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RESUMO

A presente tese tem seus objetivos divididos em dois capitulos. O capitulo 1 objetivou, através
de uma revisdo sistematica com meta-analise, investigar se o diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
promove alteracdes de niveis salivares de imunoglobulinas (1g) A, G e M quando comparado a
individuos sem a doenga. A estratégia de busca foi realizada em oito bases de dados e literatura
cinzenta, sendo selecionados nove estudos. Pacientes diabéticos apresentaram reducéo
significante do fluxo salivar (p=0,0008; d de Cohen = -0,19, CI 95%= -0,33, -0,05), mas nédo
significativo o suficiente para modificar a concentracdo de IgA (p=0,120; d de Cohen = 0,58,
Cl 95%= -0,15, 1,32). No entanto, 0 DM1 aumentou a concentracao de IgA através da reducao
do fluxo salivar (d de Cohen = 0,84; IC 95% = 0,36, 1,32), com uma forte estimativa de efeito
(p=0,0006). Em relacdo ao 1gG, nenhuma alteracdo significativa foi observada com DM1 na
saliva dos pacientes (p=0,420). N&o houve variacdo significativa nos niveis de IgM salivar
(p=0,300). O capitulo 2 teve como objetivo avaliar a associacdo entre os parametros salivares:
glicose (GS), fluxo, pH e concentracdo de proteinas; as glicemias em jejum e pés-prandial; a
hemoglobina glicada; os indices de carie (IC), placa (IP) e sangramento gengival (IS); e a dieta
em criangas com (CDM1) e sem (SDM1) DML1. Os grupos CDM1 e SDM1 foram compostos
por 36 e 49 pacientes, respectivamente, pareados quanto a sexo e idade. Para avaliacdo de IC,
IP e IS foi realizado o exame clinico. O padrdo alimentar foi obtido através do diario de dieta
referente as 24 horas anteriores a consulta. Saliva total ndo estimulada foi coletada.
Concentracdo de proteinas salivares foi analisada pelo método do acido bicinconinico. Utilizou-
se os testes de Kolmogorov-Smirnov, Mann-Whitney e Spearman, sendo considerado p<0,05 e
software Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS®). GS, IC, IP e IS foram submetidos
ao modelo de regressao linear multipla. Ndo houve diferenca de fluxo salivar médio (p=0,649),
IC (p=0,868), IP (p=0,618) e concentracdo de proteinas (p=0,712). CDM1 apresentou menores
IS (p=0,031) e pH (p<0,001), maiores valores para numero médio de refei¢bes (p<0,001) e
refeicOes a base de carboidratos (p<0,001), menor média dos intervalos (p<0,001) e maior GS
(p=0,036). Glicose salivar foi diretamente correlacionada com glicemia em jejum (p=0,043) em
CDM1 e mostrou colinearidade positiva com contagem de fibras (p=0,018) e glicose em jejum
(p=0,048). No grupo CDM1, o sexo feminino (p=0,033) foi significantemente associado ao
indice de placa, enquanto o nimero de refeigdes com sacarose mostrou colinearidade inversa
com esse parametro (p=0,046) e o pH (p=0,034) mostrou colinearidade direta. O indice de
sangramento mostrou colinearidade direta com a idade (p=0,043) e com a glicemia pds-prandial

(p=0,023). Concluiu-se, entdo, que a glicose salivar ndo mostrou associa¢cdo com as demais



variaveis em SDM1, mas com a glicemia em jejum e a dieta em CDM1. Diante disso, futuros
estudos sdo necessarios para ratificar o uso de glicose salivar no diagnostico precoce e no
monitoramento do DM1. Portanto, os achados da presente pesquisa sugerem que mais estudos

com métodos de amostragem de saliva semelhantes sejam realizados.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus Tipo 1. Saliva. Dieta. Céarie Dentéria. Gengiva. Crianca.



ABSTRACT

The present thesis has objectives divided into two chapters. Chapter 1 aims, through a
systematic review with meta-analysis, to investigate whether diabetes mellitus type 1 (DM1)
promotes changes in salivary levels of immunoglobulins (Ig) A, G and M when compared to
that in individuals without DM1. The search strategy was performed in eight databases and gray
literature, with nine studies being selected. Diabetic patients had a significant reduction in
salivary flow (p=0.0008; Cohen's d = -0.19, 95% CI= -0.33, -0.05), but not significant enough
to modify the IgA concentration (p=0.120; Cohen's d) = 0.58, 95% CI = -0.15, 1.32). However,
DM1 increased IgA concentration by reducing salivary flow (Cohen's d = 0.84; 95% CI = 0.36,
1.32), with a strong estimate of effect (p=0.0006). Regarding IgG, no significant change was
observed with DML1 in the patients' saliva (p=0.420). There was no significant variation in
salivary 1gM levels (p=0.300). Chapter 2 aimed to evaluate the association between salivary
parameters: glucose (GS), flow, pH and proteins concentration; fasting and postprandial blood
glucose; glycated hemoglobin; caries (Cl), plague (PI) and gingival bleeding (BI) indexes; and
diet in children with (CDM1) and without (SDM1) DM1. The CDM1 and SDM1 groups were
composed of 36 and 49 patients, respectively, matched for sex and age. For the evaluation of
Cl, Pl and BI, a clinical examination was performed. The dietary pattern was obtained through
the diet diary for the 24 hours prior to the appointment. Unstimulated total saliva was collected.
Salivary protein concentration was analyzed by the bicinchoninic acid method. The
Kolmogorov-Smirnov, Mann-Whitney and Spearman tests were used, considering p<0.05 and
Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS®) software. SG, Cl, Pl and Bl were
submitted to the multiple linear regression model. There was no difference in mean salivary
flow (p=0.649), CI (p=0.868), IP (p=0.618) and protein concentration (p=0.712). CDM1 had
lower Bl (p=0.031) and pH (p<0.001), higher values for mean number of meals (p<0.001) and
carbohydrate-based meals (p<0.001), lower mean of intervals (p<0.001) and higher SG
(p=0.036). Salivary glucose was directly correlated with fasting glucose (p=0.043) in CDM1
and showed positive collinearity with fiber count (p=0.018) and fasting glucose (p=0.048). In
the CDM1 group, female gender (p=0.033) was significantly associated with plaque index,
while the number of meals with sucrose showed inverse collinearity with this parameter
(p=0.046) and pH (p=0.034) showed direct collinearity. The bleeding index showed direct
collinearity with age (p=0.043) and with postprandial blood glucose (p=0.023). It was
concluded, then, that salivary glucose was not associated with the other variables in SDM1, but

with fasting glucose and diet in CDM1. Future studies are needed to confirm the use of salivary



glucose in the early diagnosis and monitoring of DM1. The findings of the present research

suggest that more studies with similar saliva sampling methods would be carried out.

Keywords: Diabetes Mellitus Type 1. Saliva. Diet. Dental Caries. Gingiva. Child.
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| INTRODUCAO GERAL

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune, de carater multifatorial,
resultante da destruicdo das células B pancredticas, ocasionando deficiéncia completa na
producdo de insulina e dependéncia de insulina exdgena ao longo da vida (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2021). As causas desse processo de destruicdo ainda séo
imprecisas, mas sugere-se uma combinacdo de suscetibilidade genética e fatores ambientais,
como alguns fatores dietéticos, infec¢des virais e toxinas (YOU; HENNEBERG, 2016). A
prevaléncia de DM1 estd em crescimento e, atualmente, corresponde a um indice de 5 a 10%
de todos os casos de diabetes mellitus (DM). Essa doenca afeta igualmente homens e mulheres
e € regularmente diagnosticada em criancas, adolescentes e adultos jovens (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

Em 2019, estimou-se que aproximadamente 463 milhdes de pessoas no mundo
tinham diabetes e presume-se que esse numero chegara a 578 milhdes em 2030 e 700 milhdes
em 2045 (INTERNACIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). Dados preveem que,
anualmente, aproximadamente 76.000 individuos abaixo de 15 anos de idade desenvolvem
DM1 em todo o mundo, além de haver uma tendéncia de aumento da incidéncia da doenca em
menores de 5 anos de idade (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

O DML subdivide-se em: (1) tipo 1A — confirmado pela presenca de um ou mais
autoanticorpos, sendo a forma mais frequente de DM1. Mesmo com sua fisiopatologia ainda
ndo integralmente conhecida, sabe-se que envolve predisposicdo genética associada a fatores
ambientais, como elementos dietéticos, infeccBes virais e determinadas composi¢bes da
microbiota intestinal, que estimulam a resposta autoimune; (2) tipo 1B — denominado
idiopatico. Nesses casos, ndo ha deteccdo de autoanticorpos circulantes, o que pode contribuir
para um conflito de diagnostico com outros tipos de DM (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2019). Além do DM1, ha outras classificagdes de diabetes mellitus: diabetes
mellitus tipo 2 (progressiva diminuicdo da secrecdo insulinica); e tipos especificos de diabetes
envolvendo outras causas, como doencas do pancreas exocrino, induzido por medicamentos ou
agentes quimicos e diabetes gestacional (diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre de
gravidez sem ter sido previamente detectada) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2021).

O diagndstico do DM se da através dos seguintes valores em exames laboratoriais:
glicemia em jejum > 126mg/dL; glicose plasmatica de 2h, durante um teste oral de tolerancia a
glicose de 75g (TOTG) > 200mg/dL; hemoglobina glicada (Alc) > 6,5% e glicose ao acaso >
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200 com sintomas inequivocos de hiperglicemia (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2019). A menos que haja um diagnostico clinico claro (crise hiperglicémica
ou sintomas classicos de hiperglicemia e glicose plasmatica aleatéria >200mg/dL), o
diagndstico de diabetes requer dois resultados de teste anormais (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2021).

A apresentacao inicial da doenca se da através de polidria, polidipsia, boca seca,
falta de energia, perda de peso subita e visdao embacada (LARGAY, 2012). Em situacfes mais
graves, 0 paciente pode apresentar um quadro de cetoacidose, resultado do excesso de glicose
e cetona no sangue, gerando desidratacdo severa e perda de eletrélitos. Se ndo tratada, a
cetoacidose diabética pode levar a edema cerebral, ao coma e até a morte (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2019).

Uma dieta saudavel com alimentos em quantidades e proporc¢des adequadas a idade
e ao estagio de crescimento geram grandes beneficios as criancas com diabetes, uma vez que
fornece a ingestdo de energia e nutrientes adequados, favorece o controle glicémico, previne 0s
episddios de hipo e hiperglicemia e reduz o risco de complicagbes micro e macrovasculares
(SMART; ASLANDER-VAN VLIET; WALDRON, 2009). Com o objetivo de realizar o
controle glicémico e permitir flexibilidade nas escolhas alimentares, 0s pacientes sdo orientados
a fazer a contagem de carboidratos, que € um planejamento de refei¢ces que foca no carboidrato
como nutriente primario que afeta a resposta glicémica pos-prandial (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2017). Esse registro pode ser feito através de um registro ou diario
alimentar, que fornece informacdes sobre a ingestdo de todos os alimentos e bebidas
consumidos durante um determinado periodo (DOICHINOVA; BAKARDIIEV; PENEVA,
2015).

Evidéncias mostram a importancia do controle glicémico em pacientes com DM1
ao relatarem sua relacdo com a reducdo no desenvolvimento de complica¢Ges microvasculares,
como retinopatias, nefropatias e neuropatias. Adolescentes apresentam maior dificuldade de
estabelecer o controle glicémico em comparagdo com adultos, apresentando elevados niveis de
Alc, e maior suscetibilidade aos episddios de hipoglicemia grave (DIABETES CONTROL
AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993).

O tratamento para criancas e adolescentes consiste em uma triade: multiplas

injecOes de insulina diariamente, alimentacdo saudavel e atividade fisica regular
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(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). Em criancas de 2 a 5 anos de idade,
o controle glicémico adequado é usualmente dificil de ser antigido, possivelmente devido as
variacdes na alimentacao diaria e na atividade fisica (KIESS et al., 1998). Diretamente
envolvida nesse controle glicémico esté a insulina, que é o mais potente hormonio anabdlico e
exerce um papel fundamental no desenvolvimento de tecidos, no crescimento e na regulacao
da homeostase da glicose em todo o corpo, alem de influenciar o metabolismo de lipidios,
aumentando a sintese lipidica no figado e nas células de gordura (PESSIN; SALATIEL, 2000).
O DM1, assim como outras doengas com repercussao sistémica, afeta a funcdo das
glandulas salivares, comprometendo a quantidade e a qualidade de saliva produzida (LIMA-
ARAGAO et al., 2016). Alteracbes salivares sdo encontradas em pacientes diabéticos,
especialmente naqueles que possuem baixo controle metabdlico, e influenciam no
desenvolvimento, nos sintomas e na severidade de muitas doencas da cavidade oral
(NEGRATO; TARZIA, 2010). Ao ser comparada com a saliva de pacientes saudaveis, a saliva
de diabéticos apresenta algumas diferencas qualitativas e quantitativas, como: reduc¢édo do pH
salivar e da capacidade tampdo (MOREIRA et al., 2007) e niveis elevados de glicose,
carboidratos e proteinas totais (LOPEZ et al., 2003; SIUDIKIENE et al. 2008), assim como de
IgA e 19G (JAVED et al., 2009; SIUDIKIENE et al., 2008; TENOVUO et al., 1986).

A utilizacdo da saliva como meio diagnéstico tem sido amplamente difundida
devido a facilidade de coleta, ao menor risco de contaminacéo para o profissional durante o
manuseio do fluido, ao facil armazenamento e ao baixo custo quando comparada a coleta de
sangue (MOURA et al., 2007). Em pacientes diabéticos, a saliva tem sido estudada para analise
de fluxo salivar estimulado (BELAZI et al. 1998; ROSA; ROCHA; LOPES, 1993; TENOVUO
etal. 1986) e ndo estimulado (BEN ARYEH et al., 1993; MOORE et al., 2001), glicose (LOPEZ
etal., 2003), pH (LOPEZ et al., 2003; MOREIRA et al., 2009), composigéo proteica (AYDIN,
2007; CABRAS et al, 2010) e imunoglobulinas (MALICKA; KACZMAREK;
SKOSKIEWICZ-MALINOWSKA, 2015).

A analise de imunoglobulinas na saliva vem sendo estudada em diversas
populacdes portadoras de diferentes tipos de hepatite (DAMASCENO et al., 2018; SINGH et
al., 2016), COVID-19 (ISHO et al., 2020; LI et al., 2021; MACMULLAN et al., 2021),
insuficiéncia renal cronica (PALLOS et al., 2015), leucemia linfoblastica aguda (PROC et al.,
2020), ansiedade (MA; SERBIN; STACK, 2018), entre outras. Pesquisas que relacionam DM1
e imunoglobulinas salivares abordam diferentes metodologias e revelam diferentes desfechos
(BELAZI et al, 1998; BEN-ARYEH et al. 1993; MALICKA; KACZMAREK;
SKOSKIEWICZ-MALINOWSKA, 2015; ROSA; ROCHA; LOPES, 1993; TENOVUO et al.
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1986). Reforcando a controvérsia desses resultados, Martins et al. (2021) observaram que
pacientes com DM1 apresentavam reducdo significativa do fluxo salivar ndo estimulado e que
a concentracdo salivar de IgA, 1IgG e IgM ndo pareceu alterada nesses individuos quando
comparada a controles saudaveis. Contudo, eles também verificaram aumento nos niveis
salivares de IgA dependente da estimativa de proteina total e devido a uma redugdo no fluxo
salivar. Tais achados destacaram a caréncia de estudos bem delineados, com base em
metodologias padronizadas.

Tendo em vista a escassez de estudos pareados entre pacientes com e sem DML, a
presente tese tem por objetivo aprimorar o conhecimento a respeito das caracteristicas inerentes
aos pacientes com a doenca e comparar aos saudaveis para esclarecer questdes do DML1 ainda

incompreendidas.
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Il PROPOSICAO

Os objetivos do presente trabalho foram:

Objetivo geral

Avaliar transversalmente dados sobre padrdes alimentares, salivares e plasmaticos,

experiéncias de cérie e doencas periodontais em criangas com e sem diabetes mellitus tipo 1.

Objetivos especificos

- Verificar se ha na literatura associagdo entre niveis salivares de imunoglobulinas
(A, GeM)eDMI,;

- Avaliar a associacdo entre glicose, fluxo, pH e concentracdo de proteinas
salivares; glicemia em jejum e pds-prandial; hemoglobina glicada; indices de cérie, placa e

sangramento gengival; dieta; e caracteristicas socioecondmicas em criangas com e sem DML1.
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111 CAPITULOS

Esta tese estd baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pds-
Graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Ceara, que regulamenta o formato
alternativo para dissertacdes de Mestrado e teses de Doutorado, e permite a insercao de artigos
cientificos de autoria ou coautoria do candidato (Anexos A). Parte dela, por se tratar de estudo
envolvendo seres humanos, foi submetida & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara e aprovada (protocolo nimero 1.020.102) (Anexo B). Assim

sendo, esta tese € composta de dois capitulos, conforme descrito abaixo:

Capitulo 1 (publicado): Salivary immunoglobulins (A, G and M) in type 1 diabetes mellitus
patients: A PROSPERO-resgistered systematic review and meta-analysis
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Objective: To assess the difference in the salivary levels of immunoglobulins between patients with type 1 diabetes
Immunoglobulin A mellitus (DM1) and healthy controls.

Immu“"gl‘)buu“ G Design: This systematic review was registered on the PROSPERO (CRD42020159198) database. All references
Imlm”“‘)gl‘)b“lm M were cross-checked and the risk of bias assessment was conducted using the Newcastle-Ottawa Scale. The Grading
Saliva

Diabetes mellitus of Recommendations, Assessment, Development, and Evaluation (GRADE) approach was used to appraise the
Type 1 quality of evidence. The standardized mean difference and Cohen'’s d as the effect size were used in the meta-
analysis. I-square statistics was used to estimate heterogeneity. Analysis was performed using the
RevMan® software (p < 0.05) with a 95 % confidence interval.

Results: Of the total 92 articles, 9 were selected for this study. The meta-analysis included 333 DM1 patients and
325 healthy controls. DM1 patients showed a significant reduction in salivary flow (p = 0.0008; Cohen's d=
—0.19, C1 95 %= —0.33, —0.05), although not significant enough to modify the IgA concentration (p = 0.120; Cohen's
d = 0.58,CI 95 %= —0.15, 1.32). However, DM1 increased IgA concentration by reducing salivary flow (Cohen'’s
d= 0.84;CI95 % = 0.36, 1.32), with a strong estimate of effect (p = 0.0006). Regarding IgG, no sig- nificant change
was noted with DM1 in the patient’s saliva (p = 0.420). Furthermore, there was no significant variation in the
salivary IgM levels (p = 0.300).

Conclusions: The data suggest that the salivary levels of the evaluated immunoglobulins do not seem to be altered
in DM1 patients when compared to that in healthy controls. However, the increase in IgA salivary concentration

was dependent on total protein estimation.

1. Introduction worldwide, mainly affecting children and adolescents (Atkinson,
Eisenbarth, & Michels, 2014; Daneman, 2006).

Type 1 diabetes mellitus (DM1) is an autoimmune disease charac- DM1 can be subdivided into types 1A (autoimmune) and 1B (idio-
terized by the progressive inability to produce endogenous insulin due to pathic), depending on the presence or absence of circulating autoanti-
partial or total destruction of pancreatic islet B cells (American Diabetes bodies, respectively (Atkinson et al,, 2014; Daneman, 2006). Type 1A
Association, 2019). DM1 accounts for 5-10 % of diabetes patients accounts for most of the DM1 cases, and its pathophysiology involves

Abbreviations: DM1, type 1 diabetes mellitus; GRADE, grading of recommendations, assessment, development, and evaluation; SMD, standardized mean dif-
ference; NOS, Newcastle-Ottawa Scale; RoB, risk of bias.
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both environmental and genetic factors. Type 1B, on the other hand, has
no apparent cause. However, both subtypes have no differences in
treatment and possible acute and chronic complications (American
Diabetes Association, 2019). When not controlled in the long run, in-sulin
deficiency causes extensive and irreversible damage to the kidneys, eyes,
nerves, large and small vessels, and the blood clotting process
(International Diabetes Federation, 2019).

Blood is a liquid tissue formed by different cell types, including an-
tibodies called immunoglobulins, suspended in plasma. Immunoglobu-
lins are glycoprotein molecules produced by B lymphocytes in a "Y"
form, and are responsible for identifying, binding, and neutralizing
foreign organisms and substances such as bacteria, viruses, fungi, toXins,
and allergens (Tiller & Tessier, 2015). Currently, there are five classes of
immunoglobulin isotypes known in mammals, namely IgA, IgD, IgE,
IgG, and IgM (Tiller & Tessier, 2015). Blood IgA deficiency is observed
in DM1 individuals and is usually accompanied by normal or increased
serum levels of IgG and IgM (Hong & Ammann, 1989; Landgraf, Rosario,
Moura, Wells, & Figueiredo, 2008).

Saliva is an aqueous fluid consisting of secretory products (organic
and inorganic) from the salivary glands and other substances from the
oropharyngeal mucosa, upper airways, gastrointestinal reflux, gingival
sulcus fluid, food debris, and blood-derived components. It is respon-
sible for multiple functions, such as digestion, buffer, remineralization,
lubrication, and protection (Malathi, Mythili, & Vasanthi, 2014). The
current consensus is that almost everything that can be measured in
blood is also measurable in the saliva (Javaid, Ahmed, Durand, & Tran,
2016).

Throughout the day, fluctuations in salivary variables, such as theflow
rate and the concentration of the different components, are influ- enced by
the circadian rhythm (Brandao, Soares, Mateus, & de Freitas, 2014;
Damasceno et al, 2018; Dawes, 1975; Ferguson & Botchway, 1979).
Therefore, its recognition as a valuable medical data source is
important.

Systemic diseases such as DM1 can compromise salivary gland
function and consequently influence the quantity and quality of the
saliva produced (Mata et al, 2004; Tenovuo et al., 1986). Reduced
salivary flow and higher concentrations of glucose, urea, and total
proteins, have also been frequently reported (Belazi, Galli-Tsinopoulou,
Drakoulakos, Fleva, & Papanayiotou, 1998; Ben-Aryeh, Cohen, Kanter,
Szargel, & Laufer, 1988; Busato, de Antoni, Calcagnotto, lgnécio, &
Azevedo-Alanis, 2016; Khayamzdeh et al., 2017; L()pez et al.,, 2003;
Pappa, Vastardis, & Rahiotis, 2020; Shahbaz et al.,, 2014; Shahbaz, Katti,
Khan, & Pawar, 2017).

Elevated levels of immunoglobulin have been strongly associated with
the development and progression of inflammatory diseases such as
diabetes (Parizi, Akbari, Malek-Mohamadi, Parizi, & Kakoei, 2019).
Nieminen, Kari, and Saxen (1993)) demonstrated that the titers of sali-
vary antibodies correlated directly with the titers of serum antibodies,
which reinforces the importance of assessment of these biomarkers in
saliva samples from diabetic subjects.

Of clinical importance, immunoglobulins seem to influence oral health,
as they interfere with microbial adherence or inhibit the cellular
metabolism of pathogens (Naiff, Orlandi, & Santos, 2012). In patients who
develop diabetes mellitus, there is an increased susceptibility toinfections;
therefore, they also become more susceptible to periodontal disease
(Grossi et al,, 1997). The imbalance in the production or secre- tion of
immunoglobulins in these systemically compromised individuals alters
mucosal defenses against specific microorganisms, such as
A. actinomycetemcomitans, which increases susceptibility to periodontal
disease (Gomes et al, 2006). Chronic periodontitis patients have
demonstrated both higher mean serum and salivary levels of IgA against
A. actinomycetemcomitans (Gadekar et al., 2018) and a strong association
between saliva-related quantities of this pathogen and the concentration
of this immunoglobulin (Isola et al, 2020; Liljestrand et al, 2014).
Furthermore, it has been shown that the IgA-mediated salivary response
against A. actinomycetemcomitans can be targeted in diabetic individuals
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with periodontitis (Bachrach et al., 2008).

Previous studies have analyzed the presence and quantity of salivary
immunoglobulins in different systemic diseases (Damasceno et al,, 2018;
Del Roio Liberatore et al., 2005; Pels, 2017). In the field of DM1, some
investigations have shown controversial results regarding the quantifi-
cation of IgA, IgG, and IgM from saliva samples. When compared with
non-diabetic patients, data from individual studies have shown
increased levels of IgA (Belazi et al., 1998; Ben-Aryeh, Serouya, Kanter,
Szargel, & Laufer, 1993; Malicka, Kaczmarek, & Skoskiewicz-
Malinowska, 2015; Tenovuo et al.,, 1986; Yavuzyilmazet al., 1996)
and IgG (Javed, Sundin, Altamash, Klinge, & Engstrom, 2009; Tenovuo
et al, 1986) in DM1 individuals and non-significant differences in IgA
(Ahmadiafshar, Mohsenifard, & Mazloomzadeh, 2015; Ben-Aryeh etal,,
1988; Javed et al,, 2009; Rosa, Rocha, & Lopes, 1993), IgM (Rosa et al,,
1993; Tenovuo et al,, 1986), and IgG (Belaziet al., 1998; Rosa et al,,
1993) between both groups (DM1 versusnon-diabetics subjects). In
this scenario, considering the role of immu- noglobulins in the
pathogenesis of several oral diseases that could affect individuals with
type 1 diabetes, it is reasonable to synthesize the published data
regarding the levels of immunoglobulins in saliva fromDM1 subjects
compared to healthy patients as well as analyze the cer-tainty of
evidence through a systematic review approach.

The present study hypothesizes that saliva from DM1 patients shows
altered concentrations of IgA, IgG, and IgM. Therefore, the objective of
this systematic review was to summarize the existing evidence from
primary studies in order to answer the following question: Does DM1
alter the levels of salivary immunoglobulins (A, G, and M) when
compared to that in individuals without DM1?

2. Materials and methods

The present systematic review was performed following seven main
phases: protocol registration, information sources and search strategy,
study selection, data collection process, data analysis, risk of bias eval-
uation, confidence in cumulative evidence, and synthesis of the results. The
process of article selection and conduction of this research did not require
ethical approval since this review did not directly involve human subjects
and was based on an analysis of published studies.

2.1. Study design, protocol, and registration

This study evaluated the salivary immunoglobulins in patients with
DM1 and followed "Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses" (PRISMA) (Moher, Liberati, Tetzlaff, & Altman, 2009).
This systematic review was registered at the International Pro- spective
Register of Systematic Reviews (PROSPERO) with the protocol number
CRD42020159198.

2.2. Inclusion and exclusion criteria

Studies that focused on the salivary immunoglobulins in human DM1,
without any language or year of publication restrictions, were selected for
data analysis. Investigations were excluded for any of the following
reasons: (1) letters to the editor, (2) author’s personal opin- ions, (3)
reviews, (4) book chapters, (5) meeting abstracts,(6) unavai- lable full
texts, (7) patients with syndromes, craniofacial abnormalities, and medical
impairments, (8) absence of data related to DM1, and (9) studies not
written in Latin (Roman) alphabet. During the article se- lection process,
studies were included regardless of the age at which diabetes was
diagnosed since there is evidence in the literature that DM1 can be
diagnosed late in adulthood (Maahs, West, Lawrence, &

Mayer-Davis, 2010; Merger, Leslie, & Boehm, 2013; Thomas et al,,
2018).
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2.3. Information sources and search strategy

Individual searches were performed on the PubMed, Scopus, Web of
Science, COCHRANE, LILACS, and DOSS databases. A partial gray literature
search was also performed using Google Scholar, ProQuest,and OpenGrey.
Combinations of words were appropriately selected for each database, as
illustrated in Supplementary file 1. The searchincluded all articles
published up to June 2020, with no time or lan-guage restrictions.
Duplicate studies were identified using EndNote X8® (Thompson Reuters,
New York, NY).

2.4. Study selection

The study selection was performed using a two-phase process. Phase 1
involved screening the titles and abstracts of each study by two in-
dependent reviewers (RARCM and FWGC), using a web application for
systematic reviews (Rayyan®, Qatar Computing Research Institute,Doha,
Qatar) (Ouzzani, Hammady, Fedorowicz, & Elmagarmid, 2016). Articles
that did not fulfill the inclusion criteria were excluded. Phase 2 comprised
full reading of the studies from Phase 1 by the same two re- viewers
(RARCM and FWGC). Any disagreements between the observers were
resolved by discussion with a third author (TRR).

2.5. Data collection process

Data were extracted by one author (SMS). A second author (FSRC)
cross-checked all the information to verify the quality of the data. Incases
of disagreement between the authors who participated in this process, a
third author (TRR) made the final decision.

The following information was obtained from the selected studies:
author(s), publication year, country, methodological design, saliva
collection (method, origin, stimulation, time, inhibitor, flow rate), par-
ticipants (sample size, sex, and age), DM1 findings (diagnosis time, use
of glucose-lowering drugs, glycemic control aspects, and associated
comorbidities), immunoglobulins (laboratory method and concentra-
tion), and the main conclusions.

2.6. Data analysis

The meta-analysis of the salivary flow was conducted using the dif-
ferences between the means. Since they were not on the same scale, the
immunoglobulin concentrations were included in the meta-analysis with
the standardized mean difference (SMD) and Cohen's d values. To
calculate Cohen's d, which is a useful approach to standardize the effect
size from measurements made at different scales, it is necessary to divide
the mean difference by the standard deviation of the difference related
to each study and evaluated parameters.

For both cases, the random-effects and inverse variance methods were
used because the studies were non-clinical trials (fixed effects) and non-
standardized in the same parameters. The coefficient 12, which al- lows for
the discrepancy between the results of the evaluated studies,was used to
estimate the heterogeneity. Additionally, a subgroup anal- ysis was
performed for unstimulated vs. stimulated saliva, and one-of- out analysis
was performed by remotion of study-to-study to verify the weight of each
study in the meta-analysis.

The analysis was performed using RevMan® software (p < 0.05) with
a 95 % confidence interval.

2.7. Risk of bias in individual studies

This analysis aimed to evaluate the risk of biased results and identify
potential systematic or random errors that could occur when conducting
each included study. Therefore, the Newcastle-Ottawa Scale (NOS) was
used to appraise the methodologic quality-based risk of bias (RoB) of the
included studies. This tool attributes scores (currently represented by a
star) based on a point system among the three main domains: selection
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(maximum of one point per item), comparability (maximum of two points
considering both items), and exposure (maximum of one pointper
item). According to Pereira, Mata, Figueiredo, Silva, and Pereira (2019)),
the cut-off point to classify the study quality as “low” (high RoB) is < 3.
Moderate (moderate RoB) and high (low RoB) quality studies received 4—
6 and 7-9 points, respectively. This analysis was performed to evaluate
biased results and identify systematic or random errors in the execution
of the included studies.

2.8. Quality of the evidence

Grading of Recommendations, Assessment, Development, and Eval-
uation (GRADE) recommendation was used to evaluate the quality of
evidence. This assessment is based on the reliability of an estimate of
effect or association, reflecting the item being assessed (Schiinemann,
Brozek, Guyatt, & Oxman, 2013). The GRADE profiler condenses the
evidence quality using GRADE pro-GDT software (http://gdt.guideline
development.org). One or two levels downgrade the quality of the evi-
dence for each evaluated characteristic, depending on the seriousness of
some features such as study design, RoB, consistency (i.e., assessment of
differences in the estimated size of an intervention's effect from the
included primary studies), directness (i.e,, use of surrogate outcomes),
heterogeneity, precision (i.e., random error based on confidence interval
analysis), bias related to publications (i.e., a tendency to publish studies
with statistically significant results), and other characteristics reported by
studies included in the systematic review. This analysis was per- formed
to score the level of evidence of this systematic review, which is very
important to check how close the findings are to the highest level of
evidence and how much of the results can be considered as “true”.

3. Results
3.1. Study selection

Initially, a total of 92 articles were found from the siX primary
electronic databases (PubMed, Scopus, Web of Science, COCHRANE,
LILACS, and DOSS) in addition to the three databases for gray literature
(Google Scholar, ProQuest, and OpenGrey). After removing the dupli-
cates, 73 studies were selected for further reading of the titles and ab-
stracts, 11 of which were then read in full to assess their eligibility
according to the criteria. Two articles were excluded as they did not
include enough data to identify patients with DM1.

3.2. Characterization of the included studies

Nine studies that fulfilled the inclusion criteria were included in this

systematic review. A flowchart of the identification, screening, and in-
clusion process is depicted in Fig. 1. The selected studies (= 9) assessed
populations from different countries: Finland (Tenovuo et al., 1986),
Brazil (Rosa et al,, 1993), Israel (Ben-Aryeh et al,, 1988, 1993), Greece
(Belazi et al,, 1998), Turkey (Yavuzyilmaz et al.,, 1996), Pakistan (Javed
et al, 2009), Iran (Ahmadiafshar et al., 2015), and Poland (Malicka
etal, 2015), totaling 658 patients (DM1 333, cortrol 325). Cons#ering
the studies that reported the number of individuals regarding sex,
there were 575 subjects (DM1 288, control 287). From this tetal, the
absolute number of males (n 295) was higher than that of females (n
280). The distribution of sex did not differ in the following studies:
Ahmadiafshar et al. (2015) (p 0.101), Belazi et aE(1998) (p 1,000),
Ben-Aryeheet al. (1988) (p 0.851), Javed et a&
(2009) (p= 0.413), Malicka et al. (2015) (p = 0.975), and Tenovuo et al.
(1986) (p=1,000). Ben-Aryeh et al. (1993); Rosa et al. (1993) and
Yavuzyilmaz et al. (1996) did not analyze sex distribution. The mean age
(years) ranged from 6.8-54.23 years in DM1 patients and from 10.5—
40.4 years in the control group (Table 1).

According to Table 2, five investigations did not inform the use of
glucose-lowering agents. Four articles mentioned the use of insulin
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Fig. 1. Flowchart of the literature search and selection criteria.
Adapted from PRISMA.

therapy, and two studies detailed its protocol. In addition, two articles
categorized the metabolic control status of diabetic patients according to
different cut-off points of HbAlc: 6.5 % (Javed et al, 2009) and 8.5 %
(Malicka etal.,, 2015). Glycemic control aspects and other information from
the included articles are reported in Table 2.

Of the articles included in this systematic review, only Javed et al.
(2009) cited data on family history and socioeconomic status. According
to these authors, 81.3 % of diabetic patients had at least one case of the
disease in their family, while for subjects with low metabolic control,
this number reached 100 %. Regarding family income, control group
patients and diabetics with low metabolic control showed the highest and
lowest mean monthly wages, respectively.

All nine studies were included in the meta-analysis, and all of them
were case-control studies written in English. None of these studies used
the immunoglobulins measurement as a diagnostic method; however,
Ahmadiafshar et al. (2015) and Belazi et al. (1998) performed bio-
equivalence on the plasma.

The immunoglobulin concentration in unstimulated saliva was the
most used method in five studies (Ahmadiafshar et al, 2015; Belazi
et al, 1998; Javed et al,, 2009; Malicka et al., 2015; Yavuzyilmaz et al.,
1996). Ben-Aryeh et al. in 1988 and 1993 performed a simultaneous
analysis of the unstimulated and stimulated saliva (submandibular and
parotid, respectively), and Tenovuo etal. (1986) and Rosa etal. (1993)
analyzed only the stimulated saliva. Four studies reported fasting before
the collection (Belazi etal.,, 1998; Ben-Aryeh etal., 1993; Tenovuo etal.,
1986; Yavuzyilmaz et al, 1996) and all articles that mentioned the
collection time performed it in the morning between 8 a.m.and 11 a.m.
No study described the use of an enzyme inhibitor (Table 3).

All studies analyzed IgA levels. IgG levels were additionally analyzed
by Javed et al. (2009); Belazi et al. (1998), and Tenovuo et al. (1986)

and IgM by Tenovuo et al. (1986) and Rosa et al. (1993). Ahmadiafshar
et al. (2015); Javed et al. (2009), and Tenovuo et al. (1986) used anal-
ysis methods utilizing antigen-antibody reactions and colorimetric
staining. Malicka et al. (2015) used the immunoturbidimetric method, and
Belazi et al. (1998); Ben-Aryeh et al. (1993), 1988; Rosa et al. (1993) and
Yavuzyilmaz et al. (1996) used radial immunodiffusion (Table 3).

The mean duration of DM1 ranged from 4.6 (Javed et al., 2009) to 14
(Tenovuo et al., 1986) years (Table 1).

3.3. Meta-analysis: DM1 significantly reduces unstimulated and
stimulated salivary flow

Belazi et al. (1998); Ben-Aryeh et al. (1993); Javed et al. (2009), and
Malicka et al. (2015) analyzed unstimulated salivary flow. These studies
showed a significant reduction in the mean salivary flow by
—0.19 mL/min (CI95% #9.33to 0.05) in DM1 patients (p 0.008). There
was a significant heterogeneity (p < 0.001, > 88 %) ard in the one-of-out
analysis, the removal of Belazi et al. (1998) (p 0.020), Ben-Arseh et al.
(1993) (p < 0.001), Javed etal. (2009) (p 0.001), and Malicka=et al. (2015)
(p 0.040) did not chamge this outcome (Fig. 2).

Ben-Aryeh et al. (1993); Rosa et al. (1993) and Tenovuo et al. (1986)
analyzed the stimulated salivary flow and observed a significant reduction
in DM1 patients (p 0.0003). In this subgroup, there was no significant
heterogeneity (p  0.820, I> =0%) and tke one-of-out anal- ysis showed
that only the removal of the study by Rosa et al. (1993)(p 0.330)
modified the outcome, with its removal diluting the signif- icant difference
between the groups (Fig. 2).

Regarding the stimulated and non-stimulated methods, no difference
was observed between the subgroups (p = 0.060), and a significant
average reduction of -0.14 (CI95 % = —0.27 to —0.02) ml/min was
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Table 1
Sample characterization according to the mean duration of DM1, demographic aspects, and eligibility criteria.
Mean Sex
duration of ) . . L
AUTHOR DM1 Study Female Male Total Age (years)* Inclusion criteria EXclusion criteria
(country) (years) group
DM1 74 52 126 242 £ 13.1 Patients with any diabetic
. i i complications, age < 5 years, presence of
Diabetes diagnosis based on the e i X
i i L. acute or chronic infectious diseases,
o American Diabetes Association . .
Ahmadiafshar . K . inflammatory, endocrine and
) diagnostic criteria and healthy ) e .
et al., 2015 7.7 64 . . immunologic disorders, and individuals
Control 60 64 124 298 £ 11.7 accompanying non-relative ) ) . i
(Iran) . . with a history of anticonvulsive drugs,
voluntaries or medical staff of the . . . K
K penicillamine, and non-steroidal anti-
hospital to compose the control group N
inflammatory drugs use at least 4 weeks
before study
+ B . . . .
DM1 18 16 34 37.5 £ 12.47 Well-established dlabett'es diagnosis o
Malicka ot al (21—57) for at least 1 year, recruited from the Any other systemic illnesses or
alicka et al., . . . . e
2015 (Poland NI 37.0 + 12.03 ill of the outpatient diabetic clinic medications other than those for
5 (Poland) Control 16 14 30 21—57) and healthy non-diabetic individuals diabetes
to compose the control group
DM1 21 27 48 15 (10—19) . . . . i . L i .
Javed et al., Diabetic and non-diabetic children Smoking habit, viral infectious diseases
i ) L. (hepatitis B or C, and human
2009 4.6 (2—12) aged 10-19 years with similar . - .
. Control 21 19 40 14.6 (10—19) X R immunodeficiency virus), and usage of
(Pakistan) socioeconomic statuses .
narcotic drugs
Belazi et al,, DM1 5 5 10 6.8 (4—15) Newly diagnosed diabetic children
NI and healthy children to compose the Other acute or systemic diseases
1998 (Greece) Control 4 6 10 10.5 (5—17)
control group
54.23 £ 15.82
Yavuzyilmaz DM1 NI NI 7 Diabetic patients and systemically . .
et al. 1996 NI &%"?1_77:(:1)3.26 d iodontally health biect Periodontal treatment and/or antibiotics
etal, y Control 10 7 17 and periodontatly healthy subjects in the previous six months
(Turkey) (control group)
142 £85 (19—29)
Ben-Aryeh et al., DM1 NI NI 20 389 % 13.7 Diabetic patients without any other -
Other systemic disease or drug treatment
1993 (Israel) BRpfrol Ni Ni 28 404 £ 12.0
Pisteavic dintdseatvhginpigtienasment
Rosa et al,, 1993 16.0 . Other systematic disease or antibiotic
B} NI comparable in age, sex, race, and N A .
(Brazil) Control NI NI 18 16.0 K . therapy in the previous siX months
socioeconomic status
Ben-Aryeh et al,, DM1 15 20 35 312+74 Diabetic subjects without any other Other systemic disease or treatment
9.5 systemic disease or any treatment
1988 (Israel) Control 14 17 31 29.0+6.2 Y - X Y except for insulin
except insulin
14.0 £9.1 NI NI
Tenovuo et al,, DM1 11 24 35 30.4(17—61)
1986 (Finland) Control 11 24 35 (17—61)

. Age was reported in “average * standard deviation” or “average (range)” or “average” or “range”. NI, not informed.

observed in DM1 patients_(p = 0.030), despite the significant heteroge-
neity (p < 0.001, I = 82 %). Cohen’s d value showed a significant
(p = 0.020) strong estimate of effect (d = —0.95; CI95 % = —1.74 to
—0.16) for this parameter (Fig. 2).

3.4. Meta-analysis: DM1 increases IgA by reducing salivary flow

Since the studies reported their immunoglobulin concentration data
using different scales, the meta-analysis of this parameter was per- formed
using the SMD (Fig. 3).

The meta-analysis of all data showed that DM1 did not significantly
modify the IgA concentration (p#.120) with a Cohen's d value of 0.58
(CI95% #.15 to 1.32). Furthermore, there was significant hetero- geneity
between the studies (p < 0.001, I* 94 %) (E. 3).

In the subgroup of the unstimulated saliva, DM1 did not significantly
increase the IgA concentration (p=0.120), similar to the subgroup of
stimulated saliva (p 0.800), without any significant differences be- tween
the two subgroups (p 0.220) #Fig. 3).

Using one-of-out analysis, removal of articles that evaluated the
unstimulated saliva [Ahmadiafshar et al. (2015) (p 8.200), Belaziet
al. (1998) (p  &260), Ben-Aryeh etal. (1988) (p  6160), Ben-Aryeh

etal. (1993) (p 0.220), Malicka etal. (2015) (p 0.170), and Yavu- zyilmaz et
al. (1996) (p  0.290)] did not change this outcome. How- ever, when the only
study that evaluated IgA by mg of proteins, insteadof by the volume of saliva,
was removed (Javed et al, 2009), the DM1 group revealed a statistically
significant increase in the IgA concentra- tion (d = 0.84; CI 95 % = 0.36—
1.32), with a strong estimate of effect(p = 0.0006). The removal of studies

that evaluated the stimulated
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saliva [Ben-Aryeh et al. (1988) (p 0.090), Ben-Aryeh et al. =
(1993)(p 0.150), and Rosa et al. (1993) (p 0.130)] also did not = =
change the outcome (Fig. 3).

3.5. Meta-analysis: DM1 does not change the concentrations of
IgG andigM

Upon assessing the IgG concentrations, no significant change was
observed in the saliva of DM1 patients (p 0.420), but significant het- =
erogeneity was observed in the studies (p < 0.001,1°95 %). The one- =
of-out analysis showed no significant change in this outcome with
the
removal of Belazi et al. (1998) (p 0.340), Javed et al. (2009) =
(p 0.700), Rosa et al. (1993) (p 0.320) or Tenovuo et al. (1986) = =
(p 0.500). Only Javed et al. (2009) showed a higher concentration =
of IgG since they uniquely evaluated the concentration of IgG by
protein concentration and not by the volume of saliva (Fig. 4).
For the analysis of IgM, Tenovuo et al. (1986) showed an increase
in the concentration of IgM and Rosa et al. (1993) showed no
significant differences. Regarding these two studies, the meta-
analysis showed no significant variation in salivary IgM (p  0.300), =
and the heterogeneity was high (Fig. 5).

3.6. RoB appraisal

One study scored eight out of the maximum of nine points on
theNOS, three studies received seven points, four scored six points,
and one study scored only three points. The item that received the
lowest numberof scores in 77.8 % of the articles was the "selection of
controls.” In terms
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Table 2

Sample characterization (DM1) according to the use of medications, glycemic

control, and additional information.

Use of Glycemic control . .
L Other information
AUTHOR medications aspects
Ahmadiafshar NI HbAlc: 7.65 + 1.14 IgA vs. HbAlc (r
etal, 2015 % =34; p=10.003)
Malicka et al., NI HbA1lc =85 % Subgroups
2015 (well-controlled) according to the
time of DM1
diagnosis: < 10
years or = 10 years
HbAlc > 8.5 %
(poorly controlled)
Javed et al., Insulin therapy HbAlc < 6.5 % HbAlc levels were

2009

Belazi et al.,
1998

Insulin therapy
(two injections
daily; blend of
short- and
medium-acting
insulin forms)

Yavuzyilmaz NI
etal, 1996

Ben-Aryeh Insulin therapy
etal, 1993

Rosa et al., NI
1993

Ben-Aryeh Insulin therapy

et al, 1988 (one or two
injections daily;
average insulin
dose of 44.4U/

day)

Tenovuo et al., NI
1986

(well-controlled;

n = 12; mean of 5.5
% [5.1—6.2])
HbAlc = 6.5 %
(poorly controlled;
n = 36; mean of 12.2
% [11.5—15.2])

NI

Mean blood glucose:
1.57 £ 0.20 mg/mL

NI

NI

NI

NI

assessed between 7
and 30 days before
the study. Random
blood glucose
levels were
measured in well-
controlled (mean
of 5.5 mmol L™*
[5.4—6]) and
poorly controlled

(mean of _;

13.5mmol L
[11.7—14])
patients.

All subjects free
from other acute or
systemic diseases.

NI

NI

NI

Retinopathy
(n=9),
nephropaty

(n = 2), peripheral
vascular disease
(n=3),
neurophathy
(n=7),
dermatologic
problem (n = 10)

Regular smokers
(n=12),
sarcoidosis and
rheumatoid
arthritis (n = 1),
cardiac
insufficiency and
hypertension
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information related to the concentrations of IgA, IgG, and IgM in saliva
from individuals with diabetes, especially subjects with DM1. Cumula- tive
evidence from the studies included in this systematic review

revealed important findings. Data related to diabetic individuals showed
an altered salivary flow rate; however, there were no changes in the

levels of IgG and IgM when compared with healthy controls. Also, the
salivary concentration of IgA remained controversial based on the pre-
sent results. From a clinical point of view, the assessment of salivary
immunoglobulins standardized by the total amount of proteins seems to
be a promising method that minimizes the influence of the salivary flow

rate on the dosage of these biomarkers in diabetic patients. Furthermore,
this study highlighted the importance of determining the salivary levels

of IgA, 1gG, and IgM, since they could be investigated in future studies
evaluating oral health aspects of patients with DM1.

Saliva is a complex aqueous fluid that contains essential humoral
immunity components, such as immunoglobulins (Lee & Wong, 2009).
Regarding the oral cavity, most of these antibodies are of the A and G
classes. They are present in periodontal tissues, commonly found in the
gingival crevicular fluid, reacting with different molecules (e.g., lip-
osaccharides and bacterial carbohydrates) in periodontal disease (Isaza-

Guzman, Tobon-Arroyave, & Martinez-Pabon, 2016). IgA is a
predominant immunoglobulin in the mucous membranes of the gastro-

intestinal, respiratory, and genitourinary tracts and in secretions such as

tears, breast milk, and saliva (Miletic, Schiffman, Miletic, & Miller,
1996), which justifies the choice of this immunoglobulin for analysis by
all the studies included in this review. In saliva, its dimeric form (IgA-s)
can better resist proteolysis due to the presence of a secretory compo-
nent composed by two antibodies (Miletic et al., 1996) and correspondsto
an important parameter that reflects the mucosal immune status and
different systemic conditions, with an additional advantage that it is

measurable qul’(l)% noninvasive methods and with minimal discomfort
(Bosqui et al,, 2020; de Andrade et al,, 2019; Hucklebridge et al., 2000;

Kilian, Reinholdt, Lomholt, Poulsen, & Frandsen, 1996; Parizi et al.,,

2019).
Presently, some studies have reported a significant salivary increase

in IgA levels. However, pooled statistics indicated a dependent effect
related to salivary flow reduction. It is essential to consider that changes
in salivary flow rates may have a dilutive effect on the concentration of
salivary gland immunoglobulins (Bishop & Gleeson, 2009). In addition,
a high concentration of this immunoglobulin may be the result of its
local production in the salivary glands or reflects an altered glandular
cell permeability (Liberati et al., 2009). Concerning IgG, although two
studies have demonstrated higher titers of this antibody in saliva from

diabetic patients (Javed et al., 2009; Tenovuo et al., 1986), cumulative
data did not show a statistically significant difference in comparison to
healthy controls. Altogether, the interpretation of the results for both
salivary immunoglobulins should be carefully evaluated, since different
standard methods for estimating salivary concentrations have been

reported. . . . . .
Diabetes mellitus is an endocrinal disease that commonly displays

(n=2)

*Age was reported in "average + standard deviation” or "average (range)” or
“average” or “range”.

of bias, four studies were classified as low, four as moderate, and one
had a high RoB (Table 4).

3.7. Additional analysis and confidence in cumulative evidence

According to the GRADE evidence profile table, which is based on certain
aspects outlined in Table 5, the certainty was estimated to bevery low for

all outcomes (salivary IgA, IgG, and IgM concentrations).

4. Discussion
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To date, no meta-analysis has assessed and documented detailed
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impaired host immune system and metabolic dysfunction, predisposing
the occurrence of disorders in the oral cavity (e.g., mucosal lesions, dental-
related alterations, and salivary flow changes), as summarized ina
published systematic review (Gonzalez-Serrano et al., 2016). A higher
prevalence of oral colonization by Candida sp. has been observed in type
1 diabetic individuals when compared with type 2 diabetes mellitus
(Kumar, Padshetty, Bai, & Rao, 2005) as well as in uncontrolled diabetic
subjects (Kheirmand Parizi, Akbari, Malek-Mohamadi, Kheirmand Par-izi,
& Kakoei, 2019). Interestingly, Javed et al. (2009) demonstrated a

statistically significant increase in the concentration of IgG (pg)/mg
protein in saliva from diabetic patients that exhibited this fungal
infection, which is an immunoglobulin indicator of oral inflammation
(Sandholm, Tolo, & Olsen, 1987). Regarding the number of decayed,
missing, and filled teeth (DMFT), two studies included in this systematic
review did not report a significant correlation between DMFT and sali-
vary immunoglobulin levels in patients with DM1 (Ben-Aryeh et al,,
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Table 3
Methodological characterization of the studies.
Author Type of saliva Type of saliva Fasting Collection IgA IgG IgM Dosage method Salivary
collection time glucose
Ahmadiafshar Unstimulated Whole NI NI Yes No No ELISA (colorimetric) No
etal., 2015
Malicka et al., Unstimulated Whole NI NI Yes No No Immunoturbidimetric method No
2015
Javed et al., 2009 Unstimulated Whole NI NI Yes Yes No ELISA No
Belazi et al., 1998 Unstimulated Whole 2 h of fasting 9h - 11h Yes Yes No Radial immunodiffusion and Yes
nephelometry
Yavuzyilmaz et al., Unstimulated Whole 1h after breakfast 8h - 11h Yes No No Radial immunodiffusion No
1996 (precipitation)
Whole unstimulated
Ben-Aryeh et al., Stimulated and Whole stimulated 1h after the last L ) .
) ) . 9h - 11h Yes No No Radial immunodiffusion No
1993 unstimulated Submandibular meal
stimulated
X Minimum 2 h
Rosa et al, 1993 Stimulated Whole NI Yes Yes  Yes Simple radial immunodiffusion No
after breakfast
Ben-Aryeh et al., Stimulated and Whole unstimulated . : .
. i . NI 8h30—11h Yes No No Radial immunodiffusion Yes
1988 unstimulated Parotid parotid
8h - 11h Yes Yes Yes No
meal
al. 1h he 1 " i i "
Tenovuo et al,, Stimulated Whole after the last Trappm-g antibody"- type
1986 enzyme immunoassay
DM Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Unstimulated saliva (ml/min)
Ahmadiafshar etal., 2015 0 0 0 0 0 0 Not estimable
Belazietal., 1998 0.79 046 10 1.06 037 10 75% -0.27[-0.64,0.10] e
Ben-Aryeh et al., 1988 (Unstimulated) 0 0 0 0 0 0 Not estimable
Ben-Aryeh et al., 1993 (Unstimulated) 029 017 20 036 013 20 222% -0.07[-0.16,0.02 —=T
Javed et al., 2009 0.2 0.08 48 05 01 40 25.0% -0.30[-0.34,-0.26] -
Malicka et al., 2015 038 019 34 053 02 30 220% -0.15[-0.25,-0.05] ——
Yavuzyilmaz et al., 1996 0 0 0 0 0 0 Not estimable
Subtotal (95% CI) 112 100 76.7% -0.19[-0.33,-0.05] <
Heterogeneity: Tau®= 0.02; Chi*= 24.82, df= 3 (P < 0.0001), F= 88%
Test for overall effect: Z= 2.64 (P = 0.008)
Stimulated saliva (ml/min)
Ben-Aryeh et al. 1988 (Stimulated) 0 0 0 0 0 0 Not estimable
Ben-Aryeh et al. 1993 (Stimulated) 0.72 036 20 078 0.1 20 144% -0.06[-0.27,015] =
Tenovuo et al., 1986 1.47 063 35 162 074 35 B89% -015[0.47,017] —T
Yavuzyilmaz et al., 1996 0 0 0 0 0 0 Not estimable
Subtotal (95% Cl) 55 55 23.3% -0.09[-0.26,0.09] i
Heterogeneity: Tau®*= 0.00; Chi*= 0.21, df=1 (P = 0.65), F= 0%
Test for overall effect: Z= 0.97 (P = 0.33)
Total (95% CI) 167 155 100.0% -0.17 [-0.28, -0.05] <L
ity: 2= :Chif= = ‘P= + t t +
Heterogeneity: Tau*= 0.01; Chi*= 28.40, df= 5 (P < 0.0001); F=82% 05 025 0 055 05

Test for overall effect. Z= 2.73 (P = 0.006)
Test for subaroup differences: Chi*= 0.79. df=1 (P=0.38). F=0%

Favours to Control Favours to DM1

Fig. 2. Forest plot of the salivary flow in DM1 and control divided by stimulated and unstimulated saliva.

1993; Rosa et al, 1993).

The main finding observed from the present meta-analysis was the
raised salivary quantity of IgA when adjusted in terms of salivary flow or
total protein concentration (mg). In periodontitis, it could be partially
explained by elevated serum effusion through the inflamed pocket
epithelium and prolonged antigenic stimulus (Reiff, 1984). Addition- ally,
specific interleukins (e.g., IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, and IL-10) are involved in
the activation and proliferation of B lymphocytes and the production of
IgG and IgA in response to microorganisms associated with periodontal
disease (Lappin, MacLeod, Kerr, Mitchell, & Kinane, 2001). These aspects
of the inflammatory process have been implicated in the pathogenesis of
diabetes since periodontal disease is one of the most prevalent oral
disorders in diabetic type 1 patients (Sadeghi, Taleghani, Mohammadi, &
Zohri, 2017). Although the assessment of periodontal status was not the
primary aim of this systematic review, three studies reported a reduced
response of the periodontium against oral pathogens, which was clinically
characterized by higher gingival index-related severity scores (Ben-Aryeh

to healthy controls. However, these data were not correlated with sali-
etal, 1993; Malicka et al, 2015) and mean probing depth (Yavuzyilmaz et

al.,, 1996) as compared
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vary immunoglobulin levels.

Although the previously mentioned alterations are not specific in
individuals with diabetes, their incidence or progression may be favored
by poor glycemic control and periodontal disease. In contrast, chronic
damage to the periodontal tissues can aggravate uncontrolled glycemic
status, raise the level of pro-inflammatory cytokines, predispose patients
to bacteremia, and consequently, increase the risk of cardiovascular
complications (American Academy of Periodontology, 2000; Saremi
et al, 2005; Ship, 2003). Mucosal atrophy, candidiasis, and lichen pla-
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nus have been reported in subjects with diabetes and to be related to
chronic salivary hypofunction (Gandara & Morton, 2011). Of the studies
included in the present review, no articles had details on this data.
Additionally, it is noteworthy that the immune status of diabetic pa- tients,
especially that related to the production of antibodies, can be impaired due
to hyperglycemia (Sakowicz-Burkiewicz et al,, 2013). Two studies (Ben-
Aryeh et al, 1988, 1993) reported that diabetic patientshad systemic
changes caused by the disease, such as retinopathy, neu- ropathy, sexual
impotence, dermatological problems, and peripheral
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DM1 Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Unstimulated saliva
Ahmadiafshar etal., 2015 276 1625 74 129 1122 60 11.8% 1.03[0.66, 1.39] -
Belazi etal., 1998 374 198 10 63 02 10 98% 2.13[0.98,3.27] —
Ben-Aryeh et al., 1988 (Unstimulated) 93 49 35 71 39 31 116% 0.49 [-0.00, 0.98] —
Ben-Aryeh et al., 1993 (Unstimulated) 166 83 20 69 42 20 111% 1.45[0.74,2.15] ——
Javed etal., 2009 149 153 48 1865 191 40 11.5% <217 [-2.70,-1.64] -
Malicka et al., 2015 80.73 3445 34 5498 3794 30 116% 0.70[0.20,1.21] !
Yavuzyilmaz et al., 1996 79 284 7 301 136 17 97% 2.51[1.33,3.68] —
Subtotal (95% CI) 228 208 77.1% 0.82[-0.22, 1.86] e
Heterogeneity: Tau*=1.82; Chi*= 131.25, df= 6 (P < 0.00001); F= 95%
Test for overall effect. Z=1.55(P=0.12)
Stimulated saliva
Ben-Aryeh et al. 1988 (Stimulated) 111 77 35 145 75 31 116% -0.44 [-0.93, 0.05] =]
Ben-Aryeh et al. 1993 (Stimulated) 56 41 20 441 15 20 11.3% 0.48[-0.15,1.11] T
Tenovuo et al., 1986 0 0 35 0 0 35 Not estimable
Subtotal (95% CI) 90 86 22.9% -0.00 [-0.90, 0.89] e e
Heterogeneity: Tau®= 0.34; Chi*= 5.09, df=1 (P = 0.02); F= 80%
Test for overall effect. Z=0.01 (P =0.99)
Total (95% CI) 318 294 100.0% 0.62[-0.19, 1.43] e
Heterogeneity: Tau®= 1.42; Chi*= 143.34, df= 8 (P < 0.00001); F= 94% ‘4 ‘2 % ;

Test for overall effect Z=1.50(P=0.13)
Test for subaroup differences: Chi*=1.38. df=1 (P=0.24). F=27.7%

Favours to Control Favours to DM1

Fig. 3. Forest plot of the IgA concentration in DM1 and control divided by stimulated and unstimulated saliva.

DM1 Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Belazietal., 1998 118 79 10 139 67 10 32.9% -0.27 [-1.16, 0.61]
Javed et al., 2009 141 26 48 59 35 40 34.2% 2.67 [2.09, 3.26) ——
Tenovuo et al., 1986 66.9 305 11 514 385 9 328% 0.43[-0.46,1.33]
Total (95% Cl) 69 59 100.0% 0.97 [-0.95, 2.89]
Heterogeneity: Tau®= 2.72; Chi*= 36.59, df= 2 (P < 0.00001); F= 95% N 52 3 % i

Test for overall effect: Z=0.99 (P=0.32)

Favours to Control Favours to DM

Fig. 4. Forest plot of the IgG concentration in DM1 and control divided by stimulated and unstimulated saliva.

DM1 Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Rand 95% CI IV, Rand 95% CI
Rosa, Rocha, Lopes, 1993 (Stimulated) 038 05 18 033 063 18 569% 0.08 [[0.57,0.73]
Tenovuo et al., 1986 24 238 N 48 36 9 431% 1.03 [0.08, 1.98] —
Total (95% CI) 29 27 100.0% 0.49[-0.43, 1.41]
0 1 2

Heterogeneity: Tau*= 0.27, Chi*=2.59, df=1 (P=0.11); F=61%
Test for overall effect: Z=1.04 (P = 0.30)

-2 -1
Favours to Control Favours to DM1

Fig. 5. Forest plot of the IgM concentration in DM1 and control divided by stimulated and unstimulated saliva.

Table 4
RoB appraisal based on NOS items.
Rosa . X Javed L X
Ben-Aryeh Tenovuo tal Ben-Aryeh Yavuzyilmaz Belazi etal,, tal Ahmadiafshar Malicka
etal, i etal, o i
etal.,, 199 etal.,, 1998 1993 etal.,, 1993 etal., 1996 1998 2009 etal.,, 2015 etal.,, 2015

Selection
Case definition adequate * * - * * * * * *
Representativeness of cases * * - * * * * * *
Selection of controls - - - - * - * - -
Definition of controls * * * * * * * *
Age and sex * * * * * * * * *
g‘aﬂ?ffs%%‘lhgctors * * * - - - - * *
Ascertainment of exposure * * - * * * * * *
Exposure

methods (cases and * - - * - * * * *
Same ascertainment
Same nonresponse rate

controls) - - - - - - * - -
Total of scores 7 6 3 6 6 6 8 7 7
Réﬁases and controls) Low Moderate High Moderate Moderate Moderate Low Low Low
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Table 5

GRADE evidence profile.

Effect

N2 of

Certainty assessment

Absolute (95 % CI) Certainty Importance

Relative (95 %

cn

Control

M1

D

Other

Indirectness Imprecision

Inconsistency

Risk of bias

Study design

of

studies

considerations

Salivary IgA concentration

CRITICAL

DO©O©O® VERY

L

SMD 0.58 SD higher
(0.15 lower to 1.32

higher)

277

301

strong association

not serious

b .
not serious

very serious

a

serious

observational
studies

Salivary IgG concentration

IMPORTANT

DO©O©O® VERY

L

SMD 0.65 SD higher
(0.93 lower to 2.23

higher)

77

strong association 87

d

serious

not serious

c

very serious

a

serious

observational

studies

Salivary IgM concentration

IMPORTANT

D®O©O©O VERY

L

SMD 0.49 SD higher
(0.43 lower to 1.41

higher)

27

strong association 29

d

serious © not serious serious

a

observational serious

2

studies

CI: Confidence interval; SMD: Standardised mean difference.

Explanations.

a. Moderate RoB.

b. I-square statistics showed a value of 94 % related to salivary IgA.
c. I-square statistics showed a value of 95 % related to salivary IgG.

d. Higher CIL

e. I-square statistics showed a value of 61 % related to salivary IgM.
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vascular disease. Ahmadiafshar et al. (2015) found no significant cor-
relation between serum and salivary IgA levels, but found a statistically
significant correlation between levels of salivary IgA and HbAlc,
although serum IgA levels did not show a significant correlation with
glycated hemoglobin.

DM1 commonly shows an incidence peak between the age of 10 and 14
years (Maahs et al, 2010), as observed by Javed et al. (2009) and
Ahmadiafshar et al. (2015). In contrast, important differences were
observed in the mean age of the recruited diabetic patients and the mean
duration of the disease in some included studies in this review (Ben-Aryeh
etal, 1988, 1993; Tenovuo et al,, 1986), which may indi- cate a delayed
diagnosis. The major consequences of delayed adminis- tration of glucose-
lowering drugs in DM1 adults are serious acute metabolic
decompensation, poor glycemic control, and diabetes com- plications
(Bao, Ma, Ganesan, & McGill, 2019). Similarly, these articlesdid not
further detail the reasons for the possible retardation of DM1 diagnosis.
According to the UK Biobank, more than 40 % of DM1 in-dividuals older
than 30 years were misdiagnosed with type 2 diabetes (Thomas et al.,
2018), which could be associated with a low level of suspicion, clinical
challenges regarding the determination of the dia- betes subtype, and slow
progression to the onset of the hypoglycemic agent administration
(Merger et al, 2013). In children, other reported causes are nonspecific
patterns of the initial symptoms related to type 1 diabetes (Maahs et al,,
2010).

The primary method of salivary collection was non-stimulated
(Ahmadiafshar etal., 2015; Belazi etal., 1998; Javed et al, 2009; Malicka
etal, 2015; Yavuzyilmaz et al,, 1996), as corroborated by other studies that
analyzed salivary immunoglobulins (Bachrach et al,, 2008; Branco-de-
Almeidaetal., 2011; Damasceno etal., 2018; Lehtonen, Tenovuo, Aaltonen,
& Vilja, 1987; Pels, 2017). Two studies (Ben-Aryeh et al, 1988, 1993)
analyzed rested and stimulated saliva; this method was also adopted by
another study (Siudikiene, Machiulskiene, Nyvad, Tenovuo, &
Nedzelskiene, 2008). The submandibular glands produce approXimately
two-thirds of the resting saliva. Under stimulation, 50 %of the total
volume of saliva comes from the parotid glands. Subman- dibular glands,
whether stimulated or not, play a small role in the pro- duction of saliva
(Iorgulescu, 2009).

From the included studies, four analyzed the unstimulated salivary
flow (Belazi et al, 1998; Ben-Aryeh et al,, 1993; Javed et al.,, 2009;
Malicka et al., 2015) and reported a significant reduction in mean sali-
vary flow in DM1 patients, as in other published studies (Lopez et al.,
2003; Moore, Guggenheimer, Etzel, Weyant, & Orchard, 2001; Rai,
Hegde, Kamath, & Shetty, 2011). Ben-Aryeh et al. (1993); Tenovuo et al.
(1986), and Rosa et al. (1993) also reported a significant reduction in the
stimulated salivary flow in DM1 patients, similar to Siudikiene et al.
(2008), who had a follow-up of DM1 patients and healthy individuals for
two years. Moore et al. (2001) analyzed the salivary flow of 406 DM1
patients and 268 healthy controls and observed a higher prevalence of
Xerostomia and hyposalivation in patients with low metabolic control
and those who used drugs that reduced salivary flow. These authors
associated the elevated fasting blood glucose concentrations with
hyposalivation, based on the theory that dehydration associated with
elevated blood glucose can increase the osmotic gradients within the
salivary glands, thus limiting secretion. Lopez et al. (2003) considered
that the salivary flow reduction in DM1 patients may be associated with an
increase in viscosity and the amount of foam in this fluid.

In contrast, a study by Moreira, Passos, Sampaio, Soares, and Oli- veira
(2009)) reported that DM1 patients showed a significant reduction only in
the unstimulated salivary flow and that the stimulation was not significant.
This difference may be due to the disease duration in the studied
populations, the considerable variability of normal salivary functions, and
the small sample size used in some of these studies (Moore etal,, 2001).
Besides, Moreira et al. (2009) performed the collection in the afternoon,
unlike most studies. This may lead to an influence of circadian rhythm on
salivary flow.

The application of radial immunodiffusion tests (Belazi et al., 1998;
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Ben-Aryeh et al., 1988, 1993; Malicka et al., 2015; Rosa et al., 1993;
Yavuzyilmaz et al, 1996) and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (Ahmadiafshar et al., 2015; Javed et al., 2009) quantified the
salivary immunoglobulins of the included studies. Although most of
these studies also measured the total protein levels in the saliva (Belazi
et al,, 1998; Ben-Aryeh et al,, 1988, 1993; Javed et al,, 2009; Malicka
etal,, 2015; Tenovuo et al,, 1986; Yavuzyilmaz et al., 1996), only Javed
et al. (2009) determined the concentration of these antibodies (pg) per
mg of protein. It is essential to consider that changes in the salivary flow
rate can have a dilutive effect on the concentration of IgA secreted by the
salivary glands (Bishop & Gleeson, 2009). Therefore, the increase in
salivary IgA concentration in patients with DM1 is apparent, probably
due to the reduction in the salivary flow observed in these individuals.
However, this finding's plausibility could be verified in the present
systematic review since none of the included studies standardized the
immunoglobulin concentration based on the salivary flow.

In a study on glandular production and transport of immunoglobu- lins
in oral tissues, Brandtzaeg (1976) calculated the IgA secretion rate
(mg/min/gland) from the concentration and the salivary flow rate, which
represents a standardization of this measurement. However, in- formation
on the concentration of immunoglobulins was reported using different
scales, demonstrating a gap in the standardization of salivary
immunoglobulin measurements. Thus, determining the level of immu-
noglobulins based on the total concentration of salivary proteins could
correspond more clearly with the behavior of these components in DM1
patients with DM. Since IgA showed the most relevant results, future
studies are necessary to investigate the sensitivity of different methods
using salivary IgA to suggest this immunoglobulin as a potential biomarker
in DM1.

Although only one study demonstrated a high RoB, the present data
should be evaluated with concern since the evidence quality appraisal
revealed a very low certainty regarding the outcomes (concentration of
IgA, IgG, and IgM in the saliva samples). The main factors that influ-enced
this evaluation were serious RoB, serious or very serious incon- sistency,
serious imprecision, and small effect size. Methodologically, the
significant heterogeneity among the included studies may impact the
quality of evidence, and the most relevant aspects were the saliva
collection process (collection time, stimulated or at rest, fasting, and prior
oral hygiene), age of the sample, time of DM1 diagnosis, and laboratory
methods to analyze immunoglobulins. However, caution must be
exercised during the IgM meta-analysis interpretation. Only two studies
reported IgM levels, which can generate a high risk of bias. Dueto the
lack of a secretory piece and its pentameric or hexametric conformation,
IgM is poorly present in saliva. Alterations in IgM levels can hardly be
found with current screening methods. Thus, it is rec-ommended that
future studies should measure the concentrations of the three
immunoglobulins to minimize the methodological-related risk of bias.

About the GRADE recommendation, it is important to emphasize that
during the systematic review protocol elaboration, it was assumed that the
selected immunoglobulins were of clinical importance as potential
biomarkers in patients with DM1. Following the process of rating the
quality evidence described in the GRADE handbook (Schiinemann et al,
2013), important outcomes for decision-making should be classified as
critical to the decision, or only important, but not critical. Thus, it was
considered the salivary levels of IgA as a more critical outcome than IgG
and IgM because of its known impact on mucosal tissues of diabetic
patients.

In addition, considering the eligibility criteria adopted in the present
research, six included studies were published more than 20 years ago. It
is noteworthy that the salivary levels of the immunoglobulins could be
influenced by the laboratory method used for obtaining samples. The
studies published until 2000 did not standardize the quantification of
salivary immunoglobulins by the total amount of protein, which could
generate non-significant results since the stimulation of saliva secretion
has a known diluting effect. According to the present data, the increased
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levels of IgA were dependent on total protein estimation (one-of-out
analysis). Thus, we believe that the lack of new investigations could be
related to the controversial findings from these studies. Besides, datafrom
these studies were necessary to support the present systematicreview,
which is justified by the following key points: 1) to date, there is no
published meta-analysis on the current topic that simultaneously
summarizes evidence related to three salivary immunoglobulins in DM1;
2) the scarce number of recent articles highlights the importance of future
well-designed investigations on salivary immunoglobulin profiles in DM1;
3) based on the present results, it could be stated that salivary
immunoglobulin levels are still controversial in diabetic type 1 patients;
and 4) the global incidence of DM1 has been increased, which reinforces
the assessment of biomarkers (e.g., immunoglobulins) through nonin-
vasive methods for monitoring the disease, such as saliva analysis.

DM1 patients showed a significant reduction in unstimulated sali-vary
flow, and the salivary concentration of the evaluated immuno- globulins
did not seem to be altered in these individuals when compared to healthy
controls. The increase in IgA salivary levels was dependent on total protein
estimation and due to a reduction in salivary flow. These findings
demonstrate that salivary concentration of immunoglobulins (especially
A, G, and M types) in the saliva of DM1 individuals is still controversial and
needs to be further investigated. Altogether, the pre- sent results and a
very low certainty of the evidence highlight the importance of well-
designed studies using saliva as a potential tool for DM1 screening, based
on standardized methodologies.
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Resumo

Objetivou-se avaliar a associagdo entre parametros salivares: glicose (GS), fluxo, pH e
concentracdo de proteinas; glicemias em jejum e pés-prandial; hemoglobina glicada; indices de
carie (IC), placa (IP) e sangramento gengival (IS); e dieta em criancas com (CDM1) e sem
(SDM1) diabetes mellitus tipo 1. Os grupos CDM1 e SDM1 foram compostos por 36 e 49
pacientes. Para avaliacdo de IC, IP e IS foi realizado o exame clinico odontolégico. O padréo
alimentar foi obtido através do diario de dieta. Saliva total ndo estimulada foi coletada, sendo
a concentracdo de proteinas salivares analisada pelo método do &cido bicinconinico. Foi
utilizado p<0,05 e software SPSS®. N&o houve diferenca de fluxo salivar médio (p=0,649), IC
(p=0,868), IP (p=0,618) e concentracdo de proteinas (p=0,712). CDM1 apresentou menores IS
(p=0,031) e pH (p<0,001), maiores valores para numero medio de refeicdes (p<0,001) e
refeicOes a base de carboidratos (p<0,001), menor média dos intervalos (p<0,001) e maior GS
(p=0,036). GS foi diretamente correlacionada com glicemia em jejum (p=0,043) em CDM1 e
mostrou colinearidade positiva com contagem de fibras (p=0,018) e glicose em jejum
(p=0,048). Em CDML1, o sexo feminino (p=0,033) foi significantemente associado ao IP, o
numero de refeicGes com sacarose mostrou colinearidade inversa com esse parametro (p=0,046)
e 0 pH (p=0,034) mostrou colinearidade direta. O IS mostrou colinearidade direta com a idade
(p=0,043) e com a glicemia p6s-prandial (p=0,023). Em conclusdo, GS ndo mostrou associacao

com as variaveis em SDM1, mas com glicemia em jejum e dieta em CDML.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus Tipo 1; Saliva; Dieta; Cérie Dentéria; Gengiva.
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Introducéo

O diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico de origem multifatorial,
caracterizado por hiperglicemia cronica devido a falhas na secrec¢do e/ou na agéo da insulina,
causando resisténcia a insulina.! Atualmente, a Associagdo Americana de Diabetes propde uma
classificacdo que integra quatro classes clinicas dessa condigéo: diabetes tipo 1 (DM1), diabetes
tipo 2 (DM2), diabetes gestacional e tipos especificos de diabetes por outras causas.? Segundo
dados publicados pela Sociedade Brasileira de Diabetes, 0 DM1 tem incidéncia aproximada de
7,6 casos por 100.000 individuos menores de 15 anos e aumento da incidéncia principalmente
em menores de 5 anos.®

O DML1 é uma doenca crbnica caracterizada pela destruicdo parcial ou total das
células beta pancreéticas nas ilhotas de Langerhans, resultando na incapacidade progressiva de
produzir insulina.®> A insulina regula a homeostase da glicose em varios niveis, portanto a
deficiéncia desse horménio gera hiperglicemia e, consequentemente, altas concentracfes de
glicose no plasma sanguineo, o que pode levar ao desenvolvimento de degeneracdo cronica
associada a faléncia de varios 6rgdos.* Com base em critérios de glicose plasmatica (glicemia
em jejum, glicemia pos-prandial e hemoglobina glicada), é possivel realizar o diagnéstico e o
monitoramento dessa condigdo.®

Estudos sugerem que o DM1 tem um efeito direto sobre a satde bucal.®® Segundo
Ismail, McGrath e Yiu (2015), criangas com essa condigcdo apresentaram um estado geral de
salde bucal ruim quando comparadas a criancas saudaveis. Entre as alteracGes orais mais
estudadas, destacam-se a carie dentaria e a doenca periodontal.® A associacio entre DM1 e cérie
dentéria ainda ndo foi totalmente elucidada.'® Para Siudikiene et al. (2006), fatores como o
aumento da concentracdo de glicose na saliva ou a reducdo do fluxo salivar predispdem ao
inicio e ao progresso da cérie dentaria nesses pacientes.!! Por sua vez, individuos com DM1
tém aumentada suscetibilidade & doenca periodontal,*? especialmente aqueles com um curso
maior da doenca, pobre controle metabdlico e complicacdes do diabetes. 3

As escolhas alimentares promovem efeito direto sobre o equilibrio energeético — e,
consequentemente, sobre o peso corporal — e os niveis pressoricos e de lipideos plasmaticos.*®
No DM1, a dieta adequada é essencial devido a sua conjugacdo com a utilizacdo da insulina
exdgena, que tem sua resisténcia diminuida mediante uma ingestio energética adequada.’
Sugere-se, portanto, que 0 DM1 esté intimamente associado ao metabolismo de carboidratos,
lipidios, proteinas e outros nutrientes.® Zeevi et al. (2015), por exemplo, demonstraram que 0s

carboidratos exercem maior influéncia na variabilidade glicémica pés-prandial '8
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As fibras solGveis contribuem positivamente para o controle glicémico pods-
prandial, pois retardam a absor¢do da glicose melhorando a sua tolerancia.’®?! Schneeman??
(1999) e Silva, de Almeida e Feoli.?® (2011) mostraram que a ingestdo adequada de fibras na
dieta eleva os niveis de adiponectina, que resulta na melhora da sensibilidade a insulina, na
reducdo de inflamacéo e na melhora da concentracdo plasmatica de glicose em diabéticos. Por
muito tempo, acreditou-se na prescrigdo alimentar restritiva e com excluséo total de alguns
alimentos. Entretanto, atualmente, a terapia nutricional deve objetivar ndo somente o equilibrio
glicémico, mas também prevenir e retardar a taxa de desenvolvimento de complicacdes.’

A saliva representa a principal defesa da cavidade bucal®* e ha evidéncias de que
doencgas sisttmicas como o DM1 podem comprometer a funcdo das glandulas salivares e,
consequentemente, influenciar na quantidade e na qualidade de saliva produzida.?>?® A relagéo
entre 0 DM1 e a composicéo salivar foi extensivamente investigada.*?"-3 Alguns estudos
mostraram que o DM1 resulta em uma reducdo no fluxo salivar,?’28:31:333437 que pode estar
associada a glicosuria, por causar elevada perda de liquidos e desidratacdo, reduzindo a
producdo das glandulas salivares. Além disso, o diabetes pode ter efeito direto sobre as
estruturas dessas glandulas,® favorecendo um fluxo salivar mais lento.*

Estudos sobre a concentracdo de proteinas totais na saliva de pacientes diabéticos
também foram realizados e ndo apresentam resultados conclusivos. Foi encontrada uma baixa
concentracéo significativa de proteinas em saliva da parotida por Shetty e Pattabiraman®® (1998)
e Mata et al.?® (2004). Por outro lado, Lopez, Colloca e Paez (2011) observaram um aumento
da concentracdo de proteinas salivares e justificaram tal fato com a maior concentragdo de
microrganismos presentes na cavidade oral desses pacientes, que também apresentaram uma
higiene oral insatisfatoria.** Malicka, Kacksmarek e Skokiewicks-Malinowska (2015), que
reportaram concentracfes elevadas de proteinas totais na saliva total ndo estimulada de
pacientes com DM1 e DM2, justificaram os resultados com a diminui¢do do fluxo salivar
também observada nos mesmos pacientes.*? Em outro estudo publicado em 2014, 0s mesmos
autores ja haviam observado uma correlacdo negativa entre o fluxo salivar e a concentragdo de
proteinas totais.*3

Outro importante parametro avaliado foi o potencial hidrogenidnico (pH). Segundo
Moreira et al. (2009), o baixo pH da saliva de pacientes com DM1 é forte evidéncia de reducédo
da capacidade tamp&o e aumento do risco de carie.*?> Lopez et al. (2003) relataram que o pH
acido em criangas com a doenca pode estar relacionado & atividade microbiana ou a uma

diminuicdo da concentragdo de bicarbonato no fluxo salivar.**



34

Sabe-se que o automonitoramento da glicose é considerado uma importante
ferramenta no controle do DM1,% porém a frequéncia e a constancia da realizagdo da glicemia
capilar sdo afetadas pelo desconforto associado a dor e pelo aparecimento de calosidades nos
dedos.*®4” A saliva pode refletir o estado fisioldgico do corpo e suas variacdes endocrinas,
nutricionais, emocionais e metabolicas, atuando como uma importante fonte de monitoramento
da salde bucal e sistémica.*® Atualmente, admite-se uma correlagdo entre a composigio do
sangue e da saliva.*® Desse modo, 0 emprego da saliva como matriz de analise ja foi relatada
como possivel na comprovacdo de desordens hereditarias, na identificacdo precoce de
alteracdes imunoldgicas e de processos infecciosos, bem como no controle da resposta
imunoldgica e dos niveis hormonais.>%*!

Até o momento, ndo ha estudos avaliando a relacao entre niveis elevados de glicose
salivar e habitos alimentares de pacientes com DML, especialmente na faixa etaria de 2 a 12
anos. Com o objetivo de avaliar a associacdo entre glicose, fluxo, pH e concentracdo de
proteinas salivares; glicemia em jejum e pds-prandial; hemoglobina glicada; indices de cérie,
placa e sangramento gengival; e dieta em criancas com (CDM1) e sem (SDM1) diabetes

mellitus tipo 1, foi desenhado o presente estudo.

Métodos
Desenho do estudo e consideracdes éticas

O presente estudo (observacional, transversal e analitico) foi aprovado, em 2015,
no Comité de Etica da Universidade Federal do Ceara (protocolo nimero 1.020.102). Os termos
de consentimento e de assentimento foram assinados pelos responsaveis legais e pelos

pacientes, respectivamente, antes da incluséo dos pacientes neste estudo.

Populagédo e amostra

A populacdo deste estudo consistiu em todos os pacientes com diabetes mellitus
tipo 1 do setor de Endocrinologia Clinica do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC)
e do Centro Integrado de Diabetes e Hipertensdo (CIDH), que sdo 0s maiores servicos publicos
de referéncia no diagndstico e acompanhamento desse grupo de pacientes, ambos localizados
na cidade de Fortaleza (Ceard, Brasil). Pacientes que apresentaram hemoglobina glicada (Alc)
> 10%, complicagbes micro/macrovasculares recentes e/ou doengas infecciosas persistentes,
neoplasias, sindromes ou anomalias craniofaciais foram excluidos da pesquisa. Foram, entéo,
selecionadas 36 criangcas com DM1, de ambos os sexos, com idades entre 2 e 12 anos (CDM1).

Para o grupo controle, foram recrutados 49 voluntarios saudaveis (SDM1) que procuraram
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atendimento na clinica de Odontopediatria da Faculdade de Farmécia, Odontologia e
Enfermagem da Universidade Federal do Ceara, com idade e sexo correspondentes aos
individuos acometido pela doenca (Figura 1).

Protocolo clinico
Coleta e fluxo salivares
Os responsaveis legais foram orientados a realizar os procedimentos de higiene oral
de rotina das criancas, bem como a priva-las da ingestdo de quaisquer alimentos, pelo menos
uma hora antes da coleta. A saliva total ndo estimulada foi coletada no periodo entre 8h e 10h,
para reduzir possivel influéncia do ritmo circadiano. A saliva foi coletada ap6s 30 minutos de
repouso por 5 minutos com pipeta plastica tipo Pasteur. A saliva coletada foi armazenada em
tubos Eppendorf®. As amostras foram mantidas e transportadas sob gelo para posterior
centrifugacdo. Apds centrifugacdo a 4°C, 12.000G, por 10 min (Eppendorf Centrifuge 5804 R,
Alemanha), os sobrenadantes foram liofilizados e armazenados a -80°C para posterior analise.>?
O fluxo salivar foi calculado a partir do volume obtido em mililitros, dividido por

5 minutos (tempo referente a coleta).>

Avaliacdo dos niveis glicémicos
Para avaliacdo do controle metabdlico, informac6es foram coletadas sobre teste de
glicemia em jejum, glicemia pos-prandial e Alc fornecidas pelos responsaveis pelos pacientes

do grupo CDML. Para o grupo SDM1 foram solicitados exames hematoldgicos.

Protocolo de avaliacéo de indice de placa e indice gengival

Para avaliacdo do indice de placa, realizou-se secagem do dente e utilizacdo de
espelho bucal e sonda exploradora para acessar a placa. Foram registradas quatro possiveis
areas de cada dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular e lingual), sendo cada area
classificada em: 0 — auséncia de placa na area gengival; 1 — placa aderida na margem gengival
livre e area adjacente ao dente; 2 — acimulo moderado de depositos macios dentro da bolsa
gengival, ou na margem gengival e na superficie adjacente do dente; 3 —abundancia de material
macio dentro da bolsa gengival e/ou na margem gengival e na superficie adjacente ao dente. A
soma dos indices de placa de cada dente foi dividida por quatro para obtencdo do indice de
placa por dente. Para obtencédo do indice de placa por individuo, somou-se o indice de placa por

dente e dividiu-se pelo nimero de dentes examinados.>
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Para obtencdo do indice gengival, uma sonda OMS foi utilizada para acessar o
potencial de sangramento dos tecidos gengivais em quatro areas para cada dente: papila disto-
vestibular, margem vestibular, papila mésio-vestibular e margem lingual completa. Cada uma
dessas areas foi classificada em: 0 — auséncia de inflamacgdo; 1 — inflamacdo suave, leves
mudanca de cor e edema, sem sangramento a palpacdo; 2 — inflamacdo moderada, gengiva
edemaciada, sangramento a palpacdo; 3 — inflamacdo severa, gengiva marcadamente
edemaciada e com ulcerag0es, tendéncia a sangramento espontaneo. O escore por paciente foi
alcancado através da soma dos escores por dente para, entdo, dividir pelo nimero de dentes. Os

escores do indice gengival foram associados a varios graus de gengivite.>

Exame clinico para ICDAS

A presenca de lesdes cariosas foi verificada através do Sistema Internacional de
Avaliacio e Detecgdo de Céaries (ICDAS),> que consistiu nas seguintes etapas: (1) profilaxia
para limpeza dos dentes, (2) posicionamento de rolete de algoddo no vestibulo lingual, (3)
remoc¢do do excesso de saliva com sugador, (4) inspecdo visual da superficie umedecida, (5)
secagem da superficie dental durante 5 segundos, (6) exame em elemento dentario seco. Os
examinadores foram previamente calibrados por um examinador padrdo-ouro para o ICDAS.
Os dados foram registrados em fichas padrdo para ICDAS de acordo com os codigos para lesdo
de cérie do ICDAS, que variam de 0 a 6 (Tabela 1).

Diario de dieta

A fim de avaliar os fatores dietéticos que poderiam influenciar os padrdes de glicose
e pH salivares, bem como o risco de carie, foram obtidas e registradas em um diario de dieta
informacdes sobre o padrdo alimentar dos voluntarios. Foram coletados dados referentes a dieta
realizada no periodo de 24h anterior a coleta de saliva. Os responsaveis pelos voluntarios
forneceram informagdes detalhadas sobre os alimentos consumidos, as quantidades e o modo
de preparo. Todas as quantidades foram convertidas para gramas. A partir dos dados fornecidos,
foi possivel determinar: (1) nimero total de refeigdes, (2) nUmero total de refei¢cbes contendo
carboidratos, (3) nimero total de refeicdes contendo sacarose, (4) contagem de carboidratos
(em gramas), (5) contagem de proteinas (em gramas), (6) contagem de lipideos (em gramas),
(7) contagem de fibras (em gramas) e (8) intervalos médios entre as refei¢cbes (em minutos).

Para a contagem de carboidratos, foi utilizado o método de contagem de gramas,
que consiste em somar 0s gramas desse macronutriente para cada alimento por refeicéo,

obtendo informacdes nas tabelas e nos rotulos dos alimentos. Também é possivel usar o0 manual
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de contagem de carboidratos desenvolvido pela Sociedade Brasileira de Diabetes para avaliar
gramas de carboidratos em uma refeicdo.>®

Por fim, as contagens de proteinas, lipidios e fibras foram obtidas por meio da
Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (TACO), que gera dados sobre a composicao
dos principais alimentos consumidos no Brasil, a partir de um plano de amostragem que garante
valores representativos, com analises realizadas por laboratérios com capacidade analitica
comprovada através de estudos interlaboratoriais, a fim de garantir a confiabilidade dos

resultados.>”-62

Protocolo analitico
Analise de glicose na saliva

O nivel de glicose salivar foi determinado por meio do Liquiform Glucose Kit
(Glucose Liquicolor, in vitro Diagnostica, Brasil). Foram transferidos 10ul de cada amostra
para tubos de hemolise previamente numerados. Em seguida, 1ml do reagente enzimatico
previamente preparado de acordo com o fabricante foi adicionado a cada tubo de hemdlise
contendo saliva. A solucdo padrdo foi usada para calcular o nivel de glicose salivar. Uma
solucdo branca composta por apenas 1ml da enzima reagente também foi preparada. O objetivo
da solucéo branca era zerar o espectrofotometro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific, EUA).
Ap0s o preparo dos tubos, eles foram misturados por 15 segundos no misturador, com o objetivo
de homogeneizar a saliva e a enzima reagente. A saliva com a solu¢do padrao foi incubada em
banho-maria a 37°C por 5 minutos. As solu¢des de glicose salivar foram transferidas para
cubetas de 1,5ml e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro (Nanodrop 2000, Thermo
Scientific, EUA) no comprimento de onda de 500nm. Apds cada leitura, a amostra foi

descartada e a cubeta foi lavada trés vezes com agua destilada e seca com um lenco de papel.>?

Analise de pH na saliva

Através de um pHmetro portatil digital (Marconi, Marconi, Sao Paulo, Brasil), foi
determinado o pH salivar. O aparelho passou inicialmente por uma calibracéo, utilizando-se
solugdes tamponadas com pH 4,0 e 7,0. Em seguida, o ponteiro mensor do aparelho foi imerso
em saliva por 30 segundos, sendo feita a leitura automatica do pH. Cada amostra de saliva foi

lida em triplicata e a média do pH mensurado foi reportada para analise estatistica.5®

Dosagem de proteinas totais salivares pelo método do acido bicinconinico (BCA)
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Para determinacdo de concentracdo de proteinas totais das aliquotas de saliva foi-
se utilizado o método BCA, sendo considerada como padrdo de referéncia, a curva de albumina
padrdo (BSA). Foi empregado um kit comercial (Pierce, Thermo Scientific, EUA) e seguidas
as orientacdes do fabricante. A solugdo foi homogeneizada e lida a uma absorbancia de 562nm

através do espectrofotdmetro, sendo os resultados calculados com base na curva de BSA.%

Anélise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel® e exportados para o software
Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS®) versao 20,0 para Windows®, no qual as
analises foram realizadas adotando uma confianca de 95%. Foram calculadas as médias de cada
grupo, as quais foram submetidas ao teste de normalidade de Kolmogorv-Smirnov e analisadas
pelos testes de Mann-Whitney e correlagdo de Spearman (dados ndo paramétricos). A glicose
salivar e os indices de carie, de placa e de sangramento de cada grupo foram submetidos a

modelo de regressao linear maltipla.

Resultados
A presente amostra foi constituida de 85 pacientes, sendo o grupo CDM1 composto

por 16 criangas do sexo masculino e 20 do sexo feminino, com idade média de 6,86 (+1,91). O
grupo SDML1 foi composto por 25 pacientes do sexo masculino e 24 do sexo feminino, com idade
média de 7,24 (£2,20).

N&o houve diferenca significante na distribuicdo etaria (p = 0,301) e por sexo (p =

0,549) entre os dois grupos de estudo. Ndo houve diferenca entre os grupos em relacdo ao
numero de refeicBes a base de sacarose (p = 0,917) e nas contagens de carboidratos (p = 0,689)e
de proteinas (p = 0,406). O grupo CDM1 apresentou menor média dos intervalos entre as
refeicbes (p < 0,001), maiores contagens de lipideos (p = 0,023) e glicose salivar (p = 0,036),
contagem de fibras (p = 0,043), nimero médio de refei¢cBes (p < 0,001) e nimero médio de
refeicOes a base de carboidratos (p < 0,001). N&o houve diferenca no fluxo salivar médio (p =
0,649) e nos indices de carie (p = 0,868) e placa (p = 0,618), mas os pacientes CDM1
apresentaram menor indice de sangramento (p = 0,031). A concentracdo de proteinas nao diferiu
entre os grupos (p=0,712), mas o pH foi significativamente menor no grupo CDM1 (p < 0,001)
(Tabela 2). No que diz respeito ao perfil socioeconémico, os grupos ndo apresentaram diferenca
significativa (p = 0,460), com 68,6% da amostra com renda de até 1 salario minimo por familia.
Nos pacientes SDM1, a idade foi inversamente correlacionada com o numero de
refeicdes (p < 0,001) e o nimero de refei¢Oes a base de carboidratos (p = 0,036) e diretamente
correlacionada com o indice de sangramento (p = 0,004). O numero de refei¢bes se
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correlacionou diretamente com o nimero de refei¢fes a base de carboidratos (p < 0,001) e com
a contagem de lipideos (p = 0,026) e inversamente com a média dos intervalos (p < 0,001), a

glicose salivar (p = 0,003) e o indice de sangramento (p = 0,033). O nimero de refeicdes com

carboidratos foi diretamente correlacionado com a contagem de lipideos (p = 0,026) e
inversamente correlacionado com a média dos intervalos em minutos (p < 0,001), a glicose
salivar (p = 0,003) e o indice de sangramento (p = 0,033). O nimero de refeicdes com sacarose
se correlacionou positivamente com contagem de carboidratos (p = 0,042) e contagem de fibras
(p = 0,007). A contagem de carboidratos se correlacionou diretamente com a contagem de
proteinas (p = 0,003), contagem de lipideos (p = 0,001) e contagem de fibras (p < 0,001) e
inversamente com a glicose salivar (p = 0,042). Ja a contagem de proteinas mostrou correlagdo
direta com a contagem de lipideos (p = 0,001) e fibras (p = 0,002) e foi inversamente
correlacionada com a glicose salivar (p = 0,033). A contagem de lipideos foi inversamente
correlacionada com o indice de placa (p = 0,010) e a glicose salivar inversamente relacionada
com o fluxo salivar (p < 0,001) e diretamente com o indice de placa (p=0,042) e com o indice
de sangramento (p = 0,009). O fluxo salivar também mostrou correlacdo inversa com a
concentracdo de proteinas (p < 0,001), e o indice de carie mostrou correlacdo direta com o
indice de placa (p = 0,041) e inversa com o pH (p = 0,001). O indice de placa também foi
diretamente relacionado com o indice de sangramento (p < 0,001) (Tabela 3).

Nos pacientes diabéticos, a idade foi diretamente correlacionada com o indice de
placa (0,032) e de sangramento (p = 0,001). O numero de refeicbes e o numero de refeicdes
com carboidratos também foram diretamente correlacionados (p < 0,001), e houve correlagéo
inversa com a média de intervalos (p = 0,001) e a hemoglobina glicada (p = 0,016). O nimero
de refei¢cGes com sacarose foi inversamente correlacionado com o indice de placa (p = 0,010).
A contagem de carboidratos foi diretamente correlacionada com a contagem de lipideos (p <
0,001), fibras (p = 0,001) e fluxo salivar (p = 0,032). A glicose salivar foi diretamente
correlacionada com a glicemia em jejum (p = 0,043), o fluxo salivar inversamente com a
concentracédo de proteinas (p = 0,008) ea glicemia em jejum inversamente com a glicemia pos-
prandial (p = 0,017). A glicemia pos- prandial foi diretamente correlacionada com o indice de
sangramento (p = 0,013) e a hemoglobina glicada com o pH (p = 0,021). indice de placa e de
sangramento também foram diretamente correlacionados (p < 0,001) (Tabela 4).

Em andlise multivariada no grupo SDM1, a glicose salivar ndo mostrou estar
associada a nenhuma variavel, mas, nos pacientes do grupo CDM1, a glicose salivar mostrou
colinearidade positiva com a contagem de fibras (p = 0,018) e a glicose em jejum (p = 0,048)
(Tabela 5).
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Em anélise multivariada no grupo CDM1, o sexo feminino (p = 0,033) foi
significantemente associado ao indice de placa, o nimero de refei¢cbes contendo sacarose
mostrou colinearidade inversa com esse parametro (p = 0,046) e o pH (p = 0,034) mostrou
colinearidade direta. O indice de sangramento mostrou colinearidade direta com a idade (p =
0,043) e com a glicemia pds-prandial (p = 0,023). Nenhuma variavel foi associada ao indice de
carie (Tabela 6).

Discussao

O DML é uma sindrome gue apresenta um metabolismo anormal de carboidrato,
gordura e proteina, que provoca um processo agudo, bem como consequéncias crénicas, por
causa da falta absoluta ou relativa de insulina.%® Criangas com diabetes mellitus tipo 1 enfrentam
muitos obstéaculos, entre eles estio aqueles relacionados & satde bucal.>%>¢7 Ao longo dos anos,
foram feitas muitas associacdes entre DM1 e doenca periodontal, cérie, infec¢bes orais,
distarbios de glandulas salivares, entre outros, porém muitas ainda com resultados
inconclusivos. No presente estudo, avaliou-se a prevaléncia de cérie, condicdo gengival,
caracteristicas salivares, condicdo socioecondmica e a relacdo dessas variaveis ao controle
metabolico e ao padrdo alimentar de criangas diabéticas.

No que diz respeito a cérie dentéria, estudos mostraram ndo haver diferenca
significativa entre pacientes com DM1 e saudaveis,®®" corroborando os achados da nossa
pesquisa. Com uma visao diferente, outros artigos sustentam a ideia de prevaléncia de céarie
significativamente maior em pacientes diabéticos.®®"* Autores associaram o risco aumentado
de cérie dentaria com a reducéo do fluxo salivar,®” o baixo controle metabélico, a higiene oral
deficiente e as escassas visitas ao dentista,®>® consequéncia da falta de conscientizacdo dos
pais sobre importancia da satde bucal e de sua influéncia no diabetes, sendo, por vezes, pouco
atenciosos com lesdes de carie em seus filhos.%%7273 Essa heterogeneidade entre os achados
pode estar relacionada a variacdo da prevaléncia de cérie entre os individuos avaliados, a
diferentes tamanhos de amostra ou ao ponto de corte de hemoglobina glicada selecionada para
cada estudo.”

Xerostomia é um achado frequente em adultos, cuja causa ainda € indefinida, mas
pode estar associada & angiopatia, & neuropatia, ao uso de medicaces e & idade dos pacientes.
Em estudo com criangas com DM1, somente 10% apresentaram hipossalivacdo.*® Ferizi et al.®°
(2018) e Ben-Aryeh et al.”* (1988) mostraram em suas pesquisas que pacientes diabéticos
apresentaram menor fluxo salivar, podendo ser justificado por hiperglicemia e glicosuria,

situacOes que provocam uma menor secrecdo de saliva, sendo mais expressivas em pacientes
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de baixo controle metabdlico.”® Os resultados do nosso estudo mostraram ndo haver diferenca
significativa entre o fluxo salivar médio de diabéticos e controles, possivelmente por causa da
pouca idade dos pacientes avaliados.

Del Valle e Ocasio-Lopez’* (2011), Al-Khabbaz et al.”” (2013), Babatzia et al.®®
(2019) e Elheeny (2020) publicaram que criangas e adolescentes com DM1 apresentam com
mais frequéncia sinais de inflamacdo gengival e sangramento a sondagem, associados a
elevados niveis de hemoglobina glicada. Nosso estudo também mostrou uma significativa
associacdo positiva entre os indices de placa e de sangramento gengival em diabéticos, porém
nesse grupo o indice de sangramento gengival foi menor. Esse fato pode ser justificado pela
possivel desregulacdo das vias de sinalizagdo das plaquetas nesses pacientes, promovendo uma
hiperativacao plaquetaria.’®

Os resultados do presente estudo confirmam que a glicose salivar € maior no grupo
com DM1 quando comparada a pacientes sem a doenca, assim como foi mostrado em estudos
anteriores.?”"%-82 Possivelmente a justificativa para tal fato é o aumento da permeabilidade dos
Vasos sanguineos nesses pacientes, que leva a um aumento de percolagédo de glicose do sangue
para a saliva.?’ Balan et al.8! (2014) atribuiram o aumento da glicose salivar em diabéticos ao
padrdo alimentar da populacdo estudada, que se mostrou rico em carboidratos. Contudo, Ben-
Aryeh et al.” (1988) advertiram que a medicdo de glicose na saliva da glandula parétida é mais
confidvel do que da saliva total, que € uma mistura de secrecfes na qual a microbiota bacteriana
pode utilizar glicose e, assim, diminuir a concentracao.

Episodios de hipoglicemia sdo frequentes em pacientes diabéticos tratados com
insulina, que podem se manifestar através de tremores, aumento da frequéncia cardiaca, palidez
e nausea. Entre as causas estdo pratica de atividade fisica e excesso de insulina, bem como
longos periodos em jejum e ingestéo insuficiente de carboidratos.®® Sendo assim, por receio da
exagerada reducdo do nivel de glicose no sangue, pais e responsaveis legais aumentam o
numero médio de refeicdes e o nimero medio de refeicbes com carboidratos, alem de diminuir
o0 intervalo entre estas, fatos observados no grupo CMD1 quando comparado aos pacientes
saudaveis nesta pesquisa.

Um diario recordatdrio de 24 horas é um instrumento utilizado para a avaliagdo do
consumo alimentar, também previamente utilizado em estudos com pacientes diabéticos, que

fornece dados sobre alimentos e bebidas consumidos, tamanho das porgdes e preparo.8+
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O fluxo de agua esté diretamente relacionado com o fluxo de glicose e sodio. O co-
transportador de glicose/sodio-dependente (SGLT1) é responsavel pelo transporte de dgua no
intestino delgado, resultando em uma maior absor¢do de liquidos devido & presenga de
carboidratos. Além disso, foi mostrado que, para cada molécula de glicose transportada pelo
SGLT1, 260 moléculas de agua também sdo transportadas.®® Esse fato pode ser a justicativa
para a correlacdo positiva que encontramos entre a contagem de carboidratos no grupo de
individuos diabéticos com fluxo salivar.

Como limitagdes do trabalho, podemos considerar o ponto de corte da hemoglobina
glicada, visto que, com valores menores que 10%, os diabéticos podem apresentar
caracteristicas semelhantes a de individuos sem a doenca. Outra limitagdo foi sobre o tempo de
estudo. Um acompanhamento longitudinal dos pacientes poderia mudar os desfechos, pois, com
mais tempo de diagndstico da doenca, as familias poderiam estar mais familiarizadas com os

cuidados que a doenca exige.

Concluséo

A glicose salivar mostrou associacao com glicemia em jejum e padrdes alimentares
em pacientes com DM1, mas ndo mostrou correlacdo com as demais variaveis em pacientes
saudaveis. Ao comparar os dois grupos, os pacientes diabéticos apresentaram menores indices

de sangramento gengival e pH salivar.
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Tabelas

Tabela 1. Critérios visuais de deteccdo de ICDAS.>

CODIGOS CRITERIOS
0 Superficies dentais sem nenhuma evidéncia visual indicativa de carie.
1 Mudanca inicial visivel no esmalte apos secagem com ar prolongada,

vista como mancha branca ou em superficie molhada quando

pigmentada, limitada a fissura.

2 Visivel descoloracdo do esmalte ou opacidade cariosa, que ndo mostra

perda da integridade superficial ou sombra em dentina subjacente.

3 Lesdo cariosa gque gerou descontinuidade do esmalte, sem dentina
visivel.

4 Sombreamento de dentina subjacente, sem perda de integridade
superficial.

5 Cavitacdo com exposicao de dentina envolvendo menos da metade da

superficie avaliada.

6 Cavitacdo com exposicao de dentina envolvendo mais da metade da

superficie avaliada.




Tabela 2. Caracterizacdo geral dos grupos estudados.

Grupo

Controle Caso p-Valor
Sexo (M/F) 25/24 16/20 0,5492
Idade 7.24+220  6.86x1.91  0,301°
Numero refeicdes 5.37+0.81 6.11+0.32  <0,001°
Numero refei¢bes carboidratos 5.37+£0.81 6.11+0.32  <0,001°
Numero refei¢bes sacarose 2.88+£1.48 2.89+1.41  0,917°
Contagem carboidratos 229.53+62.11 241.52+70.08 0,689°
Contagem proteinas 94.47+20.12 96.23+22.58 0,406"
Contagem lipideos 46.82+12.57 55.04+18.55 0,023°
Contagem fibras 20.33+16.34 23.33%10.29 0,043°
Média dos intervalos minutos 183.93+18.73 170.55+13.50 <0,001°
Glicose salivar 1.63+1.84 2.44+2.23  0,036°
Fluxo salivar 0.25+0.16 0.23+0.15  0,649°
indice carie 0.05+0.05  0.05x0.05  0,868"
Indice placa 0.27+0.25 0.35+0.35  0,618°
indice sangramento 0.25+¢0.21  0.17#0.19  0,031°
Concentracdo proteinas 1.13+0.64 1.10+0.67 0,712°
pH 7.50+0.53 7.25+0.33  <0,001°

*p<0,05, 2Teste qui-quadrado de Pearson; "Teste Mann-Whitney (média+DP). F: feminino. M: Masculino.

50



Tabela 3. Grupo SDM1. (Continua)

o1

Namero  NOm.ref.  Nam.ref. Contagem Contagem Contagem Contagem Médiados Glicose Fluxo indice Indice indice Concentracéo
Idade refeicbes carboidratos sacarose carboidratos proteinas lipideos fibras intervalos salivar salivar carie  placa sangramento  proteinas pH

Idade r - -0,301" -0,301" -0,154 0,058 -0,051 -0,211 0,001 0,141 0,216  -0,240 0,033 0,262 0,403" 0,274 -0,087

p - 0,036 0,036 0,291 0,692 0,726 0,146 0,992 0,335 0,137 0,097 0,824 0,069 0,004 0,056 0,554
Numero r - - 1,000" 0,206 0,251 0,107 0,319" 0,161 -0,572" -0,413"° 0,224 0,029 -0,022 -0,306" -0,039 -0,068
refeigdes p - - <0,001 0,156 0,082 0,466 0,026 0,269 <0,001 0,003 0,121 0,844 0,880 0,033 0,790 0,642
NUm. ref. r - - - 0,206 0,251 0,107 0,319" 0,161 -0,572" -0,413" 0,224 0,029 -0,022 -0,306" -0,039 -0,068
carboidratos p - - - 0,156 0,082 0,466 0,026 0,269 <0,001 0,003 0,121 0,844 0,880 0,033 0,790 0,642
NUam. ref. r - - - - 0,291" 0,018 0,212 0,382" -0,204 -0,136  -0,042 -0,113 -0,130 -0,237 0,149 0,053
sacarose p - - - - 0,042 0,902 0,143 0,007 0,159 0,351 0,776 0,438 0,374 0,102 0,308 0,718
Contagem r - - - - - 0,422" 0,469" 0,662" -0,046 -0,291 0,218 -0,013 -0,078 0,094 0,033 0,007
carboidratos p - - - - - 0,003 0,001 <0,001 0,752 0,042 0,132 0,927 0,595 0,521 0,820 0,961
Contagem r - - - - - - 0,452" 0,434" -0,047 -0,304* 0,194 0,080 -0,102 -0,042 -0,088 0,103
proteinas p - - - - - - 0,001 0,002 0,751 0,033 0,182 0,586 0,487 0,776 0,548 0,479
Contagem r - - - - - - - 0,146 -0,076 -0,180 0,187 -0,140 -0,337" -0,227 -0,144 0,153
lipideos p - - - - - - - 0,316 0,602 0,215 0,199 0,338 0,018 0,116 0,323 0,294
Contagem r - - - - - - - - -0,052 -0,229 0,030 0,103 0,077 0,190 0,203 -0,044
fibras p - - - - - - - - 0,723 0,113 0,838 0,479 0,601 0,190 0,163 0,763
Médiados r - - - - - - - - - 0,166  -0,131 0,049 -0,226 0,137 <0,001 0,180
intervalos p - - - - - - - - - 0,256 0,371 0,736 0,119 0,346 0,999 0,216
Glicose r - - - - - - - - - - -0,589" 0,205 0,292" 0,369" 0,251 -0,153
salivar p - - - - - - - - - - <0,001 0,157 0,042 0,009 0,082 0,295
Fluxo r - - - - - - - - - - - -0,135 -0,159 -0,116 -0,570" 0,081
salivar p - - - - - - - - - - - 0,355 0,275 0,428 <0,001 0,579
indice r - - - - - - - - - - - - 0,293" 0,266 0,176 -0,473"
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Tabela 3. Grupo SDML1. (Concluséo)

Numero  NOm.ref.  NOm.ref. Contagem Contagem Contagem Contagem Meédiados Glicose Fluxo Indice Indice Indice Concentracéo

Idade refeicbes carboidratos sacarose carboidratos proteinas lipideos fibras intervalos salivar salivar carie placa sangramento  proteinas pH
Carie p - - - - - - - - - - - - 0,041 0,065 0,228 0,001
indice r - - - - - - - - - - - - - 0,669 0,133 -0,086
placa p - - - - - - - - - - - - - <0,001 0,362 0,557
indice r - - - - - - - - - - - - - - 0,129 -0,040
sangramento p - - - - - - - - - - - - - - 0,379 0,783
Concentragéo r - - - - - - - - - - - - - - - -0,169
proteinas p - - - - - - - - - - - - - - - 0,246
pH r - - - - - - - - - - - - - - - -

p - - - - - - - - - - - - - - - -

*p<0,05, correlacdo de Spearman.



Tabela 4. Grupo CDML1. (Continua)
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Num. Glicemia
NUmero NUm. ref. ref. Contagem Contagem Contagem Contagem Média Glicose Fluxo Glicemia pés Hemog. Indice Indice Indice Conc.

Idade refeicbes carboidratos sacarose carboidratos proteinas lipideos fibras intervalos salivar salivar jejum prandial glicada carie placa sang. proteinas pH

Idade r - -0,035 -0,035 -0,149 0,070 -0,187 0,022 -0,115 -0,035  -0,005 0,080 -0,086 0,220 -0,200 0,054 0,358 0,528 0,036 0,065
p - 0,842 0,842 0,386 0,683 0,274 0,900 0,504 0,837 0,978 0,644 0,625 0,212 0,250 0,754 0,032 0,001 0,835 0,707

Numero r - - 1,000" 0,030 -0,026 0,077 0,060 0,043 -0,513"  -0,153 0,009 -0,019 0,103 -0,405" 0,164 -0,038 0,047 -0,213 -0,260
refeigdes p - - <0,001 0,860 0,883 0,657 0,730 0,805 0,001 0,372 0,961 0,915 0,561 0,016 0,340 0,824 0,786 0,213 0,126
NUm. ref. R - - - 0,030 -0,026 0,077 0,060 0,043 -0,513" -0,153 0,009 -0,019 0,103 -0,405" 0,164 -0,038 0,047 -0,213 -0,260
carboidratos p - - - 0,860 0,883 0,657 0,730 0,805 0,001 0,372 0,961 0,915 0,561 0,016 0,340 0,824 0,786 0,213 0,126
Nam. ref. R - - - - 0,213 0,200 0,245 0,420" 0,186 -0,081 -0,092 -0,229 -0,074 0,064 0,013 -0,425" -0,022 0,079 0,149
sacarose p - - - - 0,213 0,243 0,150 0,011 0,279 0,640 05595 0,185 0,676 0,716 0,940 0,010 0,900 0,645 0,384
Contagem r - - - - - 0,199 0,657 0,550" 0,005 0,157 0,358" -0,243 0,130 0,188 0,101 0,218 0,177 -0,114 -0,023
carboidratos p - - - - - 0,243 <0,001 0,001 0,976 0,360 0,032 0,160 0,464 0,280 0,557 0,202 0,303 0,510 0,894
Contagem r - - - - - - 0,339" 0,479" 0,168 0,016 0,111 -0,228 -0,126 -0,147 0,249 -0,006 0,032 -0,122 -0,011
proteinas p - - - - - - 0,043 0,003 0,326 0,925 0,518 0,187 0,476 0,400 0,385 0,974 0,854 0,477 0,949
Contagem r - - - - - - - 0,156 0,157 0,037 0,263 -0,218 0,031 -0,010 0,094 0,107 0,155 -0,116 0,104
lipideos p - - - - - - - 0,362 0,359 0,829 0,122 0,209 0,863 0,953 0,587 0,533 0,366 0,500 0,547
Contagem r - - - - - - - - 0,102 0,252 0,033 -0,149 -0,086 0,177 0,080 0,112 0,137 0,018 0,058
fibras p - - - - - - - - 0,555 0,138 0,846 0,394 0,630 0,309 0,644 0,514 0,425 0,918 0,737
Meédia dos r - - - - - - - - - 0,197 -0,030 -0,052 -0,062 0,141 -0,202 0,059 0,040 0,173 0,315
intervalos p - - - - - - - - - 0,250 0,861 0,765 0,729 0,418 0,238 0,732 0,817 0,313 0,061
Glicose r - - - - - - - - - - 0,020 0,344" -0,023 0,232 -0,025 0,130 0,192 0,124 -0,148
salivar p - - - - - - - - - - 0,909 0,043 0,898 0,179 0,883 0,449 0,262 0,470 0,391
Fluxo r - - - - - - - - - - - -0,156 -0,108 0,138 0,029 0,198 0,089  -0,434" 0,286
salivar p - - - - - - - - - - - 0,371 0,543 0,430 0,868 0,248 0,607 0,008 0,091



Tabela 4. Grupo CDML. (Concluséo)
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Nam. Glicemia
NUmero Nam. ref. ref. Contagem Contagem Contagem Contagem Média Glicose Fluxo Glicemia pés Hemog. Indice Indice indice  Conc.

Idade refeicbes carboidratos sacarose carboidratos proteinas lipideos fibras  intervalos salivar salivar jejum prandial glicada cérie placa sang. proteinas pH
Glicemia r - - - - - - - - - - - - -0,407*  -0,060 -0,110 0,004 -0,258  -0,215 -0,109
jejum p - - - - - - - - - - - - 0,017 0,774 0,528 0,981 0,134 0,215 0,531
Glicemia pés r - - - - - - - - - - - - - -0,206 0,149 0,198 0,423 0,243 -0,297
prandial p - - - - - - - - - - - - - 0,243 0,400 0,262 0,013 0,165 0,088
Hemog. r - - - - - - - - - - - - - - -0,033 -0,114 -0,217  -0,149 0,379"
glicada p - - - - - - - - - - - - - - 0,852 0,514 0,211 0,394 0,025
indice r - - - - - - - - - - - - - - - 0,060 0,044 -0,032 -0,053
cérie p - - - - - - - - - - - - - - - 0,727 0,798 0,851 0,760
indice r - - - - - - - - - - - - - - - - 0,555° 0,048 0,061
placa p - - - - - - - - - - - - - - - - <0,001 0,783 0,722
indice r - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,324 0,045
sang. p - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,054 0,796
Conc. r - - - - - - - - - - - - - - - - - - -0,191
proteinas p - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,265

*p<0,05, correlagdo de Spearman.



Tabela 5. Glicose salivar

p-Valor g ajustado 1C95%
Caso
Idade 0,895 0,033 -0,484 0,549
Numero refeicdes carboidratos 0,631 -0,988 -5,265 3,288
Numero refeicdes sacarose 0,316 -0,370 -1,129 0,388
Contagem carboidratos 0,281 -0,016 -0,045 0,014
Contagem proteinas 0,751 -0,009 -0,066 0,048
Contagem lipideos 0,148 0,080 -0,031 0,191
Contagem fibras *0,018 0,195 0,039 0,352
Meédia dos intervalos minutos 0,760 -0,017 -0,134 0,099
Fluxo salivar 0,469 2,323 -4,318 8,964
Glicemia jejum *0,048 0,012 0,000 0,024
Glicemia po6s prandial 0,224 0,012 -0,008 0,032
Hemoglobina glicada 0,418 0,403 -0,624 1,429
indice cérie 0,440 -6,556 -24,105 10,994
indice placa 0,321 -1,816 -5,574 1,942
indice sangramento 0,892 -0,441 -7,208 6,326
Concentracéo proteinas 0,151 1,320 -0,538 3,178
pH 0,919 -0,192 -4,127 3,742
Controle
Idade 0,955 0,008 -0,288 0,305
Numero refei¢des carboidratos 0,128 -0,723 -1,666 0,219
Numero refeicdes sacarose 0,870 -0,036 -0,481 0,409
Contagem carboidratos 0,798 -0,002 -0,016 0,012
Contagem proteinas 0,719 -0,006 -0,038 0,026
Contagem lipideos 0,879 0,004 -0,052 0,060
Contagem fibras 0,807 -0,006 -0,058 0,046
Meédia dos intervalos minutos 0,667 0,007 -0,028 0,043
Fluxo salivar 0,110 -3,460 -7,744 0,825
indice carie 0,508 4,160 -8,491 16,811
indice placa 0,561 1,104 -2,717 4,925
indice sangramento 0,495 -1,608 -6,349 3,134
Concentracéo proteinas 0,650 0,230 -0,791 1,251
pH 0,790 0,164 -1,075 1,403

*p<0,05, regressao linear multipla.



Tabela 6: indices de cérie, de placa e de sangramento.

Indice de carie Indice de placa indice de sangramento

p-Valor g ajustado (1C95%) p-Valor P ajustado (1C95%) p-Valor P ajustado (1C95%)

Grupo caso

Sexo 0.701  -0.094 (-0.063 to 0.044) *0.033  -0.350 (-0.467 to -0.022) 0.369 -0.166 (-0.211 to 0.082)
Idade 0.965 -0.010 (-0.014 to 0.013) 0.414 0.122 (-0.034 to 0.079) *0.043  0.382(0.001 to 0.076)

NUmero refeigdes carboidratos 0.677  -0.150 (-0.147 to 0.098) 0.151 -0.336 (-0.873 to 0.146) 0.799  -0.069 (-0.377 to 0.295)
NUmero refeigdes sacarose 0.655 0.121 (-0.016 to 0.025) *0.046  -0.360 (-0.174 to -0.002) 0.847  0.039 (-0.051 to 0.062)
Contagem carboidratos 0.586  -0.312(-0.001 to 0.001) 0.221  -0.450 (-0.006 to 0.001) 0.236  -0.519 (-0.004 to 0.001)
Contagem proteinas 0.900  0.044 (-0.002 to 0.002) 0.504 0.148 (-0.005 to 0.009) 0.852  0.049 (-0.004 to 0.005)
Contagem lipideos 0.332 0.552 (-0.002 to 0.005) 0.347 0.337 (-0.008 to 0.020) 0.172  0.592 (-0.003 to 0.015)
Contagem fibras 0.420  0.407 (-0.003 to 0.007) 0.080 0.578 (-0.003 to 0.041) 0.305 0.391 (-0.007 to 0.022)
Meédia dos intervalos minutos 0.239  -0.452 (-0.005 to 0.001) 0.083  -0.430 (-0.024 to 0.002) 0.194  -0.375 (-0.014 to 0.003)
Glicose salivar 0571  -0.176 (-0.019 t0 0.011) 0.270  -0.219 (-0.097 to 0.029) 0.748 -0.075 (-0.048 to 0.035)
Fluxo salivar 0.769 0.083 (-0.181 to 0.240) 0.169 0.251 (-0.279 to 1470) 0.742  0.070 (-0.484 to 0.667)
Glicemia jejum 0.404 0.229 (0.000 to 0.001) 0.178 0.236 (-0.001 to 0.003) 0.689  0.082 (-0.001 to 0.001)
Glicemia p6s prandial 0.396 0.236 (0.000 to 0.001) 0.004 0.572 (0.001 to 0.005) *0.023  0.508 (0.000 to 0.003)

Hemoglobina glicada 0.347 0.256 (-0.017 to 0.045) 0.709  -0.063 (-0.150 to 0.104) 0.863  0.035(-0.077 to 0.091)
Concentragéo proteinas 0.222 0.381 (-0.020 to 0.081) 0.166 0.274 (-0.066 to 0.355) 0.091  0.404 (-0.021 to 0.256)
pH 0.669 0.127 (-0.079 to 0.120) *0.034  0.424(0.037 t0 0.861) 0.053  0.458 (-0.003 to 0.539)

*p<0,05, regressao linear multipla.
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Legendas de figuras
Figura 1. Fluxograma do desenho metodologico utilizado no presente estudo.
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Financiamento
Trabalho apoiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) [445591 / 2014-5].
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IV CONCLUSAO GERAL

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir que:

- Com base na reviséo sistematica, as imunoglobulinas A, G e M em pacientes com
DM1 ndo apresentaram alteracdes quando comparadas a pacientes saudaveis. No entanto,
estudos padronizados se fazem necessarios para que amostras de saliva e métodos de coleta

semelhantes sejam comparados.

- Glicose salivar mostrou associacdo com glicemia em jejum e padrdes alimentares

em pacientes com DM1.

- ApoOs os desfechos deste estudo, ainda se faz necessaria uma avaliacdo de
diferentes métodos de andlise de saliva, visto que algumas disparidades foram encontradas
porgue a quantidade de glicose na saliva pode variar de acordo com a amostra de saliva estudada

(saliva de glandulas salivares especificas ou saliva total).
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ANEXO A - REGIMENTO INTERNO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
ODONTOLOGIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

CAPITULO VI

DOS EXAMES E DA DEFESA DE DISSERTAGAO E TESE

Art. 45 - O Exame Geral de Qualificagéo de que trata o Artigo 50 das Normas para os Cursos de P6s-
Graduacgédo da UFC devera ser realizado perante uma comissao julgadora composta de no minimo 03 (trés)
membros efetivos e um suplente, tendo o orientador como seu presidente.

§1° - O Exame Geral de Qualificag&o deveré ser realizado antes da matricula na atividade académica
dissertagdo ou tese e sera composto por duas fases. A primeira constara da defesa do projeto depesquisa, a
qual devera ser realizada até seis meses ap6s o ingresso no curso (nivel Mestrado) ou até 12 meses (nivel
Doutorado). A segunda fase constara da defesa da pesquisa (uma pré-defesa) e devera ser realizada até 45
dias antes da defesa da dissertacéo ou da tese.

§2° - As duas fases do Exame Geral de Qualificagcdo constardo de sessdo publica com: (1) aula
expositiva com duracdo de 30 a 40 minutos; (2) argui¢do pelos membros da banca avaliadora com duracéo
de 20 minutos para cada componente desta, bem como 20 minutos destinados as respostas do aluno para
cada avaliador.

§3° - As bancas das duas fases do Exame Geral de Qualificacéo serdo compostas por 2 (dois)
avaliadores e pelo orientador.

84° - No caso de ndo cumprimento do prazo estipulado no §1°, o orientador devera encaminhar a
coordenacdo do PPGO, antes de seu vencimento e ouvido o aluno, solicitacdo de ampliacdo do prazo,
mediante justificativa e descricdo da etapa de desenvolvimento do projeto.

§5° - O aluno que ndo obtiver aprovacdo no Exame Geral de Qualificacdo tera direito a nova
oportunidade, com data a ser definida pela Coordenagéo do PPGO.

86° - O aluno s6 podera defender a dissertacdo ou tese apdés aprovacdo no Exame Geral de
Qualificagcéo de que trata este artigo.

Art. 46 — As dissertacdes e as teses apresentadas ao Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia
da Universidade Federal do Ceara poderdo ser produzidas em formato alternativo ou tradicional. O formato

alternativo estabelece: a critério do orientador e com a aprovacédo da Coordenagdo do Programa, que 0s
capitulos poderédo conter copias de artigos e/ou relatérios de patentes de autoria ou coautoria do candidato,
publicados ou submetidos para publicacéo em revistas cientificas, escritos no idioma exigido pelo veiculo
de divulgacéo.

§1° - O orientador e o candidato deverdo verificar junto as editoras a possibilidade de incluséo dos
artigos na dissertagdo ou tese, em atendimento a legislacdo que rege o direito autoral, obtendo, se
necessaria, a competente autorizagdo, deverdo assinar declaragdo de que néo estéo infringindo o direito
autoral transferido a editora.

§2° - A dissertagdo e a tese em formatos tradicionais ou formatos alternativos deverdo seguir as
normas preconizadas pelo Guia para Normalizacdo de Trabalhos Académicos da Biblioteca Universitaria
disponivel no sitio http://www.biblioteca.ufc.br. As partes especificas do formato alternativo deverdo ser
feitas em concordancia com o Manual de Normalizagéo para Defesa de dissertacéo de Mestrado e tese de
Doutorado no formato Alternativo do PPGO, disponivel no sitio http://www.ppgo.ufc.br.

§3° - As dissertagdes defendidas no formato alternativo deverdo constar de, no minimo, 01(um)
capitulo, enquanto que as teses no mesmo formato deverdo constar de, no minimo, 02 (dois) capitulos.

§4° - Admite-se que a dissertac&o ou a tese sejam escritas e/ou defendidas em lingua estrangeira
seguindo as diretrizes definidas no regimento interno do Programa;
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Titulo da Pesquisa: ASSOCIACAO ENTRE IMUNOGLOBULINAS SALIVARES, CONTROLE
METABOLICO E SAUDE ORAL EM CRIANCAS COM E SEM DIABETES MELLITUS
TIPO 1: UM ESTUDO CASO-CONTROLE. PROSPECTIVO E MULTICENTRICO
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.020.102
Data da Relatoria: 19/04/2015

Apresentacao do Projeto:

Projeto de pesquisa da Profa. Thyciana Rodrigues Ribeiro tipo caso-controle longitudinal prospectivo e
analitico com o objetivo de avakar o perfil de imunogiobulinas salivares, controle metabolico e salde oral em
cnangas com e sem Diabetes Mellitus 1. Serao selecionados 320 voluntanos de ambos os sexos, com
idades de 2 a 5 anos em dois centros de referencia para o tratamento de diabetes & no curso de
Odontologia da Universidade Federal do Ceara. sendo divididos em 2 grupos (CDM1: pacientes com
Diabetes Mellitus tipo 1 @ SDM1: pacientes sem Diabetes Mellfus tipo 1). A salde oral sera avaliada através
de dados sobre experiéncia de carie e salde gengival. A coleta de dados ocorrera em 4 periodos
predeterminados: consulta inicial {TO) e apos 6, 12, & 18 meses da consulta inicial, nos quais os dados sobre
imunoglobulinas, controle metabolico, cane e saide gengival serdo obtidos para cada voluntano. O fuxo e 0
pH salivares também serdo medeidos. As imunoglobulinas A. G e M ser3o analisadas guantitativaments por
ELISA. O controle metabolico sera avaliado por meio dos testes de glicemia em jejum, hamoglobina glicada
e ghcose salivar. Apos obtengao dos resultados, a analise estatistica sera realizada por mew dos testes t de
student @ ANOVA para dados que se encaixarem em uma curva de normalidade e através dos testes de
Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para dados que nao obedecerem a uma distribuicao normal. Serao
considerados significantes valores de p menor que
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0,05.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar longitudinalmente o perfil de imunoglobulinas salivares, controle metabolico
(glicemia em jejum, hemoglobina glicada e glicose salivar) @ saude oral {expeniencia de carie dentana e
saude gengival) em crniancas com & sem DM1.

Objetivo Secundario:

1. Avaliar a associacao entre controle metabolico (glicemia em jejum, hemoglobina glicada e glicose salivar)
e perfil de imunoglobulinas salivares de criancas com e sam DM1.

2. Avaliar a associacao entre controle metabolico (glicamia am jejum, hemoglobina glicada e gicose salivar)
e saude oral (expenencia de cane de saude gengival) de cnancas com & sem DM1.

3. Comparar o perfil de imunoglobulinas salivares e o perfil proteico salivar entre criancas com & sem DM1.
4. Comparar a saude oral (experiencia de carle e saude gengwal) entre criancas com e sem DM1.

Avaliacao dos Riscos e Beneficlos:

A pesquisa e de baixo risco visto que o paclente sera submetido a axame oral e coleta de saliva nao
invasivos. No entanto o indice gangival. o qual sera realizado com auxilio de sonda periodontal tipo OMS, e
as coletas de sangue para realizacao de exames para o controle metabolico representarac um incomodo
adicional a estas criancas. Quanto aos beneficios destacam-se: contribuscao para o esclarecimento do papel
das imunoglobulinas em pacientes com DM1 am idades abaixo dos 5 anos, o controle da carie dentaria e
doenca gengival na populacao estudada. Alem disso. o diagnostico por saliva. um campo dinamico e
emergente, constitui-se uma forma nao invasiva e de facil acesso, somada a possibilidade de identificacac
de grande numero de moleculas na mesma.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesguisa esta bem delineada scb o ponto de vista metodoldgico e apresenta mérito cientifico.
Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

A pesquisadora apresentou ao comité de ética: projeto, folha de rosto devidamente preenchida e assinada
pela chefe do DCO, orgamento. cronograma, declaragao de concordancia dos pesquisadores envolvidos,
carta de encaminhamento, autorizagdes de todos os locais de execucao da pasquisa, curriculo do
pesquisador principal. Refez metodologia.
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Recomendacoes:

Sam recomendagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
N&o se aplica.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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