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RESUMO

Objetivo: Investigar o perfil dos aminoécidos salivares em criangas saudaveis e com
diferentes graus de desnutricdo, portadoras e livres de carie da primeira infancia (CPI),
correlacionando esses achados com experiéncia de cérie e niveis de estreptococos do grupo
mutans (EGM) em saliva.

Métodos: Cento e vinte e duas criangas, de 12 — 71 meses de idade, com e sem CPI foram
selecionadas para participar do estudo. Termos de consentimento foram assinados e as
criangas foram divididas nos grupos saudaveis (GS, n = 47), levemente (GI, n = 22), e
moderadamente (GlI, n = 53) desnutridas. Niveis de desnutricdo foram classificados segundo
0s padrdes de crescimento da OMS 2006. Amostras de saliva ndo estimulada foram
coletadas de todos os participantes e subseqiientemente centrifugadas. Sobrenadantes foram
extraidos, liofilizados, armazenados a — 20° C e utilizadas para analise de aminoacidos em
um analisador de aminoécidos Biochem 20 plus. Saliva estimulada foi também coletada e
usada para deteccdo de EGM. Estas amostras foram cultivadas em meio de cultura MSB
(ufc/mL). Os resultados das concentracdes de aminoécidos foram expressos em uM/mL. O
exame dentério foi realizado para célculo do indice ceo-s. Os dados foram analisados por
meio do teste do Qui-quadrado de Pearson e de um modelo Logistico Binario. Resultados
foram considerados significantes quando p-valor < 0.02.

Resultados: Quarenta aminoacidos foram identificados, com grande variabilidade em suas
concentragdes. Analise da presenca/auséncia de cada aminoacido, e presenca/auséncia de
cérie demonstrou uma associacdo entre asparagina e CPl em GIl (p=0.003). Regresséo
logistica mostrou que o risco a experiéncia de carie aumenta com a idade (p = 0.003). A
presenca de alanina (p = 0.014) e carnitina (p = 0.008) reduziram as chances de experiéncia
de CPI. A presenca de histidina aumentou significativamente o risco a cérie (p = 0.012).
Entretanto, EGM ndo aumentou o risco a CPI (p = 0.065) nesse modelo.

Conclus@o: A presenca de aminoécidos especificos na saliva de criangas com DEP
predispdem a um maior ou menor risco a experiéncia de cérie.

Palavras-chave: Carie. Amino4cidos. Desnutrigdo. Saliva. Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Aim: The aim of the present study was to identify the free amino acid content in whole
saliva of children with protein-energy malnutrition (PEM), with and without early childhood
caries (ECC), correlating these findings with caries experience and mutans streptococci (MS)
levels in saliva.

Methods: One hundred and twenty two, 12 — 70 months-old children, with or without ECC
were selected to participate in the study. Consent forms were signed and children were
divided into healthy (GH, n = 47), and mildly (Gl,n = 22) or moderately (Gll,n = 53)
malnourished groups. Malnourishment levels were classified according to WHO 2006
growth standards. Unstimulated whole saliva was collected from all participants and
centrifuged. Supernatants were extracted, lyophilized, stored at — 200C and used for amino
acid analysis, on a Biochem 20 plus amino acid analyzer. Stimulated whole saliva was also
collected from all subjects, and used for MS detection on MSB agar medium (cfu/mL).
Amino acid concentrations were expressed in uM/mL. Dental examination was performed
for calculation of dmfs scores. Pearson Chi-Square test and a Logistic Binary Model were
used for statistical analysis. Results were considered significant when p-value < 0.02.
Results: Forty amino acids were identified, with great variability in their concentrations.
Analysis of presence/absence of each amino acid and presence/absence of caries
demonstrated an association between asparagine and ECC in Gll (p = 0.003). Logistic
regression showed that caries experience increased with an increase in age (p = 0.003). The
presence of alanine (p = 0.014) and carnithine (p = 0.008) reduced the chances of
experiencing ECC. The presence of histidine significantly increased caries risk (p = 0.012).
However, MS counts did not significantly increase the risk of experiencing ECC (p = 0.065)
in this model.

Conclusion: Presence of specific amino acids in saliva of children with PEM predisposes to
a higher or lower risk of caries experience.

Keywords: Dental Caries. Amino Acids. Malnutrition. Saliva. Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia nutricional € um problema sério que esta diretamente ligado aos fatores
econdmicos, sociais e subhumanos de vida: pobreza, nivel de escolaridade e precérias
condi¢Bes sanitérias, tornando-se assim um problema de Sa(de Publica. No Brasil a
desnutri¢do energética protéica (DEP) apresenta indice elevado, especialmente no nordeste
onde a prevaléncia atinge em algumas comunidades até 70% das criancas menores de 5 anos
(ARRUDA et al.,1996), podendo promover a ocorréncia de patologias através de
modificagdes na formacdo do esmalte, apresentada especialmente pela hipoplasia e
hipocalcificagédo dos dentes (BHASKAR, 1978). O estado nutricional tem influéncia na
formacdo dental e contribui para um aumento da susceptibilidade a cérie (ALVARES;
NAVIA, 1989). Por outro lado, a desnutricdo crbnica esta associada ao atraso na erupgéo
dentéria e ocasiona uma mudanca na prevaléncia da doenga com relacéo a idade. Menaker e
Navia (1973) investigaram em ratos, os efeitos da desnutricdo calorica e da desnutrigdo
protéica, no periodo perinatal, sobre a experiéncia de cérie. Inicialmente a desnutricdo
protéica especifica possibilitou um aumento na susceptibilidade & cérie. Entretanto com
adicdo de proteinas, houve reversdo do quadro. Foi demonstrado que as proteinas e ndo a
quantidade de calorias constitui-se fator priméario para reverter os efeitos da desnutrigdo,
podendo seus efeitos sistémicos alterar o desenvolvimento dos dentes, a qualidade e
quantidade da saliva e o sistema imunolégico.

A cérie dentaria € uma doenca infecto-contagiosa, transmissivel de pessoa para
pessoa através do contato direto, que acomete principalmente criancas e adultos jovens,
resultando na perda localizada de superficies dentérias causadas por agdo de acidos
organicos presentes na boca, provenientes da fermentacdo microbiana dos carboidratos da
dieta, sendo considerada um significante problema de satde pablica (HELLER et al., 2000),
ocasionando um maior nimero de hospitalizacBes e visitas médicas de emergéncia
(SHELLER; WILLIAMS; LOMBARDI, 1997), aumentando tempo e custo de tratamento
(RAMOS-GOMEZ et al.,1999; GRIFFIN et al.,2000), com subsequente desenvolvimento
fisico insuficiente (em altura e peso) (AYHAN, 1996), reduzindo qualidade de vida
(THOMAS et al., 2002) de criangas acometidas pela doenga.

Sabe-se que a saliva atua como papel importante da saide oral controlando o
metabolismo, a aderéncia e o crescimento de microorganismo patdgenos, aumentando a
remogdo dos residuos dos carboidratos, promovendo a remineralizacdo do dente e

neutralizando acidos orgénicos produzidos por microorganismo acidogénicos que levam a



15

desmineralizacdo, devido aos seus componentes imunolégicos e ndo imunoldgicos, como
proteinas antimicrobianas e enzimas especificas. Deste modo a absorcdo seletiva das
proteinas salivares e aminoacidos resulta na formagdo da pelicula adquirida (DAWES,;
JENKINS; TONGE, 1963). Essa camada protetora parece desempenhar uma importante
funcdo na prevencdo da desmineralizagdo, apesar de haver poucos dados publicados dos
efeitos de proteinas e aminoacidos isolados no processo carioso.

O ja estabelecido carater infecto-contagioso da carie da primeira infancia
(BERKOWITZ; TURNRER; GREEN, 1981) aponta em dire¢do a uma ativa participagéo de
componentes salivares especificos, de carater imunoldgico e ndo imunolégico. Embora
muito j& se conheca da relagdo cérie-saliva, um pequeno universo desses estudos buscou
investigar a relacdo do perfil de proteinas e aminoécidos salivares como uma maior ou
menor susceptibilidade & cérie dentaria em adultos ou criangas. Ademais, estudo realizado
com saliva estimulada de adultos sugere uma contribuigdo do catabolismo microbiano de
aminoacidos dib&sicos na neutralizagdo de 4acidos produzidos pela placa dentaria,
parcialmente responsavel pelo elevado pH de repouso da placa, observado em individuos
livres de céarie (VAN WUYCKHUYSE et al., 1995). Tendo sido mais recentemente relatadas
diferencas existentes entre o perfil de peptideos encontrados em saliva de pacientes adultos
com e sem cérie (AYAD et al., 2000). Sendo o aspecto nutricional na primeira infancia de
extrema importancia na capacidade de defesa organica, qualidade de vida, crescimento e
desenvolvimento infantil; quando associada a cérie dentéria, essas condi¢Ges se agravam.

Ainda ndo se sabe a relagdo que existe entre alimentagdo, estado nutricional e a
condigéo bucal. As pesquisas mostram muitas vezes, resultados controversos (LAMY et al.,
1999) e conhecimento limitado (SHEIHAM et al., 2001). Existe concordancia de que o
estado nutricional e a condicdo bucal estéo inter-relacionados, no entanto ha poucos dados na
literatura para confirmar esta afirmacéo (PAPAS et al., 1998).

Na auséncia de estudos capazes de definir pardmetros desta natureza em populagdes
de criangas com e sem carie precoce da infancia, o presente trabalho visa contribuir com o
estudo do perfil dos amino&cidos salivares em criangas saudaves e com diferentes graus de
desnutri¢do, portadoras e livres de cérie da primeira infancia. Assim sendo, visa esclarecer o
fato que leva determinadas criangas a apresentarem um maior risco ao desenvolvimento de
lesBes cariosas quando estdo aparentemente sujeitas as mesmas condi¢Bes ambientais,

alimentares e de higienizacéo da cavidade oral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Desnutricdo

A desnutricéo infantil € uma doenca de origem multifatorial e complexa que tem suas
raizes na pobreza. Ocorre quando o0 organismo ndo recebe os nutrientes necessarios para o
seu metabolismo fisiolégico. Na maioria dos casos, a desnutricdo é o resultado de uma
ingestdo insuficiente de alimentos, fome e doengas (UNITED NATIONS, 2000). A
desnutri¢do infantil continua a ser um dos problemas mais importantes de satde publica do
mundo atual, devido aos danos que podem causar no crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia das criancas. Recentemente, baseada em pesquisas nutricionais realizadas em
todos os continentes, a Food and Agriculture Organization (FAO, 2001), relatou que, embora
em termos percentuais, tenha havido decréscimo na incidéncia de desnutri¢do entre 0s anos
de 1990 e 1999, ainda 623,7 milhdes de pessoas no mundo sdo acometidas por deficiéncias
nutricionais.

O termo desnutricdo cal6rico-protéica ou energético-protéica (DEP) foi proposto e
oficializado pela FAO para as deficiéncias de proteina e de caloria, ocorrendo mais
frequentemente em pré-escolares e comumente associadas as infecgdes (OLIVEIRA, 1998).
Esta patologia (DEP), ou simplesmente desnutricdo, é uma das mais comuns e a mais
importante das deficiéncias nutricionais, vitimando cerca de 200 milhGes de criangas
menores de 5 anos no mundo (BATISTA et al., 1996). Neste contexto, a desnutri¢do
energético-protéica resulta do consumo insuficiente dos nutrientes indispensaveis a
manuten¢do da salde, caracterizando-se, de modo geral, por estado fisico deficiente, baixo
peso, apatia, fadiga, inapeténcia, resisténcia reduzida as infecgdes e capacidade limitada para
realizar esforcos fisicos (BORSOI, 2001). No Brasil a DEP apresenta indice elevado,
especialmente no nordeste onde a prevaléncia atinge em algumas comunidades, até 70% das
criangas menores de 5 anos (ARRUDA et al., 1996). A DEP em seus diferentes estagios,
desde as formas mais leves, expressa em deficits discretos do crescimento ou pequenas
perdas de peso, até as manifestacbes mais graves, como o Kwashiorkor (desnutri¢cio
edematosa) e 0 marasmo, é uma das mais difundidas das doencas carenciais, constituindo
um dos maiores problemas de saude coletiva do mundo (ROMBEAU, 1998).

Em concordancia com a meta governamental de reduzir em 50% a prevaléncia das
desnutri¢des moderada e grave até o ano 2000, assumida na Reunido da Cupula Mundial em

favor da Infancia, o Ministério da Salide vem fazendo esforgos para promover a nutricéo e
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reduzir a mortalidade infantil (BRASIL, 1996). Na tentativa de ampliar o acesso da
populacéo a essas agdes, foram implantados a partir dos anos 80, o Programa de Agentes
Comunitarios de Saude (PACS), o Programa de Saude da Familia (PSF), (BRASIL, 1996) e,
em conjunto com a Organizagdo Mundial de Salde/Organiza¢do Pan-americana de Salde, a
Atencdo Integral as Doencas Prevalentes da Infancia (AIDIPI), (BRASIL, 1997a, 1997b).

Os pardmetros antropométricos usualmente utilizados para avaliar a condicéo
nutricional de criangas sdo o peso e a altura, com os quais podem ser calculados os trés
indices mais frequentemente empregados: peso/idade, estatura/idade e peso/altura
(D"AVILA, 1999; BATISTA FILHO, 2003; DEVINCENZI et al., 2004). Os indicadores de
uso mais comum nos estudos de salde coletiva e na prdpria rotina clinica sdo as
classificagbes antropométricas, em razdo do comprometimento precoce dos processos
basicos de crescimento e desenvolvimento na crianga (D"AVILA, 1999; BATISTA FILHO,
2003; DEVINCENZI et al., 2004). A Organizacdo Mudial de Saide (OMS) recomenda a
tabela de referéncia da National Center for Health Statistics (NCHS), que contém dados
sobre peso e altura por idade, relagcdo peso/altura, por sexo masculino e feminino, desde o
nascimento até os 18 anos (D"AVILA, 1999). S&o considerados desnutridos, criancas com
indices inferiores a—2Z escores abaixo da média de referéncia (DEVINCENZID et al.,
2004).

Atualmente, por recomendacdo da OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
19954, 1995b), séo utilizados os indicadores altura por idade (A/l), peso por altura (P/A) e
peso por idade (P/l) para a classificacdo do estado nutricional. Cada um desses indices
oferece diferentes informagbes sobre o crescimento e a composi¢do corporal da crianga
(CARLSON; WARDLAW, 1990). O peso baixo em relacéo a altura indica a situacdo atual,
uma perda de peso recente ou a dificuldade de ganhar peso. As causas sdo a ingestdo
inadequada de alimentos, enfermidades, infeccbes ou combinagdo destes fatores. Este
indicador € bastante utilizado para detectar quadros agudos de desnutricdo. A altura em
relacdo & idade permite identificar uma interrupgdo do crescimento linear. Este indicador
reflete o crescimento deficiente, indica processos cronicos de desnutri¢do. O peso por idade
dimensiona o terceiro indicador e é composto pelos outros dois indicadores e ndo é capaz de
diferenciar criangas altas e magras de criancas baixas e bem nutridas, pois, seu emprego é
recomendado para anélise e interpretacdo dos trés indicadores conjuntamente. (SULLIVAN;
GORSTEIN, 1994) Por defini¢do, para qualquer dos indicadores, o escore Z médio da
populacdo de referéncia é zero. O escore Z negativo indica que a crianca e/ou a populacéo

estudada estd abaixo do padrdo de estado nutricional desejavel. Se o escore Z é igual ou
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inferior a -3 DP, considera-se que existe desnutricdo grave, entre 2 a -2,9 DP, desnutri¢éo
moderada e entre -1 e -2,9 DP, desnutrigéo leve (DEVINCENZI et al ., 2004).

Os pontos para a classificagdo do estado nutricional (desnutri¢cdo grave se menor que
-3 DP, moderada entre -2 e -3 DP e leve entre -1 e -2 DP) séo baseados, por um lado, em
relacbes estatisticas entre os indicadores antropométricos e, por outro, nos impedimentos
funcionais, nos riscos aumentados de morbidade e mortalidade e em outras evidéncias das
consequéncias de fatores de risco relacionadas a alimentos e aos fatores de risco ndo
alimentares.

Como referido anteriormente, a DEP estid relacionada com consumo alimentar
inadequado e infecgdes de repetigdo, sendo essas duas condi¢des intimamente relacionadas
com o padréo de vida da populagdo, que inclui o acesso & alimentagdo, moradia e assisténcia
a saude (DEVINCENZI et al., 2004). A DEP pode, quanto a origem, ser primaria (dieta
deficiente) secundéria (condicionada). Na desnutricdo priméaria o consumo inadequado de
nutrientes é o determinante. A secundaria é causada por outros fatores diferentes da dieta,
como, por exemplo, a absor¢do e utilizacdo dos nutrientes (OLIVEIRA, 1998). A
desnutricdo energético-protéica primaria em criangas compromete 0 seu crescimento e
desenvolvimento, onde acaba se estabelecendo um déficit de peso em relacdo a altura
(ANGELIS, 1980). Portanto, o individuo desnutrido é aquele cujas células ndo recebem os
nutrientes de que necessita para desempenhar suas fun¢des de produzir energia, formar ou
reparar tecidos e regular o seu préprio funcionamento (BORSOI, 2001). A DEP apresenta
como condicionante biol6gico um consumo energético e protéico inadequado, agravado por
frequentes surtos de gastrenterites e outros processos infecto-contagiosos que, além de
aumentar os requerimentos do organismo, dificultam o aproveitamento bioldgico dos
alimentos ingeridos (D"AVILA,1999; LAJOLO e TIRAPEGUI, 2003; DEVINCENZI et al .,
2004), sendo essas condig¢des intimamente relacionadas com o padréo de vida da populagéo,
que inclui o acesso & alimentacdo, moradia e assisténcia a saude (DEVINCENZI et al.,
2004).

Pelletier et al. (1995) pesquisando os efeitos da desnutrigdo na mortalidade infantil
em 53 paises em desenvolvimento, observaram que a desnutricdo estava relacionada com
mais da metade de mortes entre criangas de 6 a 60 meses, sendo a maior parte delas
atribuidas as formas leves e moderadas da DEP.

A desnutricdo grave pode apresentar-se de trés formas: marasmo, kwashiorkor e
marasmo-kwashiorkor. As alteracdes bioquimicas e metabdlicas sdo semelhantes nas

criangas com marasmo, kwashiorkor e kwashiorkor-marasmatico (ASHWORTH,;
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SCHOFIELD, 1998; OMS, 2000). Devido a gravidade e complexidade das alteracdes
metabdlicas, os exames laboratoriais podem ser de dificil interpretacdo ou até mesmo
confusos. A proteina sérica total no kwashiorkor esta diminuida devido a baixa de albumina,
em consequéncia a alteracdo da sua sintese hepética, enquanto no marasmo é normal. Os
aminoacidos essenciais podem estar baixos e 0s ndo essenciais, normais ou altos, sobretudo
no Kwashiorkor.

O kwashiorkor e o marasmo se manifestam clinicamente de forma distinta. As
principais caracteristicas do kwashiorkor séo retardo no crescimento, perda de gordura
subcutanea e muscular menos intensa que no marasmo, edema depressivel que se localiza
principalmente nas pernas, mas que pode atingir todo o corpo, e alteragbes mentais e de
humor. Podem ocorrer lesdes de cabelos (textura, cor, sem brilho, queda) generalizadas ou
localizadas (sinal da bandeira), e também lesdes de pele despigmentagdo, descamacéo.
Anorexia, diarréia, infeccdes e deficiéncias de micronutrientes (vitamina A, zinco, ferro) séo
tambem freqiientes. A presenga de um significante grau de perda de peso e a presenga de
edema sdo 0s aspectos essenciais para o diagndstico de kwashiorko. Uma proporcéo das
criancas desnutridas pode apresentar uma forma de desnutricdo mista, o kwashiorkor-
marasmatico, com caracteristicas mistas em relacdo as duas outras formas clinicas (OMS,
2000).

Segundo Alvarez e Navia (1989), o estado nutricional tem influéncia na formacéo
dental e contribui para um aumento da susceptibilidade a cérie. As alteragBes nutricionais
s80 muito mais comuns e severas durante o periodo gestacional (manifestados no nascimento
com baixo peso) e durante o primeiro ano de vida (antes e depois do desmame), portanto, a
susceptibilidade dos dentes deciduos ao ataque da cérie, depende da histéria nutricional da
crianga. A nutricdo compromete os dentes ndo somente na fase pos-eruptiva, mas também
durante a fase pré-eruptiva, quando atua diretamente em sua formagéo, no que (ALFANO,
1984) classificou de “periodo critico” do desenvolvimento, época em que ocorre um répido
crescimento da estrutura dental, durante o qual a desnutricio pode provocar danos
irreversiveis causando alteragdes na estrutura, composi¢do, tamanho e susceptibilidade dos
dentes a cérie.

De fato, Bhaskar (1978) afirmou que uma deficiéncia nutricional pode modificar a
formacéo do esmalte promovendo a ocorréncia de patologias representada especialmente
pela hipoplasia e hipocalcificagéo dos dentes.

Uma deficiéncia nutricional de proteinas e minerais durante a formagdo do dente

pode causar alteracBes em sua estrutura tanto na denticdo decidua como na denti¢do
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permanente, sendo que a época da agressao esta determinada pela localizagcdo do defeito na
coroa dental (GONCALVES; FERREIRA, 2000). A caréncia de vitaminas, particularmente
da vitamina D, é a forma mais comum de hipoplasia de esmalte (BRAIDO; YASSUDA
1991; RUGG-GUNN, 1993) e tem sido encontrada, principalmente entre populagdes, de
baixo nivel socioecondmico (GOODMAN; MARTINSES; CHAVEZ, 1991). A deficiéncia
de vitamina A também é conhecida por alterar a amelogénese, dentinogénese e funcéo
imunolégica. Reduz ainda a sintese de glicoproteinas salivares especificas para aglutinagdo
de bactérias (TOLEDO et al., 1989). A vitamina C também esti relacionada com a
hipoplasia de esmalte (BRAIDO; YASSUDA, 1991). Quando a deficiéncia nutricional
ocorre logo no inicio da formacdo da matriz organica, a expressao clinica pode ser hipoplasia
de esmalte, caracterizada por rugosidades e auséncia de esmalte. Se, porém, ocorre
posteriormente, durante o processo de maturacéo, o resultado pode ser uma hipocalcificagcdo
expressa por manchas brancas, circundadas por esmalte normal (ALVAREZ; NAVIA,
1989).

O baixo peso ao nascer (<2.500 g) pode ser tomado como um bom indicador do risco
da desnutricdo materno-fetal. Nos paises com boas condicdes de salde e nutri¢cdo, menos de
8% das criangas nascidas vivas tém peso inferior a 2.500 g, enquanto nas &reas de pobreza a
incidéncia pode chegar a 30% dos nascimentos ocorridos (UNICEF, 1998).

A desnutricdo retarda a cronologia de erupcéo dentaria, o que implica dizer que
criangas desnutridas tém seus dentes expostos ao meio bucal mais tardiamente (INFANTE;
GILLESPIE, 1976; ALVAREZ; NAVIA, 1989; ALVAREZ et al., 1990; DUARTE, 1992).
Um estudo retrospectivo feito por Psoter et al., (2008) para determinar os efeitos da DEP na
primeira infancia mostrou um atraso na esfoliagdo dos dentes deciduos o que levou também
estas criangas a apresentarem um atraso na erupc¢do dos dentes permanente. A dieta pode
afetar os dentes de duas maneiras: pré-eruptivamente (enquanto os dentes estéo se formando)
e poés-eruptivamente (localmente, na boca), de modo positivo ou negativo em relagdo a
suscetibilidade a carie (RUGG-GUNN, 1991).

A prevaléncia de cérie dentéria em fungdo da idade foi também pesquisada por
Alvarez et al. (1990). Estes autores em seu estudo utilizaram 1.481 criancas (nutridas e
desnutridas) e observaram que as criangas desnutridas apresentavam uma maior prevaléncia
de cérie (ceo = 7) aos 7,6 anos que as criangas nutridas (ceo = 5,5). Alvarez et al. (1993)
conduziram um estudo longitudinal com 209 criangas na idade de 6 a 11 meses residentes
em Campo Grande (Peru). As criangas foram divididas em quatro grupos, de acordo com 0

estado nutricional (desnutrigdo cronica, aguda, aguda e cronica e normal), nos quais foram
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avaliados o nimero de dentes erupcionados e indice de carie (ceo) nas idades de 1 ano, 1
ano e 6 meses, 2 anos, 2 anos e 6 meses, 3 anos e 4 anos. Nas idades de 1 anoe 1 ano e 6
meses, as criangas com estado nutricional normal tinham, significativamente, maior
quantidade de dentes que aquelas com desnutri¢do cronica, aguda e cronica e aguda. Aos 3
anos de idade, as criangas dos grupos referidos apresentavam igual nimero de dentes. N&o
houve diferenca significativa no niumero de dentes cariados, perdidos e obturados, entre 0s
grupos até a idade de 3 anos. Na idade de 4 anos, as criangas que sofriam de desnutricdo
cronica e aguda apresentaram maior ceo em comparagado com 0s outros trés grupos.

Sawyer e Nwoku (1985) pesquisaram o nivel de saide oral em 52 criangas com
desnutri¢do severa, com idade de 1 a 5 anos de uma area rural da Nigéria. Do grupo com
desnutricdo 18,6% foram acometidas por hipoplasia de esmalte, enquanto que, no grupo das
criangas bem nutridas, ndo houve registro desta alteragdo. Quanto a gengivite, também
houve maior comprometimento das criangas desnutridas. Porém apenas 11,6% das criangas
mal nutridas apresentaram lesdo de cérie. A baixa prevaléncia de cérie neste presente estudo
foi relacionada a dieta com baixo consumo de carboidratos e alto teor de fibras.

Segundo Navia (1973) a auséncia de nutrientes afeta ndo s6 a estrutura celular da
matriz orgénica, como 0 processo de calcificacdo e maturagdo do esmalte durante a
amelogénese. A hipoplasia de esmalte ocorre como resultado de um distdrbio na formacédo
da matriz do esmalte, injuriando o ameloblasto e resultando numa matriz deficiente, com
defeito na sua superficie (SEOW, 1991; LI; NAVIA; BIAN, 1996). E mais, os efeitos
sistémicos provenientes da desnutricdo podem alterar o desenvolvimento dos dentes, a
qualidade e quantidade da saliva e afetar o sistema imunolégico (BEZERRA; TOLEDO,
1997).

Por outro lado, a desnutri¢do cronica estd associada ao atraso na erupcao dentéria e
ocasiona uma mudanca na curva de prevaléncia cérie x idade (MENAKER; NAVIA, 1973).
Estes autores investigaram em ratos os efeitos da desnutricdo caldrica e da desnutri¢do
protéica, no periodo perinatal, sobre a experiéncia de carie. Numa primeira etapa a
desnutri¢do protéica especifica possibilitou um aumento na susceptibilidade a cérie. Com a
adicdo de proteinas, entretanto, houve reversdo do quadro. Foi demonstrado que a proteina e
ndo a caloria constitui-se fator primario para reverter os efeitos da desnutricdo. Bruno et al.
(2006) estudaram a prevaléncia de céarie em criancas desnutrida na faixa etéria de 2 a 5 anos
de idade, na cidade de Fortaleza — Ceard, e encontraram uma maior prevalencia de les6es
cariosas no género masculino que em relagdo ao género feminino. O mesmo estudo também

mostrou que o numero de dentes cariados aumentava com a idade.
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Em estudo seccional feito na cidade de Diadema avaliando a relacéo entre cérie e
estado nutricional em criancas de 12-59 meses de idade, foi observado que as criangas com
peso inferior ao normal tinham 5,58 vezes maior probabilidade de desenvolver ECC do que
criangas com peso normal (OLIVEIRA; SHEIHAM; BONECKER, 2008).

2.2 Cérie Dentéaria

2.2.1 Epidemiologia

A cérie dentaria é uma doenga infecciosa de grande prevaléncia e incidéncia na
espécie humana, constituindo um relevante problema de saide publica na maioria dos paises
(LORENZO; LORENZO, 2002). Esta morbidade afeta 80% da populacdo infanto-juvenil
nos Estados Unidos e é considerada a quinta doenca mais onerosa ao tratamento no Reino
Unido (MAIA; SAMPAIO; SILVA, 2006). Apesar do seu declinio mundial em todas as
idades, em especial pela utilizacdo do flior, sua prevaléncia permanece estdvel na dentigdo
decidua (CAUFIELD; GRIFFEN, 2000; HARRIS et al., 2004), sendo uma doenga comum
em criancgas, estimando-se que, nos Estados Unidos, tenha uma prevaléncia cinco vezes
maior que a asma e sete vezes maior que a rinite alérgica (PIERCE; ROZIER; VANN, 2002;
AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2007). Embora o pediatra seja o principal
responsavel pela promocéo da saude oral da crianga, poucos artigos cientificos com foco
nesse assunto tém sido publicados em revistas pediatricas (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2007). Apesar de ndo ser mais uma doenca universal, por que ja é uma
realidade a diminui¢do na sua prevaléncia nos grandes centros, ainda assim, continua sendo
de interesse identificar individuos predispostos a esta doenga sendo alvo de constantes
pesquisas (DINI; HOLT; BEDI, 2000). Por outro lado, paralelamente a substancial melhoria
na salde bucal, houve mudanca no padrdo de distribuicdo da cérie dentéria. A maioria da
populacdo encontra-se livre de cérie, enquanto pequena parcela concentra a maior proporgéo
e 0S mais altos niveis da doenca, conhecido como "fendmeno da polarizagdo"
(NADANOVSKY, 2000; SALES-PERES; BASTOS, 2002). Esta doenca acomete criangas
menos favorecidas socioeconomicamente, nos paises desenvolvidos e em muitos outros em
desenvolvimento (MILNES, 1996; MEHROON; CLEATON-JONES, 1998).

No Brasil, constitui o principal agravo com que se defronta a Odontologia Social.
Quase 27% das criancas de 18 a 36 meses apresentam pelo menos um dente deciduo com

experiéncia de cérie dentéria, sendo que a propor¢do chega a quase 60% das criangas com 5
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anos de idade. As criancas do norte e nordeste do pais apresentam 0s maiores nimeros de
dentes cariados (BRASIL, 2002-2003). Dados sobre a prevaléncia de carie dentaria na
denticdo decidua realizado pela Secretaria de Satde do Estado do Ceara/Brasil verificou que
o indice ceo-d, entendido como a proporcdo de individuos com dentes deciduos cariados,
perdidos e obturados para 0 grupo etério de 18 a 36 meses e idade de 5 anos era igual a zero
(ceo-d=0), portanto, livre de céarie dentaria era de 75,81% e 34,24%, respectivamente.
Entretanto, o ceo-d igual ou maior que 1 foi de 24,19% e 65,76% para esse mesmo grupo
etario e idade, evidenciando que a medida que aumenta a idade, aumenta também o ceo-d,
sendo que a totalidade dos dentes afetados foi devido ao componente cariado, indicando
uma visivel deficiéncia de acesso a servicos de satde bucal e a auséncia de programas de
promog&o e prevencdo a salide bucal nessa faixa etaria (CEARA, 2004).

Por ser um sério problema de satde publica o seu controle deve ser prioridade na
denticdo decidua, pois pode levar a uma ma-oclusdo dos dentes permanentes, causar
problemas fonéticos, reduzindo a auto-estima da crianca (DAVIES, 1998; RAMOS-GOMEZ
etal., 1999).

2.2.2 Etiologia

Através dos tempos, muitas teorias sobre a etiologia da cérie dentdria foram
levantadas, porém s6 em 1890 com os estudos de Miller é que se formou a base para a teoria
acidogénica de desenvolvimento da carie. Newbrun (1988) relatou que a cérie dentaria é uma
doenca infecciosa cronica e multifatorial, ou seja, é dependente da interacdo de trés fatores
essenciais: 0 hospedeiro representado pela saliva e pelos dentes, a microbiota bucal
especifica e a dieta, e além disso, um quarto fator, o tempo. Na microbiota bucal o principal
microrganismo envolvido no processo da cérie é o Streptococcus mutans pela sua capacidade
de metabolizar carboidratos e produzir 4cido.

A progressao da carie dentéria, geralmente, ocorre de forma lenta, cerca de um a dois
anos. O fator hospedeiro, que auxilia na sua formacéo e que controla o seu crescimento a
anatomia dental, onde sulcos e fissuras profundos e o apinhamento dentario favorecem a
colonizacéo bacteriana, pela dificuldade de remoc&o durante a higienizag&o oral (TAPPUNI,
CHALLACOMBE, 1993).
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2.2.2.1 Microbiota Bucal Especifica

O principal microorganismo responsavel pela lesdo cariosa é o Streptococcus do
grupo mutans (EGM), que induzem a desmineralizacéo da estrutura dental. Esses patégenos
sdo capazes de colonizar a superficie do dente e produzir 4cidos em velocidade superior &
capacidade de neutralizacéo do biofilme em ambiente abaixo do pH critico (menor que 5,5),
permitindo a dissolu¢do do esmalte (SCHAFER; ADAIR, 2000; MCDONALD; AVERY;
STOOKEY, 2001; TENUTA et al., 2003; AIRES et al., 2006). Em meio de cultura rica em
sacarose, apresentam caracteristicas morfologicas peculiares no seu crescimento, sdo
diferenciadas das demais espécies bacterianas por sua forma de amora, superficie de vidro
moido, crescimento aderente no &gar e producdo de polissacarideos que se localizam ao
redor e/ou sobre a colonia bacteriana (VAN PALENSTEIN HELDERMAN et al., 1983).

Os EGM representam o principal agente etiol6gico da carie dental em humanos,
sendo responséveis principalmente pela fase inicial da lesdo (LOESCHE, 1986; BOWEN,
1998). Esta especie foi a primeira da cavidade bucal em apresentar o seu genoma
seqlienciado (AJDIC et al., 2002), e incluem sete espécies distintas: Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus (ambas exclusivas de humanos), Streptococcus cricetus (isoladas de
hamsters), Streptococcus ferus (de ratos selvagens), Streptococcus rattus (isoladas de ratos e
de humanos em algumas populagdes), Streptococcus downei e Streptococcus macacae (em
macacos) (WHILEY; BEIGHTON,1998). A fase inicial de colonizag¢do depende da interagéo
especifica entre EGM e proteinas/glicoproteinas de origem salivar e microbiana, aderidas as
superficies dentérias (pelicula adquirida do esmalte dental). Esta ligacdo inicial a pelicula
adquirida envolve interacBes especificas com adesinas microbianas. Diversas adesinas
bacterianas foram identificadas em vérias espécies de estreptococos da placa dental (HASTY
et al.,1992). Este microrganismo reune varios fatores de viruléncia para o desenvolvimento
da cérie dental, como a acidugenicidade e aciduricidade além da capacidade de adesdo as
superficies dentarias (HAJISHENGALLIS; MICHALEK, 1999). A engenharia genética vem
sendo um meio Util no avanco dos estudos biomoleculares da viruléncia dos EGM,
possibilitando o isolamento e caracterizagdo dos genes responsaveis por seu potencial
cariogénico (JACQUES, 1998).

Inicialmente a presenca de EGM foi observada por Caufield, Cutter e Dasanayake
(1993), o qual encontrou o microrganismo em 36 criancas, na idade media de 26 meses,
sendo este periodo descrito como “Janela de Infectividade”. Os autores também avaliaram a

colonizacgdo da cavidade bucal por EGM em criangas desde o nascimento até os 05 anos de
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idade e observaram que o periodo critico para a implantacdo do microrganismo na cavidade
bucal ocorreria entre 19 e 31 meses, correspondendo a época de erupcdo dos molares
deciduo. Portanto, a colonizagdo da cavidade bucal do ser humano inicia-se durante o0s
primeiros momentos apds o nascimento e a sucessao de bactérias continua por toda a vida do
individuo (BOWDEN; EDWARDSON, 1995). As criangas com um ecossistema bucal em
desenvolvimento sdo particularmente susceptiveis a colonizagdo bacteriana. Na cavidade
bucal, somente as superficies mucosas como o palato, rolete gengival, dorso de lingua e
mucosa jugal, estdo susceptiveis & colonizagéo durante os primeiros meses de vida. Apos a
erupcdo dos dentes, ocorre um aumento significativo na natureza e nimero de sitios
disponiveis para a aderéncia, havendo neste momento o efetivo estabelecimento do EGM
embora ele também tenha sido encontrado em bebés edéntulos (EKSTRAND; BOREUS;
CHATEAU, 1981; WANDERLEY et al., 1999; TANNER et al., 2002: RAMOS-GOMEZ et
al., 2002). Essa transmissdo precoce, antes dos dentes irromperem, pode est4 relacionada
com fatores como: niveis elevados de SM da mée, contato salivar materno, nivel educacional
e econdmico da mde (WANDERLEI et al., 1999). Apesar da vasta literatura a respeito da
época precisa de colonizacdo da cavidade bucal por EGM, o principal fator microbiano
relacionado & iniciacdo da doenca é ainda controverso (WAN et al., 2001), e a melhor
identificacdo da época em que estes patdgenos colonizam a cavidade bucal ird certamente
colaborar para o entendimento dos mecanismos de iniciagdo da doenca e para o
desenvolvimento de medidas preventivas e interceptivas em seu diagndstico e tratamento
(SEOW, 1998; TANNER et al., 2002).

Considerando-se a saliva como o principal veiculo de transmissibilidade, Caufield,
Cutter e Dasanayake (1993) encontraram uma associacdo significativa entre os niveis
salivares de EGM maternos e o risco de infeccdo do bebé. Assim, justifica-se avaliar a
atividade de céarie materna antes que o bebé nasca com a finalidade de reduzir os riscos de
infeccdo na crianga apds o seu nascimento (PINHEIRO, 1994). Essa transmissdo precoce,
antes dos dentes, pode est4 relacionada a alguns fatores como: elevado nivel salivar de EGM
na mae, intensidade do contato salivar materno associado a métodos de alimentacdo do bebé
e da mae, saude bucal, bem como niveis educacionais e socioecondmicos maternos
(WANDERLEY et al., 1999; NAPIMOGA et al., 2005). Estudando os niveis de EGM na
saliva materna e a primeira infecgéo bucal do bebé, Berkowitz et al. (1981), observaram que
a freqiéncia de criangas infectadas foi aproximadamente 9 vezes maior quando os niveis dos
microrganismos da saliva materna excediam dez unidades formadoras de colonias por mL.

Portanto, o bebé de uma mée com elevado nivel EGM salivar apresenta maior risco de se
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infectar precocemente (KOHLER; BRATTHALL; KRASSE, 1983; BOTTENBERG et al.,
2004), quanto mais cedo o bebé for infectado e colonizado por EGM, maior serd a
prevaléncia de carie na denticdo decidua (KOHLER; BRATTHALL, 1978; ALALUUSUA;
RENKONEN, 1983; LOESCHE, 1986; CAUFIELD et al., 1988; KRAMER; FELDENS
2005).

Segundo Pinheiro (1994), para prevenir a cérie dentéria, faz-se necessario retardar a
transmissdo dos EGM e evitar a sua proliferacdo, reduzindo assim a possibilidade de
contagens microbianas acima daquelas consideradas naturais na saliva. Embora se acredite
que a atividade de cérie na denticdo decidua seja diretamente dependente do aumento nos
niveis de EGM e do seu estabelecimento precoce na cavidade bucal (FUIIWARA et al.,
1991; LI; WANG; CAUFIELD, 2000), estes patogénos podem ser detectados em altos niveis
até mesmo em criancas livres de cérie (CARLSSON; OLSSON; BRATTHALL, 1985;
MATTOS-GRANER et al., 2001b; NAKAS; ZUKANOVIC, 2007), estudando EGM em
saliva de criangas e adolescentes (12 — 18 anos de idade), concluiram que os adolescentes
apresentavam os maiores niveis de EGM quando comparados as criangas mais jovens e que
este aumento foi maior em seu pais (Bosnia e Herzegovina) que em outros paises onde
estudos semelhantes foram realizados (Bangkok, Cambddia, Pakistan, China e Sweden).
Santos et al., (2002) estudaram a placa dentaria de criangas entre 18 e 48 meses sem cérie,
com cérie de fissura e carie de mamadeira, e encontraram uma concentracdo mais alta de
EGM nas criangas que apresentavam carie. O mesmo estudo também mostrou que criangas
com cérie de mamadeira estavam mais expostas aos agucares, aumentando assim os niveis de
EGM em suas placas. Este resultado colabora com o conceito de que uma dieta rica em
aclcar muda a composicdo bioguimica e microbioldgica da placa dentéria, o que pode
explicando em parte os diferentes padrfes de cérie observados na denticéo decidua.

Considerando que a microbiota bucal é um dos fatores essenciais na etiologia da cérie
(KEYES, 1969), um bom método para se prever o risco de cérie seria 0 uso dos testes
microbiol6gicos (CARVALHO; BEZERRA, 2003). Uma avaliagio quantitativa e qualitativa
da microbiota oral, associando-a ao pH e volume de fluxo salivar é capaz de determinar o
risco a cérie dentaria (HARDLEY, 2000).

2.2.2.2 Dieta

A sacarose é o alimento cariogénico mais importante e mais amplamente utilizado

pelo homem. Tem o poder de transformar alimentos ndo-cariogénicos e anti-cariogénicos em
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cariogénicos (CAUFIELD; GRIFFEN, 2000; SCHAFER; ADAIR, 2000; CURY, et al.,
2001). Outros acucares envolvidos na cariogénese sdo a glicose e a frutose, encontrados no
mel e nas frutas (CURY, et al., 2001; BERKOWITZ, 2003). Uma simples exposi¢cdo aos
alimentos cariogénicos ndo é fator de risco para céarie, e sim o freqliente e prolongado
contato desses substratos com os dentes (CURY, et al., 2001). No desenvolvimento da cérie,
0 mais importante ndo é a quantidade de acucares ingeridos, mas sim a consisténcia dos
acUcares e a frequéncia do seu consumo (HOLT; JOELS; WINTER, 1992). Nas criangas de
0 a 36 meses de idade, essa relacdo com os aglcares da dieta vem sendo especialmente
investigada frente ao desenvolvimento da cérie precoce da infancia (GOMES; SOUSA,;
MODESTO, 1996).

Van Houte, Gibbs e Butera (1982) em um estudo observaram que embora o alto
consumo de sacarose possa promover intensa infecgdo por EGM e quadros severos de cérie,
foi verificado que um grupo pequeno de individuos, altamente expostos a sacarose, ndo
desenvolveram esta doenca. Outros estudos (MATTOS-GRANER et al., 2001a; KLEIN et
al., 2004) pesquisaram criangas com dieta rica em sacarose. Estes pesquisadores observaram
colonizacdo precoce por EGM onde altos niveis de infeccdo estiveram associados a alta
incidéncia de cérie em um ano, mas uns pequenos subgrupos de criancas altamente
infectadas em idade precoce ndo desenvolveram a doenga. Smith et al. (1998), observaram
grandes oscila¢cBes nos niveis bucais de EGM apds os 30 meses de idade, em outras
populacdes de baixo risco de céarie. As variaces nas condi¢des imunoldgicas e na viruléncia
de gendtipos de EGM podem contribuir para estas observacbes (MATTOS-GRANER et al.,
2001).

Uma alimentac@o cariogénica estabelecida no primeiro ano de vida tende a se manter
durante toda a infancia (KING, 1978; WENDT et al., 1996; WEINSTEIN et al., 1996), pois
é essa a época em que os habitos relacionados a saude bucal sdo formados e firmados. Pois
sabe-se que a dieta desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da carie dental
em todos 0s grupos etarios, entretanto essa relagcdo assume uma posicdo ainda mais relevante

quando analisada em relacdo a crianca.
2.2.3 Fatores de Risco
A Academia Americana de Odontologia Pediatrica (AAPD) recomenda o primeiro

exame dentério na época da erupgdo do primeiro dente para avaliagdo do risco de céarie. Os

principais fatores de risco seriam: contaminagdo precoce por EGM; aleitamento noturno sem
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higiene; consumo de aclcares em alta freqiiéncia; auséncia de flior na &gua de
abastecimento; auséncia de habitos de limpeza e/ou escovacao (DI REIS; MOREIRA, 1995;
WALTER; FERELLE; ISSAO, 1996).

Os estudos feitos por Barbosa e Medeiros (2000), concluiram que o indice de cérie
dentaria aumentava paralelamente com a concentracdo na saliva de microorganismos
cariogénicos, e que a sua contagem seria importante para o diagnostico de risco desta
doenca. Outros fatores de risco incluem: esmalte pos-eruptivo ainda imaturo; presencga de
defeitos no esmalte, caracterizados especialmente pela hipoplasia (SEOW, 1998;
SCHAFER; ADAIR, 2000; HARRIS et al., 2004), morfologia, caracteristicas genéticas do
proprio dente (tamanho, superficie, profundidade de fossas e fissuras) e apinhamento
dentario.

A composicdo e o fluxo da saliva, higiene bucal e exposicdo ao flior participam
também da regulacdo da progressdo da doenca, tanto diminuindo, como aumentando a
resisténcia dos dentes a cérie, controlando ndo sé a quantidade como o tipo de microbiota
relacionados com a instalacido da doenca e com a cariogenicidade do substrato (ARAUJO,
1994). Estudos na éarea da imunologia progrediram nas Ultimas décadas, desenvolvendo-se
importantes conceitos, principalmente no que diz respeito & acdo dos sistemas de defesa
orais. Entretanto, o aumento do potencial cariogénico da dieta da populagdo moderna
associada a vigilancia que o sistema imune desenvolve, sob condi¢des naturais, ndo parece
ser suficiente para conferir protecdo a doenca carie (FERNANDES et al., 1995). O sistema
de defesa da mucosa desenvolve-se para promover o equilibrio da microbiota oral, limitando
a colonizagdo bacteriana e prevenindo as suas agdes destrutivas, bem como, a agéo de suas
substancias nocivas (&cidos) sobre as estruturas bucais, principalmente os dentes
(AKIYOSHI et al., 1998).

Entre os fatores relacionados com o hospedeiro, torna-se importante ressaltar os
VArios mecanismos antimicrobianos inespecificos presentes na saliva, e os anticorpos IgA. A
imunidade a carie pode estar relacionada a anticorpos IgA que funcionam como primeira
linha de defesa contra diferentes agentes infecciosos especificos secretados na saliva, embora
o0s dados existentes na literatura sejam muito contraditorios. Arnold et al. (1977), verificaram
que individuos deficientes em IgA tém uma experiéncia mais alta de carie que controles
normais ou pacientes com deficiéncia seletiva de 1gA, mas com aumento compensatorio de
IgM anti-S. mutans. Para Gregory et al. (1990), a resisténcia a carie pode ser devida a
atividade neutralizante de anticorpos, capazes de inibir o crescimento de streptococcus,

producdo de acidos e atividade das enzimas glicosiltransferase e fosfoglicosiltransferase.
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2.2.4 Caracteristicas Clinicas

A primeira visdo clinica da cérie dentéria € a lesdo de mancha branca. Apesar de ser
considerada uma lesdo incipiente pela maioria dos clinicos, ela apresenta-se como um
estagio relativamente tardio do processo carioso em que ja houve perda de mineral da
superficie do esmalte. Sendo assim a mancha branca ativa torna-se um sinal precoce da
doenca cérie e, quando ndo tratada, pode evoluir para lesbes cavitadas num periodo de seis
meses a um ano (BARROS et al., 2001). O desenvolvimento desta doenga segue um padrdo
muito caracteristico que permite retirar algumas conclusdes a respeito de seus fatores
etioldgicos. Os primeiros dentes afetados sdo os incisivos superiores deciduos, logo ap6s a
sua erupgao, que ocorre geralmente entre 0s 12 e os 24 meses (TINANOFF; O’SULLIVAN,
1997).

Durante a sua evolucgdo, freqlentemente sdo envolvidas superficies dentérias
geralmente pouco afetadas por lesdes de cérie, como as superficies vestibulares e linguais
dos dentes antero-superiores (COSME; MARQUES, 2005). Os molares deciduos e caninos
sdo afetados imediatamente ap0s a erupcdo, ou logo a seguir aos incisivos. Se a patologia
evoluir sem tratamento, todos os dentes deciduos serdo afetados antes dos 4 anos de idade
(DAVIES, 1998). A progresséo da doenga segue praticamente a sequéncia de erupgdo dos
dentes deciduos, sendo que os incisivos inferiores constituem uma excecdo, uma vez que sao
geralmente os primeiros dentes a erupcionar e os Ultimos a serem afetados pela cérie
(TINANOFF; O’SULLIVAN, 1997). Uma das explicacOes para este fendmeno se dé através
do habito de sucgdo, onde o mamilo ou a chupeta, uma vez na boca, sdo empurrados pela
lingua, que protege os dentes do contacto com substancias cariogénicas, evitando ou
atrasando o seu envolvimento com a cérie. O fato de nesta regido se encontrar a saida de
algumas das principais glandulas salivares também contribui para esta ocorréncia
(HOROWITZ, 1998).

2.2.5 Cérie Precoce de Infancia (CPI)

O nome Chérie Precoce da Infancia (CPI) corresponde a uma traducdo do inglés
“Early Childhood Caries” que foi a denominacdo proposta durante a Early Childhood
Caries Conference em 1997, (TINANOFF, 1998). A AAPD considera cérie do lactente e do
pré-escolar (CLPE) como a presenca de qualquer superficie de dente deciduo cariado

(cavitada ou ndo), perdida (devido a cérie) ou obturada em criancas menores de 6 anos de
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idade. Com este conceito, adotou-se a expressdo cérie severa do lactente e do pré-escolar
(CSLPE), substituindo a céarie rampante quando existe a presenca de pelo menos um destes
critérios: a) qualquer sinal de carie em superficie lisa em criangas menores de 3 anos de
idade; b) qualquer superficie lisa de dente deciduo &antero-superior cariada ou perdida
(devido & cérie) ou obturada, em criangas dos 3 aos 5 anos; c) indice de superficie cariada,
perdida ou obturada (ceo-s) igual ou superior a 4 aos 3 anos, a 5 aos 4 anos e a 6 aos 5 anos
AAPD (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRIC DENTISTRY, 2007). Vale ressaltar que
a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) ndo considera a presenga de lesbes ndo-cavitadas
na composic¢do do indice ceo-s (WHO, 1997).

A cérie dental precoce € um problema grave de salde publica tanto de paises
industrializados como daqueles em desenvolvimento (DAVIES, 1998), pois a progressao da
doenga pode mutilar a denticdo de bebés e criangas de pequena idade, resultando em
sofrimento e comprometendo a sua futura denticdo (WEINSTEIN et al., 1996). E ainda uma
situacdo bastante dificil de tratar, sendo também capaz de retardar toda a evolucéo infantil, o
desenvolvimento e a fala da crianga (WYNE et al., 1995).

A amamentacdo materna é uma prética saudavel para o bebé, pois o leite materno é
considerado um alimento completo porque reforga o sistema imunoldgico, protegendo a
crianga contra possiveis fontes de infec¢do. Quando necessario, funciona também como um
hidratante natural fornecendo os nutrientes para protecéo das enfermidades PRB, (1999).
Entretanto, se sabe através de estudos cientificos que envolvem a amamentagdo noturna que
a amamentacdo materna é o fator principal no desenvolvimento de cérie de mamadeira, Kroll
e Stone (1967) em suas pesquisas comprovaram essa estreita relacdo. Estudos que
investigam padrdes de cérie precoce e amamentacdo noturna sugerem que o leite permanece
estagnado sobre e ao redor do dente, quando a crianca dorme. Nesse periodo ocorre a
diminuigéo do reflexo de deglutigéo e o declinio da secrecdo salivar, aumentando a formacéo
da placa, conduzindo a uma grande reducéo do seu “pH”, tornando-se um fator causal a sua
evolucdo (ABBEY,1979; WALTER et al., 1987; RIPPA, 1988).

Alguns pesquisadores (ROBERTS, 1982; DEGANO; DEGANO, 1993) acreditam
que a denominacdo “cérie de mamadeira” deva ser mudada pela expressdo mais abrangente
como “cérie devido a habitos de amamentacdo prolongados” desde que o leite humano seja
reconhecido como outro agente causador para esse tipo de cérie. Estudos prévios advertiram
que o habito da amamentacdo se tornaria uma contribuicdo significativa para o
desenvolvimento da cérie se utilizado como meétodo para confortar a crianca (MILLER;

TRUHE, 1995). Segundo Bowen (1998) a mamadeira pode bloquear totalmente o acesso da
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saliva as superficies dentais, principalmente da arcada superior, 0 que aumentaria a
cariogenicidade do alimento ingerido, devido ao seu maior tempo de permanéncia na boca.
A cérie de mamadeira estd associada ao uso incontrolado e irrestrito (principalmente
noturno) do aleitamento materno e artificial, como também do uso de chupeta
(WEERHEIM et al., 1998). Portanto o aleitamento materno, especialmente a noite e por
longo periodo de tempo, provoca carie (THEILADE; BIRKHED, 1988; NOWAK; CRALL,
1994; DAVIES, 1998; MCDONALD; AVERY; STOOKEY, 2001) tornando o leite materno
assunto de significativa importancia, por ser este, juntamente com seus substitutos lacteos, a
principal fonte nutritiva nos primeiros anos de vida da crianga. Um potencial cariogénico
maior do que o do leite bovino foi identificado no leite materno, por possuir 0 mesmo, uma
maior concentracdo de lactose, que o apontou como uma das possiveis causas para 0O
desenvolvimento da céarie em criangas (ROBERTS, 1982; WEERHEIIM et al., 1998;
SLAVKIN, 1999). Essas conclusdes tém sido questionadas gerando assim divergéncias de
opinides sobre o papel do leite humano na formagdo da cérie. Estudos sugerem que
alimentacdo por mamadeira ou amamentacdo ndo leva a uma prevaléncia maior de cérie, a
menos que esteja disponivel outra fonte de carboidratos para a fermentagdo bacteriana
(THIBODEAU; O’SULLIVAN, 1999; LIENEA-PUY; MONTANANA-LIORENS;
FORNER-NAVARRO, 2000.). De fato Olmez, Uzamis e Erdem (2003), concluiram estudos
em criancas que viviam na zona rural da Turquia e de forma semelhante, também sugerem
que ao avaliar habitos de amamentagdo prolongada com mamadeira ou peito como fatores
contribuintes para CPI, outros fatores como a ingestéo de alimentos cariogénicos e habitos
de higiene oral também devem ser considerados.

Vachirarojpisan et al. (2004), investigando a relacdo entre fatores sdcio-econdmicos,
comportamento e a gravidade de CPl em criancgas tailandesas de 6 a 19 meses verificaram
uma alta prevaléncia de CPI, com 82.2% das crian¢as de 15 a 19 meses manifestando a
doenca, mostrando assim uma elevada prevaléncia de carie dentéria infantil nesta populag&o.
Oliveira, Sheiham e Bonecker (2008) também investigaram a relacdo entre fatores
socioecondmicos e prevaléncia de carie em 1.018 criancas de 12 a 59 meses de idade e
encontraram que 23.4 % das criangas do estudo apresentavam CPl. O estudo também
mostrou que o grupo de criangas de 48-59 meses de idade teve uma prevaléncia de céries
mais alta quando comparada com 0s outros grupos estudados. Milgrom et al. (2000)
estudando prevaléncia de cérie e infeccéo bacteriana em criangas com idade de 6 a 36 meses
confirmaram que a colonizagdo das criangas por especies cariogénicas é influenciada pelo

comportamento dietético. Drury et al. (1999), disseram ser uma leséo precoce de carie em
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uma crianga de 1 ano de idade mais grave do que uma lesdo Unica encontrada em uma
crianga de 5 anos de idade. Portanto, os indices ceo-d e ceo-s ndo discriminam a severidade

da doenca, especialmente em criangas que ndo tém todos os dentes irrompidos.

2.3 Saliva

A saliva é composta por um liquido transparente e insipido secretado pelas glandulas
salivares maiores e menores, compostos quimicamente por 99,5% de agua, ptialina, mucina,
nitrogénio, enxofre, sodio, cloro, calcio, magnésio, acido Urico e &cido citrico, além do ar
que proporciona o aspecto espumoso (SILVA, 1996). Apesar de ser um fluido totalmente
ignorado pelos fisiologistas, e pouco relevado pelos dentistas regula, monitora e mantém a
integridade dos tecidos duros e de alguns tecidos moles da cavidade bucal, sendo assim
fundamental na homeostase desse ambiente (SREENBY, 2000). Segundo Gindzienski et al.,
(2003) esta secrecdo desempenha um papel importante na manutengéo da saude bucal, e nas
alteracdes que afetam as fungdes salivares que podem comprometer a integridade dos tecidos
moles e duros da boca e mucosas gastrintestinais, facilitando a fala, mastigacao e degluti¢éo.
Participa no controle da quantidade de &4gua do organismo, pois quando 0 corpo estd com
deficiéncia de é&gua, a boca fica seca, manifestando a sede (IVNITSKI; SITDYKOV;
IVNITSKI, 2004). A cavidade bucal é constantemente banhada pela saliva, que mantém a
temperatura entre 35-36 °C e um pH entre 6,75 e 7,25, 0 que promove excelentes condi¢des
para o crescimento de muitas bactérias (EDGAR; O’MULLANE, 1990). Por umedecer 0s
tecidos moles e duros da cavidade bucal, tem fungéo de destaque no controle da quantidade
de &gua do organismo, variando sua producéo diéria de 0,5 a 1,0 litro.

A constituicdo salivar varia de individuo para individuo, mas divide-se basicamente
em componentes organicos e inorganicos, destacando-se dentre 0s compostos organicos as
glicoproteinas. Com relacdo aos inorganicos, os principais constituintes salivares sdo os ions
célcio, fosfato e fluoreto. A concentracdo de célcio na saliva depende do fluxo salivar. A
saliva “estimulada” apresenta baixa concentragdo de célcio sendo que esta concentracdo ndo
é afetada pela dieta alimentar. De acordo com o pH da saliva, o célcio é distribuido como
célcio ionizado e clcio ligado. O célcio ionizado (livre) é o que esta diretamente relacionado
aos indices de céaries O ion fosfato, assim como o calcio, proporciona estabilidade ao ion
hidroxiapatita existente no esmalte, evitando o processo de desmineralizagdo. Sendo que a
concentragdo de ion fosfato também diminui na saliva estimulada. O fluoreto existente na

saliva, obtido atraves da &gua potéavel, dentifricio e outros produtos utilizados na profilaxia
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oral, atua no processo de mineralizacdo do esmalte, mantendo a estrutura dentaria, atuando
como fonte de liberacdo de fldor na placa (CURY et al., 2001; THYLSTRUP;
FEJERSKOV, 2001).

A composicdo da saliva varia em funcdo da velocidade do fluxo salivar, e estd
intimamente relacionado ao tipo, intensidade e duracéo do estimulo utilizado na obtencéo da
amostra. Ha também variacbes significativas na composi¢do salivar em diferentes
individuos, e no mesmo individuo sob diferentes circunstancias (JENKINS, 1972). No
entanto, a velocidade do fluxo salivar é considerada o principal fator que afeta sua
composicdo (TENOVUO; LAGERLOF, 1995).

Cury (1989, 2001) observou que um dente, quando irrompe na cavidade bucal, fica
sujeito as alteragBes do meio ambiente, e a saliva, por apresentar célcio e fosfato, protege
naturalmente a estrutura dentéria. Porém, essa propriedade bioldgica da saliva € pH
dependente, e fica limitada as varia¢des do pH do meio, seja pelos produtos da dieta, ou
transformacdo de aglcar em &cido pela placa. Assim, o conceito de pH critico, que é de 5,5,
define o limite da capacidade da saliva em proteger a estrutura mineral dos dentes. Além do
fluxo salivar ha vérios outros fatores de desequilibrio na saliva que podem ser avaliados,
como a capacidade tampéo. O fluxo salivar representa a quantidade de saliva secretada em
determinado tempo, e quanto mais saliva, maior é a protecéo contra a cérie, ja a capacidade
tampdo da saliva é a capacidade de modificar o pH acido do meio para um pH neutro
(LENANDER-LUMIKARI; LOIMARANTA, 2000). Quando o meio bucal permanece por
tempo prolongado com um pH acido, ocorre a desmineralizagdo do esmalte, aumentando
assim o risco do dente ao ataque da cérie (GENESTRA; SOUZA, 2001). Se o pH se
mantiver acima de 5,5 por um periodo de tempo significante, a remineralizagdo do esmalte
podera reverter o dano inicial, mas a uma velocidade muito inferior aquela da
desmineralizagcdo (MOBLEY, 2003).

Thylstrup e Fejerskov (2001), afirmaram que a saliva possui substéancias capazes de
aumentar o pH como a sialina, um tetrapeptideo produzido pela pardtida que é mais
conhecido como “fator de aumento do pH”. Esses fatores estimulam a producéo de bases
através de bactérias orais, levando ao rapido aumento de pH. Outro fator importante é a
capacidade tampdo da saliva, isto é, sua resisténcia as variacbes de pH, que se déo
principalmente por meio do sistema &cido carb6nico/bicarbonato. No entanto, esse sistema
tampdo ainda é questiondvel quanto a sua relagdo com as lesBes cariosas, pois na placa
bacteriana e abaixo da superficie do esmalte, essas substancias podem néo atuar de maneira

significativa nas mudancas de pH. Além da capacidade tampéo da saliva, através da qual €
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realizada a protecéo da cavidade oral contra as variagdes de pH, os referidos autores citaram
também, que a saliva possui mdltiplas fungdes, como por exemplo: efeito de lavagem,
solubilizagdo de substancias que d&o sabor aos alimentos, formagdo do bolo alimentar,
limpeza de alimento e de bactérias, diluicdo de detritos, lubrificagdo dos tecidos moles orais,
e facilitacdo da mastigacdo, degluticdo e fonacdo. Quanto aos componentes especificos
podemos citar: protecdo do dente pela neutralizacdo de &cidos através de sua capacidade-
tampdo, manutencdo de concentragBes supersaturadas de célcio e fosfato em relacdo a
hidroxiapatita, e participagdo na formacdo da pelicula adquirida do esmalte. Além disso,
componentes salivares participam no revestimento da mucosa oral e na defesa
antimicrobiana, bem como em fungdes digestivas, onde a agdo de enzimas (amilase salivar)
d& inicio a digestdo dos alimentos. Lagerlof e Oliveby (1994) descreveram os fatores
protetores da saliva contra a cérie, enfatizando a importancia do fluxo salivar na diluigéo e
eliminacéo do agUcar na cavidade bucal, sendo que, quanto maior o fluxo salivar mais rapida
essa eliminagdo. Quando um individuo apresenta uma reducdo do fluxo salivar, ha um
aumento na prevaléncia de carie quando comparados aqueles com fluxo salivar normal.

A saliva é um fluido essencial para o controle da céarie agindo no processo de des e
remineralizacdo promovendo a limpeza da superficie dentaria, com acdo antibacteriana,
ainda mantendo uma supersaturagdo com relagéo aos minerais do esmalte. Apresenta em sua
composicao, agentes de defesa como as proteinas especificas que produzem uma camada de
protecdo sobre a superficie de esmalte que atua como barreira prevenindo a livre difusdo dos
acidos através dela (DOWD, 1999).

Johonson et al. (1992), verificaram, em estudos realizados com criancas indianas
que a desnutricdo pode afetar as glandulas salivares, reduzindo o seu fluxo e alterando a
composicdo da saliva. De acordo com Johanson, Lenander-Lumikari e Saellstrom (1994), a
saliva tem um papel importante na protecdo dos dentes a cérie dentaria, pois provavelmente
0 aumento da susceptibilidade & cérie dentaria em individuos desnutridos seja proveniente
das alteragdes na velocidade na secrecéo salivar e nos componentes salivares, pois a reducdo
do fluxo salivar aumenta ndo s6 a susceptibilidade a céarie dentaria, como também a
possibilidade de erosdo dental. As principais funcdes protetoras da saliva contra as céries
dentarias sdo: o efeito tampdo da saliva que previne a reducdo intra-oral do pH apds a
ingestdo de agucar (sacarose); a saliva aumenta o nivel de remogdo de microorganismos
cariogénicos da boca, ndo s6 pelo seu efeito de fluxo, mas também pela sua capacidade de
aglutinar bactérias (FAGUNDES; LEITE, 2000). Um abundante fluxo de saliva combate

eficazmente microrganismo da cavidade bucal e um fluxo reduzido contribui para uma
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proliferacdo de bactéria, causando assim uma inflamagdo gengival (ATKINSON; BAUM,
2001; TENOVUO, 2002).

A saliva controla o metabolismo, a aderéncia e o crescimento de microorganismos
patdgenos, aumenta a remocédo dos residuos dos carboidratos, promove a remineralizagdo do
dente e neutraliza &cidos organicos produzidos por microorganismos acidogénicos que
levam a desmineralizac@o do dente. O indice de cérie dentaria aumenta paralelamente com a
concentracdo na saliva de microorganismos cariogénicos, sendo a sua contagem importante
para o diagnostico de risco desta doenca (BARBOSA; MEDEIROS, 2000; FARIAS;
BEZERRA, 2003). Segundo Ericsson et al. (1980) ela atua no processo carioso de diferentes
maneiras: diretamente através das trocas ibnicas com as estruturas dentarias; neutralizando
0s acidos através de sua capacidade tamp&o; realizando limpeza mecénica através do fluxo
salivar e influenciando o equilibrio ecoldgico das bactérias bucais. Outra caracteristica da
saliva é a prevencdo de infeccOes, j& que ela apresenta varios componentes, como enzimas e
anticorpos que possuem acdo contra bactérias, virus e fungos. Um estudo feito por
(ALAMOUDI et al., 2004) demonstrou que ndo ha diferenca entre a contagem de S. mutans
da saliva estimulada e n&o estimulada.

As patologias da cavidade bucal ocorrem com a presenca da saliva e séo
consequentemente influenciados por ela. A deficiéncia salivar extrema resulta em aumento
da atividade cariogénica (FOX et al., 1985). A saliva contém sistemas com capacidade de
tamponamento, que neutralizam os &cidos formados durante o metabolismo de carboidratos
pelas bactérias, minerais para remineralizacdo do esmalte, anticorpo, especialmente a IgA
importante no sistema de defesa (ALMSTAHL; WIKSTROM, 1999; GIBSON, 1998). A
saliva apresenta um sistema de tamponamento que possibilita uma répida neutralizacdo de
acidos (LEONE; OPPNHEIM, 2001) e também contém diversas proteinas com acéo
antimicrobiana, como lisozima, lactoperoxidase, imunoglobulinas, aglutininas, mucinas e a
lactoferrina, (VAN NIEUW AMERONGEN; VEERMAN, 2002; VAN NIEUW
AMERONGEN et al., 2004). A lactoferrina (LF) possui efeito bactericida contra varios
microrganismos, inclusive o Streptococcus mutans (OHO; MITOMA; KOGA, 2002;
FRANCESCA et al., 2004), o que pode fornecer subsidios para a importancia dessa proteina
na etiopatogénese da carie dentaria. A saliva também contém fatores de defesa, que séo
capazes de inibir o crescimento e/ou o metabolismo bacteriano, por meio de diferentes
mecanismos, como a inibicdo da aderéncia bacteriana e da producdo de &cidos por
estreptococos bucais (VAN NIEUW AMERONGEN et al., 2004). As mucinas salivares,

secretadas pelas glandulas submandibulares, sublinguais e acessorias, sdo componentes da
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saliva total que tem a funcdo de proteger a superficie das mucosas do ressecamento, das
injurias mecanicas e da invasao de microorganismos (BAUGHAN et al., 2000; LIU et al.,
2002).

Durante muito tempo a saliva tem sido usada como meio de monitorar o risco de
cérie sendo utilizada para medir a capacidade tamp&o e avaliagdo microbioldgica de micro
organismos. Hoje, a saliva é objeto de estudos mais detalhados para o diagnéstico de
doengas sistémicas que afetam a fungéo das glandulas salivares e a composicéo da saliva,
como por exemplo, na sindrome de Sjogren, fibrose cistica, sarcoidose, diabete mellitos e
doencas do cortex adrenal (REILLY et al., 1997). Um grande nimero de pesquisas também
tem demonstrado o potencial da saliva como de grande utilidade nos exames para
diagndstico de doencas sistémicas ou localizadas na boca, devido a facilidade na coleta
quando comparada ao sangue, despertando especial interesse nos pesquisadores (MOURA,
2004).

Estudos demonstram que o polimorfismo genético na saliva, fatores varidveis como a
nutricdo, bem como caracteristicas fisioldgicas especificas, podem promover modificagdes
no contedo e na funcéo salivar (AZEN, 1993; AGUIRRE et al., 1993). Existem diferencas
significantes do fluxo e concentragdo protéica salivar com relacdo ao sexo, nutri¢do e idade
dos individuos ou mesmo na maneira de obtencdo da amostra da saliva (mediante estimulo
ou ndo) (BANDERAS-TARABAY et al., 1997, AMERONGEN; BOLSCHER; VEERMAN,
2004).

Agarwal, Agarwal e Agarwal (1984), estudaram a concentracdo protéica e atividade
da enzima arginase no soro e na saliva de 94 criancas, das quais 52 estavam sofrendo de méa
nutricdo protéica (DEP), e 42 serviram como controle. Os autores observaram que houve
uma diminuigdo progressiva na atividade da arginase no soro, na saliva, e nos niveis de
proteinas e ferritina das criangas que apresentavam DEP severa. As mudangas na proteina
salivar, atividade da arginase, e ferritina na DEP podem ser usadas no reconhecimento da
severidade, como também em um indicativo de estagio inicial da doenga, podendo ser
utilizado como meio de diagnostico da desnutrig&o.

Quanto a coleta da saliva, esta pode ser feita de forma estimulada ou ndo estimulada.
A estimulagéo da saliva pode ser feita de forma mecénica (goma de mascar, latex, parafina)
ou quimica (&cidocitrico). A estimulacdo afeta a quantidade da saliva produzida, portanto,
alguns de seus constituintes também sdo alterados (MANDEL, 1990). A coleta nédo
estimulada é feita sem estimulos exdgenos e o fluxo salivar pode ser alterado por estimulos

olfatérios, ciclo circadiano, exposicdo a luminosidade, posicdo do corpo (KAUFMAN;
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LAMSTER, 2000). Assim, a saliva desempenha um papel muito importante na saude oral, e
qualquer alteracdo que venha afetar as fungOes salivares pode comprometer os tecidos moles
e duros da cavidade bucal (THYLSTRUP; FEJERSKOV, 2001).

2.4 Aminoéacidos

Métodos de deteccdo de aminoacidos véem sendo usados, ha muito tempo, em
pesquisas bioquimicas e, mais recentemente na area de ciéncia de alimentos no intuito de
melhor se conhecer a composicdo das proteinas. Sabendo-se que 0s aminoéacidos s&o
unidades estruturais das proteinas, a quantificacdo e a qualificacdo das mesmas sdo de
grande importancia. Kipp et al. (1996) definiram o aminodcido como sendo uma pequena
molécula que atua como um bloco construtor de qualquer célula. Enquanto os carboidratos
fornecem energia para as células, os aminoécidos fornecem o material "construtor” de que as
células necessitam para crescer e manter suas estruturas. A terminologia amino4cidos é
usada porque essas moléculas contém um grupamento amina (NH.) e um grupo de &cido
carboxilico (COOH). Eles diferem entre si devido a cadeia lateral que possuem, pois as
demais estruturas sdo as mesmas para aminoécidos como um todo. A cadeia lateral confere
ao aminoacido caracteristica hidrofébica, como é o caso da tirosina e do triptofano, ou
hidrofilica, como € o caso da arginina e da lisina (NELSON; COX, 2002).

O ser humano apresenta dois tipos diferentes de aminoécidos: 9 essenciais e 11 ndo-
essenciais. Os aminoacidos ndo-essenciais sdo aqueles que 0 nosso corpo pode produzir a
partir de outros produtos quimicos encontrados em nosso organismo. Ja 0s aminoécidos
essenciais ndo podem ser produzidos, sendo a dieta sua Unica fonte. A caréncia destas
estruturas ocasiona alteragfes nos processos bioquimicos, fisiologicos e de sintese protéica,
provocando em criangas diminuicdo do crescimento e profundas alteragbes bioquimicas. A
auséncia ou a inadequada ingestdo de alguns desses aminoécidos resulta em balango
nitrogenado negativo (perda de N pelo organismo), perda de peso, crescimento menor em
criangas e bebés. J4 os aminoéacidos ndo essenciais sdo igualmente importantes na sintese
protéica; no entanto se houver deficiéncia na ingestdo de um deles, ele pode ser sintetizado
em nivel celular a partir de aminoécidos essenciais ou de precursores contendo carbono e
nitrogénio. Os aminoacidos essenciais sdo: treonina, triptofano, histidina, lisina, leucina,
isoleucina, metionina, valina, fenilalanina (LAJOLA; TIRAPEGUI, 1998). Segundo
Oliveira, Cunha e Marchini (1996), os aminoacidos denominados ndo essenciais sao: glicina,

prolina, tirosina, serina, &cido glutamico, alanina, prolina, cisteina, asparagina, acido
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aspartico, e arginina. Entre aminoécidos essenciais e ndo-essenciais completa-se um total de
vinte aminoécidos que se unem em diversas combinagdes para formarem as proteinas.

As moléculas de proteinas sdo constantemente degradadas e renovadas no organismo,
repostas atraves da ingestdo de novas proteinas pela dieta, as quais veiculardo os
aminoacidos essenciais e 0s nao essenciais para essa reposicdo, bem como para as
necessidades adicionais decorrentes do crescimento, gestacdo e lactagdo. Para que essa
reposicdo possa ser feita, a proteina deve ter valor nutritivo adequado, ou seja, digerivel;
possuir uma adequada distribuicdo qualitativa e quantitativa de aminoacidos e ser
acompanhada por ingestéo suficiente de calorias (OLIVEIRA; SANTOS; WILSON, 1982).
As necessidades protéicas de um individuo, ou seja, a quantidade de proteinas que fornece a
composicdo quantitativa e qualitativa de aminoécidos necesséria para promover um
crescimento 6timo, e manter esse individuo em boas condi¢Oes de saude tem sido objeto de
estudo.

A saliva é de grande importancia para a protecdo dos tecidos moles e duros da
cavidade oral (DOWD, 1999). Estudo da correlacdo entre os aminoécidos livres na saliva e
doencgas da cavidade oral tem sido objeto de grande interesse (Quadro 1). A busca pela
identificacdo de aminodacidos salivares levou ao uso de varias técnicas de analise, com o
objetivo de encontrar procedimento analitico apropriado. Tendo sido descritas as seguintes
técnicas: reagdo com nihidrina (SOBEL et al., 1945), calorimetria (MOORE; SPACKMAN;
STEIN, 1958), método microbiolégico (KIRCH et al., 1947), e técnicas cromatogréficas
(GOLDBERG et al.,, 1948; WOLDRING, 1955; BATTISTONE; BURNETT, 1961,
POTOCZEK et al., 1969; PAPANAYOTOU et al., 1973; EL-SHOBAKI et al., 1978;
LIAPPIS; HILDENBRAND, 1982; VRANIC; GRANIC; RAJIC, 1991, VAN
WUYCKHUYSE, 1995; FONTELES et al.; 2008, no prelo) com niveis de identificagdo
qualitativa e quantitativamente variaveis. A introdugdo da cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) e o aprimoramento da técnica, com o desenvolvimento de maior
sensibilidade de deteccéo, utilizando equipamentos de maior eficiéncia e menor custo (KAN;
SHIPE, 1981), foi um marco nesta area da ciéncia.

Conforme indicado por varias investigagdes, os aminodcidos livres estdo presentes na
saliva total humana, mas o papel e a origem desses aminoécidos salivares sdo variaveis,
podendo ser produtos da metabolizagdo da microbiota oral, ou mesmo de processos
enzimaticos diferenciados do hospedeiro (SYRJANEN et al., 1984, 1987, 1990;
VRATSANOS; MANDEL, 1985, 1986). Pouco se tem estudado sobre a relagdo entre

aminoacidos e carie na saliva humana. O trabalho de Kirch et al. (1947) parece ter sido o
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precursor deste estudo, uma vez que inexistiam, nesta época pesquisas retratando este

assunto como mostra o quadro abaixo.

Quadro 1 - Trabalhos cientificos publicados desde 1945 — 2008, com metodologias de

analise quantitativa e qualitativa de aminoécidos salivares

Autor/Ano Método Aminoacidos Relacdo | Quantidade | Populacdo
utilizado com de
carie aminoacidos
KIRCH, et al., Saliva Trp, Arg, Val, Néo 16 18 adultos
(2947) autoclavada e Glu,Phe, Thr, Lys,
diluida Gly, Tyr, Pro,
Leu, Ser, lle, Cys,
His, Met
GOLDBERG, GILDA, | Cromatografia | Glu, Asp, Gly, Ala, Néo 13 Nao
TISHKOFF (1948) bidimensional Met, Arg, Leu, Lys, analisada determinada
em papel Phe, Taur, Tyr, Val,
Pro, Ala, Ser, His
KIRCH, et al., Hidrélise Leu, Met, His, Trp, Néo 4 para cada 7
(1950) protéica da Pro, Cys, Arg, Ser analisada | grupocome | universitarios
amostra sem carie
WOLDRING (1955) Cromatografia | Taur, Asp, Thr, Ser, Néo 18 5
Ser+Asn, Glu, Pro, analisada individuos
Gly, Ala, Cys, Val,
Mat, lle, Leu, Tyr,
Phe, B-Ala, Trp, His,
Lys, Arg
BATTISTONE e Cromatografia | Asp, Glu, Thr, Ser, Néo 18 56
BURNETT (1961) bidimensional Pro, Gly, Ala, Cys, analisada individuos
Val, Met, Phe, Leu,
lle, Tyr, Trp, His,
Lys, Arg
POTOCZE; Cromatografia | Glu, Asp, GIn, Leu, Sim 10 30
RZADKOWSKA- lle, Ala, Phe, Gly, individuos
KAZMIERCZAK His, Trp
(1969)
PAPANAYOTOU; Cromatografia | Ala, Arg, Asp, Glu, Néo 20 100
DOZIVASSILLIADES; Gly, Val, Met, Thr, individuos
KOVATSIS (1971) His, Citr, Cys, Leu,
Lys, Orn, Pro, Ser,
Trp, Tyr, Phe, Hypro
EL-SHOBAKI, et al., | Cromatografia Leu, Phe, Lys, Val, Néo 16 22 criangas
(1978) em papel Thr, Met, Trp, Ala, analisada sadias
Glu, Asp, Ser+Gly, 104 criangas
Tyr, Asn, Cys, Glu desnutridas
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Autor/Ano Método Aminoacidos Relacdo | Quantidade | Populacdo
(continuacéo) utilizado com de
carie aminoacidos
LIAPPIS; Cromatografia | Taur, Asn, Thr, Ser, Néo 24 65
HILDENBRAND Glu, GlIn, Pro, Gly, criangas
(1982) Ala, Citr, Val, lle,
Leu, Tyr, Phe, Orn,
Lys, His, Acido 8-
aminovalérico, Arg,
o-fosfoetanolamina,
Cys, Met, Acido p-
aminobutirico
SYRJANEN; Cromatografia Ala, Gly, Ser, Val, Néo 15 03
PIIRONEN; gasosa Leu, Nle, Pro, Hrpo, analisada adultos
MARKKANEN Met, Asx, Phe, Orn,
(1984) GlIx, Lys, Tyr
SYRJANEN; Cromatografia Ala, Gly, Ser, Leu, Néo 12 13
PIIRONEN; gasosa Nle, Pro, Dava, Asx, | analisada adultos
MARKKANEN Phe, GIx, Lys, Tyr
(2987)
SYRJANEN et al., Cromatografia | Tau, Asp, Thr, Ser, Néo 26 05
(1990) Asn, Glu, GIn, Gly, analisada adultos
Ala, Val, Cys, Met,
lle, Leu, Tyr, Phe,
Hylys, Orn, Lys, His,
Carn, Arg, Dava, Pro,
Hypro, Tam
VRANIC; GRANIC; Cromatografia | Phser, Taur, Asp, Thr, Sim 18 82
RAJIC (1991) Ser, GIn, Pro, Glu, criangas
Citr, Gly, Ala, Val,
lle, Leu, Tyr, The,
Orn, Arg
FONTELES (2008, no | Cromatografia Phser, Taur, Asp, Sim 40 78
prelo) HPLC Hypro, Thr, Ser, Asn, criangas
Glu, GIn, Sarc, Aaaa, sadias

Pro, Gly Ala, Citr,
Aaba, Val, Cys, Met,
Cysth_d, Cysth_lI, lle,

Leu, Norleu, Tyr,

B_Ala, Phe, Aaiba,

Homocys, Gaba,
Ethamin, Hylys, Orn,

Lys, Mhis 1, His,

Mhis 3, Ans, car, Arg
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Antener et al. (1981), determinaram os aminoéacidos no plasma de 22 méaes jovens e
de 33 criancas com DEP. Antes do tratamento dietético, ndo foi encontrada nenhuma
diferenca significante nos aminoécidos da populagdo estudada, exceto para alanina. Uma
caracteristica marcante dos achados no plasma foi o desequilibrio entre aminoacidos
essenciais e ndo-essenciais. Com excec¢do da lisina, 0s aminoacidos essenciais estavam bem
abaixo do normal. Foram valores de importancia os baixos niveis de treonina em todos os
individuos, incluindo o controle, e niveis extremamente baixos de triptofano em criancas
desnutridas antes do tratamento.

Liappis e Hildebrand (1982) pesquisaram os aminodcidos livres na saliva total de 65
criancas saudaveis com carie e sem carie, e quantificaram 24 aminoacidos, mais nao
encontraram nenhuma relagéo entre esses aminoacidos e a doenca cérie.

Vrani¢, Grani¢ e Raji¢ (1987) estudaram o conteudo qualitativo dos amino&cidos
livres na saliva de criangas com cérie e na saliva de criancas com fenilcetanuria, foi
observada, uma baixa incidéncia de cérie, tendo mostrado diferencas significativas no padréo
de aminodcidos livres. Desta forma, Vrani¢, Grani¢ e Raji¢ (1991) conduziram outro estudo
sobre condigdes padronizadas na identificacdo e qualificacdo dos aminoécidos livres em
saliva de criangas com e sem cérie. Foram estudadas 43 criancas com caries, com idade entre
12-15 anos, usando o método da cromatografia de troca idnica. Os resultados foram
comparados com aqueles obtido no grupo controle de 39 criancas sem cérie. Na saliva das
criangas com céries, um nivel inferior significativo de arginina (22,02 pmol/L) e uma
completa auséncia de histidina e seus derivados foram observados quando comparado ao
grupo controle, onde as concentragdes de arginina e 1-metahistidina foram de 28,34 umol/L
e 26,34 pmol/L, respectivamente. Os resultados obtidos sugeriram que uma concentragao
inferior de arginina e a auséncia de histidina e seus derivados poderiam implicar em um
aumento do risco a cérie.

A anélise do conteudo de amino&cidos livres na saliva colhida da glandula parotida
confirmou esta tendéncia (VAN WUYCKHUYSEL et al., 1995). De acordo com 0s autores,
uma explicacéo para a elevagdo nos niveis de arginina e lisina relacionar-se-ia a diferencas
no estado metabdlico do biofilme da populacéo livre de cérie. Fonteles et al. (2008, no
prelo) desenvolveram um estudo para identificacdo de aminoéacidos livres na saliva de
criancas sadias sem e com CPI, tendo correlacionado esses dados com niveis de
Streptococcus mutans e experiéncia de céarie, por meio dos indices ceo-s. Os autores

mediram niveis de S. mutans salivar com o intuito de avaliar risco de carie. Um maior risco
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de experiéncia de cérie foi verificado na presenca de prolina, enquanto a presenca de glicina

livre associou-se a um menor risco de ter a experiéncia da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Estudar o perfil de aminoécidos salivares em criangas saudaveis e com desnutricéo

leve e moderada, livres e portadoras de cérie da primeira infancia.

3.2 Objetivos Especificos

» Determinar o perfil de aminoécidos livres de saliva total humana (STH);

> Avaliar experiéncia de carie dentaria;

» Determinar os niveis de Estreptococos do grupo mutans (EGM) presentes em
saliva total humana (STH);

» Correlacionar a composicdo de aminoacidos salivares dos trés grupos estudados a

experiéncia de cérie e niveis de S. mutans no fluido salivar.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Procedimentos Metodoldgicos

4.1.1 Area de Estudo

Foi realizado um estudo transversal no Instituto de Prevencdo & Desnutricdo e
Excepcionalidade (IPREDE), instituicdo filantropica que promove assisténcia as criancas
desnutridas, centro de referéncia no tratamento da desnutricdo no Municipio de Fortaleza e
na Clinica de Odontopediatria da Faculdade de Farmécia e Odontologia e Enfermagem
(FFOE) da Universidade Federal do Ceard. Periodo de realizacdo: janeiro a dezembro de
2007.

4.1.2 Procedimentos Preliminares

Inicialmente foi feito contato com os 6rgéos envolvidos na pesquisa (IPREDE e UFC)
a fim de verificar a viabilidade da realizacdo do estudo. De posse de todas as autorizagoes,
instrumentos e materiais necessarios e com a metodologia definida, a pesquisa de campo
teve seu inicio. Toda a coleta dos dados foi realizada pela principal investigadora do estudo,
tendo os trabalhos executados no turno matutino nos consultérios odontoldgicos instalados

nas instituicoes.

4.1.3 Da Realizagdo do Estudo

O presente estudo foi conduzido de acordo com a determinagdo da resolugéo 196/96
do Conselho Nacional de Salde Publica do Ministério da Salde em 10 de outubro de 1996,
tendo sido aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (protocolo n® 262/05) (Anexo A). Os responséveis legais por
cada crianca participante do estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndice A).
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4.1.4 Selecdo da Amostra

Foram selecionadas 75 criangas desnutridas com faixa etaria de 12 a 71 meses, de
ambos 0s sexos, livres ou portadores de carie da primeira infancia (CPI) no IPREDE. Essas
criangas haviam sido classificadas por nutricionistas, segundo os padrdes de crescimento da
OMS 2006, em levemente (Z-score < -1 to > -2) ou moderadamente (Z-score < -2 to > -3)
desnutridas; respectivamente, graus | (Gl, n=22) e 1l (Gll, n=53) de desnutricdo. O Z-score
(nimero de desvios padrdes que uma criangca se encontra da média) para medidas
antropométricas foi calculado usando o programa Epi Info versdo 6.0 (Centers for Disease
Control, Atlanta, USA) através da inser¢do dos seguintes dados: data de nascimento, género,
peso e altura/comprimento e 47 criangas saudaveis, na mesma faixa etaria, de ambos 0s
sexos, livres (n = 22) e portadores de CPI (n = 25) na Clinica de Odotontopediatria da

Universidade Federal do Ceara foram usadas para controle dos parametros analisados (GS).

4.1.5 Entrada do Voluntario no Estudo

Os voluntérios que se apresentaram para participar da pesquisa foram cadastrados e
convidados a participar do estudo, desde que se enquadrassem nos critérios de inclusdo ora
descritos. Apés as devidas assinaturas de termo de consentimento informado (Apéndice A)
foram submetidas a uma anamnese, onde se obteve informagdes concernentes ao seu estado
geral de saude (Apéndice B). Subsequentemente realizou-se o exame clinico dos

participantes (Apéndice C).

4.1.6 Critérios de Inclusdo de Participantes

Para a participagdo no estudo foram considerados os seguintes critérios de inclusao:

» Criancas de ambos 0sS sexos;

» Com auséncia de doengas sistémicas (hereditarias ou congénitas) nédo
relacionadas ao quadro de desnutrigdo propriamente dito;

> Sadias;

» Desnutridas (leve e moderada) segundo a OMS;

A\

Com idade situada na faixa de 12 a 71 meses;
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» Devidamente cadastradas no IPREDE;
> Livres de cérie (auséncia de lesbes cariosas clinicamente detectadas);
> Portadores de céarie da primeira infancia (presenca de lesdes cariosas

clinicamente detectadas, cavitadas ou ndo-cavitadas).

4.1.7 Critérios de Excluséo de Participantes

Foram excluidos do estudo voluntarios que se enquadravam nos seguintes critérios:

» Criancas com doengas sistémicas, hereditarias ou congénitas, identificadas

durante 0 momento da anamnese;

» Criancas que tivessem tomando medicamento, além dos suplementos

vitaminicos rotineiramente prescritos no tratamento da desnutricéo;

» Criancas cujos pais ou responséveis legais se recusaram a assinar o termo de

consentimento livre esclarecido.

4.1.8 Critérios para Retirada do Estudo

Os participantes foram retirados do estudo dentro das seguintes situacdes:
> Diante da intercorréncia de doencas infecciosas de carater cronico;

> Participantes, pais ou responsaveis legais, que desejaram descontinuar a

participacdo no estudo por motivo de razdes pessoais.

4.2 Coleta da Amostra de Saliva para Analise

A saliva foi coletada no IPREDE no periodo da manhd, entre 8:00 e 11:00 horas para
reduzir possiveis contribui¢des circardianas, com as criancas apresentando um minimo de 1
hora de jejum. Realizaram-se 2 coletas, sendo a primeira de saliva ndo estimulada para
analise de aminodcidos e a segunda estimulada, para andlise microbiologica.

Para a coleta de saliva ndo estimulada a crianga foi colocada no colo da mée em

repouso durante um periodo de 30 minutos, tendo sido a saliva coletada com uma pipeta
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esterelizada do tipo pauster, redundando em um volume total de cerca de 0,1 mL de saliva,
colocado em tubo tipo “Eppendof” esterelizado e armazenado em recipiente térmico com
gelo, para posterior andlise de aminoéacidos. Em seguida, uma segunda amostra foi coletada
com estimulo, ou seja, apds mascar um pedago de Parafilm “M”® (Laboratory Film) preso a
um fio dental para evitar a degluticdio do material (KLOCK; KRASSE, 1979) por um
periodo de 60 (sessenta) segundos, coletou-se através de uma pipeta 0,1mL de saliva,
depositando-a de forma semelhante, em tubo tipo “Eppendof” esterelizado e armazenada em
recipiente térmico com gelo. O transporte até o laboratério de microbiologia foi feito de
forma imediata.

As amostras de saliva coletada das criangas saudaveis na UFC seguiram o mesmo

protocolo acima descrito.

4.3 Exame Clinico Intra-Bucal

Apos a coleta das amostras salivares, os dentes irrompidos foram limpos com uma
escova dental infantil de cerdas macias. Feita a escovagdo, as criangas foram levadas até a
cadeira odontoldgica para realizagdo dos exames clinicos intra-bucais. As superficies
dentarias foram secas com jato de ar e com o auxilio de espelho bucal plano, sonda
exploradora n° 5 e luz artificial (refletor) foram registradas em fichas clinicas os nimeros de

2

dentes irrompidos, e feita & identificacdo de todas as superficies dentérias, cariadas
(cavitadas e ndo cavitadas), restauradas e extraidas devido & carie. Os dentes foram
registrados como irrompidos quando qualquer por¢édo da coroa pudesse ser observada. As
lesbes de cérie inicial foram definidas como lesdes de mancha branco-opacas (ndo
indicativas de hipoplasias de esmalte) e registradas como MB. As lesdes de cérie cavitadas
(C) foram consideradas quando qualquer sinal de cavitacdo foi visualmente detectado. Em
caso de duvidas, a superficie dentaria examinada foi considerada como higida. Todos os
exames bucais foram realizados por um Unico examinador.

Durante as consultas odontologicas as mées receberam orientacdo envolvendo os
conceitos relacionados a transmissibilidade da cérie dentéria e importancia da manutencéo
da saude bucal de habitos saudaveis de alimentagdo para a crianga. Instrugdes de higiene
bucal (uso correto do fio dental e escovacdo) foram realizadas na frente de um espelho.
Foram distribuidos aos participantes da pesquisa, kits de higiene compostos por escova de
dente, creme dental e um folheto ilustrativo. Também foi oferecido tratamento odontoldgico

conforme a necessidade de cada crianca.
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4.4 Fluxograma

75 criancgas entre 12 — 71 meses do sexo masculino e feminino com DEP
leve e moderado, com e sem carie dentaria.

47 criancas entre 12 — 71 meses do sexo masculino e feminino saudéavel
com e sem carie dentaria.

l

Coleta de saliva —

Saliva Saliva
estimulada nao-estimulada Ceo-s
Avaliacéo .
Analise
Microbiologica de
e aminoacidos
Bioquimica

4.5 Protocolo Laboratorial

4.5.1 Andlise Microbioldgica

As amostras de saliva foram processadas no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara.

O meio de cultura utilizado para a contagem de Streptococcus mutans foi o agar
mitis salivarius bacitracina (MSB) (Difco Detroit, Michigan, USA), suplementado com
telurito de potéssio (Vetec Quimica) a 1%, bacitracina (Sigma) a 1% e sacarose (Merck) a

15%. Esse meio de cultura é seletivo para S. mutans, pois quando usado em altas
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concentragdes, ndo é tolerado por outros estreptococos do grupo viridans (GOLD;
JORDAN; VAN HOUTE, 1973).

4.5.2 Preparo do Meio de Cultura

Para cada 100 mL de meio MSB reconstituido, foram adicionados 15g de sacarose,
9g de meio, base &gar mitis salivarius (MAS) e 100 mL de 4gua destilada. Sendo a sacarose
e 0 MAS devidamente misturados com &gua destilada no tubo de Erlenmeyer, esse foi
colocado na autoclave a 121° C por 15 minutos. Apés o tubo de Erlenmeyer ser retirado da
autoclave, esperou-se a temperatura baixar até aproximadamente 45° C e acrescentou-se 0,1
mL da solucéo de telurito de potéssio a 1% e 0,1 mL da solugdo de bacitracina a 1%. Através

de pipetas esterilizadas foram colocados 10 mL de meio em cada placa.

4.5.3 Preparo da Solugéo Salina

Para o preparo da solugdo salina a 0,9% foram necessérios 0,99 de cloreto de sodio e
100 mL de agua destilada. Apds a homogeneizacdo dos componentes, a solugéo foi levada a
autoclave a 121 ° C por 15 minutos. Em cada tubo de hemdlise foram colocados 0,9 ml de

solucdo salina estéril.

454 Processamento das Amostras

4.5.4.1 Isolamento, Identificagdo e Estimativa de S. mutans

Para cada amostra de saliva foram utilizadas 4 placas de Petri contendo o meio MSB
suplementado com Bacitracina e Telurito de Potéssio, sendo usadas 2 placas para cada
diluicdo (1:100, 1:1000) Retirou-se 0,1 mL de saliva do tubo tipo “Eppendorf” e colocou-se
em um tubo de hemolise contendo 0,9 mL de solucdo salina, deixando a solugdo com uma
concentragdo de 1:10. Logo em seguida retirou-se 0,1 mL do tubo de hemdlise de
concentragdo 1:10, colocando-se em tubo de hemdlise com 0,9 mL de solucéo salina tendo
redundado em uma concentragéo de 1:100. Repetiu-se o processo de dilui¢cdo para obter-se
uma concentracdo de 1:1000. Em seguida, 0,1 mL da solucéo de 1:100 foi semeada em duas

placas de Petri, respectivamente. Espalhou-se o conteldo semeado nas placas de Petri
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contendo o meio Agar Mitis Salivarius Bacitracina-MSB com uma al¢a de Drigalski,
previamente flambada. Repetiu-se 0 processo em mais duas placas de Petri para a diluigdo de
1:1000 (WESTERGREN; KRASSE, 1978).

Todas as placas de Petri foram marcadas com um numero de identificacdo, ou seja, a
respectiva diluicdo da saliva e o dia do processamento das amostras. Apds as semeaduras, as
placas foram colocadas em uma jarra com vela para criar um ambiente de microaerofilia,
necessaria para crescimento das colonias de S. mutans. A jarra foi incubada em uma estufa
bacteriolégica (Biomatic) a 37° C por 48 horas. Apds esse periodo, as placas foram
submetidas a leitura para contagem das coldnias de S. mutans. A leitura foi feita por
observacao visual através da contagem manual na placa de Petri e transformada em UFC/mL
de saliva, mutiplicando-se o nimero de col6nias encontradas pela respectiva dilui¢do, sendo
anotados os valores encontrados em cada placa semeada. Os estreptococos do grupo mutans
(EGM) apresentam caracteristicas peculiares em meio de cultura ricos em sacarose. Eles s&o
distinguidos das demais espécies bacterianas, por apresentarem coldnias com caracteristicas
morfoldgicas ovaladas, de cor azul, medindo aproximadamente, 0,5 a 0,75 um de diametro,
apresentando bordas irregulares, fortemente aderidas ao meio e quando observados ao
microscopio, sdo vistos agrupados aos pares ou em cadeia (KONEMAN et al., 2001).
(Figura 1)

Figura 1 - S. mutans-crescimento em MAS suplementado
Fonte: O autor
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4.5.4.2 Testes Bioquimicos

A série bioquimica para caracterizagdo de espécies de EGM utilizou o meio
tioglicolato de sodio (Difco), suplementado por carboidratos (manitol) para fermentacéo, e
agar esculina para hidrdlise (RUOFF et al., 2003) Esses meios sdo utilizados como prova

Bioguimica na identificagdo das bactérias Gram-positivas.

4.5.4.3 Preparo da Base

Foram pesados 7,25g de tioglicolato e 3,75g de agar bacteriol6gico, e ambos
colocados em um baldo volumétrico sendo adicionados 250 mL de &gua destilada. A mistura
foi entdo colocada em um forno de microondas até total dissolucéo do agar, acrescentando-se
em seguida 0,25 mL de parpura de bromocresol. Apos resfriamento foi realizado o teste do
pH com fita teste, devendo o mesmo estar neutro. Levou-se a autoclave para esterilizar e em

seguida foi distribuido 2 mL da base do meio em tubos de ensaio.

4.5.4.4 Prova da Fermentacéo do Manitol e Hidrdlise de Esculina

Foi realizado o teste bioquimico para comprovar se as colnias eram realmente de
EGM. Retirou-se uma coldénia com uma alga bacterioldgica, previamente flambada e
inoculou-se em um tubo de hemolise contendo manitol s6lido. O procedimento foi repetido,
colocando-se outra colénia em um tubo de hemolise contendo esculina. Os tubos foram
levados a estufa a 37°C. Apo6s 72 horas de incubacdo, foi feita a leitura do teste, sendo
considerado positivo quando ocorreu mudanga de cor do manitol de roxo para amarelo, e da
esculina, de cinza para preto (MURRAY et al., 2003).
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Quadro 2 - Provas bioguimicas utilizadas para identificacdo de bactérias do grupo S. mutans,

onde + significa teste positivo, - significa teste negativo e v significa variavel.

rovas bioquimicas MANITOL ESCULINA

Espécies

S. mutans + +
S. sobrinus + -
S. sanguis - -
S. salivarius - +
S. mitis - -
S.anginosus - %

Fonte: Adaptado de Murray et al. (2003)

4.6 Analise dos Aminoacidos

Uma vez coletadas, as amostras de saliva foram transportadas para o Laboratdrio de
Farmacologia Metabdlica e Fisiologia Celular/Plaquetas, onde foram centrifugadas (Janetzki
T 32C) por 5 minutos a uma rotagdo de 3000 rpm. O sobrenadante foi retirado e colocado
em tubos de “eppendof” esterilizados, previamente identificados com o nimero do paciente
e a data da coleta. Em seguida as amostras foram armazenadas a uma temperatura de -20° C,
para posterior anélise.

O protocolo utilizado para anélise de amino&cido foi conduzido de acordo com o
método descrito por Garcia et al. (2007). Anteriormente, amostras de saliva fresca foram
desproteinizadas usando o protocolo descrito por Antunes-Neto et al. (2006), onde a
desproteinizagdo foi feita através da adicdo de 50ug de acido sulfosalicilico para 1mL de
amostras. As amostras bem homogeneizadas foram mantidas a 4°C durante lhora e, em
seguida, centrifugadas a 10.000g por 5 minutos. 30 pL do sobrenadante foram analisados em
uma Biochem 20 e analisador de aminoacidos (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ),
utilizando uma coluna de troca catidnica de alto desempenho PEEK com detecgdo de
ninidrina. Os aminodcidos foram quantificados, utilizando um padrdo (Sigma) de
aminoacido, conforme anteriormente descrito (DELGHINGARO-AUGUSTO et al., 2004)
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por meio do uso de um controle Biochrom 20 de software versdo 3,05, a integracéo e
resultados da analise foram realizadas utilizando pacote de software ENZYCHROM. Os

resultados foram expressos como pMol/mL.

4.7 Andlise Estatistica dos Dados

Analises dos dados em duas (presenga/auséncia de cada aminoécido e graus de
desnutri¢do) e trés (presenca/auséncia de cérie, graus de desnutricdo e presenca/auséncia de
cada aminoacido) dimensdes foram realizadas por meio do teste do qui-quadrado de Pearson.
Para avaliar a contribuicdo conjunta das seguintes variaveis: presenca de cada aminocido,
niveis de EGM, graus de desnutricéo e idade, na experiéncia de cérie utilizou-se um modelo

de regressao logistica binaria. Valores de p < 0.02 foram considerados significativos.
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5 RESULTADQOS

No presente estudo um total de 40 aminoacidos foi identificado, com grande

variabilidade nas suas concentragdes (Tabela 1).

Tabela 1 - Aminoacidos identificados em saliva total humana de criancas saudaveis (N=47)
e desnutridas (N=75)

Aminoéacidos Média Desvio padréo Minimo Mediana Méximo
B_ALA 0,673 1,029 0 0 7,438
AAAA 0,021 0,170 0 0 1,871
AABA 0,009 0,087 0 0 0,965
AAIBA 0,003 0,010 0 0 0,062
ALA 0,252 0,518 0 0 3,760
AMONIA 8,650 5,476 0 9 21,146
ANS 0,042 0,353 0 0 3,750
ARG 0,241 0,684 0 0 6,670
ASN 0,013 0,056 0 0 0,562
ASP 0,099 0,345 0 0 3,000
CAR 0,031 0,121 0 0 0,832
CITR 0,171 0,990 0 0 8,750
CYS 0,191 0,616 0 0 4,630
CYSTH_D 0,042 0,184 0 0 1,267
CYSTH_L 0,016 0,106 0 0 0,873
ETHAMIN 0,082 0,464 0 0 4,100
GABA 0,022 0,188 0 0 2,018
GLN 0,120 0,433 0 0 3,150
GLU 0,378 1,216 0 0 9,600
GLY 0,092 0,430 0 0 2,863
HIS 0,011 0,076 0 0 0,762

HOMOCYS 0,262 1,037 0 0 9,350
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Aminoacidos Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo

(continuacéo)

HYLYS 0,194 0,669 0 0 5,980
HYPRO 0,187 0,669 0 0 2,220
ILE 0,001 0,005 0 0 0,034
LEU 0,118 0,468 0 0 3,500
LYS 0,167 0,940 0 0 8,125
MET 0,131 0,858 0 0 9,250
MHIS 1 0,001 0,006 0 0 0,067
MHIS 3 0,091 0,775 0 0 8,5

NORLEU 0,081 0,624 0 0 6,670
ORN 0,156 0,956 0 0 9,380
PHE 0,098 0,956 0 0 9,380
PHSER 0,464 0,881 0 0 4,790
PRO 0,133 0,851 0 0 8,500
SARC 0,115 0,779 0 0 8,000
SER 0,119 0,393 0 0 2,500
TAUR 0,571 0837 0 0 4,343
THR 0,185 0,841 0 0 7,500
TYR 0,089 0,411 0 0 3,421
UREIA 1,830 2,179 0 1 9,564
VAL 0,020 0,088 0 0 0,838

Notas: Resultados expressos em pumol/ml.

Limites de deteccdo de 0.1 nmol (0.1 x 10-3 umol/ml) para todos os aminoacidos exceto prolina, e aminoéacidos
derivados de cisteina, como a metionina, que foram de 0.25 0.25 nmols (0.25 x 10-3 pmol/ml) ¢ 0.4 nmols (0.4
x 10-3 umol/ml) por mL das amostras analisadas, respectivamente.

B-Ala, beta-alanina; AAAA, &cido L-a-aminoadipico; Aaba, acido a-amino butirico; Aaiba, acido D-L-pB-
Aminoisobutirico ; Ala, alanina; Ans, L-Anserina; Arg, arginina; Asn, asparagina; Asp, acido aspartico; Car,
carnitina; Citr, citrulina; Cys, cisteina; Cysth_D, D_cistatinina; Cysth _L, L _cistationina; Ethamin,
etanolamina; GABA, &cido gama-amino-butirico; GIn, glutamina; Glu, acido glutdmico; Gly, glicina; His,
histidina; Homocys, homocisteina; Hypro, hidroxiprolina; Hylys, hidroxilisina; lle, isoleucina; Leu, leucing;
Lys, lisina; Met, metionina; Mhis 1, 1-metil-L-histidina; Mhis 3, 3-metil-L-histidina; Norleu, norleucina;
Orn, ornitina; Phe, fenilalanine; Phser, fosfo-serine; Pro, prolina; Sarc, sarcosina; Ser, serina; Taur, tauring;
Thr, treonina; Tyr, tirosina; Val, valina.
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A analise estatistica em trés dimensdes, considerando presenga/auséncia de cada
aminodcido, presenca/auséncia de cérie, nos diversos estados nutricionais ( saudaveis, GS;
levemente desnutridos, Gl; e moderadamente desnutridos, Gll), demonstrou auséncia de
relacdo entre estas variaveis com os seguintes aminoacidos: Mhisl (GS, p=0,926; Gl,
p=0,427; GIl, p=0,301); Mhis3 (GS, p=0,82; GI, p=0,746; GIlI, p=481); AAAA (GS,
p=0,476; Gl, p=0,696; Gll, p=0,164); AABA (GS, p=0,343; GI, p=0,452; GlI, p=0,342);
AAIBA (GS, p=0,281; GlI, p=0,277; Gll, p=0,972); Ala (GS, p=0,861; GI, p=0,867; Gll,
p=0,446); Ans (GS, p=0,894; Gl, p=0,035; Gll, p=0,042); Arg (GS, p=0,202; GlI, p=0,262;
Gll, p=0,767); Asn (GS, p=0,116; Gl, p=0,696); ASP (GN, p=0,113; GI, p=0,571; GllI,
p=0,349); B_Ala (GS, p=0,724; Gl, p=0,350; GlIl, p=0,654); Car (GS, p=0,025; GI,
p=0,145; Gll, p=0,214); Citr (GS, p=0,079; GlI, p=0,892; Gll, p=0,599); Cys (GS, p=0,138;
Gl, p=0,650; GlII, p=0,289); Cysth_D (GS, p=0,297; GlI, p=0,078; GllI, p=0,694); Cysth_L
(GS, p=0,476; GI, p=0,867; Gll, p=0,981); Ethamin (GS, p=0,157; GI, p=0,190; GII,
p=0,561); GABA (GS, p=0,175; GI, p=0,484; Gll, p=0,092); GIn (GS, p=0,820; Gl,
p=0,452; GlI, p=0,693); Glu (GS, p=0,775; GI, p=0,035; GlI, p=0,784); Gly (GS, p=0,118;
Gl, p=0,571; GlIlI, p=0,481); His (GS, p=0,629; GI, p=0,277; Gll, p=0,071); Homocys (GS,
p=0,861; GI, p=0,429; GlIl, p=0,101); Hylys (GS p=0,798; Gl, p=0,696; Gll, p=0,208);
Hypro (GS, p=0,121; GI, p=0,350; GlIl, p=0,200); lle (GS, p=0,532; GI, p=0,176; Gll,
p=0,238); Leu (GS, p=0,553; GlI, p=0,190; GlIl, p=0,784); Lys (GS, p=0,354; GI, p=0,892;
Gll, p=0,342); Met (GS, p=0,629; GI, p=0,867; GllI, p=0,938); Norleu (GS, p=0,056; Gl,
p=0,392; Gll, p=0,301); Orn (GS, p=0,532; GI, p=0,078; Gll, p=0,981); Phe (GS, p=0,557;
Gl, p=0,145; Gll, p=0,784); Phser (GS, p=0,706; Gl, p=0,176; Gll, p=0,187); Pro (GS,
p=0,358; Gl, p=0,746; GllI, p=0,248); Sarc (GS, p=0,157; Gl, p=0,145; Gll, p=0,342); Ser
(GS, p=0,478; GlI, p=0,746; Gll, p=0,150); Taur (GS, p=0,421; Gl, p=0,176; Gll, p=0,165);
Thr (GS, p=0,295; GI, p=0,867; Gll, p=0,780); Tyr (GS, p=0,297; GI, p=0,096; GllI,
p=0,780); Val (GS, p=0,894; GI, p=0,639; GII, p=0,620). Verificou-se a presenca de
relagdo entre presenca/auséncia do aminoacido Asn e presenga/auséncia de carie dentaria em
Gl (p=0,003), onde na presenga do aminoacido criancas GIlI permaneceram livres de carie
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Relacdo entre o aminodcido ASN, estado nutricional e experiéncia de céarie de

122 criancas através do teste do qui-quadrado de Pearson

Estado ASN Condicao Total Estatistica
nutricional
Semcarie Com cérie Valor Graude  Significancia
liberdade

GS Ausente 24 18 42 2,476 1 0,116
Presente 01 04 05
Total 25 22 47

Gl Ausente 05 07 12 0,153 1 0,696
Presente 05 05 10
Total 10 12 22

Gll Ausente 22 18 40 8,859 1 0,003*
Presente 13 0 13
Total 35 18 53

(*) Significancia estatistica quando p < 0,02

A anélise em duas dimensdes da relacdo entre presenga/auséncia de cada aminoécido

e estado nutricional demonstrou uma relagdo estatisticamente significativa associada aos
seguintes aminoécidos: AAAA (p=0,000); AABA (p=0,001); AAIBA (p=0,001); Ans
(p=0,000); Arg (p=0,000); Asn (p=0,006); Car (p=0,000); Cys (p=0,000); Cysth_L
(p=0,002); GABA (p=0,014); GIn (p=0,000); His (p=0,004); Hypro (p=0,000); Met
(p=0,000); Norleu (p=0,000); Phser (p=0,001); Taur (p=0,001); Val (p=0,002) (Tabelas 3,

4),
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Tabela 3 - Analise estatistica bidimensional através do teste do qui-quadrado de Pearson

para verificar relacdo entre presenga/auséncia de cada aminoacido e estado nutricional

Aminoacidos Qui-quadrado de Pearson
(N =122) Valor Grau de liberdade Significancia
B_ALA 6,012 2 0,049
AAAA 23,587 2 0,000
AABA 13,006 2 0,001
AAIBA 13,006 2 0,001
ALA 2,698 2 0,260
ANS 31,002 2 0,000
ARG 16,589 2 0,000
ASN 10,404 2 0,006
ASP 1,406 2 0,495
CAR 19,852 2 0,000
CITR 1,486 2 0,476
CYS 24,176 2 0,000
CYSTH_D 3,338 2 0,188
CYSTH_L 12,640 2 0,002"
ETHAMIN 0,140 2 0,933
GABA 8,486 2 0,014
GLN 21,593 2 0,000
GLU 4,814 2 0,090
GLY 0,489 2 0,783
HIS 10,967 2 0,004
HOMOCYS 0,938 2 0,626
HYLYS 2,260 2 0,323
HYPRO 22,935 2 0,000
ILE 0,312 2 0,856
LEU 3,624 2 0,163
LYS 4,715 2 0,095
MET 28,841 2 0,000
MHIS 1 3,107 2 0,212
MHIS 3 4,421 2 0,110
NORLEU 18,080 2 0,000
ORN 4,757 2 0,093
PHE 2,139 2 0,343
PHSER 14,810 2 0,001
PRO 0,045 2 0,978
SARC 7,131 2 0,028
SER 1,498 2 0,473
TAUR 15,030 2 0,001"
THR 2,803 2 0,246
TYR 6,844 2 0,033
VAL 12,202 2 0,002"

(*) Significancia estatistica quando p < 0,02
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Tabela 4 - Relacdo entre presenca/auséncia de cada aminoécido e estado nutricional de 122

criangas
Aminoacidos EstadoNutricional*
GS (%) Gl Gll Total
B_ALA Ausente 14 (29,8%) 1 (4,5%) 10 (18,9%) 25
— Presente 33 (70,2%) 21 (95,5%) 43 (81,1%) 97
AAAA Ausente 44 (93,6%) 10 (45,5%) 45 (84,9%) 99
Presente 3 (6,4%) 12 (54,5%) 8 (15,1%) 23
AABA Ausente 46 (97,9%) 15 (68,2%) 47 (88,7%) 108
Presente 1(2,1%) 7 (31,8%) 6 (11,3%) 14
AAIBA Ausente 46 (97,9%) 15 (68,2%) 47 (88,7%) 108
Presente 1(2,1%) 7 (31,8%) 6 (11,3%) 14
ALA Ausente 22 (46,8%) 7 (31,8%) 17 (32,1%) 46
Presente 25 (53,2%) 15 (68,2%) 36 (67,9%) 76
ANS Ausente 43 (91,5%) 8 (36,4%) 46 (86,8%) 97
Presente 4 (8,5%) 14 (63,6%) 7 (13,2%) 25
ARG Ausente 26 (55,3%) 1 (4,5%) 25 (47,2%) 52
Presente 21 (44,7%) 21 (95,5%) 28 (52,8%) 70
ASN Ausente 42 (89,4%) 12 (54,5%) 40 (75,5%) 94
Presente 5 (10,6%) 10 (45,5%) 13 (24,5%) 28
ASP Ausente 25 (53,2%) 14 (63,6%) 34 (64,2%) 73
Presente 22 (46,8%) 8 (36,4%) 19 (35,8%) 48
CAR Ausente 40 (85,1%) 8 (36,4) 42 (79,2) 90
Presente 7 (14,9%) 14 (63,6%) 11 (20,8%) 32
CITR Ausente 39 (83,0%) 20 (90,9%) 42 (79,2%) 101
Presente 8 (17,0%) 2 (9,1%) 11 (20,8%) 21
CYS Ausente 36 (76,6%) 3 (13,6%) 30 (56,6%) 69
Presente 11 (23,4%) 19 (86,4%) 23 (43,4%) 53
cysTH D Ausente 41 (87,2%) 17 (77,3%) 49 (92,5%) 107
- Presente 6 (12,8%) 5 (22,7%) 4 (7,5%) 15
CYSTH L Ausente 44 (93,6%) 15 (68,2%) 50 (94,3%) 109
- Presente 3 (6,4%) 7 (31,8%) 3 (5,7%) 13
Ausente 40 (85,1%) 18 (81,8%) 45 (84,9%) 103
ETHAMIN Presente 7 (14,9%) 4 (18,2%) 8 (15,1%) 19
GABA Ausente 45 (95,7%) 16 (72,7%) 48 (90,6%) 109
Presente 2 (4,3%) 6 (27,3%) 5 (9,4%) 13
GLN Ausente 40 (85,1%) 7 (31,8%) 40 (75,5%) 87
Presente 7 (14,9%) 15 (68,2%) 13 (24,5%) 35
GLU Ausente 33 (70,2%) 10 (45,5%) 37 (69,8%) 80
Presente 14 (29,8%) 12 (54,5%) 16 (30,2%) 42
GLY Ausente 33 (70,2%) 14 (63,6%) 38 (71,7%) 85
Presente 14 (29,8%) 8 (36,4%) 15 (28,3%) 37
HIS Ausente 44 (93,6%) 15 (68,2%) 49 (92,5%) 108
Presente 3 (6,4%) 7 (31,8%) 4 (7,5%) 14
Ausente 25 (53,2%) 9 (40,9%) 27 (50,9%) 61
HOMOCYS b ecente 22 (46.8%) 13 (59,1%) 26 (49.1%) 61
HYLYS Ausente 29 (61,7%) 10 (45,5%) 26 (49,1%) 65
Presente 18 (38,3%) 12 (54,5%) 27 (50,9%) 57
HYPRO Ausente 31 (66,0%) 1 (4,5%) 23 (43,4%) 55
Presente 16 (34,0%) 21 (95,5%) 30 (56,6%) 67

GS, saudaveis (N = 47); GlI, desnutricdo leve (N = 22); GlI, desnutricdo moderada (N = 53)



Aminoacidos
(continuacao)

Estado Nutricional*

GS (%) Gl Gll Total

ILE Ausente 42 (89,4%) 20 (90,9%) 46 (86,8%) 108
Presente 5 (10,6%) 2 (9,1%) 7 (13,2%) 14
LEU Ausente 40 (85,1%) 18 (81,8%) 37 (69,8%) 95
Presente 7 (14,9%) 4 (18,2%) 16 (30,2%) 27

LYS Ausente 35 (74,5%) 20 (90,9%) 47 (88,7%) 102
Presente 12 (25,5%) 2 (9,1%) 6 (11,3%) 20
MET Ausente 44 (93,6%) 7 (31,8%) 32 (60,4%) 83
Presente 3 (6,4%) 15 (68,2%) 21 (39,6%) 39

MHIS 1 Ausente 45 (95,7%) 19 (86,4%) 51 (96,2%) 115
Presente 2 (4,3%) 3(13,6%) 2 (3,8%) 7
MHIS 3 Ausente 40 (85,1%) 14 (14,9%) 38 (71,7%) 92
Presente 7 (14,9%) 8 (36,4%) 15 (28,3%) 30
NORLEU Ausente 44 (93,6%) 11 (50%) 43 (81,1%) 98
Presente 3 (6,4%) 11 (50%) 10 (18,9%) 24

ORN Ausente 42 (89,4%) 17 (77,3%) 50 (94,3%) 109
Presente 5 (10,6%) 5 (22,7%) 3 (5,7%) 13
PHE Ausente 36 (76,6%) 14 (63,6%) 34 (64,2%) 84
Presente 11 (23,4%) 8 (36,4%) 19 (35,8%) 38
PHSER Ausente 27 (57,4%) 2 (9,1%) 20 (37,7%) 49
Presente 20 (42,6%) 20 (90,9%) 33 (62,3%) 73
PRO Ausente 31 (66,0%) 14 (63,6%) 35 (66,0%) 80
Presente 16 (34,0%) 8 (36,4%) 18 (34,0%) 42

SARC Ausente 40 (85,1%) 14 (63,6%) 47 (88,7%) 101
Presente 7 (14,9%) 8 (36,4%) 6 (11,3%) 21
SER Ausente 34 (72,3%) 14 (63,6%) 41 (77,4%) 89
Presente 13 (27,7%) 8 (36,4%) 12 (22,6%) 33
TAUR Ausente 20 (42,6%) 2 (9,1%) 7 (13,2%) 29
Presente 27 (57,4%) 20 (90,9%) 46 (86,8%) 93
THR Ausente 40 (85,1%) 15 (68,2%) 40 (75,5%) 95
Presente 7 (14,9%) 7 (31,8%) 13 (24,5%) 27
TYR Ausente 41 (87,2%) 13 (59,1%) 40 (75,5%) 94
Presente 6 (12,8%) 9 (40,9%) 13 (24,5) 28
VAL Ausente 43 (91,5%) 12 (54,5%) 39 (73,6%) 94
Presente 4 (8,5%) 10 (45,5%) 14 (26,4%) 28

GS, saudaveis (N = 47); GlI, desnutrigdo leve (N = 22); GlI, desnutricdo moderada (N = 53)
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Entretanto, auséncia de significAncia estatistica na relacéo entre presenga/auséncia de
cada aminoécido e grau de desnutricdo foi verificada conforme segue: Mhisl (p=0,212);
Mhis3 (p=0,110); Ala (p=0,260); Asp (p=0,495); Aylys (p=0,519); B_Ala (p=0,049); Citr
(p=0,476); Cysth_D (p=0,188); Ethamin (p=0,933); Glu (p=0,090); Gly (0,783); Homocys
(p=0,626); Hylys (p=0,323); lle (p=0,856); Leu (p=0,163); Lys (p=0,095); Orn (p=0,093);
Phe (p=0,343); Pro (p=0,978); Sarc (p=0,028); Ser (p=0,473); Thr (p=0,246); Tyr (p=0,033).

A regressdo logistica do aumento ou reducéo da probabilidade de se ter experiéncia
de cérie frente as variaveis presenga/auséncia de cada aminoacido, estado nutricional, sexo,
idade e contagem de EGM (logaritmo natural da contagem de EGM) demonstrou que a
presenca dos aminodcidos Ala (p = 0,014) e Car (p = 0,008) reduz a chance de se ter
experiéncia de carie. Em contrapartida, a presenca do aminoécido His (p = 0,012) aumenta a
chance de se ter experiéncia de carie. Este modelo logistico binario demonstrou que nesta
populacdo, quanto maior a idade, maior seria a chance de se ter carie dentaria (p = 0,003),
mas os niveis de EGM em saliva ndo demonstraram influéncia significativa sobre a chance

de se ter experiéncia de cérie (p = 0,065) (Tabela 5).



Tabela 5 - Regresséo logistica da probabilidade de cérie considerando todas as variaveis

Estatistica
Variaveis Coeficiente de Grau de Significancia
~ Wald -
Regressao Liberdade
Sexo 0,583 0,292 1 0,589
Idade 0,168 8,951 1 0,003*
LogCont 0,209 3,394 1 0,065
Gl 2,132 0,193 1 0,660
Gll -7,288 3,649 1 0,056
B_ALA -13,204 4,198 1 0,040
AAAA -3,414 0,725 1 0,395
AABA -1,934 0,078 1 0,780
AAIBA 7,815 2,511 1 0,113
ALA -8,683 6,056 1 0,014*
AMONIA -1,322 5,270 1 0,022
ANS -1,832 0,144 1 0,705
ARG 1,204 0,310 1 0,577
ASN -1,177 2,706 1 0,100
ASP 2,935 0,406 1 0,524
CAR -16,265 7,117 1 0,008*
CITR 10,448 3,925 1 0,048
CYS -6,632 3,305 1 0,069
CYSTH_ D -0,594 0,009 1 0,924
CYSTH_ L 4,313 0,898 1 0,343
ETHAMIN 2,500 0,278 1 0,597
GABA -20,412 4,419 1 0,036
GLN 11,654 3,397 1 0,065
GLU 6,012 4,634 1 0,031
GLY 8,721 4,200 1 0,040
HIS 23,520 6,347 1 0,012*
HOMOCYS -6,021 3,057 1 0,080
HYLYS -8,218 4,598 1 0,032
HYPRO 13,603 5,212 1 0,022
ILE -2,691 0,461 1 0,497
LEU 1,588 0,331 1 0,565
LYS -4,089 1,059 1 0,303
MET -1,325 0,279 1 0,597
MHIS 1 -8,926 2,651 1 0,103
MHIS 3 -0,767 0,099 1 0,753
NORLEU 9,989 3,259 1 0,071
ORN -13,741 2,883 1 0,090
PHE 3,114 2,022 1 0,155
PHSER -2,568 0,645 1 0,422
PRO -2,889 1,112 1 0,292
SARC 984 0,023 1 0,880
SER 775 0,083 1 0,773
TAUR 8,209 3,101 1 0,078
THR -8,736 3,190 1 0,074
TYR 2,621 0,432 1 0,511
UREIA 1,138 2,265 1 0,132
VAL 6,729 2,096 1 0,148
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6 DISCUSSAO

Os amino&cidos livres presentes em saliva total humana sdo originalmente fruto de
uma série de complexos processos metabdlicos bacterianos ou do proprio hospedeiro
(SYRJANEN et al., 1984, 1987, 1990; VRATSANOS; MANDEL, 1985). Portanto, as
alteragbes nas condigdes locais e/ou sistémicas irdo determinar uma maior ou menor
concentragdo destas biomoléculas, permitindo avaliar uma possivel relacdo entre desajustes
organicos e perfil de aminoéacidos salivares. A DEP é um exemplo vivo de desajuste
metabolico existente em funcdo de caréncia de nutrientes para o organismo (D’AVILA,
1999; BORSOL, 2001). No presente trabalho buscou-se encontrar uma possivel relagdo
existente entre presenca de aminoacidos salivares, diferentes graus de desnutricdo e CPI.
N&o somente para investigar a DEP como doenga, mas também para avaliar a influéncia
dessa condicdo sobre o risco do desenvolvimento de carie dentaria em uma populacdo que,
conforme anteriormente descrito, estaria sujeita a um maior risco (OLIVEIRA; SHEIHAM e
BONECKER, 2008) e a uma maior prevaléncia (ALVAREZ et al., 1988,1990;
JOHANSSON et al., 1992) de CPI.

Anteriormente, nosso grupo de pesquisa estudou o perfil de aminoacidos salivares em
saliva total humana de criangas nutridas com e sem CPI. Para a detec¢do do risco de cérie da
populacdo estudada, foram medidos os niveis de EGM em saliva. O objetivo principal do
referido estudo foi de identificar os aminoacidos livres salivares que tivessem alguma
associacdo com o risco de desenvolvimento de CPI. Observou-se uma relagdo entre a
presenca de prolina em criangas com maiores niveis de contaminagdo por EGM e um maior
risco de desenvolver a doenca. Em contrapartida, a presenca de glicina desempenhou um
papel contrério, ou seja, sua presenca entre criangas com maiores niveis de contaminagéo por
EGM levou a um menor nimero de criancas sem lesdes de carie (FONTELES et al., 2008,
no prelo). Embora vérios trabalhos cientificos tenham buscado identificar o perfil de
aminoacidos em saliva (KIRCH et al., 1947; BATTISTONE; BURNET, 1961; VRANIC;
GRANIC; RAJIC, 1991), nosso grupo foi pioneiro na realizagdo desse estudo durante a
primeira infancia. Acredita-se ser este fato devido as grandes dificuldades encontradas
durante o0 momento de coleta das amostras, ja que a coleta de saliva para medicdo de
parametros salivares requer uma padronizagdo com o intuito de minimizar a interferéncia de
processos fisiolégicos inerentes. A idade € também um componente de importancia no
momento da coleta, ja que criancas em idade jovem freqlientemente tornam-se agitadas

durante este procedimento, podendo alterar por meio da secrecdo de neurohormonios, como
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por exemplo, adrenalina, os niveis dos constituintes salivares que se procura dosar
(KAUFMAN; LAMSTER, 2000). No presente trabalho, um grande nimero de voluntarios
foi eliminado para controle deste viés.

Anteriormente, estudos buscaram verificar qualitativa e quantitativamente o perfil de
aminoacidos em saliva total humana. Kirck et al. (1947) pesquisou a saliva de 18 voluntérios
classificados conforme o risco a cérie, através da contagem de lactobacilos, como sendo
individuos com: carie inativa, ativa, moderadamente ativa e muito ativa. Estes autores
encontraram 16 aminoéacidos: triptofano, arginina, valina, acido glutamico, fenilalanina,
treonina, lisina, glicina, tirosina, prolina, leucina, serina, isoleucina, cisteina, histidina,
metionina, ndo tendo observado correlagdo entre o conteldo ou concentragdo de aminoacido
salivar e susceptibilidade a cérie. Battistone e Burnet (1961) também buscando estudar a
composicdo dos aminoacidos na saliva humana, pesquisaram a saliva de 6 individuos e
encontraram 16 aminoacidos: acido aspartico, acido glutamico, treonina, serina, prolina,
glicina, alanina, cisteina, valina, metionina, fenilalanina, leucina, isolecina, tirosina,
triptofano, histidina, lisina, arginina. Potoczek e Rzadkowska-Kazmierczak (1969) buscaram
verificar se havia diferencas qualitativas na composi¢do de aminoacidos livres na saliva de
30 individuos susceptiveis (cpo-d entre 13 e 28) a cérie dentaria ou considerados resistentes
(cpo-d entre 0 e 3) & doenca. Neste estudo foram isolados &cido glutamico, &cido aspértico,
glutamina, leucina, isoleucina, alanina, fenilalanina, glicina, histidina e triptofano. Estes
autores reportaram haver uma maior concentracdo destes aminodcidos no grupo de
individuos considerados como susceptiveis & céarie, muito embora a metodologia entdo
utilizada ndo tenha permitido a quantificacdo de cada aminoécido isolado. Foram relatados
0s amino&cidos mais frequentemente isolados da saliva de individuos susceptiveis a carie:
acido aspartico, acido glutamico, isoleucina, alanina, glicina e histidina

Liappis e Hildebrand (1982) buscaram estudar a relagdo existente entre aminoéacidos
e carie dentaria em 65 criangas com 6-13 anos de idade, sendo 32 criangas sem cérie e 33
com cérie. Os autores identificaram nos dois grupos estudados, 24 aminoéacidos conforme
segue: taurina, asparagina, treonina, serina, acido glutamico, glutamina, prolina, glicina,
alanina, citrulina, valina, isoleucina, leucina, tirosina, felalanina, ornitina, lisina, histidina,
acido d-aminovalérico, arginina, o-fosfoetanolamina, cistina, metionina e é&cido -
aminobutirico. Nenhuma relacdo qualitativa ou quantitativa foi encontrada entre os
aminoacidos dosados e carie dentaria. Entretanto, uma tendéncia a uma maior concentragao
de arginina e lisina, embora sem significancia estatistica, foi observada no grupo de criancas

7

sem cérie. Uma falha observada na metodologia destes autores é vista na forma de
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diagndstico de carie do estudo, onde apenas poucas lesdes de carie foram consideradas,
tendo sido desprezadas leses incipientes e manchas brancas, bem como experiéncia passada
de cérie.

Vranic’, Granice’ e Rajic’ (1991) buscando verificar uma possivel associagdo entre o
perfil de amino&cidos salivares e carie dentéria, estudaram a saliva de 43 criancas com carie
e 39 criancas sem carie, com idades na faixa de 12-15 anos. Foi identificado um total de 18
aminoacidos: fosfoserina, taurina, asparagina, treonina, serina, glutamina, prolina, acido
glutdmico, citrulina, glicina, alanina, valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina,
ornitina, arginina. Embora, tenham procurado relacionar as concentragdes dos aminoacidos
identificados com a condicdo de cérie da populacdo estudada, nenhuma descricdo foi feita
pelos autores dos métodos utilizados para diagnostico da doenca, comprometendo a
confiabilidade dos dados referentes a cérie, e dificultando comparagdes com outros estudos.
Seus resultados demonstraram que entre crian¢as com carie houve maiores concentracfes de
asparagina, glutamina, valina, fenilalanina; menores concentragdes de treonina, ornitina,
arginina; e uma total falta de histidina. Os autores concluiram seu estudo afirmando que a
presenca de uma menor concentragdo de arginina e auséncia de histidina poderiam ser
considerada como fatores capazes de aumentar o risco a cérie dentaria.

Contrapondo-se aos achados de Kirck et al. (1947) e Liappis e Hildebrand (1982)
nossos resultados em amostras de criangas desnutridas confirmaram haver uma relagéo entre
aminoacidos salivares e carie dentaria, embora esta associacdo tenha se limitado aos
aminodcidos: asparagina, alanina, carnitina e histidina. A presenca de asparagina demonstrou
uma relagdo a um menor risco a carie, tendo havido total auséncia deste aminoacido entre
criancas moderadamente desnutridas com cérie e um maior nimero de auséncias de
asparagina no grupo de criancas sadias com cérie, associagdo esta inversa a anteriormente
descrita por Vranic’, Granic” e Rajic’ (1991) entre criangas sadias com cérie, que
apresentaram maiores niveis deste aminoacido. Também observamos relagdo significante
entre a presenga/auséncia de asparagina e o estado nutricional das criangas estudadas,
independente da condicdo de cérie observada. Outro dado de importancia visto em nossos
achados foi uma associacéo entre a presenca de histidina e uma maior chance de se ter cérie,
em discordancia aos resultados propostos por Vranic’, Granic’ e Rajic’ (1991), onde a total
auséncia deste aminoacido é que estaria associado a um maior risco de desenvolvimento da
doenca. Embora, Potoczek e Rzadkowska-Kazmierczak (1969) tenham descrito histidina
como um dos aminoacidos mais frequentemente presentes entre individuos sadios com cpo-d

entre 13 e 28, denominados pelos autores como susceptiveis a carie, observamos também um
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aumento na probabilidade de se ter carie dentéria na presenca de alanina e carnitina. Apesar
da carnitina ndo ter sido anteriormente encontrada em saliva total humana, a alanina foi
descrita por Potoczek e Rzadkowska-Kazmierczak (1969) como sendo um aminoacido
isolado com frequéncia de individuos sadios com cpo-d entre 13 e 28.

VanWuyckhuyse et al. (1995) analisaram o contetido de aminoacidos livres em saliva
de pardtida de individuos com e sem cérie, com o intuito de evitar a detecgdo de produtos
microbianos freqiientemente encontrados em saliva total humana. A popula¢do estudada
consistiu de 20 adultos livres de carie, 19 adultos e 17 criancas (10-14 anos) com cérie. Foi
reportada uma tendéncia a um maior nivel de glutamina, histidina, arginina e lisina nos
grupos de adultos e criancas livres de cérie. Entretanto, alta significancia estatistica ao
comparar as concentragbes desses aminoacidos em cada grupo s6 foi verificada para os
aminodcidos arginina e lisina. Foi sugerido pelos autores que a maior disponibilidade desses
aminoacidos em individuos sem cérie viabilizaria uma produgdo aumentada de poliaminas,
como putrescina e cadaverina, levando a sintese de NH4*, aumentando o pH da placa nestes
individuos, tornando-os menos susceptiveis a carie dentaria. Os autores isolaram 20
aminoacidos conforme segue: &cido aspartico, &cido glutdmico, asparagina, serina,
glutamina, histidina, glicina, treonina, alanina, arginina, tirosina, valina, metionina,
triptofano, fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, hidroxiprolina, prolina. Nossos resultados
mostraram um total de 40 aminoacidos isolados, dos quais 8 essenciais, e ndo foi observada
relacdo significativa entre a presenca dos aminoacidos arginina e lisina e uma maior ou
menor probabilidade de desenvolvimento de carie dentéria nos grupos estudados. Duas
possiveis explicaces para estes achados estdo primeiramente no fato de haver desenvolvido
um trabalho com saliva total humana e ndo com saliva isolada da par6tida, e
secundariamente por termos estudado saliva de pacientes com desnutrigdo, fato este que em
si j& causa alteracbes no perfil de aminodcidos salivares capazes de mascarar essas
diferencas. Entretanto, estudo prévio feito por nosso grupo com saliva total humana de
criancas sadias (FONTELES et al.,, 2008, no prelo) ndo confirmou os achados de
VanWuyckhuyse et al. (1995), possivelmente por ser a amostra estudada por Fonteles et al.
(2008, no prelo) bem mais jovem (40 + 14 meses de idade, para ambos 0s sexos) que a
amostra estudada por esses autores (adultos com 50-83 anos, e criangas 10-16 anos).

Embora haja um grande niimero de trabalhos cientificos reportando dosagens de
aminodcidos salivares, observamos que ha apenas uma descri¢do na literatura de analise de
aminoacidos em criancas desnutridas. EI-Shobaki et al. (1978) investigaram o contetdo de

aminodcidos e proteinas na saliva de 22 criangas sadias e 104 criangas com DEP, com faixa
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etéria entre 6 e 36 meses de idade. N&o foi interesse dos autores verificar a relacdo de seus
achados com cérie dentéria. Foi isolado um total de 16 aminoacidos: leucina, fenilalanina,
lisina, valina, treonina, metionina, triptofano, alanina, acido glutamico, acido aspartico,
serina, glicina, tirosina, asparagina, cisteina e &cido glutdmico. Ao comparar as
concentragdes destas biomoléculas salivares entre criancas com desnutri¢do e criancas sadias
foi verificado aumento nos niveis dos seguintes aminoacidos essenciais: leucina, valina,
treonina, metionina, triptofano. No caso dos aminoacidos ndo essenciais houve aumento na
alanina, glutamina, &cido aspartico, serina+glicina e tirosina. Presentemente, observamos
relacdo de apenas 3 aminodacidos essenciais com o estado nutricional das criancas, histidina,
metionina e valina. Os demais amino&cidos identificados que apresentavam relagdo com o
estado nutricional dos grupos estudados foram identificados sendo de natureza ndo essencial:
asparagina, arginina, hidroxiprolina, norleucina, fosfoserina e taurina.

Em adigéo, verificou-se no presente estudo uma associagdo entre a presenca dos
aminoacidos &cido  L-a-aminoadipico, 4&cido  o-aminobutirico, acido  D-L-B-
aminoisobutirico, L-anserina, arginina, asparagina, carnitina, cisteina, L-cistationina, acido
gama-amino-butirico, glutamina, histidina, hidroxiprolina, metionina, norleucina,
fosfoserina, taurina, valina e o estado nutricional dos diferentes grupos estudados. Ao avaliar
individualmente as concentraces referentes a cada aminoéacido entre crian¢as nutridas,
levemente e moderadamente desnutridas, observou-se que ha uma tendéncia a um menor
percentual de presenca dos aminoécidos no grupo das criangas nutridas, entretanto, este
percentual aumenta consideravelmente entre as criancas levemente desnutridas, havendo
uma queda do percentual de presengas no grupo com desnutricdo moderada, permanecendo,
entretanto, acima dos niveis observados entre criangas saudaveis. Essa flutuacdo no
percentual de presenca dos aminodcidos livres salivares se dd muito provavelmente pela
reagdo organica inicial ao estado de desnutricdo. A DEP grau leve deve levar a um aumento
no catabolismo protéico que ira se refletir no fluido salivar, por meio de um aumento no
percentual de presenca desses aminodcidos. Em contrapartida, na DEP moderada o
organismo iniciaria um processo de adaptacéo ao estado de desnutrigdo pré-existente, que no
caso da desnutricdo moderada muitas vezes se cronifica.

Em suporte a esta hipotese, Kilberg et al. (2005) descreveram em células de
mamiferos duas provaveis vias de monitoramento e resposta & disponibilidade dos diferentes
aminodacidos, sendo estas responsaveis por mudancas nos indices de sintese protéica em
diregdes opostas. Os autores reportaram que uma dessas vias, denominada via de alvo da

rapamicina em mamiferos (mTOR), estaria associada a uma suficiéncia de aminoécidos
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capaz de ativar a cascata de mTOR quinase, resultando na fosforilagdo da quinase S6
associada ao ribossomo, que redundaria em um maior nivel de tradugdo das espécies de
RNAmM que codificam proteinas ribossomais. Por meio deste mecanismo, haveria
disponibilidade de nutrientes no organismo, sintese protéica e indices de crescimento celular
seriam mantidos de forma consistente. A segunda via de resposta aos aminoacidos existiria
para detectar deficiéncia destas biomoléculas, ou seja, uma limitacdo na disponibilidade de
qualquer amino&cido deflagraria essa cascata, chamada via de resposta a aminoacido (AAR).
Neste contexto, a limitagdo de qualquer amino&cido essencial & célula iniciaria uma cascata
de sinalizacéo, levando a um aumento na traducéo de um “regulador mestre”, capaz de ativar
o fator de transcricdo ATF4, levando por fim a regulagcdo de muitos passos ao da via de
DNA para RNA, e deste para sintese protéica. Esses mecanismos biomoleculares
diferenciados explicam a adaptacdo organica as diferentes situacdes onde ha excesso ou falta
de aminoécidos, unidades basicas na construcéo de proteinas no corpo, sendo o fluido salivar
possivelmente um espelho das caréncias organicas ora existentes.

Considerando-se o metabolismo basal de individuos desnutridos expressos em m? de
superficie corporal, e por dia, sabe-se que 0 mesmo encontra-se reduzido a 70% dos valores
normais, equivalendo a 85% dos valores normais quando expresso por kg e por dia (KERR;
STEVENS; ROBINSON, 1978). Esta adaptacdo para requerimentos energéticos mais baixos
se produz em parte através do uso mais eficiente das proteinas da dieta e de uma reducéo na
excrecdo urindria de nitrogénio ap6s poucos dias. Em associacdo a esses fatores,
aminodcidos liberados durante a degradaco tissular deixardo de ser oxidados, passando-se a
utilizar uma maior propor¢do dos mesmos para a reativacdo da sintese protéica. Desta forma
as criangas desnutridas obtém apenas 4% da energia total a partir das proteinas (103 mg
N/kg/dia), em comparacdo a 7% (226 mg N/kg/dia) obtida apos reabilitacdo do estado de
desnutricdo (GOLDENG; WATERLOW,; PICAU, 1977). Alguns estudos demonstraram
através da andlise quimica de cadéaveres que o contelido total de nitrogénio do organismo
sofre uma reducdo de cerca de um terco (GARROW; FLETCHER; HALLIDAY, 1965;
HALLIDAY, 1967), afetando principalmente o musculo estriado que pode chegar a perder
mais da metade do seu nitrogénio (REEDS et al., 1978). A deplecdo do musculo se deve
principalmente & perda de proteinas sollveis e contrateis, j& que o contelido de colageno
encontra-se relativamente conservado (HANSEN-SMITH; PICAU; GOLDENG, 1976). No
presente trabalho, a hidroxiprolina seguiu o mesmo perfil de aumento e redugdo no
percentual de presencas. Sendo este aminoacido parte integrante das moléculas de colageno,

sua presenca em saliva total humana pode estd sinalizando quebra destas moléculas,
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processo esse que se difere do encontrado em tecido muscular. Dando suporte a este
argumento, Syrjanen et al. (1990) estudando o conteldo de aminoacidos livres em saliva
total humana de pacientes adultos com doenca periodontal encontraram total auséncia de
hidroxiprolina em pacientes sadios (com auséncia da doencga). Entretanto, em pacientes com
doenca periodontal presente, a hidroxiprolina foi detectada em saliva total humana, dado este
consistente com o processo de destruicéo tecidual.

A auséncia de consenso entre nossos dados e resultados previamente descritos na
literatura se deve possivelmente a falta de padronizagdo em estudos prévios nos métodos
diagndsticos empregados para deteccdo da carie dentéria. O presente trabalho é o primeiro
do género a trabalhar com critérios adaptados da Academia Americana de Odontologia
Pediétrica (2007), onde manchas brancas na primeira infancia foram computadas no calculo
do nimero de dentes cariados, extraidos e obturados devido a carie. Afinal, as bases
cientificas ligadas a cérie dentaria sofreram grandes mudancas ao longo do século XX,
tendo-se hoje uma compreensdo bem diferente da doenca, seus critérios diagndsticos e
fatores de risco (FEJERSKOY, 2004). A dosagem de EGM em saliva foi obtida como um
meio de acessar grau de risco da populagdo estudada. Esse grupo de bactérias foi outrora
identificado como os principais patdgenos relacionados a inicializagdo do processo carioso
(BOWEN et al., 1998), desempenhando papel de extrema importancia no risco a carie na
primeira infancia (SCHAFER; ADAIR, 2000; TENUTA et al., 2003; AIRES et al., 2006).
Outro aspecto de importéncia diz respeito as técnicas empregadas nas analises para deteccéo
de aminoécidos em saliva, atualmente mais modernas, com niveis de deteccdo capazes de
identificar concentracfes bem inferiores as verificadas no passado, o que viabiliza a
separacdo de um maior nimero de amino&cidos, muitas vezes presentes no fluido salivar em
quantidades infimas, outrora indetectaveis. Esse fato gera dados de aminoéacidos com grande
assimetria, requerendo uma abordagem estatistica apropriada para varidveis desta natureza, o
que nos levou a optar por analisar relacdo com a presenca/auséncia destes aminoacidos, em
detrimento de meras comparagdes entre concentragdes de grupos isolados. Estatisticamente
investigou-se em conjunto as varidveis capazes de influenciar o risco a cérie dentéria: idade,
sexo, contagem de EGM, estado nutricional e presenca de cada aminoécido identificado por
meio de um modelo logistico binario. Essa abordagem estatistica possivelmente permite uma
melhor avaliacdo da capacidade de cada variavel em aumentar ou reduzir a probabilidade ao
desenvolvimento da carie. Sendo a cérie uma doenca que sofre influéncia de mdltiplos

fatores, ndo podemos atribuir a um fator isolado o poder de alterar o risco & doenca.
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De modo interessante, este modelo estatistico ndo demonstrou uma associacdo
significativa entre os niveis de EGM em saliva e maior risco ao desenvolvimento da cérie
dentéria, estando em desacordo com a maioria dos achados na literatura (MATTOS-
GRANER et al., 1998; MATTOS-GRANER et al., 2001; ERSIN et al., 2006), ja que quanto
mais cedo a colonizagdo por EGM maior a incidéncia de cérie na primeira infancia, e em
contrapartida, menores niveis de EGM estariam ligados a uma menor atividade de cérie
(MATTOS-GRANER et al., 2001). Entretanto, a relacdo entre EGM e cérie vem sendo
questionada, havendo por alguns a compreensdo de que EGM seriam bons marcadores de
cérie dentaria, mas ndo necessariamente agentes etioldgicos da doenca (BEIGHTON, 2005).
Poucos estudos investigaram os niveis de EGM em populagdo de criangas desnutridas. Li et
al. (1994) estudaram niveis de EGM e desnutrigdo em populagdo de criancas entre 3 e 4 anos
de idade. O principal objetivo dos autores era investigar a associagdo entre niveis de EGM e
hipoplasia de esmalte, embora tenham também avaliado a céarie dentaria. Os autores
observaram uma associagao significativa entre hipoplasia de esmalte e quantidade de EGM,
ndo tendo verificado associagéo entre esses dados, peso corporal ou altura. Johansson et al.
(1992) estudaram o efeito da DEP cronica no fluxo salivar e na susceptibilidade a cérie,
tendo observado que em seu estudo, todas as criangas encontravam-se contaminadas por
EGM, estando muitas com niveis de contaminacdo acima de 10% UFC/mL. No presente
trabalho, os niveis de EGM em saliva ndo se associaram a estado nutricional ou risco a cérie.

Devido ao pioneirismo deste trabalho, onde foram avaliadas diversas variaveis de
importancia no risco a CPI, niveis de aminoacidos salivares, em amostra de criangas com
diferentes graus de desnutrigdo, e criangas saudaveis, torna-se dificil a tarefa de explicar a
importancia de cada um dos amino4cidos ora associados com CPI ou ora associados com 0s
diferentes graus de desnutri¢cdo. No presente estudo, criancas desnutridas foram classificadas
segundo os Padrdes de Referéncia de Crescimento Infantil da OMS (2006). Esse novo
critério de referéncia é recomendado para criancas desde o nascimento até a idade de 5 anos,
e leva em consideracdo os seguintes pardmetros: peso/idade, peso/altura, altura/idade, indice
de massa corporal/idade. Ha na literatura apenas um relato recente estudando a associacéo
entre estado nutricional e cérie dentéaria, que utilizou os critérios atuais de classificagdo da
OMS com o objetivo de avaliar as criancas estudadas segundo seus estados nutricionais
(OLIVEIRA; SHEIHAM; BONECKER, 2008). Embora os autores tenham verificado uma
significante relagdo entre estado nutricional e cérie, componentes salivares ndao foram
investigados, e os diferentes graus de desnutricdo ndo foram considerados no estudo. Ha,

portanto, a necessidade de estudos aprofundados para melhor investigar os diversos fatores
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salivares associados & DEP, utilizando o sistema classificatdrio proposto pela OMS para
efeitos comparativos, j& que desnutrigdo leva a uma redugéo significativa no volume salivar
(JOHANSON et al., 1992; BANDERAS-TARABAY et al., 1997; AMERONGEN;
BOLSCHER; VEERMAN, 2004), capacidade tampéo da saliva (JOHANSON et al., 1992;
AZEN, 1993; AGUIRRE et al., 1993) e alteracdes quantitativa e qualitativa nas proteinas
salivares (IBRAHIM et al., 1978; AGARWAL; AGARWAL; AGARWAL, 1984). Ademais,
sugerimos investigacOes especificas acerca da importancia individual de cada aminoécido
identificado nesta pesquisa para que em um futuro proximo possamos melhor compreender

0s mecanismos envolvidos na DEP e na doenca cérie.
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7 CONCLUSOES

Considerando-se as condigdes especificas desse trabalho, os resultados obtidos

permitem concluir que:

1. Nas criancas desnutridas existe uma grande quantidade de aminoécidos livres em
saliva total humana (STH), com variabilidade em suas concentracdes;

2. Os aminoacidos alanina (ALA), carnitina (CAR), histidina (HIS) e asparagina
(ASN) se associam & cérie dentdria em criangas com desnutricdo energético-
proteica, (DEP) aumentando ou reduzindo o risco a cérie;

3. Dezoito aminoacidos especificos se associam a desnutricdo energético-proteica
(DEP) em seus diferentes graus;

4. Ha uma tendéncia a um maior percentual de auséncias de varios aminoécidos em
criangas saudaveis, uma reducdo nessas auséncias entre criangas com desnutri¢do
leve, e um aumento entre criangas com desnutricdo moderada;

5. Sendo a cérie dentdria uma doenca multifatorial, na presenca de outros fatores de
risco, estreptococos do grupo mutans (EGM) ndo desempenham um papel
preponderante no risco a céarie da primeira infancia (CPI);

6. As criangas com desnutricdo energético-proteica (DEP) ndo demonstram um
maior risco a carie da primeira infancia (CPI), na presenca dos diversos fatores de

risco avaliados.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“ESTUDO DO PERFIL DE AMINOACIDOS SALIVARES DE CRIANGAS DESNUTRIDAS
COM CARIE DA PRIMEIRA INFANCIA”

Seu filho ou filha estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacgdo é
importante, porém, ele (a) ndo deve participar contra vontade pr6pria ou contra a sua vontade. Leia com
atencdo as informac@es abaixo, sentindo-se livre para fazer qualquer pergunta que desejar, para que ndo haja
duvida alguma sobre os procedimentos a serem realizados.

Ao assinar este termo que consta de seu nome, nome de seu filho ou filha, idade, e nimero do
prontudrio, vocé estara declarando que por meio de livre e espontanea vontade sua e de seu filho ou filha, ele
(a) estard participando como voluntario do projeto de pesquisa citado acima, de responsabilidade da Professora
Dijane Pereira Costa da Faculdade de Odontologia, da Universidade Federal do Ceard. O abaixo-assinado
estara ciente que:

a) O objetivo da pesquisa é verificar se existe alguma diferenca entre a saliva de uma crianca
desnutrida com cérie e a de outra desnutrida sem cérie.

b) Durante o estudo vocé devera fornecer informacédo sobre o estado geral de saude do seu filho ou
filha.

¢) A participacdo neste estudo consistira de coleta de saliva e de um exame dentario de seu filho ou
filha para verificar os dentes presentes na boca e o tipo de carie que ele (a) possa ter.

d) Nem a coleta de saliva, nem o0 exame ocasionardo DOR no seu filho ou filha.
e) Duas amostras de saliva serdo colhidas conforme segue:

. A primeira amostra consistird apenas da coleta da saliva ja presente na boca do seu filho
ou filha com o uso de uma pequena canula (semelhante a um pequeno pedago de
borracha). enquanto se encontra em repouso no seu colo.

. Na segunda amostra, seu filho ou filha tera que chupar uma pequena bolinha de
“parafina” por um minuto, e a mesma se encontrara ligada a um pedaco de fio dental
para evitar que o seu filho ou filha venha a engolir o material. Depois de decorrido o
tempo de 60 segundos, 0 mesmo seré retirado da boca e colocado em um pequeno frasco.

. Para que seja feita a coleta é preciso que seu filho ou filha, esteja em jejum por no
minimo 01 hora.

f)  Seu filho ou filha NAO RECEBERA INJECAO de anestésico local.
g) Essa pesquisa ndo oferece riscos ou desconforto ao seu filho (a).

h) A saliva recolhida sera analisada para descobrir alguma diferenca quando comparada a saliva de
outras criangas podendo trazer como beneficio um tratamento para cérie no futuro.

i) A participacdo neste estudo Ihe da o direito de participar do PROJETO Assisténcia Odontoldgica
as Criangas do IPREDE, onde seu filho ou filha serd acompanhado (a) por um aluno estagiario para
tratamento das céries que ele ou ela tiver, e/ou prevencdo para evitar novas caries.

j)  Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participacdo do seu filho ou filha neste estudo
no momento que desejar, sem necessidade de qualquer explicacao.

k) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo. A Faculdade de Odontologia,
Farméacia e Enfermagem (FFOE) nao o identificara por ocasido da exposi¢do e/ou publicagdo dos mesmos



(os dados serdo publicados somente em revista cientifica e/ou congressos cientificos ndo identificando o
nome de seu filho ou filha).

1) O surgimento de resfriados ou viroses no dia da coleta, com conseqiiente uso de medicacdes por
periodo de tempo limitado, exclui seu filho ou filha do estudo.

m) Caso venham a surgir davidas ou perguntas, sinta-se livre para contactar a Dra. Cristiane Fonteles
(responsavel pelo projeto) na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Ceara (sala 1), ou no
telefone 4009-8408. Endereco rua: Monsenhor Furtado S/N.

Fortaleza, de de 200__ .

Assinatura do pai ou responsavel

Assinatura da Testemunha

Assinatura do responsavel pelo projeto



APENDICE B

FICHA DE ANAMNESE
DADOS PESSOAIS

NOME:

NO

IDADE DATA DE NASCIMENTO

NOME DO PAI

NOME DA MAE

RESPONSAVEL LEGAL

ENDERECO

TELEFONE PARA CONTATO

NOME DA ESCOLA

ENDERECO DA ESCOLA

ESTADO DE SAUDE GERAL DA CRIANGA
FAVOR LER E RESPONDER COM ATENCAO.

1) O seu filho ou filha se encontra sob tratamento médico? SIM  NAO

Para que? Caso a sua resposta tenha sido Sim.

Identificar grau de desnutrigdo

2) O seu filho ou filha tem alguma doenca crénica (além de desnutrigéo)? SIM

Qual?Caso a sua resposta tenha sido Sim.

NAO

3) O seu filho ou filha esta tomando algum remédio? SIM NAO

Quais? Caso a sua resposta tenha sido SIM.

4)0O seu filho ou filha tem algum tipo de alergia?  SIM NAO

A que? Caso a sua resposta tenha sido SIM.

5) O seu filho ou filha esteve recentemente hospitalizado? SIM NAO

Para que? Caso a sua resposta tenha sido SIM.

Afirmo que as informac6es acima sdo verdadeiras.

DATA

Assinatura




APENDICE C

FICHA DE EXAME DENTARIO

NOME DA CRIANCA

IDADE DATA DE NASCIMENTO

DATA

EXAME EXTRA-ORAL

L] L]

ASSIMETRIA FACIAL POR INFECGAO: PRESENTE |:| AUSENTE

LINFADENOPATIA: PRESENTE AUSENTE

EXAME INTRA - ORAL

TECIDOS MOLES: NORMAIS |:| PATOLOGICOS |:|

GRAU DE DESNUTRICAO |:|

EXAME EXTRA-ORAL

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65

85 84 83 82 81 71 72 73 74 75

Cor vermelha - corresponde a superficies cariadas.
Cor azul - - corresponde a superficies restauradas.
X - corresponde a superficies ausentes devido a carie.

COMENTARIOS:
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Universidade Federal do Ceard
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 515/05 Fortaleza, 26 de setembro de 2005
Protocolo COMEPE n° 262/05

Pesquisador responsavel: Cristiane S4 Roriz Fonteles

Dept®./Servigo: Instituto de Prevencdo a Desnutrigdo e a Excepcionalidade-IPREDE
Titulo do Projeto: "Estudo do perfil de aminoacidos salivares de criancas
desnutridas com carie de 1% infincia”

Levamos ao conhecimento de V.S% que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Cearda — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde — Ministério da Saude, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunido do dia 22 de setembro de 2005.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer a enviar
o relatorio parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,




