle,
sugerindo que a profilaxia prolongada com penicilina parece nao ter
apresentado efeito significativo sobre este grupo de microrganismos. Esse
resultado difere da maioria dos estudos prévios que analisavam a acao da
penicilina sobre estreptococos bucais, incluindo o Gnico estudo existente
em pacientes com AF. Esta observacdo pode estar relacionada a
diferencas entre metodologias e populagdes estudadas, e a sensibilidade
de cada método de avaliacdo utilizado. Possivelmente, a penicilina possa
reduzir a contagem total de estreptococos bucais, porém quando
analisados somente os EGM (que no homem corresponde as espécies S.

mutans e S. sobrinus, em sua maioria) a sua acado pode nao ser
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significativa, ja que a suscetibilidade ao antibiotico pode variar em fungéo
da espécie de estreptococo avaliada.

Bretas et al. (2008) ressaltam que para uma melhor
avaliacdo do potencial cariogénico de um individuo deve-se levar em
consideracao o fluxo salivar, capacidade tampéao, o indice CPO-D e/ou
ceo-d, presenca de biofilme dentario, higiene bucal, doencas sistémicas,
uso de medicamentos, uso prévio elou atual de suprimento de fluor,
freqUiéncia de ingestdo de aclUcar e contagem de microrganismos, pois
esses agentes predisponentes analisados isoladamente nao servem
como indices absolutos na determinagdo da doenca céarie. Assim,
baseado nessa complexa interacdo de fatores da qual € resultante a carie
dentaria, optou-se pela utilizacdo do software Cariograma (Petersson,
2003) com o objetivo de reunir as informagbes obtidas do paciente,
chegando a um perfil de risco de cérie. Através dos resultados obtidos,
verificou-se que mais da metade do grupo de estudo (60%) apresentou
risco de céarie alto (36%) e muito alto (24%), ndo havendo diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle.

Analisando os resultados obtidos para grupo de estudo
separadamente, verificamos que na maioria dos testes, tantos salivares
guanto microbiologicos, a maior parte dos resultados se situaram em
niveis criticos: fluxo salivar (60% com valores entre intermediario e baixo),
capacidade tampdo (84% com valores entre limitrofe e baixo), contagem
de lactobacilos (56% com valores entre moderado e alto), contagem de
leveduras (60% com valores entre moderado e alto), a Unica excecao foi a
contagem de EGM (84% dos pacientes apresentaram valores
classificados como baixos). A correlagdo inversamente proporcional
encontrada entre as contagens de EGM e lactobacilos possivelmente
pode ter ocorrido devido a acdo inibitéria de lactobacilos sobre EGM.
Estudos demonstraram que os lactobacilos podem mediar a inibicdo do
crescimento de EGM em modelos animais e in vitro (Michalek et al., 1981;
Ishihara et al., 1985). Os lactobacilos tém geralmente uma boa habilidade
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em produzir acidos organicos, sobrevivem a condi¢édo de baixo pH e séo
encontrados em grandes numeros na dentina cariada (Edwardsson, 1974;
Badet et al., 2001). Esta capacidade também pode ajudar na inibicdo de
EGM diretamente, ou indiretamente via geracdo de outros mediadores
como proteinas, bacteriocinas ou metabdlitos que sdo ativados em pH
baixo (Abee et al., 1995; Makras; De Vuyst, 2006). A producao maxima de
bacteriocinas por bactérias produtoras de acido latico ocorre
principalmente entre pH 4,5 e 5,5 (Calderon-Santoyo et al., 2001; Delgado
et al., 2007). A capacidade inibitéria mediada por bacteriocina dependente
de pH foi demonstrada por amostra de Lactobacillus rhamnosus in vitro,
onde a substancia inibitéria reduziu o crescimento de S. sobrinus somente
em torno de pH 5 (Meurman et al., 1995). Segundo Simark-Mattsson et al.
(2009), o pH médio é menor quando a inibicdo de EGM esta completa,
sugerindo que um baixo pH esté relacionado a uma maior inibicdo efetiva.

A quantificacdo de lactobacilos na saliva pode ser
utilizada no monitoramento da dieta do paciente, pois altos niveis desse
microrganismo na saliva apresentam correlagio com o consumo de
carboidratos (Rego; Jorge, 2007). Entretanto somente 24% das crian¢as
com AF relataram ingerir doces e guloseimas 3 ou mais vezes ao dia,
dados que possivelmente nédo refletem a realidade, levando em
consideracao que o ceo-d médio foi igual 1,44 e o CPO-D médio foi igual
a 2. Segundo Peres et al. (2000), criangcas que consumiram produtos
cariogénicos, duas a trés vezes ao dia, todos os dias, tiveram 4,41 vezes
mais chances de ter alta severidade de carie quando comparadas com
criangas que consumiram esses produtos no maximo uma vez ao dia.
Provavelmente, as criancas com AF ingerem mais acucar do que
relataram em nosso estudo, pois dieta rica em sacarose exerce papel
fundamental na etiologia da cérie dentéria, além disso, a consisténcia e
freqiéncia de ingestdo interferem com o poder cariogénico dos
microrganismos (Mateos, 1999), que associado aos resultados dos testes

salivares e microbioldgicos realizados, juntamente com uma higienizacéo
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deficiente, explicam o fato da maior parte deste grupo ter sido classificado
como risco alto e muito alto de carie.

Outro fator de risco que deve ser considerado € a
presenca de acguUcares na formulacdo dos medicamentos pediatricos. A
utilizac&o cronica de medicamentos, realizada muitas vezes por pacientes
com necessidades especiais, tem sido apontado na literatura (Mariri et al.,
2003) como um importante fator de risco ao desenvolvimento de lestes
de cérie. Esse fato esta associado a adicao de acucares nas formulacdes
pediatricas que visam melhorar a palatabilidade do produto (antibioticos e
xaropes). Segundo Nik-Hussein et al. (1988) a sacarose é o carboidrato
simples mais utilizado e sua concentracéo varia de 29,4% a 61,2%, o que
ao mesmo tempo confere ao produto valores baixos de pH. Sahgal et al.
(2002) compararam a prevaléncia de carie em criancas que utilizavam
cronicamente medicacéo via oral com aquelas que nao a utlizavam, e
verificou que as criancas que ingeriam a medicacdo apresentaram
maiores indices de CPO-D e ceo-d, e que a severidade das lesdes
progrediam com o aumento do tempo de utilizacdo do medicamento. Por
outro lado, segundo o estudo de Campos et al. (2006), nao foi verificada
correlacdo entre a ingestdo de medicamentos e os indices de carie em
pacientes com necessidades especiais, concordando com os achados de
Mariri et al. (2003). Segundo Campos et al. (2006) a possibilidade dos
medicamentos estarem associados com 0 aumento do risco a cérie €
muito pequena quando comparados com outros fatores de risco como a
higiene bucal e a dieta. Em nosso estudo, 13 (52%) dos pacientes
tomavam a medicacdo por via oral (Pen-Ve-Oral), o que poderia ser um
fator adicional ao risco de carie. A informacdo da quantidade de acucar
gue compde este medicamento nao foi disponibilizada pela empresa
fabricante. Contudo, a analise comparativa da presenca de EGM e
lactobacilos em pacientes com terapia via oral (Pen-Ve-Oral) e via
intramuscular (Benzetacil) ndo mostrou diferenga significativa. Nao foi

possivel incluir pacientes com a mesma via de administracdo no grupo de
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estudo, devido aos vérios fatores de exclusdo adotados no presente
trabalho. Para o fechamento da amostra de criangcas com AF (gendtipo
SS) avaliada, foram examinados cerca de 50 pacientes em tratamento no
ambulatério de Hematologia Pediatrica do Hospital Sao Paulo,
considerado centro de referéncia no tratamento da doenca no Brasil.

A OMS estabelece a seguinte escala de severidade
quanto a prevaléncia da céarie: CPO-D entre 1,2 e 2,6 = prevaléncia baixa,;
CPO-D entre 2,7 e 4,4 = prevaléncia média; CPO-D entre 4,5 e 6,5 =
prevaléncia alta e CPO-D maior que 6,5 = prevaléncia muito alta. Esta
organizagao preconizava como meta para o ano 2000, para criancas de
12 anos, o CPO-D com valor maximo igual a 3,0 (Bretas et al., 2008). As
metas da OMS para saude bucal em 2010 sdo: 90% das criangas sem
carie aos 5 e 6 anos, CPO-D menor que 1 aos 12 anos, ndo haver perda
dentaria por carie ou doenca periodontal aos 18 anos (Gomes et al.,
2004). O CPO-D médio igual a 2 obtido no grupo de estudo o classifica
como baixa prevaléncia de carie, entretanto, esse valor é maior que a
meta prevista pela OMS em 2010 (para as criangas aos 12 anos),
levando-se em consideracao que 0 nosso grupo de estudo esta abaixo de
12 anos. Além disso, devemos considerar a presenca da denticdo mista
nesse grupo e ceo-d medio de 1,44. Isso seria como se cada individuo
apresentasse 3,44 dentes cariados, perdidos ou obturados, entretanto, a
OMS néo estabelece um valor médio adequado para criancas com
denticdo mista.

A presenca de biofilme dentério, um importante fator a ser
considerado na avaliacdo do risco de carie, infelizmente ndo pbéde ser
avaliado em nosso estudo devido a falta de estrutura fisica adequada
para a realizacdo de um exame clinico mais apurado, ja que 0s
procedimentos foram realizados no ambulatério de atendimento.

Com relacdo a escovacdo, estudos salientam que a falta
de escovacdo adequada pode favorecer o aparecimento de lesbes de
carie (Gizani et al., 1999; Vanobbergen et al., 2001; Silva et al., 2006). A
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maior parte do nosso grupo de estudo (56%) relatou escovar os dentes 3
ou mais vezes ao dia. Contudo, através do exame clinico, foi verificado
gue a maioria das criancas apresentava higienizagcéo deficiente, e muitas
vezes biofilme facilmente visivel, apesar desses dados ndo terem sidos
registrados.

Escolaridade dos responséaveis pela familia tem sido
relacionada com a severidade da céarie dentaria (Verrips et al., 1993;
Schou; Uitenbroek, 1995). Peres et al. (2000), avaliando criancas entre 3
e 12 anos com relacdo a severidade de carie, verificou que no grupo das
criangas que apresentavam alta severidade de cérie, 38% dos pais e 32%
das méaes possuiam ensino fundamental incompleto, apoiando a hipétese
de que quanto menor a escolaridade dos responsaveis, maior o grau da
severidade da céarie. Nossos resultados mostraram que 44% dos pais e
44% das méaes apresentavam ensino fundamental incompleto.

A associacdo entre de contagem de microrganismos
(EGM, lactobacilos e leveduras) e andlise salivar (fluxo salivar e
capacidade tampdo) como preditivo de risco de céarie tem sido utilizado
em varios estudos e embasou a selecao dos testes no presente estudo.
Aguilera Galaviz et al. (2005), estudaram o risco de céaries em 150
criancas controle entre 10 e 13 anos no México. Os autores avaliaram
EGM (kit Dentocult SM, Orion Diagnostica, Finland), lactobacilos (kit
Dentocult LB, Orion Diagnostica, Finland), capacidade tampé&o (Dentobuff
Strip, Orion Diagnostica, Finland) e indice CPO-D. Foi verificado que as
criancas apresentaram CPO-D médio igual a 1,58. Analisando a
capacidade tampéao da saliva, foi verificado que 8 criancas apresentaram
capacidade tampdo entre 4 e 6, enquanto as demais criangas
apresentaram valores maior ou igual a 6. Com relagdo a contagem de
EGM, 42% dos pacientes apresentaram numero de UFC/mL de saliva
menor que 10°, 41,34% apresentaram valores entre 10° e 10°, enquanto
16,66% apresentaram valores acima de 10°. Para a contagem de
lactobacilos, 36% apresentaram valores de UFC/mL de saliva iguais a
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10°, 22% apresentaram valores iguais a 10% 22,34% apresentaram
valores iguais a 10° e 16,66% apresentaram valores iguais a 10°. Os
autores verificaram uma correlacdo positiva entre o valor de UFC/mL dos
microrganismos avaliados e experiéncia de carie. Conforme a quantidade
de EGM e/ou lactobacilos aumentava na saliva havia um aumento no
valor do indice CPO-D.

Os tecidos bucais sao considerados porta primaria de
entrada para todos os patdgenos oportunistas, incluindo as espécies do
género Candida (de Repentigny et al., 2004). As leveduras sdo habitantes
comensais da cavidade bucal, sendo o género Candida o mais
representativo, encontrada principalmente na lingua e palato
(Hazen,1995; Prieto-Prieto; Calvo, 2004). Esta condicdo microbiolégica
propicia comumente uma relacdo de equilibrio entre parasita-hospedeiro,
diante da manutencdo da integridade das barreiras teciduais, relacao
harmdnica da microbiota autoctone e funcionamento adequado do
sistema imunolégico humano, havendo em contrapartida por parte do
fungo leveduriforme, permanéncia equilibrada da capacidade de
aderéncia e da producdo de enzimas e toxinas. AlteracBes fisicas,
guimicas, iatrogénicas e mecanicas, que se processem ha cavidade
bucal, como a mastigacdo, possam entre diversos fatores descritos
favorecer a ruptura do equilibrio estabelecido entre o fungo e o
hospedeiro fazendo com que as infec¢cdes por Candida sejam de origem
geralmente endégena (Calderone; Fonzi, 2001).

Somente uma ténue linha separa o potencial patogénico
do comensalismo: os fatores predisponentes incluem uma longa lista de
doencas enddcrinas, dietas ricas em carboidratos, pacientes terminais,
uso de antibidticos de largo espectro ou esterbides, xerostomia e
alteracdes imunoldgicas, quer adquiridas ou congénitas (Odds, 1988). Em
pacientes imunocomprometidos, infec¢gées por Candida podem convergir
para disseminagdo  sistémica. H& mdltiplas condigcbes de

imunocomprometimento que aumentam a suscetibilidade para infeccdes
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flngicas bucais tais como: diabetes, anemias, terapia anti-rejeicdo para
orgaos em pacientes transplantados e doencas auto-imunes (sindrome de
Sjogren). Estas requerem estudos para auxiliar no desenvolvimento de
modalidades terapéuticas confiaveis (de Repentigny et al., 2004).

O uso prolongado de antibidticos, particularmente de
amplo espectro (tetraciclina) pode causar candidose mais comumente que
0os medicamentos de espectro limitado, pois a supressdo da microbiota
bacteriana bucal comensal pela medicacdo pode favorecer a infeccao
fungica oportunista (Dreizen, 1984; Como; Dismukes, 1994; Birman,
2002). No entanto, ndo existem estudos anteriores que avaliaram o efeito
da profilaxia antibidtica em pacientes com AF sobre a microbiota bucal
fungica. Outro fator predisponente a ocorréncia de infeccdo fangica bucal
nestes pacientes seria a imunossupressao decorrente da doenca, o que
agrega maior importancia ao estudo do assunto.

Scherma (2005) estudou os efeitos da penicilina,
metronidazol e tetraciclina no desenvolvimento de candidose e na
recuperagao de C. albicans na cavidade bucal de ratos. Foram utilizados
96 ratos nao portadores do género Candida na cavidade bucal, divididos
em duas etapas: candidose experimental, na qual os animais foram
medicados por periodos de 7, 15 e 30; e recuperacdo e contagem, apos
inoculacdo com C. albicans. O autor verificou que a lingua foi a regido
mais acometida por lesdes de candidose, sendo que as maiores lesdes
foram encontradas nos animais medicados com tetraciclina. Verificou
também que os animais medicados com penicilina apresentaram 0s
maiores indices de colonizacdo do epitélio. A recuperacéo de C. albicans
foi mais freqiente nos grupos que receberam penicilina ou tetraciclina,
uma vez que 50% dos ratos apresentaram contagens positivas até o 307°
dia. O autor concluiu que um maior numero de lesGes de candidose
experimental, assim como uma maior media do logaritmo do ndmero das
UFC/mL de C. albicans recuperadas foram encontradas nos grupos que
receberam antibioticoterapia.
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Nosso estudo verificou que criangas com AF
apresentaram niveis salivares de leveduras significativamente maiores
gue o grupo controle, o que pode acarretar maior predisposicdo a
ocorréncia de infec¢des fungicas. A adocdo de medidas preventivas
visando o controle e regulacdo da microbiota bucal desses pacientes no
sentido de se evitar infec¢des fungicas locais com possivel disseminacéo
sistémica deve ser cuidadosamente avaliada. Atencao limitada tem sido
dedicada ao papel da higiene bucal na prevencao da candidose bucal em
pacientes imunocomprometidos (Grimoud et al., 2005; Fanello et al.,
2006). Braga (2007) ressalta que a higiene bucal adequada € importante
ndo s6 a fim de se evitar infecgbes dentérias, mas também prevenir
complica¢cdes da DF.

Dentre as alteracdes dentarias encontradas nos pacientes
com AF, autores citam os transtornos na mineralizacdo do esmalte e
dentina (Taylor et al., 1995; Bishop et al., 1996; da Fonseca et al., 2007) o
qgue é um fator critico, pois aumenta a suscetibilidade do paciente a cérie.
Ou ponto importante é que a dentina hipomineralizada facilita a
colonizagao e infeccdo por leveduras, tornando-se um fator de risco para
infeccbes pulpares por estes microrganismos (Siqueira; Sen, 2004). As
espécies do género Candida, que compde a maior parte das leveduras da
microbiota bucal (Scherma et al., 2004), estdao intimamente
correlacionadas com infeccdes pulpares, nao sé infeccdes primarias, mas
principalmente em infeccbes secundarias e persistentes (Siqueira; Sen,
2004), dentre outros microrganismos. Em nosso estudo, as criangas com
AF apresentaram altas contagens de leveduras, que quando associadas
com alteragGes da mineralizagdo do esmalte e dentina, como no caso dos
pacientes com AF, constituem um grupo de risco para o aparecimento de
infeccdes pulpares, quando na presenca de caries ou outra forma de
exposicao de dentina.

Infec¢cBes por Candida podem ser causadas por diferentes

espécies. C. albicans continua sendo a espécie mais prevalente, mas
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espécies de Candida ndo-albicans, particularmente C. dubliniensis, C.
tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei e C. parapsilosis, tém
adquirido importancia crescente (Yang, 2003). Espécies menos comuns
como C. famata e C. rugosa tém sido relatadas como novas espécies
oportunistas, emergentes no género Candida (Krcmery; Barnes, 2002;
Pfaller et al., 2006). Desta forma, o conhecimento das principais espécies
de Candida presentes no grupo de estudo se faz necessario no sentido de
gue possam ser desenvolvidas medidas terapéuticas e/ou profilaticas
adequadas. A utilizacdo do kit API 20C AUX mostrou ser eficaz na
identificacdo de leveduras através de uma metodologia simples e rapida.
A acurécia na diferenciacdo entre C. albicans e C. dubliniensis também foi
verificada pela confirmacdo genotipica da identificacdo em 100% dos
casos.

No presente estudo, verificou-se a identificacdo de
C. rugosa no grupo AF. De Melo et al. (2007) relataram o isolamento de
uma amostra de C. rugosa a partir de hemocultura de uma crianga com
DF. Os autores verificaram que esta cepa foi capaz de degradar
albumina, 1gG e fibrinogénio humano. Outro achado incomum foi o
isolamento de C. sphaerica dentre os isolados do grupo de estudo. Na
literatura, foi encontrado apenas um relato sobre isolamento dessa
espécie em leite humano (Rosa et al.,, 1990). Nao foram encontrados
relatos sobre isolados bucais de C. sphaerica, nem sua relacdo como
possivel patdbgeno oportunista. Na area industrial C. sphaerica tem sido
utilizada na producgéo de biossurfactantes (Fontes et al., 2008).

Em nosso estudo, S. cerevisiae foi isolado da cavidade
bucal de uma das criancas do grupo controle. Embora S. cerevisiae
tenha sido isolado do trato digestivo, vagina, pele e orofaringe de
pacientes saudaveis (Kwon-Chung; Bennett, 1992), atualmente varias
infec¢cdes produzidas por S. cerevisiae tém sido relatadas (Dougherty;
Simmons, 1982; Cimolai et al., 1987; Sethi; Mandell, 1988; Manzella et al.,
1989; Tawfik et al., 1989; Aucott et al., 1990; Nielsen et al., 1990; Chertow
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et al., 1991; McCusker et al., 1994; Savini et al., 2008). O aumento do
namero de pacientes com risco para debilidade e doencas crbnicas,
tratamentos imunossupressores, terapias com antibiéticos de amplo
espectro, nutricdo parenteral, uso de cateteres intravenosos e relativa
resisténcia fungica aos azoles tem resultado no aumento da incidéncia de
infeccbes por leveduras nao-albicans e nao-Candida, incluindo
S. cerevisiae (Savini et al., 2008). Savini et al. (2008) relatam o caso de
uma paciente de 44 anos que apresentava vaginite severa causada por
S. cerevisiae. A paciente aparentemente ndo apresentava qualquer fator
predisponente, entretanto, através da anamnese verificou-se que a
paciente tinha historia recente de administracdo oral de amoxicilina com
clavulanato uma semana antes, para tratamento de uma bronquite aguda.
A cada ano ha aumento no numero de infeccbes produzidas por esta
espécie que tem levado alguns autores a sugerir que S. cerevisiae “esta
perdendo sua inocéncia” (Bouza; Mufioz, 2004). Embora estas infecc¢des
ocorram principalmente em pacientes severamente debilitados,
traumatizados ou imunossuprimidos, ha alguns casos onde infeccfes tém
sido relatadas em pacientes que nao apresentavam predisposicdo 6bvia
(Jensen et al., 1976). O interesse por S. cerevisiae como um patégeno
oportunista é recente e existem poucos estudos sobre a origem e
mecanismos de infeccdo desta espécie (Murphy; Kavanagh, 1999;
Hennequin et al., 2001).

Assim, com base nos resultados obtidos neste estudo,
verificou-se que € imprescindivel a ado¢do de medidas de educacao e
prevengdo em saude bucal direcionada as criangas com AF. Apesar dos
valores das contagens dos principais microrganismos cariogénicos (EGM
e lactobacilos) e andlise salivar (fluxo e capacidade tampé&o) ndo terem
diferido do grupo controle, encontraram-se em niveis criticos fazendo com
gue a maior parte do grupo de estudo apresentasse risco de cérie alto e

muito alto. A terapia com penicilina parece nao interferir na contagem de
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bactérias cariogénicas, pois as diferencas nao foram significativas quando
comparadas entre 0s grupos de estudo e controle.

Entretanto, com relacdo a contagem de leveduras, o
namero de UFC/mL de saliva foi significativamente maior nas criancas
com AF o0 que sugere que a terapia com penicilina pode ser a responsavel
pelo aumento da colonizacdo bucal por leveduras nesses pacientes,
devido ao desequilibrio da microbiota bucal pela sua ac¢éo possivelmente
sobre as demais bactérias bucais. A prevaléncia de leveduras na
cavidade bucal de criancas com AF, associada aos fatores
predisponentes decorrentes da prépria doenca, pode colocar esses
pacientes em situacdo de risco para o desenvolvimento de infeccdes
fungicas locais e/ou sistémicas.

A cavidade bucal, em qualquer individuo, deve ser vista
como parte do ser humano como um todo, influenciando diretamente na
qualidade de vida do individuo. Pacientes com doencas sistémicas devem
ser vistos com atencdo, como no caso dos pacientes com AF, cabendo
aos profissionais da area da saude (cirurgides-dentistas e médicos) a
tarefa de conscientiza-los sobre a importancia dos cuidados com higiene
bucal e suas implicacdes na saude sistémica, objetivando a melhora da
gualidade de vida global. No caso das criancas com AF as medidas de
conscientizagdo devem ser voltadas ndo somente as criangas
diretamente, mas especialmente aos responsaveis, pois 0 envolvimento
de ambos é fundamental para que haja a mudanca dos habitos pré-

existentes.



7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, concluimos que:

a)

b)

O risco de carie de criancas com AF ndo diferiu
significativamente do grupo controle, sendo que
ambos 0s grupos apresentaram risco alto e
muito alto;

Os niveis salivares de leveduras foram
significativamente mais elevados no grupo AF

em relacdo ao grupo controle.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido (UNESP)

Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, Bruno Mello de Matos, cirurgido - dentista, sob a orientagdo da Prof. Dr®
Cristiane Yumi Koga lto, portador do CPF 307.9234.858-35, RG 32.481.320-X, CRO
80.633; estabelecido na Rua Elisa Costa Santos 208, apt. 21, CEP 12.245-380, na
cidade de Sao José dos Campos, cujo telefone de contato (12) 3943 7493, irei
desenvolver uma pesquisa cujo titulo é “Avaliagéo da microbiota cariogénica, fluxo e
capacidade tampaoc salivar de pacientes pediatricos com anemia falciforme”.

O objetivo deste estudo & avaliar a presenga de microrganismos
caricgénicos na boca (estreptococcos do grupo mutans, lactobacilos e leveduras)
através da coleta nao invasiva e indolor, de saliva em pacientes com anemia
falciforme, e individuos controle. A coleta do material da boca sera feita atraves da
mastigagéo de um pedago de parafina durante 5 minutos e durante esse periodo o
matetial devera ser depositado no coletor que estamos formecendo. Esse
procedimento ndo traz nenhum risco a sua saude.

O Sr (a) tem a garantia de acesso, em qualguer etapa do estudo, sobre
qualguer esclarecimento de eventuais dividas e sobre o andamento do trabalho. Se
tiver alguma consideragao ou davida sobre a etica da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos — UNESP, situada na Av. Eng. Francisco José Longo 777, CEP
12.245-000, em Séaoc José dos Campos, Fone: 3947 9033 e comunique-se com a
coordenadora Prof. Dr? Sueli Carvalho Mutti Naressi. Informo que sera garantida a
liberdade de retirada do consentimento a qualquer momento e assim deixar de
participar do estudo. Também ndo havera custo nem pagamento pela colaboracgo.

Termo de consentimento livre e esclarecido

Acredito ter sido esclarecido a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo ¢ estudo “Avaliagdo da microbiota cariogénica, fluxo e
capacidade tampdo salivar de pacientes pediatricos com anemia falciforme”, e
concordo em participar sabendo quais os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes, € que a minha participagdo ndo implicara em nenhuma despesa.
Concordo em participar voluntariamente deste estudo e com a publicagdo anénima
dos dados gerados por ele. Poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade, prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data: ! !

Nome do paciente:

Endereco completo:

Assinatura do paciente RG
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APENDICE B - Ficha clinica

Ficha Clinica

Nome: Prontuario:
Nome do pai: Escolaridade:
Nome da mée: Escolaridade:;
tdade: Sexo:

Local da Coleta: Data: Hora:

ANAMNESE - HISTORIA MEDICA
01. Esta tomando algum remédio? ( ) Sim ( }Nao Qual?

02. Faz uso de antibidtico? ( )Sim ( )} Ndc Qual?
03. E diabético? ( )Sim ( )Nao
04. Ha alguma outra informag&o importante sobre sua salde que ndo foi perguntado e gue desgje
comentar?

ANAMNESE - HISTORIA DENTAL
01. Ja foi ao dentista alguma vez? { ) Sim { ) Nao
02. Faz refeicbes regulares (café da manha, aimoco e jantar)? ( ) Sim ( ) Nao
03. Ingere aigum tipo de alimento entre as refeigbes? { ) Sim { ) Nao
Qual?
04. Quantas vezes come doces ao dia?
05. Escova os dentes? { ) Sim { ) Nao

Quantas vezes ao dia?

‘EXAME CLINICO

LesGes bucais presentes:

ceo-d/CPO-D:
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APENDICE C — Termo de consentimento livre e esclarecido (UNIFESP)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do projete: “Avaliagho da microbiota cariogénica, fluxc e capacidade tamp&o salivar de pacientes
pediatricos com anemia falciforme”.

O objetivo deste estudo é avaliar a presenga de alguns microrganismos na boca (como leveduras, estreptococos
e lactobacilos) através da coleta ndo invasiva e indolor de saliva estimulada em pacientes pediatricos com anemia
falciforme, e individuos controle.

A coleta do material da boca sera feita através da mastigagcéo de parafina durante 5 minutos e durante este
periodo este material devera ser depositado no coletor que estamos fornecendo.

Este procedimento nédo resuftara em nenhum desconforto ou risco para o paciente e nem beneficio direto ao
participante. Caso sejam constatadas lesdes de carie ou outras alteragbes bucais, a crianga e o responsavel serdo
encaminhados para os servigos plblicos ou Faculdades de Odontoiogia da cidade de Sao Paulo.

Em qualquer etapa do esiudo vocé terd acesso aos profissionais responsdveis pela pesguisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O investigador principal € a Dra. Maria Stella Figueiredo, que pode ser encontrada
no endereco: Rua Botucatu, 740 — 3° andar, 5579-1550. Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em conlato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) ~ Rua Bofucatu, 572 — 1° andar ~ Cj 14, 5571-
1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifespi@epm.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigio.

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagéo
de nenhum paciente, tendo o participante o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais do estudo.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualguer fase do estudo, incluinde exames e consultas.
Também n&o h& compensagéo financeira relacionada & sua participagdo. Se existir qualguer despesa adicional, ela seré
absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo
(nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituigio, bem como as indenizagdes
legaimente estabelecidas.

Todos os pesquisadores deste projeto comprometem-se a utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesqguisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagbes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo *Avaliagdo da microbiota cariogénica, fluxo e capacidade tampao salivar de pacientes pediatricos
com anemia falciforme”.

Eu discuti com a Dra. Maria Stella Figueiredo sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propositos do estudo, 0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e fiscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participaco é isenta
de despesas @ que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamenta em
participar deste estudo e poderei retirar ¢ meu consentimento a gualquer momento, antes ou durante © mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste
Servigo,

Assinatura do paciente/Representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data I

{Para casos de pacientes menares de 18 anos, analfabetes, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visuai.)

(Somente para o responsavel do projeto)
Declara que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
reprasentante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data ! !
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wav ~ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
UI'IeSP CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS

Av. Eng. Francisco Jos¢ Longo, 777 - Jd. Séio Dimas FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CEP 12201970 - F. (12)3947-9028
Fax (12) 3947-9010 / sucly@fosjc.unesp.br

CERTIFICADO

Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos

CERTIFICAMOS, que o protocolo n° 082/2007-PH/CEP,
sobre “ Avaliagdo da microbiota cariogénica, fluxo e capacidade
tampédo salivar de pacientes pediatricos com anemia falciforme” |,
sob a responsabilidade de CRISTIANE YUMI KOGA ITO esta de acordo
com os Principios Eticos, seguindo diretrizes e normas regulamentadoras
de pesquisa, envolvendo seres humanos,conforme Resolucdo n® 196/96
do Conselho Nacional de Salde e foi aprovado por este Comité de Etica

em Pesquisa.

Séo José dos Campos, 16 de outubro de 2007.

mu/\_« et
Profa. Dra. JAN,E’TE DIAS ALMEIDA
Vice-Coordenaddra do CEP/HUMANOS/FOSJC




ANEXO B — Alterac&o do Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

Vs w UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
V4 CAMPLUS DE SAQ JOSE DOS CAMPOS

AV
unesp FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Av, Frg. Franciseo Jusé Longo, 777 5o Dimas  CEP 12201-970 - F, (12) 3947-9000 - FAX (12 30479028 -

Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos

Sao José dos Campos, 21 de maio de 2009

Oficio n° 034/09-CEP

Prezado(a) Sr.(a) | CRISTIANE YUMI KOGA ITO

Projeto Avaliagdo da microbiota cariogénica, fluxo e capacidade
tamp#o salivar de pacientes pediatricos com anemia faiciforme

PARECER

Por solicitagdo da Pesquisadora, foi alterado o titulo do Projeto acima mencionado,
passando a denominar-se “Avaliagcdo do risco de carie e microbiota fingica em
pacientes pediatricos com anemia falciforme”. Convalidando dessa forma o
Protocolo n° 082/2007-PH/CEP de 16/10/2007

Atenciosamente,

A e
Profa. Adjunto JANETE DIAS ALMEIDA
oordenadora
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THIFELE
AULIET |

Liniveraxtade Federal de Sde Paun Gomité de Etica em Peaguiss
Escola Favhsta de Medicing Hospilal Sho Paulo

Sdo Paulo, 30 de novembro de 2007.
CEP 1735/07

limo{a}. Sr{a).

Pesquisador{a) MARIA STELLA FIGUEIREDO

Co-Investigadores: Josefina A P Braga, Cristiane Yumi Koga lto, Bruno Mello de Malos, Ana Paula de Almeida
Lourengo

Disciplina/Departamento: Hematologia e Hemoterapia/Medicina da Universidade Federal de 340 Paulo/Hospital Séo
Pauto

Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagdo da microbiota bucai em pacientes com anemia faiciforme”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: intervenggo diagnostica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Sem risco, sem procedimento invasiva.

OBJETIVQS: Investigar a microbiota cariogénica, fluxo salivar e capacidade tampao salivar de pacientes com anemia
falciforme..

RESUMO: Participarao do estudo 40-50 pacients de ambos os géneros, com idades enire 4 a 6 anos, com anemia
falciforme diagnosticadas clinicamente e por métodos laboratoriais, e em tratamento no ambulatério da Discipiina de
Hematologia da UNIFESP. As criangas deverdo estar sob antibioticoterapia com penicilina por um periodo minimo de
6 meses. Para o grupo controle, serdo selecionadas 40-50 criangas saudaveis com perfii semelhante as grupo
estudo, dentre os individuos atendidos nas clinicas da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos -
UNESP, sem diagndstico de anemia falciforme ou oultras doengas sistémicas, e que ndo tenham sido submetidas a
tratamento com antibidticos ou antifingicos nos (ltimos 60 dias. Sera reatizado anamnese e exame clinico da salde
geral e bucal. Serd coletada saliva para determinagdo do fluxo salivar, da capacidade tampéo da saliva, contagem de
estreptococos do grupe mutans, contagens de lactrobacilos, contagem de leveduras, identificagio dos isclados de
Candida spp e de estreptococos do grupo mutans..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Criangas com diagndstico de anemia falciforme sdo submetidas & lerapia antibidtica
prolongada com penicilina.Estudos tem mostrado menor incidéncia de cérie e de streptococcus mutans neste
pacientes, embora apresentem maijores indices de CPO-D ( dentes cariados, perdidos e restaurados). Este estudo
visa avaliar a microbiota cariogénica e aspectos salivares desles pacientes..

MATERIAL E METODQ: Estio descritos os procedimenlos a serern realizados, apreseniando carla de concordancia
das instituigbes ¢ pesquisadores envolvidos..

TCLE: apresentado adequadamente.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo.

Rua Botucatu, 572 - 12 andar —conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brast!
Tel.- {011) 5571-1062 - 5539.7162
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ANEXO C — Certificado do Comité de Etica em Pesquisa (continuag&o)

THIFESP
[ PANLITE |

Unnevaidads Fedzeal de S8 Paule Comité de Etica em Peaquise
Escola Pavjiata d9 Medicina Heapital S8a Paula

4
<

CRONOGRAMA: Adequado.
OBJETIVO ACADEMICO: N&o envolve oblencéo de titulo.
ENTREGA DE RELATORIOS PARGIAIS AQ CEP PREVISTOS PARA: 29/11/2008 & 20/11/2009.

O Comilé de Flica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hespital Sao Paulo ANAEISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar loda e qualquer alieragio do projelo e termo de consentimento livre e esclarecido. Neslas
circunstancias & inclusie de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comilé, apos
andlise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualguer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as elapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgaos competentes,

Atenciosamente,

.

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Elica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital S3o Paulo CEP 173507

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - GEP 04023-062 - Séo Paulo / Brasi
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



Matos BM. Evaluation of the caries risk and fungal microbiota of pediatric
patients with sickle cell anemia [dissertation]. Sdo José dos Campos: Sdo
José dos Campos Dental School, UNESP — Sdo Paulo State University;
20009.

ABSTRACT

Children with sickle cell anemia are under long term prophylactic antibiotic
treatment with penicillin. Little is known about the effects of this therapy on oral
microbiota. The aim of the study was to evaluate the cariogenic microbiota,
salivary flow rate and buffering capacity of pediatric patients with sickle cell
anemia, to delineate a profile of caries risk. Also, the study aimed to evaluate the
fungal microbiota in these patients in relation to control individuals. Sample of
stimulated saliva from 25 children (aged 4 — 11) with sickle cell anemia (genotype
SS) and both genders was collected. A matched control group was included.
Intra-oral examination to determine dmft/tDMFT index; salivary flow rate and
buffering capacity evaluation were performed. Aliquots of saliva and its dilutions
were plated onto selective media to mutans streptococci, lactobacilli and yeasts.
After the incubation (37°C, 48h, 5% CO, to mutans streptococci), the value of
cfu/ml of saliva was calculated. Strains of yeasts were isolated, and identified by
APl 20C AUX and C. dubliniensis by PCR. Data obtained by a questionnaire,
salivary and microbiological data were analyzed by Cariogram program. The
results were compared by Student's t test, Z test and Mann-Whitney. No
significant difference were observed for the salivary flow (p = 0.097) and salivary
buffering capacity (p = 0.103) of the studied groups. Counts of yeasts were
significantly higher in the study group (p = 0.017). Counts of mutans streptococci
and lactobacilli were not different between test and control groups (p =0.741 e p
= 0.423, respectively). Considering these results and the other parameters
studied, it could be concluded that the caries risk between the groups was not
different (p = 0. 762). In the study groups the following Candida species were
identified: C. albicans, C. dubliniensis, C. famata, C. rugosa, C. sphaerica and C.
tropicalis. In the control group were found: C. albicans, C. famata, C.
parapsilosis, C. tropicalis and S. cerevisiae. It could be conclude that most of
patients showed high and very high caries risk in both groups studied, moreover
the salivary levels of yeasts were higher in sickle cell anemia group.

Keywords: Sickle cell anemia. Dental caries. Saliva. Dental caries activity
tests. Streptococcus mutans. Lactobacillus. Yeasts.
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Baixar livros de Agronomia
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Baixar livros de Linguas
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