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Resumo

MESSIAS, L.P.A. Ocorréncia de Microrganismos Periodontopatogénicos e Viruses
Herpéticos na Cavidade Bucal de Pacientes Portadores de Simahe de Down 88 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidatizdual Paulista,
Aracatuba, 2009.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia dos prinaipaisrganismos
periodontopatogénicos e dois viruses herpéticos na saliva e no biofibr@biano supra e
subgengival de 50 criancas e adolescentes com Sindrome de Dowés ateamétodos
moleculares, comparando com um grupo de individuos de um grupo controle que nao
apresentam a sindrome. Espécimes clinicos foram coletados plesieetes apos avaliacdo
das condi¢cdes soOcio-econbmicas e comportamentais. A microbiotadmscalacientes foi
caracterizada através da obtencdo de amostras do biofilme swbfesgpragengival e
saliva, as quais foram transportadas para o laboratério de Miagiicd Imunologia da
FOA-UNESP para deteccao dos principais patégenos por PCR. Ateciatacas de saude
periodontal foram avaliadas segundo indices especificos. A possibild#a inter-relacbes
entre os diferentes microrganismos foi determinada atravésdles t& Qui-quadrado, teste
exato de Fisher e Mann-Whitney. Verificou-se que as condi¢cbes de patiodontal das
criancas e adolescentes portadores de Sindrome de Down néo dif@fiaasivamente do
grupo controle. A ocorréncia das espécies microbianas anaerdbiasoaarifilas mais
associadas ao ambiente periodontal foi semelhante nos dois grupos de eradgjascentes,
independentemente da condi¢cdo gengival, com modesto aumento na czatemnevotella
intermediae Enterobacteriaceaena saliva dos pacientes sindrémicos, 0 mesmo ocorrendo
com Enterobacteriaceae Campylobacter rectys Prevotella nigrescense género
Pseudomonaso biofilme supragengival €. intermediano biofilme subgengival de

pacientes sindromicos sadios e pseudomonados naqueles com gengiviteroBiotaic




Resumo

associada as diferentes condicfes periodontais nos dois grupos tand@mi@y pequenas
diferencas, mas confirma o papel dos anaerébios obrigatérios nessessproe
citomegalovirus e virus Epstein-Barr, enquanto que nos pacientes stagdaiém desses
microrganismos, as bactérias entéricas podem ser de relevanciagivaeyerperiodontite.

Palavras-Chave$sengivite. Bactéria. Virus. Preven¢éo. Sindrome de Down.
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Abstract

Messias, L.P.A.Occurrence of Microorganisms and Viruses herpetic periodoral
pathogens in the oral cavity of patients with Down's syndrome88 f. Dissertacéo
(Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulistatutas2009.
This study aimed to evaluate the occurrence of the major periogattedgens and
two herpetic viruses in saliva and dental biofilm from 50 children ash@lescents with
Down’s syndrome through molecular tools, comparing with those of individdiascontrol
group who did not present this syndrome. Clinical samples weretedllffom patients soon
after evaluation of socioeconomic and behavioral conditions. The orabfloier was
characterized by mean of samples of supragingival and subgitgpfiin and saliva, which
were transferred to Microbiology and Immunology Laboratory at RINESP for detection
of the major pathogens by PCR. Periodontal conditions were evallatathh specific
indexes. The possibility of relationship between different microosgasiand clinical
conditions were determined through Chi-Square test, Fisher's @sicind Mann-Whitney
test. It was verified that periodontal conditions of children andeadehts with Down’s
syndrome did not differ significantly from the control group conditions. d¢t®urrence of
anaerobes and microaerophiles associated with periodontal envirowaeesimilar in both
groups of children and adolescents, regardless of the gingival condilibrmodest increase
in the occurrence dPrevotellaintermediaand Enterobacteriaceaén the saliva of patients
syndromic patients, the same occurred whhterobacteriaceae, Campylobacter rectus
Prevotella nigrescenand genu®seudomonas the supragingival biofilm anB. intermedia
in subgingival biofilm of periodontally healthy patients and pseudomomagyndromic
patients with gingivitis. The microbiota associated with diffeneatiodontal conditions in
both groups showed minor differences, but confirms the role of stetrabes in this

process as well as the role of and cytomegalovirus and EpsteiniBis, while in syndromic
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patients, besides these infectious agents enteric bacteribanafyrelevant in gingivitis and

periodontitis.

Key-words: Gingivitis. Bacteria. Virus. Prevention. Down’s syndrome
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1 Introducao

A Sindrome de Down € considerada a mais frequiente das sindromesaccaaan
influéncia da hereditariedade, cuja ocorréncia € encontrada :800 Inascimentos,
mostrando-se mais comum entre filhos de parturientes com 40 anosd#e du mais,
podendo ser definida como uma desordem genética caracterizada gssacarde um
cromossomo 21 adicional, acarretando variavel grau de retardo no desenviovinotor,
fisico e mental, sendo geralmente reconhecida por uma constelac@mormalidades
associadag:®

As principais manifestac6es bucais faciais dessa sindrome a&&oghossia, lingua
fissurada, alteracdes no desenvolvimento maxilo-mandibular, agetedi@, ma-ocluséo,
hipersalivacdo, baixa prevaléncia de carie, maior predisposicdo ricadgeeriodontal

agressiva e patologias infeccio8as,”®*

calculo supragengival e ocorréncia de
microdontia'* A literatura também evidencia um menor risco a carie e mi&oo ao
desenvolvimento de periodontopatias, mas 0s mecanismos pelos quais@ssadese daria
ainda nao estéo elucidados, mas destaca-se a maior producédealaesaaciente portador
da sindrome, sendo que por outro lado, a resposta imune celular no periodontepa@evez
mostra prejudicada, com reducdo da quimiotaxia de células acess@riesenca de muitos
linfécitos T imaturos®®101213

Como a maioria dos processos patoldgicos que acomete a cavidade bucal € de naturez
infecciosa, com o envolvimento predominante de microrganismos anaerOhgatdolws, a
composicao da microbiota bucal e a forma com que a mesmagen&leom seu hospedeiro
sdo de fundamental importancia para o estabelecimento desses processosasfécti*®

Nesse sentido, estudos com adolescentes e criancas portadorasalaestle Down

evidenciaram relacdo entre a colonizacdo da cavidade bucals dpasentes por

Porphyromonas gingivalis, Aggregatibactactinomycetemcomitangannerella forsythia

* Normatizacdo Segundo a Revista Archives of Oialdgly (Anexo 1)
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Treponema denticoJaPrevotella intermediaentre outros, e o desenvolvimento de perdas
significativas de insercdo conjuntiva e inflamacdo gendi¥/d além de possiveis
associacfes com citomegalovirus e virus Epstein-Barr nos casos magedagaou agudos de
periodontite™®

Contudo, a existéncia de uma microbiota associada a periodontite owitgeami
pacientes portadores da Sindrome de Down vem sendo bastante questiordalajuse
alguns autores néo detectaram diferencas qualitativas ou queeditaii microbiota desses
pacientes e outros individuos com necessidades especiais, como os ¢ortadparalisia
cerebraf® Além desse aspecto, as populacdes de diferentes areas gasgaffiesentam
peculiaridades na composicdo de sua microbiota bucal, refletindcterésticas genéticas,
ambientais, culturais e socio-econdmicas, de forma que a extrapodtacderfil de
colonizacdo da cavidade bucal entre diferentes populacbes constitui moeETedi
inadequadd>*??

Em anos recentes, a compreensdo do papel desempenhado pelas hastépbascas
periodontais foi sendo aprimorada e a literatura passou arsygeia reativacao de infeccdes
herpéticas, quase sempre subclinicas, nos tecidos periodontais, po@eriaoadicdes
favoraveis a agressao bacteriana ao hospedeiro. Nesse sentiegalbvirus (CMV) e o
virus Epstein-Barr tipo 1 (EBV-1) podem estar associados a nagdifs na resposta
imunologica e inflamatéria nas doencas periodontais, sendo capmzesnduzir
imunossupresséo local e exacerbacdo das patologias infeccioma®mngars, bem como

lesBes periapicafs;**2>2°

além de afetar a capacidade de expressdo de citocinasas out
interleucinas, o que afetaria a resposta inflamatéria teciti@itretanto, pouco se conhece
sobre 0 quanto essas habilidades virais poderiam interferir nas condicéadelgengival de

criancas e adolescentes que, em funcdo de uma caractgesiitca, sdo mais predispostos

* Normatizacdo Segundo a Revista Archives of Oialdgly (Anexo 1)
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ao desenvolvimento de enfermidades infecciosas, como as periodontiessivag e
infeccbes respiratorids.

A microbiota bucal, entretanto, sofre influéncia de numerosos fatwe® higiene,
condicao imunoldgica e uso de antimicrobianos, sendo que em alguns pac@atEnente
aqueles que mostram comprometimento imunoldgico, a cavidade bucagroctdonizada
por microrganismos exdgenos, 0s quais podem exercer sua virulénfoem@dea induzir
alteracées inflamatérias ou necréticas nos tecidos perioddhtars:>3

Dentre esses patdgenos, merecem destaque 0S microrganismasSoLree 0s
pseudomonado$;** que também se comportam como superinfectdntds, forma que a
cavidade bucal pode se tornar reservatério desses microrganismos O@reIrseus genes
de resisténcia, os quais podem ser transmitidos para outros migsorga no biofilme?
além de constituir fonte de infeccHo.

Em teoria, as limitacdes dos pacientes portadores de sindrdbmevde bem como as
particularidades imunoldgicas, anatdbmicas e fisiolégicas podeslgarar a ocorréncia e
distribuicdo dos principais microrganismos envolvidos em processoiades como 0S
anaerdbios e microaerofilos bucais, bem como microrganismos supentéec como a
familia Enterobacteriacegegénerofnterococcue Pseudomonadvem comde. faecalise P.
aeruginosa predispondo o paciente a uma colonizagdo mais precoce ou mesmaoindtrfe
com as populacdes desses microrganismos no interior do biofilme rarobi que poderia
contribuir para o estabelecimento de processos inflamatorios uwtezaatnfecciosa, como as
doencas periodontafs.

Nesse aspecto, a microbiota bucal de pacientes com SindroBewte em nosso
meio, necessita de melhor caracterizacao, particularmente quavelifisa que os pacientes
portadores de Sindrome de Down atendidos em programa especializadn®y Cemtro de

Assisténcia Odontologica a Portadores de Necessidades Esg@iddc), vinculado a

* Normatizacdo Segundo a Revista Archives of Oialdgly (Anexo 1)




Introducdo 23

Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba-UNESP, mostramegi@ntia de
alterag6es inflamatorias gengivais nitidamente inferior & daswiliteratura e esse fenébmeno
necessita de maiores esclarecimentos, uma vez que a mgittandimento dessa populacéo
poderia ser aprimorada.

Essa escassez de dados é ainda mais significativa quando saaadoside aspectos
epidemioldgicos e predisponentes das doencas periodontais em populactesessidades
especiais na América Latina, sendo que essa regido do globongpeEsacteristicas muito
peculiares, como a profunda miscigenacdo étnico-racial, extreragudldade socio-
econdmica, fortes lacos familiares, mudanca recente da estsotieh e piramide etéria, a
qual passa a incorporar a figura da mée que trabalha feeudiomicilio e passa a contribuir
de forma determinante com a renda familiar. A prépria figurtemma e o seu papel na
criacdo dos filhos sofreram profundas mudancas, nas Ultimas décataénza Latina, com
profunda reducdo no tamanho das familias, com poucos filhos por casal &mpor
modificacdo dos hébitos alimentares.

Além das doencas periodontais, sabe-se que as bactérias anaemiasaerofilas
bucais estdo envolvidas em diversos outros processos infecciosos e pouretaboratérios
clinicos ou de pesquisa, no Brasil, que realizam o isolamento, idagifie@ deteccdo desses
microrganismos, seja por métodos convencionais quanto molectil@estudo, os métodos
de diagnostico molecular, como os baseados na reacdo em cagelandsase (PCR), se
converteram em uma importante ferramenta na identificacaesgasies microbianas bucais,
principalmente para microrganismos de cultivo exigéht®* além de colaborar na

compreensao das inter-relacdes entre essa microbiota e seu hodpedeiro.

* Normatizacdo Segundo a Revista Archives of Oialdgly (Anexo 1)
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2 Proposicéo
Assim, em funcdo do papel desempenhado pela microbiota e diferathess f
predisponentes no estabelecimento e progressao das doencas pesiquimitailarmente em

criancas e adolescentes portadores de Sindrome de Down, este estudo tem comp proposta

a) avaliar, por PCR convencional onested PCR, a ocorréncia dos principais
periodontopatdgenos e viruses herpéticos associados as doencas pesjodontai
biofilme subgengival, biofilme supragengival, bem como a contaminag&obiana
presente na saliva de criancas e adolescentes portadores de Siddrddoevn,
comparando esses dados com o0s obtidos para um grupo controle constituido de

individuos nao portadores de Sindrome de Down;

b) correlacionar a presenca dos diferentes microrganismos esvool as condicdes

clinicas periodontais desses pacientes, portadores de Sindrome de Down ou néo;

c) verificar a ocorréncia de microrganismos superinfectantesavidade bucal de
criancas e adolescentes portadores de Sindrome de Down, comparasdiadese

com os obtidos para um grupo controle.
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3 Material e Método

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa déddthe de
Odontologia da UNESP-Campus/Aracatuba (2007-01369), sob o titulo “Condi¢cdaddie S
Bucal em Pacientes com Sindrome de Down: Avaliacdo dos Fatooss-ERonbémicos,
Culturais, Dietéticos e Microbiologicos” (Anexo 2). Os objetivos des@nte estudo foram
detalhados para todos os participantes e seus responsaveis e gamieigaram do mesmo

aqueles cujos responsaveis assinaram o termo de consentimento livre eds¢ranezo 3).

3.1 Populagao estudada

A amostra estudada foi constituida de 50 criancas e adolescentadopEs de
Sindrome de Down, com diagnéstico devidamente comprovado através do dgame
cariotipo, de ambos os géneros (31 do género masculino e 19 do génenmderoam idade
variando de 6 a 18 anos (11,45 anos de média e desvio padrdo de 3,93 anosindenmmn
grupo de 50 individuos néo portadores dessa sindrome e que apresentagamaafaixa
etaria (11,60 anos de média e desvio padrao de 3,87 anos) e distribuiggngror (28 do
género masculino e 22 do género feminino), constituindo um grupo controle.

Os pacientes portadores de Sindrome de Down foram selecionadostno @&e
Assisténcia Odontolégica a Portadores de Necessidades Esp@RBE), UNESP-
Aracatuba, bem como na Associacdo de Pais e Amigos dos ExcepcddPAls de Sao José
do Rio Preto e na Associacdo Renascer-Centro de Redlulitaintegracao de Sao José do
Rio Preto, onde recebiam assisténcia odontoldgica. Assim, predeselecionar criancas de
mais de uma instituicdo para garantir que os dados viesseneta ef condicbes de uma

populacéo mais ampfa.
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As criancgas e adolescentes do grupo controle foram selecionadssoha Municipal
“Geraldo Alves Moreira” e da Escola Estadual “Jodo Baptistaeira”, no municipio de
Planalto, Estado de S&o Paulo, onde as criancas e adolescentepal@agruole eram
assistidas pelo programa odontolégico municipal.

Inicialmente foram excluidos do grupo de pacientes portadores derSénde Down
e grupo controle todos os pacientes que utilizavam quimioterdficeseberam medicacéo
tépica (bucal) ou sistémica com atividade antimicrobiana nos quasesmgae precederam as
coletas para analise da microbiota, que fizeram uso de medicancaptxes de afetar o
fluxo salivar ou que possuiam doencas debilitantes sistémicasnadicou que interferissem
significativamente com a biologia buédaf®® Da mesma forma, pacientes gravidas, lactantes,
individuos que receberam tratamento periodontal nos seis meses qdenaraca coleta dos
espécimes clinicos ou que possuiam enfermidades sistémicas nao partidipasnud’

Os participantes do grupo controle foram selecionados através sistama de busca
parametrizada especialmente desenvolvido para esse fim petaMPoiChristiane Marie
Schweitzer do Centro de Matematica Computacédo e Cogni¢do dardittede Federal do

ABC, respeitando-se os critérios descritos acima.

3.2 Exame Clinico Periodontal

Inicialmente precedeu-se a anamnese, em formulérios padronizadosndona
identificacdo do paciente, idade, aspectos étnico-raciais, higgradoenca atual, historias
social, médica e familiar. A seguir realizaram-se os exanmasadiintra e extrabucais.

Os exames clinicos periodontais foram realizados por um Unico ir@edon
previamente treinado, utilizando-se os critérios Riviodontal Screening and Recording
(PSR). O exame foi realizado com o uso de espelho bucal plano, pirgaalgadao

(Duflex®), sondas periodontais milimetradas tipo Williams (TrffityA sonda era introduzida
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no sulco gengival, de maneira delicada, posicionada paralela apdommydo dente e esta
percorria todas as faces dos dentes presentes de cada individuo.dadeabucal do
individuo era dividida em seis sextantes.

O maior escore do PSR era registrado para cada um dostesxaue se ausente, era
registrado com um X. Os escores variaram de 0 a 2, emboraatsgarizacao abranja os
escores de 0 a 4. Cddigo 0: auséncia de bolsa periodontal, sem satmgrareendagem,
auséncia de calculo e excessos de margens restauradoras. Cédig&ntiaade bolsa
periodontal, embora com presenca de sangramento a sondagem; semecébadssos nas
margens das restauracdes. Codigo 2: auséncia da bolsa periodogtamsato a sondagem,
presenca de célculo supra e/ou subgengival e/ou excessos nas rdargestauracdes. Os
codigos 3 e 4 descrevem condicBes de periodontite e ndo foram obseragomsulacdo
estudada.

A insercdo do codigo (*) no sextante significava a presenca de masleomo
mobilidade, problemas muco-gengivais (perda de gengiva insendapgeio gengival acima
de 3,5mm. Os dados coletados eram registrados em ficha aprope@maads recomendacao
da American Dental Association (ADA) e American AssociatioR@fiodontology (AAP). A
seguir avaliava-se o indice de sangramento gerffivakesenca de calculo supragengival,
determinacdo da profundidade clinica de sondagem, bem como a awsépcesenca de
placa visivel.

No atendimento da populacdo alvo, todas as lesdes teciduais e/ou egarnth;0
normalidade clinicamente detectaveis eram avaliadas considerandatsteza, localizacao,
formato, superficie, consisténcia, cor, base de implantacdo, siotogiat presenca ou
auséncia de Uulcera, bem como necessidade de encaminhamento arentoatou

acompanhamento.
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3.3 Obtencéo dos espécimes clinicos paraléagio da microbiota bucal

Os pacientes de ambos os grupos foram divididos de acordo com os valBi®R do
apresentados no exame periodontal. De forma resumida, para o gruptedeepgortadores
de Sindrome de Down, os mesmos foram agrupados em “pacientes’ ¢ibdib8) ou
“portadores de gengivite” (N= 32), enquanto no grupo controle, 24 eracdqa@almente
sadios e 26 eram portadores de gengivite.

As coletas de biofilme supragengival e saliva ndo estimuladan foealizadas
imediatamente antes do exame clinico dos pacientes (Anexo 4ivafeacoletada das 8:00
hs as 11:00 hs para evitar grandes variacdes do ritmo circadiamp@ac@antes que estavam
em jejum e sem higieniza¢@o dental por um periodo minimo de 2Aacals/a era coletada
através de pipetas Pasteur plasticas, esterilizadas, quevaspie 0,2 mL a 1 mL de saliva
no assoalho de boca dos pacientes, a qual era transferida parabugrcontendo agua
ultrapura Milli Q, que eram mantidos em gelo durante o transpoieopaboratério e entao
armazenados a -19B, por até 30 dias (até a extracdo do DNA bacteriano).

A amostra do biofilme supragengival de cada paciente era remmidauxilio de
curetas esterilizadas e transferidas para microtubos contendalé&gpara Milli Q, como
descrito acima. O sitio da coleta era 0 equivalente supragengivsitio periodontal com
maiores evidéncias clinicas de inflamagé&o e maior profundidade clinioadtgsm.

A coleta dos espécimes do biofilme subgengival foi realizada ap@mocdo do
biofilme supragengival com curetas periodontais e o sitio coletgdmfab descrito acima, o
que apresentava a associacdo de maior profundidade clinica de sorelggesenca de
inflamacéo clinicamente detectavel. A coleta era realizadanmo de cones de papel
absorvente esterilizados, que eram introduzidos no interior dos sulcowagengnde
permaneciam por 15 a 20 segundo3odos os espécimes coletados eram transferidos

imediatamente para microtubos contendo agua ultrapura Milli-Q e ddbmeto
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processamento laboratorial para extracdo do DNA microbiano. Quandaan@ossivel a
extracdo imediata do DNA, as amostras clinicas eram margdasitrogénio liquido a -

196°C, por até 30 dias.

3.4 Extracdo do DNA bacteriano e determinacao de awconcentracao

O DNA das amostras clinicas nos microtubos com agua MilliaQegtraido através
do “kit” QlAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Cada amostra edicionada a 240
de proteinase K, seguida de 200do tamp&o AL, mantendo-se a mistura dG&6por 10
minutos, adicionando-se, a seguir, etanol absoluto (200G centrifugando-se o conjunto
através do “QlAamp Column”, a 6000xg, por 1 minuto.

A segquir, desprezava-se o filtrado e eram adicionadospbOfo tamp&do AW1 e
repetia-se a centrifugacdo, desprezando-se, novamente, o filtradilatimente, 500L do
tampdo AW2 eram adicionados ao “QlAamp Column” e o conjunto era cgailid a
20.000xg por 3 minutos. Desprezava-se o filtrado, enquantqu20fe tamp&o AE eram
adicionados ao “QlAamp Column”, por 1 minuto, antes de submeter o conjunto a
centrifugacdo final a 6000xg, por 1 minuto. O filtrado era mantido a°Gl198s
concentracdes dos DNA bacterianos eram determinadas em espéctetfo (Beckman,

Modelo DU-640), com leitura da absorbanciagphn).

3.5 Deteccado de microrganismos por PCR convencional

A presenca dos seguintes periodontopatégenos foi avaliada por PCR convencional:
Aggregatibacter actinomycetemcomitarfSampylobacter rectysDialister pneumosintes
Eikenella corrodens Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia P. nigrescens, Tannerella forsytréd reponemaienticola***°**Empregaram-se

iniciadores especificos e condi¢cdes de amplificacdo especificas ganaicaorganismo.
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Além desses microrganismos, também optou-se por avaliar a ocodtéruidgenos
considerados de importancia médica e de notério envolvimento em infepgies e de
dificil tratamento: familiZEnterobacteriacegegéneroEnterococcussp., E. faecalis género
Pseudomonasp. eP. aeruginosa>>>>**°

A presenca de viruses da famitiarpesviridag(citomegalovirus e virus Epstein-Barr
tipo 1 foi avaliada através denésted PCR>® As reacdes denested PCR podem ser
descritas como um processo de amplificacdo no qual o produto de um conjeitiosiee
amplificacédo inicial, empregando-se iniciadores externos, é siacedi uma segunda reacdo
de ciclos de amplificacdo, na qual o produto da primeira reacao é&piplificado com a
acdo da DNA polimerase e um par de iniciadores denominados degs internos”,
garantindo grande sensibilidade e especificidade.

Os iniciadores utilizados na amplificacdo do DNA alvo sédo aprekenta
conjuntamente com a temperatura de anelamento dos mesmoBalmela 1, para as
diferentes bactérias avaliadasTabela 2, para os viruses herpéticos detectados pestéed

PCR.
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Tabela 1. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de PCR convencioaal pa

deteccao de diferentes microrganismos por PCR convencional.

o i _ ) Temperatura de
Iniciadores especificos Oligonucleotideos

anelamento

A. 5-CTAGGT ATT GCG AAACAATTT G-3

60°C
actinomycetemcomitans 5-CCT GAA ATT AAG CTG GTA ATC-3’

5-TTT CGG AGC GTAAACTCCTTT TC-3’
C. rectus 55°C

5-TTT CTG CAA GCA GAC ACT CTT-3

. 5-TTC TAA GCA TCG CAT GGT GC-3
D. pneumosintes 55°C

5-GAT TTC GCT TCT CTT TGT TG-3’

5-CTA ATA CCG CAT ACG TCC TAA G-3’
E. corrodens 45°C

5- CTA CTA AGC AAT CAAGTT GCC C-3

. 5-AAC CAG TTC CGC GTT GGC CTG G-3
Enterobacteriaceae 50°C

5'-CCT GAA CAA CAC GCT CGG A-3

5- TAC TGA CAA ACC ATT CAT GAT G-3
Enterococcusp. 55°C

5-AAC TTC GTC ACC AAC GCG AAC -3

. 5- ATC AAG TAC AGT TAG TCT-3’
E. faecalis 47°C

5- ACG ATT CAA AGC TAACTG-3

5-ATT GTG GCT AAA ATT ATAGTT-3'
F. nucleatum 40°C

5-ACC CTC ACT TTG AGG ATT ATA G-3

o 5-TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAA CC-3’
P. gingivalis 60°C
5-ACG TCATCCCCACCTTCCTC-3

) ) 5-TTT GTT GGG AGT AAA GCG GG-3’
P. intermedia 55°C

5-TTC AAC ATC TCT GTATCC TGC GT-3

. 5-ATG AAA CAAAGG TTT CCG GTA AG-3’
P. nigrescens 55°C
5-CCA CGT CTC TGT GGC TGC GA-3

5-GAC GGG TGA GTA ATG CCT A-3’
Pseudomonasp. 540C

5-CACTGG TGT TCC TTC CTATA-3

. 5-GGG GGATCT TCG GAC CTC A-3’
P. aeruginosa 58°C
5-TCC TTA GAG TGC CCA CCC G-3'

. 5-GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA-3
T. forsythia 60°C
5-TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T-3

5-TAATACCGAATG TGC TCATTT ACAT-

3!
T. denticola 55°C
5'-CAA AGA AGC ATT CCC TCT TCT TCT
TA-3
. 5-AGAGTTTGATCC TGG CTG AG-3’
Universal 55°C

5-ACG GCT ACCTTGTTACGACTT-3
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Tabela 2 Iniciadores e temperatura de anelamento empregados no "rfeGR¢ara

deteccao dos viruses EBV-1 e CMV.

Iniciadores _ ] Temperatura
. Oligonucleotideos
especificos de anelamento

5-GAG GAC AAC GAA ATC CTG TTG GGC A-3" inic.
externo
Citomegalovirus 5-TCG ACG GTG GAG ATA CTG CTG AGG-3’ inic. externo
5°-ACC ACC GCA CTG AGG AAT GTC AG-3’ inic. interno
5°-TCA ATC ATG CGT TTG AAG AGG TA-3" inic. interno

Inic. Externo 58C
Inic. Interno 56C

5-AGG GAT GCC TGG ACA CAA GA-3" inic. externo

5-TGT GCT GGT GCT GCT GGT GG-3" inic. externo  INic. Externo 56C
5°-AAC TTC AAC CCA CAC CAT CA-3" inic. interno Inic. Interno 46C
5-TTC TGG ACT ATC TGG ATC AT-3" inic. interno

Epstein-Bartipo 1

3.5.1 Reacao de amplificagdo do DNA por PCR convencional eésted” PCR

A amplificagcdo do DNA foi realizada em volumes dep®5contendo 2,5l de 10 X
tampéo PCR, 1,20l de MgChL (50 mM), 2,0ul de dNTP (10 mM), 0,2%I de Tag DNA
polimerase (0,5 U), 1,Qul de cada iniciador (0,4tM), 7 ul de &agua ultrapura Milli-Q
esterilizada e 1l de DNA (ng). A amplificacéo foi realizada em aparelho G&RRPerkin
Elmer, GeneAmp PCR System 2400) programado para: 1 ciclo®@g®4nin.); 30-36 ciclos
de 94C (30s- 1 min.), temperatura de anelamento de cada iniciador (30s -2 niD.§30&-1
min.) e um ciclo final de PZ (5 min.), para a elongacéo final das cadeias de DNA dos
amplicons ( Anexo 5).

Em todas as reacdes foram utilizadas, como controle positivo, DNéepies de
referéncia das bactérias estudadas, enquanto DNA controle dos #RMes e CMV foi
fornecido pelo Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias BioraéditJSP. Os
produtos da amplificacdo pelo PCR eram submetidos a eletrofonegel ele agarose a 1%,

corados com brometo de etidio (&ml) e fotografados sobre transiluminador com luz UV
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com camara Kodak (Eletrophoresis Documentation and Analysesng$20). Como padrao

de peso molecular utilizou-se o marcador 1Kb DNA ladder (Gibco, SP).

3.6 Analise Estatistica

As amostras permitiram, através de estatisticas pontuaitergalos de confianca,
caracterizar os dois grupos experimentais quanto aos parametrosioibgicos. Prevaléncia
e andlise de risco foram feitas utilizando-se o teste dej@auirado de Pearson para analise
de propor¢cdes quando as variaveis possuirem 3 ou mais categoriasesbesode Mann-
Whitney. Os niveis de significaAncia adotados nos testes faanpre iguais a 5%. Os dados
foram tabulados e analisados em planilhas do software SPSS. lide agstatistica foi
realizada no Centro de Matematica Computacdo e Cognicao dardibide Federal do

ABC, sob responsabilidade da Prbf® Christiane Marie Schweitzer.
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4 Resultados

Os resultados apresentados evidenciam que a amostra de 50 individwiseoda
Sindrome de Down e 50 individuos ndo portadores de Sindrome de Down subametidos
exames clinicos iniciais apresentou boa homogeneidade em termdasiel@ género entre os
dois grupos de pacientes (teste Qui-quadr&do(,905), sendo que nao foram observadas
diferencas de idade entre os géneros (teste de Mann-WhRa8y550), garantindo os
critérios de homocedasticidade e validaram o uso do sistema paadte de busca. Os
dados evidenciaram que o género masculino mostrou-se mais propenspoatestar da
Sindrome de Down na amostra (teste de Qui-quadPad,001).

Do ponto de vista social, a quase totalidade dos adolescentes esccimmc&indrome
de Down e do grupo controle era oriunda de familias cujos paieataeasm baixo nivel de
instrucdo e possuiam profissdes que se caracterizavam predomimaatpete existéncia de
servico bracal. Entre as criancas e os adolescentes, de amhopass & dieta apresentou
caracteristicas de consumo de alimentos cariogénicos tipesie (le Qui-quadrad®<
0,001), mesmo com a orientacdo dos pais e responsaveis e dos proprios pacientes.

Embora nédo tenha sido objetivo do estudo inicial, as condi¢cdes dentariasidotepa
com Sindrome de Down mostraram um indice ceo-d e CPO-D de 1,17 e 3,53,
respectivamente, enquanto apenas um paciente se mostrou livre d@s&ianos. No grupo
controle, o indice ceo-d foi 1,97, enquanto o indice CPO-D mostrou-se igual,asendo
que apenas um paciente se mostrou livre de carie aos 6 anos. lagegatdim Sindrome de
Down a somatoria ceo-d + CPO-D resultou em um valor médio de 4,70 nenque no
grupo controle foi de 4,74, sendo que essa diferenca ndo apresenta significafatiaasta

Na anamnese e avaliacdo do histérico médico, observou-se que 40% dositieseg
do grupo de portadores de Sindrome de Down eram portadores de hip#ickstes a algum

medicamento, alimento ou produto cosmético, 0 mesmo ocorrendo com 24% destesegr
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do grupo teste, sendo que essa diferenca foi estatisticamenifecagiga (teste de Qui-
quadrado,P= 0,042). A ocorréncia de mudltiplas e frequentes infeccdes reésEmat
particularmente pneumonia, também somente foi detectada entasri@n adolescentes
portadores de Sindrome de Down. Por outro lado, a Unica alteracdo ddidzalenaa
cavidade bucal observada entre os pacientes com Sindrome de Doaviodoiréncia de
macroglossia, a qual foi observada em 22% dos pacientes portad&ieslidene de Down e
nao foi detectada entre os pacientes do grupo controle (teste deadukdoP = 0,028).
Um Unico paciente ndo portador da sindrome apresentou anquilogl@dsea(3).

Quanto aos métodos empregados na higiene bucal, os dois grupos apresentam
comportamento semelhante, sendo que a escovacao bucal com cremé geattahda em
todas as criancas portadoras de Sindrome de Down, o mesmo ocorrendo cames98%
integrantes do grupo controle. Contudo, o emprego de fio dental ergenegldo em 26%

dos integrantes de ambos os grupos.
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Tabela 3 Variagbes de normalidade ou enfermidades em 100 criancas scadtds
portadores ou ndo de Sindrome de Down. Resultados obtidos atravéamde aiico e

avaliacdo de histérico médico e anamnese.

~ . Grupos experimentais
Observacgdes ao exame clinica

CASD* N(%)? CANS? N(%)
Gengivite 32 (64,0) 26 (52,0)
Macroglossia 11 (22,0)* 0 (0,0)
Estomatite aftosa 2 (4,0) 0 (0,0)
Anquiloglossia 0(0,0) 1(2,0)
Historico médico
Hipersensibilidade 20 (40,0)* 12 (24,0)
Infecgbes repiratérias frequentes 16 (32,0)* 0 (0,0)
Cardiopatias Congénitas 7 (14,0) 1(2,0)
Talassemia 4 (8,0) 0 (0,0)
Anemia cronica 3 (6,0) 0 (0,0)

ICriancas e adolescentes com Sindrome de Down
“Criancas e adolescentes ndo portadores de Sindrome de Down
3particularmente pneumonia.

*Diferencas estatisticamente significativas (P<0,05)
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As condicdes de saude dos tecidos moles da cavidade bucal dos iesedntiois
grupos de criancas e adolescentes que participaram do estudo evidencianara dadésoes
clinicamente detectaveis, excetuando-se a inflamacéo do temidival, a qual se mostrou
bastante frequente nos dois grupos. Nesse sentido, no grupo de ciadchsscentes com
Sindrome de Down, 18 (36,0%) eram periodontalmente saudaveis e 32 (64,0%)tapaes
gengivite, sendo que um adolescente se mostrou portador de gengretie $0 grupo
controle, 24 (48,0%) eram clinicamente saudaveis e 26 (52,0%) albergavgivite leve a
moderada, segundo os critérios do PSR. Essa diferenca de preva@ng@mgivite nao
mostrou significancia estatistica.

Essas alteracGes gengivais e os demais problemas hasa@ados aos tecidos mole
nao foram influenciadas pela idade (teste de Mann-Whiiwe,193), género (teste de Qui-
quadradoP= 0,711), higiene bucal (teste de Qui-quadrd&tie,0,142) ou dieta (teste de Qui-
quadradoP= 0,181).

N&o foram observadas relacdes entre sangramento gengivedre gés pacientes. A
freqiéncia de escovacdo na populacdo estudada ndo se mostrowiadhugrelo género,
idade, mas como a frequéncia de escovacdo e uso do fio dentalcknatdea, essa
informacdo pode ter sido influenciada por aspectos culturais, gustoas condicdes de
higiene bucal da populacdo ndo foram compativeis com o que eradesparduncdo do
declarado. Assim, os dados que mostram que pelo indice de sangramerftiran@o
influenciados pela freqiéncia de escovacdo ou pelo uso de fio dergal der entendidos
dentro da polémica descrita acima ou pela baixa eficiénciagien&ioral praticada pela
populacéo estudada.

Quanto aos dados microbioldgicos, verifica-se que cada espécabiana interage
de diferentes formas com os fatores ambientais e com os daeraisros da microbiota. A

Tabela 4 apresenta a frequiéncia de deteccdo dos microrganismos e éstisgéados nas
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amostras de saliva da populacdo alvo, enquantbahsla 5 traz os dados relativos ao
biofilme supragengival e &abela 6 apresenta os resultados referentes aos microrganismos e
viruses nas amostras de biofilme subgengival, respectivamente.

Para a maioria dos microrganismos estudados, o habitat pringipaVidade bucal da
populacdo se deu no sulco gengival ou no biofilme supragengival. O bisfilbgengival
parece ser a fonte de contaminacdo pd&a pneumosintes P. gingivalis A.
actinomycetemcomitans. forsythig além dos viruses CMV e EBV-1, enquanto o biofiime
supragengival parece ser a fonte de contaminagcéo da saliva pelo §éterococcuse E.
faecalis Para outros, comdC. rectus, E. corrodensfamilia Enterobacteriaceae, F.
nucleatum, P. intermedia, P. nigrescens, Pseudomepas P. aeruginosaos biofilmes
supra e subgengivais parecem ter a mesma importancia comaléootetaminacao para a
saliva. A fonte d&. denticolan&o pode ser estatisticamente determinada em funcédo da baixa
freqUiéncia de deteccdo do mesmo e a sua homogénea distribui¢éiofiroes coletados e
na saliva.

A andlise da frequéncia de deteccdo dos diferentes microrgaréstondados sugere
associagcOes positivistas entre os membros do biofilme subgenbiesse sentidoE.
corrodensparece ter associacdes sinergisticas €nectus T. forsythia P. nigrescens
engquantoC. rectusestabelece associacdes sinergisticas Toforsythia P. intermedia P.
gingivalis e P. nigrescens As associacfes entre as diferentes espécies de bastonetes
anaerébios produtores de pigmento preto também foram detectadassnderdestaqui.
intermediae P. nigrescensP. gingivalis e P. intermedia bem comoP. gingivalis e P.
nigrescensAs interacdes entré. forsythiase deram de forma mais intensa dénfaecalis
F. nucleatumP. intermediae P. gingivalis

A distribuicdo deEnterobacteriaceaePseudomonasp. e P. aeruginosando se

mostrou ligada a quaisquer dos microrganismos estudados, enquant@acieale Epstein-
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Barr tipo 1 e CMV mostraram relagdo com a ocorrénciaCdeectus P. gingivalis, P.
intermediae T. forsythia A ocorréncia deE. corrodens C. rectus F. nucleatume P.
gingivalis foi significativamente maior entre os individuos com maior indieeplaca,
enquantoF. nucleatum T. forsythig P. gingivalis P. intermediae P. nigrescensforam
associados a sangramento gengival.

Quando os dados damabelas 4, 5 e 6 sdo analisados (teste de Qui-quadrado),
verifica-se que, independentemente da condicdo periodontal das ceaagakescentes dos
dois grupos, a ocorréncia das espécies microbianas anaerdbiasromendfilas mais
freqientemente associadas ao ambiente periodontal, sobre a qualmemtemarecai o
desenvolvimento das infeccGes periodontais, é bastante semelhantisnogupos de
criancas e adolescentes, com diferencas modestas de prevaléncia leogre am

Das espécies periodontopatogénicas, apBnastermediafoi observado com maior
freqUiéncia na saliva dos individuos portadores de Sindrome de Dabeld 4). Entretanto,

a ocorréncia de membros da familiterobacteriaceadoi muito maior em todos os
espécimes clinicos obtidos de individuos portadores de Sindrome de DohoraEsem
atingir significancia estatistica, as amostras de sdéveriancas e adolescentes portadores de
Sindrome de Down mostram maior probabilidade de possuirem bactériasnelm gé
Pseudomonafeste de Qui-quadradBz 0,058).

Quanto ao biofilme supragengivdlabela 5, as amostras de pacientes portadores de
Sindrome de Down apresentaram maior ocorrénci&mterobacteriacegeC. rectus P.
nigrescense géneroPseudomonasQuanto aos dados referentes ao biofilme subgengival,
observou-se que uma maior ocorréncia Rleintermediaem individuos portadores de
Sindrome de Down periodontalmente sadios, quando comparados com os individuos do grupo

controle com essa mesma condicdo periodontal, enquanto apenas oRg&Enuelmmonase
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mostrou mais prevalente em criancas portadoras de Sindrome de Dowgengivite em
relacdo ao grupo controle com essa mesma condicéo periodaitaly 6).

Nas criancas e adolescentes portadores de Sindrome de Dowrnréaaa da familia
Enterobacteriacegedbem como de os anaerdbios obrigatoRogingivalis P. intermediaP.
nigrescense T. forsythiae viruses herpéticos CMV e EBV-1 foi estatisticamente &s$ac
com a presenca de gengivite. Por outro lado, em pacientes do grupmecpattadores de
gengivite, a frequiéncia de. rectus, E. corroden$. nucleatumP. gingivalis P. intermedia
P. nigresceng T. forsythiae viruses herpéticos CMV e EBV-1 se mostrou significatersen

mais elevada do que a observada nos individuos periodontalmente saudéheades §).
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Tabela 4 Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos estudados e virusee CMV

EBV na saliva de criancas e adolescentes com Sindrome de Down e do grupo controle.

Grupos Experimentais

Microrganismo PSD' PGC?
IPS* N=18 PG N=32 IPS N=24 PG N=26
A. actinomycetemcomitans 0 (0,0) 3(9,38) 2 (8,33) 3 (11,54)
C. rectus 3 (16,67) 14 (43,75) 2 (8,33) 13 (50,0)
D. pneumosintes 2(11,11) 4(12,5) 0 (0,0) 2 (7,69)
E. corrodens 10 (55,55) 15 (62,5) 11 (45,83) 15 (57,69)
Enterobacteriaceae 5 (27,78) 9 (28,13) 3 (12,5) 2 (7,69)
Enterococcusp. 5 (27,78) 11 (34,38) 2 (8,33) 4 (15,38)
E. faecalis 5 (27,78) 7 (21,88) 5 (20,83) 7 (26,92)
F. nucleatum 7 (38,89) 16 (50,0) 4 (16,67) 9 (34,62)
P. gingivalis 4 (22,22) 11 (34,38) 2 (8,33) 6 (23,08)
P. intermedia 4(22,22) 12 (37,5) 1(4,17) 4 (15,38)
P. nigrescens 3 (16,67) 8 (25,0) 0 (0,0) 3(11,54)
Pseudomonasp 4 (22,22) 9 (28,13) 1(4,17) 2 (7,69)
P. aeruginosa 3 (16,67) 5 (15,63) 1(4,17) 2 (7,69)
T. forsythia 5 (27,78) 21 (65,63) 4 (16,67) 15 (57,69)
T. denticola 2 (11,11) 5 (15,63) 0 (0,0) 0 (0,0)
Viruses
Citomegalovirus 1 (5,55) 16 (50,0) 0 (0,0) 10 (38,46)
Epstein-Bartipo 1 0 (0,0) 18 (56,25) 0 (0,0) 14 (53,85)

'Pacientes com Sindrome de Down
Pacientes do grupo controle
*Individuos periodontalmente sadios

“Pacientes com gengivite
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Tabela 5 Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos estudados e viruseg CM

EBV no biofilme supragengival de criancas e adolescentesSiadrome de Down e do

grupo controle.

Grupos Experimentais

Microrganismo PSD PGC?
IPS* N=18 PG N=32 IPS N=24 PG’ N=26
A. actinomycetemcomitans 0 (0,0) 4(12,5) 2 (8,33) 3 (11,54)
C. rectus 6 (33,33) 20 (62,5) 5 (20,83) 9 (34,62)
D. pneumosintes 0 (0,0) 3(9,38) 0 (0,0) 0 (0,0)
E. corrodens 9 (50,0) 17 (53,13) 12 (50,0) 17 (65,38)
Enterobacteriaceae 7 (38,89) 12 (37,5) 2 (8,33) 4 (15,38)
Enterococcuspp. 8 (44,44) 19 (59,38) 11 (45,83) 15 (57,69)
E. faecalis 6 (33,33) 13 (40,63) 8(33,33) 11 (42,31)
F. nucleatum 7 (38,89) 17 (53,13) 7 (29,17) 15 (57,69)
P. gingivalis 5 (27,78) 11 (34,38) 3(12,5) 11 (42,31)
P. intermedia 5 (27,78) 15 (46,88) 5 (20,83) 12 (46,15)
P. nigrescens 5 (27,78) 11 (34,38) 1(4,17) 4 (15,38)
Pseudomonasp. 4(22,22) 11 (34,38) 1(4,17) 3 (11,54)
P. aeruginosa 2(11,11) 7 (21,88) 1(4,17) 3(11,54)
T. forsythia 6 (33,33) 19 (59,38) 10 (41,67) 23 (88,46)
T. denticola 2(11,11) 5 (15,63) 0 (0,0) 4 (15,38)
Viruses
Citomegalovirus 0 (0,0) 12 (37,5) 0 (0,0) 15 (57,69)
Epstein-Bartipo 1 0 (0,0) 10 (31,25) 0 (0,0) 11 (42,31)

!Pacientes com Sindrome de Down

Pacientes do grupo controle

*Individuos periodontalmente sadios

“Pacientes com gengivite
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Tabela 6 Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos estudados e viruseg CM

EBV no biofilme subgengival de criancas e adolescentes com Siadi®mown e do grupo

controle.
Grupos Experimentais
Microrganismo PSD' PGC?
IPS* N=18 PG N=32 IPS N=24 PG N=26
A. actinomycetemcomitans 1 (5,55) 8 (25,0) 3(12,5) 4 (15,38)
C. rectus 8 (44,44) 14 (43,75) 4 (16,67) 14 (53,85)
D. pneumosintes 2(11,11) 4(12,5) 2 (8,33) 1(3,85)
E. corrodens 10 (55,55) 22 (68,75) 9 (37,5) 24 (92,31)
Enterobacteriaceae 4(22,22) 9 (28,13) 2 (8,33) 5(19,23)
Enterococcuspp. 5 (27,78) 11 (34,38) 4 (16,67) 5(19,23)
E. faecalis 3 (16,67) 7 (21,88) 3(12,5) 3(11,54)
F. nucleatum 7 (38,89) 13 (40,63) 4 (16,67) 14 (53,85)
P. gingivalis 3(16,67) 16 (50,0) 4 (16,67) 19 (73,08)
P. intermedia 6 (33,33) 19 (59,38) 3(12,5) 12 (46,15)
P. nigrescens 5 (27,78) 16 (50,0) 3(12,5) 9 (34,62)
Pseudomonasp. 3 (16,67) 8 (25,0) 1(4,17) 2 (7,69)
P. aeruginosa 3 (16,67) 7 (21,88) 1(4,17) 2 (7,69)
T. forsythia 5 (27,78) 23 (71,88) 5 (20,83) 20 (76,92)
T. denticola 2(11,11) 5 (15,63) 4 (16,67) 4 (15,38)
Viruses
Citomegalovirus 1 (5,55) 19 (59,38) 0 (0,0) 11 (42,31)
Epstein-Bartipo 1 3(16,67) 22 (68,75) 0 (0,0) 15 (57,69)

Pacientes com Sindrome de Down
*Pacientes do grupo controle
*Individuos periodontalmente sadios

“Pacientes com gengivite
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5 Discussao

A Sindrome de Down esta profundamente ligada a um estere6tipo sabregzacom
necessidades especiais, levando o seu portador a uma rotina dtagdés adicionais.
Contudo, esse preconceito parece estar sendo paulatinamente eliminddoesfzaco para
posturas que buscam a insercdo do individuo com Sindrome de Down nad®aem o
qual interage.

Essa sindrome é caracterizada pela presenca de um padracciteectescorporal e
facial particulares, com reduzido crescimento dos terco médiacdadEm de uma extensa
gama de alteracbes de desenvolvimento, como agenesia dental, tasliopagénitas,
macroglossia, além de imunossupressao, disfuncdes alérgicas, @nceoifreqiiente de
periodontites agressivas e maior susceptibilidade as infeccdess @utfermidades, como
diabetestipo 1, neoplasias de tecido hematopoiético e hipotireoidismo também a&&o m
freqiientes nesses pacientes.

Dois enfoques diferentes relativos as condicbes de saude bucal emtgsmciom
Sindrome de Down podem ser observados na literatura. Uma corrgréesdenento advoga
que a maior susceptibilidade as doencas periodontais pode ser ndairatzavés de mais
enfoque preventivd® enquanto outra corrente, a qual poderia ser denominada de determinista,
o “determinismo biolégico” é o “determinante” das condi¢cdes de salugivge e bucal,
cabendo as filosofias preventivas um papel menos relevante e a odardolggire um papel
mais paliativa:® Os dados do presente estudo d&o suporte & primeira corrente, mostrando que
em condicdes de higiene, soOcio-econbmicas e de atencdo odontoldgitEesima
experiéncia de doencas bucais ndo difere significativamente patdientes portadores de
Sindrome de Down ou néo.

A manutencao das condi¢des de higiene bucal em pacientes com sindidavende

problematica, sendo que, mesmo com repetidas e constantes atidiladientacdo e grupos
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muito pequenos de pacientes, a presenca de biofiime em mais die rdatasuperficies
dentais é descrita na literattifa,como também observado no presente estudo. A magnitude
do acumulo do biofilme e a influéncia que cuidados familiares e pedfoa sobre esse
fenbmeno sdo controversos, com autores defendendo que esse fato é Enerendicéo
sindrémica e limitagdes que a mesma acaba produZinfi@nquanto a maioria da literatura
evidencia que, quando esses pacientes sdo submetidos a uma politcapknhamento e
prevencdo adequadas, os mesmos respondem favoravelmente, 0 mesmo ocorrendo quando
tratamento periodontal tem que ser institutf3:**

Como alguns aspectos clinicos, como a presenca de sangramentalgaagi foram
influenciados pela freqiiéncia de escovacdo, uso de fio dental e ebmuted, pode-se
questionar a veracidade da informacdo fornecida pelos responsase@iahcas e pelos
adolescentes em questao, de forma que a informacdo, mais do queiavideue de fato é
realizado, possivelmente reflete o conhecimento que o individuo eesposisaveis possuem
e acreditam ser o ideal. Contudo, ndo se deve descartar a péasavele eficiéncia do
processo de higienizacao.

Mesmo com uma diminui¢éo significativa nas populacdes microbiamagreqiéncia
de deteccdo dos principais microrganismos associados com as pérsdantesposta ao
tratamento periodontal tende a ser precaria e a inflamacdoas&mm persistente®’
possivelmente devido a imunossupressao que muitos pacientes portadonedrameSde
Down experimentam. Para minimizar essa problematica, deve-saaiar importancia ao
diagndstico microbioldgico e clinico de forma a detectar os pasieute apresentam maior
risco de desenvolver formas mais agressivas de periodontite, coma derratingir uma
intervencdo mais adequada e efetiva que previna ou, pelo menos miogndanos aos

tecidos de suportg.
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Assim, 0s mesmos grupos que atribuem maior severidade a ¢ergperiodontite
em pacientes com sindrome de Down, tendem a reduzir a impoasciatores sociais no
desenvolvimento dessas doencas, 0 que contrasta com a experiéncigaaguidngo de
décadas de tratamento desses pacientes junto ao Centro dendissi§€i@ontoldgica a
Portadores de Necessidades Especiais (CAOE)-UNESP.

Alguns autores alegam que as periodontites em pacientes com sirdkoDm@vn
tendem a gerar quadros mais agressivos e a inflamacéo sa masrintensa e refratéria,
mesmo quando esses pacientes apresentam 0s mesmos hiveis de acUptada dee
pacientes ndo portadores de necessidades especiais e mesmo quandadosngmm
pacientes especiais, como aqueles portadores de paralisia cérébfal.

Por outro lado, em algumas populacdes humanassmo que a prevaléncia de perda
0ssea entre pacientes com Sindrome de Down seja mais elavexi@nsdo da mesma é
bastante modesta e o quadro periodontal pode responder ao controle de kiofikdalas

§9,61,62,63

terapéutica reduzindo o peso do determinismo biolégico que muitos pais e

profissionais dizem existir quanto a inevitabilidade do desenvolvimentpededontite
nesses pacientes. Contudo, uma vez que o controle do biofilme esdameedimentos
preventivos sdo mais criticos em pacientes com Sindrome de Dowrsedmasaltar o papel
de microrganismos especificos no biofilme desses pacientes, bem adato de que
nenhuma das criancas e adolescentes do presente estudo apresentou perda 0ssea.
Estudos revelam que as gengivites e periodontites se desenvab&rugmente em
portadores de sindrome de Doffinsendo que os resultados do presente estudo, embora
limitados ao universo de cinqlienta pacientes, ndo suporta a idéia de uma maiordecgiasida
periodontites ou gengivites entre a populacéo portadora de Sindrome de Down.

Comparacdes entre os dados de ocorréncia dos principais periodontomatdégeno

disponiveis na literatura sobre pacientes com Sindrome de Down ou nadonesrtda
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sindrome e os resultados apresentados no presente estudo esbariaitaebed, que vao
desde o método de deteccdo dos microrganismos (cultura, hibridizacAdBANAPCR,
real-time PCR, imunofluorescéncia), descricdo das condi¢coes pedsddas populacbes
estudadas, caracteristicas étnico-raciais das populacdes, éommaque os dados séo
apresentados, e, por fim, identidade dos microrganismos descritoteratula. Face as
profundas mudancas taxonOmicas experimentadas por alguns géneros amosrobi
particularmente para as bactérias Gram-negativas e fsitivas anaerdbias, procurou-se
optar pela utilizacdo de artigos publicados a partir de 1999, quando dadendia maioria
dos microrganismos estudados no presente estudo ja estava bem estabelecida.

A. actinomycetemcomitarés freqientemente ligado aos quadros mais agressivos de
periodontite em pacientes ndo portadores de Sindrome de dwmas também implicado
em infeccdes cronicds®®®’ Os primeiros estudos sobre a etiologia da periodontite em
pacientes com Sindrome de Down implicavam esse cocobacilo, maselojgapel vem
sendo profundamente question4d6%8%°

Os dados do presente estudo ndo dao suporte a um papel mais proeminente dess
microaerofilo nos processos infecciosos periodontais nos grupos estudagties,qde a
ocorréncia do mesmo foi modesta e bastante irregular, concordamiloo estudo de
Hanookai et al*? e mostrando freqiiéncias de colonizacéo muito inferiores a obsepada
individuos com Sindrome de Down no Jap&Grécia e Holand&®°" onde 40 a 80% desses
pacientes se mostraram colonizados por esse microrganismo, enquansente@studo sua
prevaléncia variou de 0,0% a 25,0%.

Possivelmente parte dessas diferencas pode se explicar em danigixa etaria dos
pacientes envolvidos, uma vez que a quase totalidade dos estudos dispofiteezura foi
realizada com pacientes mais velhos. Quando se levanta a questialelaos pacientes,

verifica-se que entre 8-13 anos, exatamente onde a maioria das anwptesedte estudo se
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situa, Sakellari et af® encontraram uma prevaléncia de 25,0% para esse microaeréfilo, como
no presente estudo, sendo que entre adolescentes com idade entre 13 e 18 anosasse perce
se elevada para 70,0%.

Por outro lado, esse microrganismo €, dentre todos os periodontopatégenas, aquel
cuja prevaléncia na populacdo apresenta maior variacado fiemgeainfluéncia étnico-
racial”® tendo sido detectado de 35% dos pacientes norte americanos com pégiodonti
cronica® de 52% a 90% dos brasileiros com essa condicdo periodottdl 65,5% das
pacientes gravidas norte-americanas com esse tipo de perioffodte76 a 93,5% dos
pacientes tailandeses descritos por Hintao éf al86,4% dos mexicanos com periodortite,
além de elevada prevaléncia na Africa do N&tt€hina’>’® Contudo, esses dados séo
relativos a pacientes ndo portadores da sindrome e ndo dispomos deatisidbsrios sobre
a ocorréncia desse microrganismo em populacdes brasileiras icmhron®e de Down,
particularmente utilizando-se de ferramentas moleculares de detecgao.

Além do presente estudo, uma baixa prevaléncid.dactinomycetemcomitarem
individuos ndo portadores de Sindrome de Down vem sendo descrita em lasaissde
periodontite, ativas e inativas e mesmo entre pacientes comdgdrie no Japéao
(10,9%)'""® na Colémbia (5 % a 15%Y, Holanda e EspanH&’® com uma ocorréncia
inferior a 20% em casos de periodontite e 10% na populacdo saudavel.

Essa heterogeneidade de sua distribuicdo em diferentes poputagdasas pode
estar associada a viruléncia dos varios sorotipos e genétipos siessia,eque condicionam o
tipo de interacdo que as mesmas estabelecem com o hospéf®Essa caracteristica pode
ser particularmente relevante para os portadores de Sindrome de DB®wjquais ja
apresentam certo grau de imunossupressao, que poderia ser exapeftbaaamento na

producdo da potente leucotoxina que caracteriza a viruléncia dgsszeemicrobian¥’ a
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qual pode aumentar em 22,5 vezes o risco de perda precoce de iesjgidiva nos
pacientes colonizadds.

Dentre os microrganismos avaliados na presente pesquisa, metage@esrectuse
E. corrodens ndo somente pela elevada frequéncia de deteccdo, mas pgelantes
interacOes observadas com o hospedeiro. Nesse sentido, @nbectusseja mais freqiente
no biofilme supragengival de pacientes com sindrome de Down, o nmgmuarece estar
associado ao desenvolvimento de inflamacéo gengival nesses paeeqtesito isso ocorre
nos individuos ndo portadores da sindrome, a despeito de ocorréncias sinalaiefiime
subgengival dos dois grupos de criangas e adolescentes.

Contudo, a literatura sobre o pagelrectusnas doencas periodontais em individuos
nao portadores de Sindrome de Down é contraditéria. Enquanto estudos evidpreciesse
microrganismo € comensal na cavidade bucal, tanto em sadios conpacémtes com
periodontite e gengivite, outros, particularmente envolvendo pacientesanm@t&Eanos,
mostram baixa freqiiéncia desse microrgani¥fid’*82838 Nesse sentido, também é
bastante significativa & literatura que o associa com a periodontite ¢foftita®8’

Quanto ao papel desempenhado por esse microrganismo nas gengiviiedontes
em pacientes portadores de Sindrome de Down, as mesmas contragt@dgsesentes. Os
dados apresentados habela 6 evidenciam qu€. rectuspoderia estar associado a gengivite
em nao portadores da sindrome, 0 mesmo ndo ocorrendo em portadoresirdiesae,
sendo que a sua frequiéncia de deteccdo se mostrou semelhante gnipesA prevaléncia
desse microaerodfilo variou de 8,33% na saliva de individuos nédo portadesgxddane a
62,5% no biofilme supragengival de pacientes com trissomia do cromossl. Os valores
médios obtidos se aproximam daqueles apresentados por Hanook&l Sakéllari et al.®’

bem como Sakellari et &.
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Nesse ultimo estudo, em pacientes portadores de Sindrome de Doviodentite,
com idade superior a 13 anos, a ocorréncia desse microrganismuauifoi superior ao
observado no presente estud@.erectusse mostrou significativamente mais prevalente no
biofilme de pacientes portadores de Sindrome de Down do que naqueleseageatapam
paralisia cerebral ou ndo apresentavam anormalidades neurslOBita pacientes mais
jovens, os autores ndo observaram essas diferencas.

Por outro lado, em pacientes japoneses com Sindrome de Down, indepenatenteme
do fator idade(C. rectusse mostra muito mais prevalente em comparagdo com os resultados
apresentados naBabelas 5 e 6. Outros estudos como o de Hanookai et®atgmbém
observaram uma prevaléncia menor desse microrganismo, sem que neslagdmcom as
caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de Sindrome de Dawsiderdgbservada.

Amano et al> com criancas de dois a treze anos, evidenciaram que, entreris, 7 a
bem como entre 11 e 13 anés,corrodensgt significativamente mais prevalente em criancas
portadoras de Sindrome de Down, quando comparadas com as criancas do grupo controle, ndo
portadoras da sindrome em questdo. Contudo o papel desempenhado por essmisncoorg
nas alteracbes inflamatérias periodontais ndo € esclarecidoprésente estudo, esse
microrganismo foi freqientemente detectado, particularmente angriancas e adolescentes
com maior acumulo de placa, independente da presenca ou ndo da Sihelidaoven, como
também observado por Amano et’a. Sakelari et af® sendo que essa prevaléncia foi muito
superior & observada por Hanookai éfal.

Outros estudos suportam um papel mais significativo desse micsgamas
doencas periodontais cronicas ou agressva€?®® em pacientes ndo portadores de
Sindrome de Down. Nesse particulir, corrodensesteve associado a gengivite entre esses
pacientes, como observado fiabela 6 mas o mesmo nao foi observado para os pacientes

portadores dessa sindrome.
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A despeito de uma possivel associacao dntygneumosintes outras espécies desse
género com doenca periodontal, como descrito na liter#ttr® %% 0 presente estudo
parece ser a primeira descricdo da ocorréncia desse anaehdlgatério em pacientes
portadores de Sindrome de Down. Nesse particular, os resultados aplEsedo suportam
um papel significativo para esse anaerébio na gengivite e 0 mesratafmente detectado no
biofilme e saliva das criangas e adolescentes de ambos os gangos,ito foram verificadas
quaisquer relacdes entre a presenca dessa espécie e cacastelipttas desses pacientes.

Assim, a ocorréncia do géneBalister na cavidade bucal necessita ser mais bem
avaliada, visto que alguns estudos, como o de Persson’eedbenciam prevaléncia de
46,5% em pacientes gravidas portadoras de periodontite e 0 mesmo tamb®ostrou
associado ao desenvolvimento de gengivite, sendo que outros mostram delagspécies
desse género com sitios ativos de periodontite inicial ou periodontteaSe®® ou sao
encontrados em freqiiéncia muito baixa ou sequer sdo detet&tos.

Dentre os principais microrganismos detectados nas amoBtramicleatumé de
extrema importancia para a formacéo do biofilme microbiancfuegéio de sua capacidade
impar de aderir nos tecidos do hospedeiro e de co-agregar comodanaais demais
microrganismos bucais, notadamente os colonizadores finais do biofilme, osAguassnsais
freqlientemente associados aos quadros infecciosos periodontais. Entretansopa fommea
queC. rectuse E. corrodensno presente estudB, nucleatunfoi associado ao sangramento
gengival e gengivite apenas nas criancas e adolescertegortadores de Sindrome de
Down.

Além desse aspecto, a elevada prevaléncia desse anaerblionfeiskta de acordo
com a literatura sobre pacientes portadores de Sindrome de*bowas, essa ultima é
extremamente pobre. Alguns autores advogam que esse anaerobicgumibag o risco de

perda 6ssea em pacientes com sindrome de Bfomvas nado discorrem sobre os mecanismos
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envolvidos, embora se saiba que sua capacidade de induzir resposteetnites € bastante
significativa®

Os anaerébios Gram-negativos produtores de pigmento preto dos déesaisllae
Porphyromonasembora ndo tenham apresentado diferencas significativas enegai&ipcia
nos dois grupos de criangas e adolescentes, estiveram associadongramento gengival e
presenca de gengivite, quase sempre associdddsmsythiae aos viruses EBV-1 e CMV.

A participagao de. gingivalise T. forsythianas infec¢des periodontais vem sendo
confirmada em diferentes populacdes ao redor do mundo, como Estados ®iffidos,
Colémbia?® Japac?>’® Suécid® Holanda e Brasili®’®sendo que o mesmo foi confirmado
para os pacientes portadores de sindrome de DoWA.

No presente estudo nao foram observadas diferencas entre a pravddé&ses dois
anaerobios obrigatoérios, nos individuos portadores ou ndo de Sindrome de Down, sendo qu
nesse sentido a prépria literatura apresenta dados conflitantgsanéo Amano et al.,
observaram que esses microrganismos eram mais frequentesciemtesaportadores de
Sindrome de Down com a mesma condi¢do periodontal de individuos ndo portadores da
sindrome, Amano et dl.yerificaram que essas diferencas desapareciam quando osidados
portadores de Sindrome de Down eram comparados com outros pacientesessidages
especiais, como os portadores de paralisia cerebral, enquanta$akell.>® mostraram que
na faixa etaria de 8-13 anagrevaléncia dé&. forsythiaé maior em portadores de sindrome
de Down, enquanto, no grupo de 13-19 amsse anaerdbio bem corRo gingivalise P.
intermediaseriam mais prevalentes e mostraria maior populagao.

No biofilme subgengival, observou-se uma maior ocorrénci®.dmtermediaem
individuos portadores de Sindrome de Down periodontalmente sadios, quando comparada
com os individuos do grupo controle com essa mesma condi¢cdo periodontal, seadseque

anaerobio esteve associado a inflamacao gengival nos dois gruposerfas. Esses dados
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sdo de interesse em funcdo do fato de que a parcela sigvafickti literatura sobre a
microbiota associada as gengivites e periodontites em individuosigregade Sindrome de
Down sustenta que esse microrganismo esta ligado & perda d5Sepode ser mais
freqliente em portadores dessa condicéo esp@cial.

ParaP. nigrescensda mesma forma que. intermedia P. gingivalise T. forsythia
observou-se relacdo com gengivite e sangramento a sondagem, seafergsneno se
manifestou nos dois grupos de criancas e adolescentes, indistintaBentpacientes
portadores de Sindrome de Down, esse anaerObio parece ser mdsneda que em
individuos ndo portadores da sindrohmaas essas diferencas sdo minimizadas quando os
pacientes ndo portadores de Sindrome de Down possuem paralisial @arefutra condicdo
que dificulta a utilizacdo de dispositivos associados & higiene Ytidamtretanto, néo se
pode esquecer que a ocorréncia desse anaerébio é extremameéntd daracordo com a
area geogréaficd

O papel das espiroquetas bucais no desenvolvimento das reacfes inBiamatér
periodontais, bem como a perda 6ssea, vem sendo estudado desde a décaHatdeo§O.
realizados principalmente na Europa Ocidental, Estado Unidos, Jajofidstes asiatico e
Brasil evidenciaram qu@reponema denticof3f:°®"17378828692.9% aqpirgqueta bucal mais
amplamente estudada, apresenta relacdo com a perda de insengaitiveomjé detectada em
freqUéncia muito superior nos pacientes com periodontite ativa.

Entretanto, em pacientes portadores de sindrome de Down os dados sebre es
microrganismos s&o bastante escassos. Segundo Amand &t denticolaé muito mais
numMeroso nos pacientes com Sindrome de Down, mesmo a partir ded2 #texde, podendo
colonizar até 70% desses pacientes, enquanto Amand etial.observaram diferencas entre
esses pacientes e outros pacientes com problemas mentais. Oslalgesente estudo

mostram que, na populacdo estudadadenticolaé muito pouco freqiiente, sem apresentar
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relacdo com nenhuma condicao clinica nas criancas e adolegoatdesres de Sindrome de
Down ou do grupo controle, sendo que essa caracteristica vem sancmsireqiiente

também em outros grupos de pacientes do interior brasileiraltighss ainda nao

publicados).

De forma geral, em pacientes ndo portadores de Sindrome de Doveseacpr de
viruses herpéticos em um sitio periodontal est4 associada a eleedlos de bactérias
implicadas na patogénese das periodontites, ddngmngivalis T. forsythia D. pneumosintes
/ D. invisus P. intermedia P. nigrescens T. denticola C. rectus e A.
actinomycetemcomitaji5®* % sendo que a associagéo cAmactinomycetemcomitans P.
gingivalis pode estar associada ao desenvolvimento da periodontite agressilguerasa
populacdes?®

Para criancas e adolescentes com Sindrome de Down, clinicaraeni&/eis ou
portadores de gengivite leve ou moderada, os dados referentes &ncaorde
citomegalovirus e virus Epstein-Barr se limitam ao estudo Hanatkai.l® avaliaram a
ocorréncia desses viruses e dos principais periodontopatégenos em pmvlsdsntais
profundas e sulcos gengivais inflamados, verificando que EBV e CkVass presentes em
32,0% e 26,0% dos pacientes com bolsa periodontal entre 4 e 8 mm de profyndidade
respectivamente, praticamente ndo sendo detectado de sitios perioclimtgisofundidade
inferior a 3 mm. No presente estudo, a presenca de CMV e EB¥dotiada a gengivite e
esses viruses estiveram frequientemente associados aos anadmogaisrios produtores de
pigmento preto, tanto nos pacientes portadores de Sindrome de Down quantosentre
pacientes do grupo controle.

Os viruses herpéticos em geral e os viruses CMV e EBV aticygar podem
predispor a ocorréncia de infeccdes bacterianas em individuos diofectanto por facilitar a

exposicao de novos receptores na superficie das células do hospedeimpquamduzir a
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liberacdo precoce de IL-10 por mondcitos, o que reduziria a express@noléculas do
complexo de histocompatibilidade do tipo Il, associadas a apresentagatigémos, além de
reduzir a atividade oxidativa de leucocitos, bem como a capacidadegdeitose dos
mesmos, além de induzir a liberacdo de IL-6 por fibroblastos 1§ k-TNFo a partir de

s°979831é6m de outros peptideos com atividade pré-inflamat6ffa.

monaocito

Além desse aspecto, ndo apenas a reativacédo do virus CMV padaessstdaada a
destruicdo periodontal. Sugano et®alevidenciaram que a reativacdo do virus EBV criaria
condicdes ideais para a proliferacao Rlegingivalis principalmente através de inibir os
mecanismos protetores do hospedeiro, ao mesmo tempo em que esatartherobio sdo
capazes de induzir a reativagao viral em linfécitos B.

A presenca de infeccdo periodontal por EBV e CMV simultaneameste e
particularmente associada as modalidades mais agressipasationtite, principalmente por
permitir a reativacao de outras infeccdes latentes, emialsges demais viruses herpéticos,
além de aumentar significativamente a proporcéo de linfocitostdi®xicos/supressores nos
tecidos periodontais, além de reduzir o nimero de linfocitos T4 aagilia que levariam a
uma significativa imunossupressdo das defesas periodontais, 0 quéa padéitar a
implantacdo de periodontopatégefb<Considerando-se que as condicdes de reatividade
imunologica dos pacientes com Sindrome de Down podem ser precarias, ess
potencialidades bioldgicas desses viruses ganham novos contornos.

Os resultados do presente estudo também sugerem que as |egithniags nos
pacientes com gengivite sdo as principais fontes de viruses 8k eCEBV presentes na
saliva, uma vez que as criancas e adolescentes periodontalmantivess,
independentemente de serem ou nado pacientes portadores de Sindrome e Dow

praticamente ndo possuiam DNA desses agentes infecciososiviaaosalbiofilme, como

inicialmente sugerido por Saygun et ‘8. para pacientes ndo portadores de Sindrome de
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Down. Entretanto, o papel desempenhado por esses viruses necessitaiodes m
esclarecimentos, posto que a presenca dos mesmos nos tecidos pesiphol@aido estar
necessariamente ligada a origem da patologia, mas simrraff@isenca de mais sangue no
sulco gengival inflamado, quando comparado com individuos sadios, ou messergarde
linfécitos infectados com esses viruses nesses tecidos period8htais.

Enterobacteriaceae outros microrganismos entéricos, bem como os pseudomonados,
ndo sao considerados como parte relevante da microbiota bucal, regsildess nessa
mesma microbiota podem criar condicbes favoraveis para a ingdantaesses
microrganismos no biofilm&?3* Além desse aspecto falta de higiene, problemas no
tratamento de agua e esgoto de uma comunidade podem colaborar pegsangapdesses
microrganismos na cavidade butal.

Esses microrganismos ainda podem se converter em reservatorigesneg de
resisténcia a antimicrobianos, que podem ser disseminados para srdemmganismos do
biofilme3? Por outro lado, a literatura sobre a participacdo desses micengenino
desenvolvimento das doencas periodontdfsnas estomatites bucais ainda é precaris,
particularmente em individuos com sindrome de Down, onde apenas um estial@sszal
guestdo nesse grupo de pacientes.

Por outro lado, a colonizacdo da orofaringe por membros da familia
Enterobacteriaceagarece ser o principal fator associado a pneumonia por aspinacdo e
individuos idosos ou imunologicamente debilitatf§2°® podendo representar risco de
infeccoes sistémicas.

Os resultados do presente estudo evidenciaram que, a despeito da otaicrobi
anaerdbia e microaerdfila entre os portadores de sindrome dedeapmesentar semelhante
a observada em criancas e adolescentes ndo portadores da sindfomea deie a condicdo

clinica gengival tenha se mostrado um determinante mais medepara a presenca desses
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microrganismos, 0 mesmo nao é valido para a fafafitarobacteriacegeonde os portadores
de Sindrome de Down, independentemente de condi¢do social, higiene bucalcéocondi
gengival, apresentaram uma frequéncia estatisticamenteiosugesses microrganismos
quando comparados com o0 grupo controle. Essa maior ocorréncia naataeadinsulco
gengival, mas também se apresenta na saliva e biofilme supragengival.

A participacdo de membros das familiasterobacteriaceae Pseudomonadaceae
microbiota bucal de pacientes portadores de Sindrome de Down ainda esddmcida. Na
literatura consultada, apenas Hanookai et’algrecem ter procurado avaliar o papel desses
microrganismos em pacientes portadores de Sindrome de Dowredontoptite e gengivite,
detectando bastonetes Gram-negativos entéricos de 11 a 16% dos mesdmsjuseo
tratamento periodontal n&o afetou significativamente a ocorréncia ou populagéo mhos mes

Nesse sentido, embora tenha sido observada uma maior ocorrénciadibenusedos
no biofilme de pacientes portadores de Sindrome de Down com gengisieassociacdo
pode ser mais consequéncia das alteracfes gengivais e ndo saavidosque esses
microrganismos geralmente estdo presentes em baixas propoocbediime e, em funcéo
de seu metabolismo mais associado ao oxigénio molecular, possiteelanénea do sulco
gengival mais freqientemente colonizada por esses bastonetes deviaiggm gengival.

Nessa regido anatbmica se mostra como a area onde 0s nuteietésrizados
através do fluido do sulco gengival ou oriundos da saliva/dieta podem chpigamente e
onde o oxigénio molecular estdo disponiveis em concentracdes menodvdes/aos
anaerébios obrigatérios. A despeito desse fato, pouco se sabe sobrearsamabde fatores
de viruléncia desses pseudomonados atuaria sobre os tecidos peri@loatais estudos sao
necessarios para caracterizar esse fenémeno.

E possivel, se ndo provavel, que, nos pacientes com Sindrome de Dowmgra me

reatividade imunoldgica poderia criar condicbes para as implantagfes desses
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microrganismos, que sao oportunistas e de distribuicdo ubiqua no anbaritedo, deve-se
considerar que pacientes com diferentes alteracdes neurolpgicagzes albergam essas
bactérias na cavidade bucal em funcdo de auto-inoculacdo, o queisedadorma
frequente'® de forma que se deve procurar monitorar e melhorar as condicésdiels do
ambientes onde esses pacientes vivem.

Na odontologia, o papel de microrganismos superinfectantes tem toegrainde
destaque, particularmente quando esses microrganismos estdo envolhnidoseades
refratarias a maioria das modalidades terapéuticas disporiaeie,ocorre com as infeccdes
nosocomiais, endodénticas, periapicais e periodontais associadas aoEgéamcoccus’®
Dentre as espécies desse género, destada-sdaecalis pela sua resisténcia aos
antimicrobianos e antibiéticos, bem como pela sua prevaléncia rdadavbucat®%+%
Entretanto, pouco se conhece sobre a distribuicAo desses microrgaeismpoacientes
portadores de Sindrome de Down, particularmente em criancas e edidssblesse sentido,
nao foram detectadas quaisquer referéncias sobre a colonizacaaidiade bucal por esses
microrganismos nessa populagcao na literatura consultada.

Os resultados daBabelas4, 5 e 6 sugerem que o habitat principal Baterococcus
sp. eE. faecalis na cavidade bucal, € o biofilme supragengival e ndo se pode esquecer que
esse ambiente € fonte de recolonizacdo do sulco gengival e deinagéorpara a saliva em
individuos portadores da Sindrome de Down e n&o portadot®s .

Enterococcus faecali® outros microrganismos entéricos tém sido associados a
periodontite em pacientes gravidaperiodontite crénica em populacdes brasileird&¥°
outros povos latino-americants® Entretanto, os dados aqui apresentados ndo evidenciam
qualquer correlacdo entre os parametros clinicos gengiyesaontais e a ocorréncia dos

enterococos, tanto no grupo de criancas e adolescentes portadoresrdené&ide Down,

quanto no grupo controle.
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6 Conclusodes

A analise dos dados permitiu que as seguintes conclusdes viessem a ser fermulada

a) a ocorréncia das espécies microbianas anaerébiasaaendfilas mais associadas
ao ambiente periodontal foi semelhante nos dois grupos de crianga®lescentes,
independentemente da condi¢cao gengival;

b) apena®. intermediae Enterobacteriacea&ram observadas com maior freqiéncia
na saliva dos individuos portadores de Sindrome de Down;

c) nas amostras de biofilme supragengival, observomsér ocorréncia de
EnterobacteriaceaeC. rectus P. nigresceng génerd®>seudomonaros pacientes portadores
de Sindrome de Down;

d) os dados referentes ao biofilme subgengival revelaram unoa otairréncia dé.
intermedia em individuos portadores de Sindrome de Down periodontalmente sadios,
enquanto o géner®seudomonase mostrou mais prevalente em criangas portadoras de
Sindrome de Down com gengivite;

e) nas criancas e adolescentes portadores de Sindrome de Dowagrrémcia da
familia Enterobacteriaceae bem como os anaerdbios obrigatori®s gingivalis, P.
intermedia P. nigrescense T. forsythia além dos viruses herpéticos CMV e EBV-1 e
bactérias do génefdseudomonadoi estatisticamente associada com a presenca de gengivite;

f) em pacientes ndo portadores de Sindrome de Down portadogasngdieite, a
frequéncia deC. rectus, E. corrodensF. nucleatum P. gingivalis, P. intermedijaP.
nigrescense T. forsythiae viruses herpéticos CMV e EBV-1 se mostrou significativamente
mais elevada do que a observada nos individuos periodontalmente saudaveis;

g) nenhuma das manifestagbes bucais da Sindrome de Down se mostrou

estatisticamente associada a ocorréncia dos diferentes tipos de amismoig
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Anexo 1- Guia para autores- Revista Archives of (i Biology

Aims and Scope

Archives of Oral Biology is an international journal which aims to publish papeine of
highest scientific quality in the oral and craniofacial sciences. The jaarparticularly
interested in research which advances knowledge in the mechanisms of cianiofac
development and disease, including: cell and molecular biology, molecular genetics
immunology, pathogenesis, cellular microbiology, embryology, syndromology, forensi
dentistry.The aim is to be inclusive and multidisciplinary and papers are also welcome in the
fields of structure and function of craniofacial tissues over the whole rangeeiirates
including studies concerned with palaeontology and comparative anatomy.s/itiuddlish
expert reviews and articles concerned with advancement in relevant metfiesiol'he

journal will only consider clinical papers where they make a significantibatitm to the
understanding of a disease process.

Submissions

Authors are requested to submit their original manuscript and figures online woadtdi
ManagerSubmission of a paper implies that it has not been published previously, that it is
not under consideration for publication elsewhere, and that if accepted it will not bégdblis
elsewhere in the same form, in English or in any other language, without the wortsent

of the publisher. Reviewers can download manuscripts and submit their opinions to the editor.
Editors-in-Chief:

Dr G R Holland and Dr GB Proctor

AOB@elsevier.com

Tel: +44 (0)1865 843418
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Fax: +44 (0)1865 843992

Each manuscript must be accompanied by a statement signed by the correspathdinthat
the manuscript in its submitted form has been read and approved ayttadrs. Authors
should supply details of related papers submitted or recently publistesdvhere.
If the manuscript reports experiments or observations using anonahuman subjects a
statement must be included in the letter of submission indicdtatgttie protocol has been
examined and approved by an institutional review board. Authors are itwigedjgest upto
three referees they consider suitable to review their sulamissiull postal and Email
addresses should be included. The editors may or may not, at tloeatidis, utilise these

suggestions.

Manuscript Preparation

Papers should be as concise as possible and, in view of the ioteahatharacter of the

journal, English usages that may present difficulties to readlkose first language is not
English should be avoided. The spellings used can be in English oicamdout must be

consistent within the manuscript. Authors should express their owmdidn the past tense
and use the present tense where reference is made to ekistwigdge, or where the author
is stating what is known or concluded. Original papers should follow thermpaof:

Introduction, Materials and Methods, Results or Findings, Discussion.

General

Manuscripts must be word processed (preferably in Word format), dqudntees with wide
margins and a font size of 12 or 10 pt. For hardcopy submissions, goag quatiouts are
required. The corresponding author should be identified (include a Fax nambét-mail

address). Full postal addresses must be given for all co-autheaseRheck the current style
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of the journal, particularly the reference style (Vancouver), a&o@tlaxcessive layout styling
as most formatting codes will be removed or replaced during tleegsing of your article. In
addition, do not use options such as automatic word breaking, justifiedtlagouble

columns or automatic paragraph numbering (especially for numbereeneds). The Editors
reserve the right to adjust style to certain standards of uniforduthors should retain
copies of all versions of their manuscript submitted to the journathdks are especially
requested to be vigilant over the submission of the correct versitire ghanuscript at the

various stages of the editorial process.

Text

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, AdugirkKeywords,
Main text, Acknowledgments, Appendix, References, Vitae, Figure Captions and thes. Tabl
Do not import the Figures or Tables into your text. The corresponding author should be
identified with an asterisk and footnote. All other footnotes (except for table fos)sbiauld
be identified with superscript Arabic numbers.

Title page

As titles frequently stand alone in indexes, bibliographic journals etc., and indexiagess
is, to an increasing extent, becoming computerized from key words in the tidasyportant
that titles should be as concise and informative as possible. Thus the animal spetieh
the observations refer should always be given and it is desirable to indicateetio¢ tnethod
on which the observations are based, e.g. chemical, bacteriological, elagtroseopic or
histochemical etc. A "running title" with not more than 40 letters and spacésisube
supplied. A keyword index must be supplied for each paper.

Structured abstracts

The paper should be prefaced by an abstract aimed at giving the entire papeaturenini

Abstracts should be no longer than 250 words and should be structured as per the guidelines
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published in the Journal of the American Medical Association (JAMA 1995;273: 27- 34). In
brief, the abstract should be divided into sections including the following: (1) (Majecti
(2)Design -if clinical to include setting, selection of patients, details@imtervention,
outcome measures, etc.; if laboratory research to include details on meth&su®3; (4)
Conclusions.

Received/Accepted Dates

A received date will be added to all papers when they are received by #yiAgdEditor.

An accepted date will also be added when the papers are received at the pubhisking of
Introduction

This should be a succinct statement of the problem investigated within the contexebf a br
review of the relevant literature. Literature directly relevantnipiaferences or argument
presented in the Discussion should in general be reserved for that section. The introducti
may conclude with the reason for doing the work but should not state what was done nor the
findings.

Materials and Methods

Enough detail must be given here so that another worker can repeat the proeealtthes
Where the materials and methods were exactly as in a previous paper, iiasesgsary to
repeat all the details but sufficient information must be given for theréademprehend
what was done without having to consult the earlier work.

Authors are requested to make plain that the conditions of animal experiments wanehum
for instance, the mode of anaesthesia and of killing should be specified. In human
experimentation, authors should state briefly that the subjects gave informedtcans
preferably that the work was approved by an appropriate ethics commiteegeov board.
Results or Findings

These should be given clearly and concisely. Care should be taken to avoid drawing




Anexos 16

inferences that belong to the Discussion. Data may be presented in variousuidiras s
histograms or tables but, in view of pressure on space, presentation of the same dega in m
than one form is unacceptable.

It is usually necessary to analyze numerical results statistiéaifatement of the number,
their mean value and some appropriate measure of their variability is usuféitient. The
method of analysis followed should be indicated. A statement that the differewesbdhe
mean values of two groups of data is statistically significant should givertibability level
set as significant by the investigator and indicate the statistitalsied. It is not sufficient to
quote the use of a statistical package without naming the tests used.

Discussion

This section presents the inferences drawn from the Results: these shochlpliialeged
only sparingly, sufficient to make the argument clear.

References:

All manuscripts should use the 'Vancouver' style for references, which should beradm
consecutively in the order in which they are first cited in the text and listbd ehd of the
paper.

For journal references, all authors should be included when there are six or fiestveix(f
followed by 'et al." when seven or more), followed by the title of articlaenaf journal
abbreviated according to British Standard 4148: 1975 (or left in full), year, volaohé&rst
and last pages.

For example:

1. Dezan CC, Nicolau J, Souza DN, Walter LRF. Flow rate, amylase actindyprotein and
sialic acid concentrations of saliva from children aged 18, 30 and 42 months attending a baby
clinic. Arch Oral Biol2002; 47: 423-427.

For book references,the author(s)should be followed by the chapter title (if apiopria
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editor(s) (if applicable), book title, place of publication, publisher, year and padeeraim

For example:

2. Gorlin RJ, Pindborg JJ, Cohen MM Jr. Syndromes of the Head and Neck, 2nd Edition. New
York: McGraw-Hill, 1976.

Papers in the course of publication should only be entered in the references if tHeapape
been accepted by a journal, and then given in the standard manner in the text and list of
references but with the words "In press" following the name of the journal.

Units and Symbols

In general Archives of Oral Biologwvill use the recommended Sl (Systeme Internationale)
units and symbols. The use of the litre, usually better written in full, in place of*%irdin

ml® in place of SI cm, will continue to be accepted. For details of the SI symbols, auéhors a
referred to: Symbols, Signs and Abbreviations (1969) by the Royal Society of &tedr
Decimal Systems in Council of Biology Editors Style Manual (1978) 4th edn, publighed b
Council of Biology Editors Inc. Units of enzyme activity must be clearlyneelj preferably
using Sl units. Centrifugal force should be stated in multiples of g, rather thanmamrev/
Units and abbreviations

As Archives of Oral Biologys a journal with a multidisciplinary readership, abbreviations,
except those universally understood such as mm, g, min. u.v., w/v and those listed below
should be avoided if possible. Examples of abbreviations which maybe used without
definition: ADP, AMP, ATP, DEAE-cellulose, DNA, RNA, EDTA, EMG, tris.

Other abbreviations used to improve legibility should be listed as a footnote oretpagdg!.
Chemical symbols may be used for elements, groups and simple compounds, buteexcessi
use should be avoided. Abbreviations other than the above should not be used in titles.
Bacterial nomenclature.Organisms should be referred to by their scientific names according

to the binomial system. When first mentioned the name should be spelt in full and underlined
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to denote italics. Afterwards the genus should be abbreviated to its initial |gte$, aureu’s

not Staph. aureuslif abbreviation is likely to cause confusion or render the intended meaning
unclear the names of microbes should be spelt in full. Only those names which \elednc

in the Approved List of Bacterial Namdat J Syst Bacteriol980; 30: 225?420 and those
which have been validly published in tm J Syst Bacteriadince 1 January 1980 have

standing in nomenclature. If there is good reason to use a name that does nondangista
nomenclature, the names should be enclosed in quotation marks and an appropriate stateme
concerning the nomenclatural status of the name should be made in the text (forale exam
seelnt J Syst Bacteriol980; 30: 547?556). When the genus alone is used as a noun or
adjective, use lower case roman not underlined, e.g.'organisms were stapliydncocc
'streptococcal infection'. If the genus is specifically referoaeahiderline e.g. 'organisms of the
genusStaphylococcusFor genus in plural, use lower case roman e.g. 'salmonellae’; plurals
may be anglicized e.g.'salmonellas’. For trivial names, use losercaan e.g.
'meningococcus’.

Numbers, measurements and statistichlumbers one to nine are spelled unless they
aremeasurements (e.g.5mL). Numbers greater than nine are spelletheybiégin in a
sentence, or when clarity requires it. Numbers above and including 10 000 have a space, not
comma. A decimal point is preceded by a number or cypher e.g. '0.5".Decimalipoint
columns should be aligned vertically. Dates are usually provided in full: 14 April 1949.
Measurements may be expressed in Sl or non-metric units. Use 10 mi/h rather thaer-1 or
Abbreviations. Use capitals for: MIC, MBC, WBC, RBC, DNA, RNA, Group A, B etc. for
antigenic or other groups, PHLS, CDSC, CDC, WHO, CSF, MSU, EMU, CSU. Use cfu, pfu,
mm, m, min, h, in, ft, g, kg, mL, L, im, iv, iu, P(probability). Use sp. and spp. (species,
singular and plural). Use Gram's stain and Gram-negative bacillus. Usmiadijective) but

in vitro(adverb), post-mortem (adjective) but post mortem (adverb). Spelling. ritisé B
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spellings: Haemophilus, haematology, paediatrics, leucocyte, leukaenterademia,
sulphonamides, aetiology; but note neutropenia, fetal. Please note the journal uses UK’
spelling (e.g., colonizes).

Drugs. These should be referred to by their approved and not proprietary names; for
guidance, see the British National Formulary.

Proprietary Names

So far as possible, proper names should be used instead of proprietary names. Where it is
desirable to indicate a particular brand of preparations, the proprietaryamanseurce
should be given in parentheses after the proper name, e.g. Testicular hyaluronidase
(Testovase, Bovine Enterprises Ltd, 327 Farm Road, London E23).

lllustrations

In the initial online submission and review stage, authors are required to providengtec
versions of their illustrations. When an article has been accepted, authors mupabedpe
provide all illustrations in electronic and camera-ready format, (suitabteproduction,
which may include reduction, without retouching).

The Artwork Quality Control Tool is now available to users of the online submissitansys
To help authors submit high-quality artwork early in the process, this tool checks the
submitted artwork and other file types against the artwork requirements outlited in t

Artwork Instructions to Authors omwww.elsevier.com/arkworkinstruction¥he Artwork

Quiality Control Tool automatically checks all artwork files when theyfisseuploaded.

Each figure/file is checked only once, so further along in the process only new upltegled fi
will be checked.

General:Information relating to the preferred formats for Artwork and lllustregimay be

found at=+www.elsevier.com/author&hotographs, charts and diagrams are all to be referred

to as "Figure(s)" and should be numbered consecutively in the order to which they are
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referred. They should accompany the manuscript, but should not be included within the text.
All hard copy illustrations should be clearly marked on the back with the figure number and
the author's name. All figures are to have a caption. Captions should be supplied on a separate
sheet.

Line drawings: All lettering, graph lines and points on graphs should be sufficiently large

and bold to permit reproduction when the diagram has been reduced to a size suitable for
inclusion in the journal. Dye-line prints or photocopies are not suitable for reproduction. Do
not use any type of shading on computer-generated illustrations.

Photographs: Original photographs must be supplied as they are to be reproduced (e.g. black
and white or colour). If necessary, a scale should be marked on the photograph. Please note
that photocopies of photographs are not acceptable.

Colour: Certain illustrations will be approved for publication in colour but only if, in the

opinion of the Editors, the figures convey information not apparent in monochrome.

Please note that if figures are supplied in colour, they will automaticakyailable online in

colour at no extra charge, even if the print version is monochrome.

Tables: Tables should be numbered consecutively and given a suitable caption and each table
typed on a separate sheet. Footnotes to tables should be typed below the table and should be
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Anexo 2- Comissao de Etica

LS._4 §
Rog.uy - /965
/B

AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aracatuba

COMITE DE ETICA EM PESQUISA —CEP-

OF. 126/2007 .
CEP Aracatuba, 01 de outubro de 2007.
SFCD/bri

Referéncia Processo FOA 2007-01369

O Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa desta Unidade, tendo em vista o
parecer favoravel do relator que analisou o projeto “CONDICOES DA SAUDE BUCAL
EM PACIENTES COM SiNDROME DE DAWN: AVALIACAO DOS FATORES
SOCIO-ECONOMICOS, CULTURAIS, DIETETICOS E MICROBIOLOGICOS”
expede o seguinte parecer:

Aprovado:

Informamos a Vossa Senhoria que de acordo com as normas contidas na resolugio
CNS 215, devera ser enviado relatério parcial em 27/09/2008 e o relatério final em

27/09/2009.

.

Prof. Dr. Stefan Qli d<(%7>nlho Dekon

C Omden:ulm do CEP

(?iente.D?'cordo.
ey N0 L
tipdy ey P e

Ilmo. Senhor e
Dr. ELERSON GAETTI JARDIM JUNIOR % A
Aragatuba-SP- lcnon I tlJ.! Fdim Janior

Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina Veterinaria —
Rua José Bonifécio, 1193 CEP 16015-050 Aragatuba — SP
Tel (18) 620-3203 E-mail: diretor@foa.unesp.br
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Anexo 3- Termo de Consentimento Esclarecido

AVA
AV#X#V UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Aracatuba

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP
(Resolucéo n° 01 de 13/06/98 — CNS)

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGCAO DO PACIENTE OU RESPONS/&EY LEGAL

1. Nome do Paciente:

Documento de ldentidade n° Sexo: Data de Nascimento:
Endereco: Cidade: U.F.
Telefone: CEP:

1. Responsavel Legal:

Documento de ldentidade n° Sexo: Data de Nascimento:

Endereco: Cidade: U.F.

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador; etc.)

Il — DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do protocolo de pesquisa: Condi¢cdes da S&utml em Pacientes com Sindrome de Dq
Avaliacdo dos Fatores Sdcio-Econdnicos, Cultubistéticos e Microbioldgicos

2. Pesquisador responsavel: Elerson Gaetti Jardinouni

Cargo/funcéo: Inscr.Cons.Regional: Unidade ou Departamento dizigoite:
Professor Adjunto Laboratorio de Microbiologia e Imunobiologia
FOAracatuba- Unesp

3. Avaliacao do risco da pesquisa: (probabilidadeyde o individuo sofra algum dano como conseqa
imediata ou tardia do estudo).

[4 semrRisco [ ] Risco Mminmo [ ] Risco MEDIO [ ] RISCO MR
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4. Justificativa e os objetivos da pesquisa (eitphc

A Sindrome de Down é considerada a mais frequemsesfidromes com marcada influéncia
hereditariedade, podendo ser definida como umardeso genética caracterizada pela presenca d
cromossomo 21 adicional, acarretando variavel geavetardo no desenvolvimento motor, fisico e nig
sendo geralmente reconhecida por uma constelacdoatmalidades associadas (PUESCHEL, et al.,
COGULU et al., 2006), cuja ocorréncia € encontragal: 800 nascimentos, mostrargtnmais comur
entre filhos de parturientes com 40 anos de idadeais (THOMPSON, M. W., 1986).

As principais manifestacdes bucais faciais desedraine sdo macroglossia, lingua fissur

alteragbes no desenvolvimento maxilo-mandibulaenagia dental, méelusédo, hipersalivacdo, bai

995;

prevaléncia de cérie, maior predisposicdo a dopagadontal agressiva e patologias infecciosas (AM
et al., 2000; AMANO et al., 2001; SIQUEIRA et &005; DAVILA et al., 2006; ELWARD e FRASE
2006), calculo, microdontia (KROLL, et al., 200Embora a literatura evidencie um menor risco aecd
maior risco ao desenvolvimento de periodontopatiadreffanto, inexistem informacdes adequadas
expliguem esses fenémenos (AMANO et al., 2001; BRED e MCALISTER, 2004;DAVILA et al.,
2006).

Como a maioria dos processos patologicos que aeoaeavidadéducal € de natureza infeccio
com o envolvimento predominante de microrganisnmaeedbios obrigatorios, a composi¢do da micro
bucal e a forma com que a mesma se relaciona carhaspedeiro é de fundamental importancia pg
estabelecimento dessaondi¢des clinicas (KILLIAN et al., 2006). Nessntido, estudos com adolescel
a criancas portadoras de sindrome de Down evidamciaelacdo entre a colonizagdo da cavidade
desses pacientes pgorphyromonas gingivalis Aggregatibacter (Actinobacilljsactinomycetemcomitares
o desenvolvimento de perdas significativas de g&econjuntiva (MORINUSHI et al., 1997; MORINUS
et al.,, 2006). Contudo, as populagbes de diferearens geogréaficas apresentam peculiaridade
composicao de sua microbiota bucal, refletindo ataréticas genéticas, ambientais, culturais eos
econdmicas, de forma que a extrapolacdo do pegficaonizacdo da cavidade bucal entre difere
populac8es constitui procedimento inadequado (HAFHAet al., 2004; KILLAN et al., 2006).Em teori
as limitagbes dos pacientes portadores de sinddeni2zown, bem como as particularidades imunolég1
anatdmicas e fisiolégicas (LEE et al., 2004) paterialterar a ocorréncia e distribuicdo dos priris
microrganismos bucais envolvidos em processos didfeas comoPorphyromonas gingivalisPrevotell
intermedia P. nigrescens Aggregatibacter (Actinobacillug actinomycetemcomitansFusobacteriu:I
nucleatum Tannerellaforsythensise Treponema denticola, Streptococcus mutargs sobrinuYANG et
al., 2005; FENG & WEINBERG, 2006; GAETTI-JARDIM Xt al., 2006).

Nesse aspecto, a microbiota bucal de pacientesStndiome de Down, em nosso pais, necess
caracterizacdo, particularmente quando se verifiga os pacienteportadores de Sindrome de Do
atendidos pelo CAOE-UNESP apresentam uma ocorrémi#o pequena de periodontopatias (
pacientes, dos quais 5% apresentaram gengivitein@ fueqiiéncia significativamente maior de c
Contudo, em nosso pais, sdo escassos 0s estuddgwastyjo a caracterizagdo da microbiota buca
pacientes com necessidades especiais, particulernmgrando condic6es locais parecem modific

ocorréncia esperada do patologias, como as petiogiatias.

DCI

96

de
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Contudo, o isolamento e iddiitagdo de microrganismos que necessitam de maguidados n
cultivo, como a maioria dos microrganismos ana@®bbrigatorios, parte numericamente mais sigtifia
da microbiota associada as infec¢des da regid@lgeca e pescoco, ndo séo realizactum freqiéncia e
nosso pais (GAETTJARDIM JR., 2001; PAULA et al., 2003). Recentemeine métodos de diagnoést
molecular, como os baseados na reacdo em cadp@ideerase (PCR), se converteram em uma impor
ferramenta na identificagdo das edpé microbianas bucais, principalmente para migneismos de cultiv
exigente (AVILA-CAMPOS et al., 2006; JERVOEFORM et al., 2007), além de colaborar na comp#éas

das inter-relagcfes entre essa microbiota e sewetiesp.

1.1 2.0Objetivos

Em funcéo do papel desempenhado pela microbiot leymor diferentes fatores predisponer

no estabelecimento e progressédo da carie dentdaaleenca periodontal este estudo tem como
objetivos:

1) avaliar as condi¢c6es de salde bucal de pacienteslpoes de Sindrome de Down;

tes

2) caracterizar quantitativa e qualitativamente, paiomde cultura e PCR, a microbiota
biofilme subgengival, supragengival, dorso da lmgobem como a presente na sa|
desses pacientes;

3) verificar as condigdes sOcio-econdmicas, culturmportamentais desses pacientes;

4) correlacionar os diferentes fatores analisados eoaslicbes de saude bucal, procura
estabelecer uma dos diferentes fatores e o riscdedenvolvimento das patolog
estudadas;

5) verificar a influéncia do atendimento dos paciemesCAOEUNESP sobre as condi¢cbes
salde bucal e perfil da microbiota bucal dos pa&esenprocurando aprimorar
protocolos de atendimento da populagdo alvo consulteelo da analise de ris

realizada.

5. Procedimentos que serdo utilizad® propdsitos, incluindo a identificagdo dos pdaventos que s3
experimentais: (explicitar)

6. Desconfortos e riscos esperados: (explicitar)

7. Beneficios que poderédo ser obtidos: (explicitar

8. Procedimentos alternativos que possam serjeantapara o individuo: (explicitar)

9. Duracéo da pesquisa:
Padronizacdo das condi¢cbes experimentais e atg@dizalo Agosto 2007 / Setembro 2007

cadastro de pacientes

do
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Coleta de espécimes clinicos Setembro 2007 / Julho 2008

Confeccéo do relatério parcial

Isolamento microbiano e identificacéo dos isolados Outubro 2007 / Agosto 2008
Realizac¢é@o dos procedimentos de amplificacdo do DNA Outubro 2007 / Setembro 2008
Andlise estatistica dos dados e discussdo Jar@@ Feveiro 2009
Confeccéo dos artigos de publicagéo e relatérad fin Janeiro 2009 / Fevereiro 2009

10. Aprovacéo do Protocolo de pesquisa pelo éodetética para analise de projetos de pesquisa @h
/ 06 /2007

Il - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEREPRESENTANTE LEGAL

1. Recebi esclarecimentos sobre a garantia deosesp qualquer pergunta, a qualquer divida acksp
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuelasionados com a pesquisa e o tratamento deidiudi.

2. Recebi edarecimentos sobre a liberdade de retirar meuectimento a qualquer momento e deixa
participar no estudo, sem que isto traga prejuizordinuacdo de meu tratamento.

3. Recebi esclarecimento solmempromisso de que minha identificagdo se mantem@nfidencial tant
gquanto a informacéo relacionada com a minha pideais.

4. Recebi esclarecimento sobre a disf@asie o compromisso de receber informacdes obtideentd ¢
estudo, quando solicitada, ainda que possa afétdiamontade em continuar participando da pesquisa

5. Recebi esclarecimento sobre a dispdidinile de assisténcia no caso de complicacdesaes dietorrente
da pesquisa.

Observagcbes complementares.

1.2 IV - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apods ter sido convenientemente esidarén) pelo pesquisador, conforme registro rerssitl a 6
do inciso Ill, consinto em participar, na qualidattepaciente, do Projeto de Pesquisa referidoaisairl.
Local, //.

Assinatura

Testemunha
Nome .....:
Endereco.:
Telefone .:
R.G. ...

Testemunha
Nome .....:
Endereco.:
Telefone .:
R.G. .......
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Anexo 4 - Resumo da Coleta dos espécimes Clinicos

Material e Método

Figura 1- Pipetas Pasteur plasticds Figura 2- Microtubos com €tl de saliva
usada para coleta da saliva Agua MiliQ para tranferéncia
dos espécimes clinicos

Coleta biofilme supragengival

Figura 3- Coleta de biofiime Figura 4- Coleta de biofiime
supragengival com curetas em supragengival com curetas em
incisivo inferior incisivo superior

Coleta biofilme subgeradi

Figura 5- Coleta de biofilme
subgengival com cone de papel
absorvente
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Anexo 5- Resumo da Amplificacdo do DNA por PCR comncional
e “nested PCR

Material e Método

Figura 6- Distribuicdo da Figura 7- Aparelho de PCR- Am mmgao do DNA
amostra para amplificacéo do Perkin Elmer, Gene Amp
DNA PCR System 24(

Separacao dos amplicons

Figura 8- Cuba de
eletroforese para separacéo
dos amplicons

@bscao dos amplicons

Figura 9- Transluminador Figura 10- Imagem da
Ultravioleta cadeia de DNA fotografado
do transluminador
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