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RESUMO

Carie dentaria € uma doenga multifatorial que vem sendo combatida ao longo
dos anos, porém ainda permanece como um problema de saude publica.
Streptococcus mutans é considerado seu principal agente etioldgico por sua
capacidade de formar biofilme, produzir polissacarideos extracelulares e
acidos. Variaveis relacionadas a este microrganismo como capacidade de
aderéncia e producdo de mutacinas, bem como fatores relacionados ao
hospedeiro como a capacidade tamponante (CT) da saliva e a velocidade do
fluxo salivar (FS) tém sido investigados para delinear sua real relagdo com a
ocorréncia da carie dentaria e possibilitar sua prevengdo. O objetivo desse
estudo foi detectar a presengca de Ag l/ll e produgdo de mutacinas em
Streptococcus mutans recuperados de escolares de 12 anos e correlacionar
estes fatores de viruléncia com prevaléncia de carie nessa populagédo. Foram
também estudadas a relacdo entre o indice de carie e os parametros
salivares CT e FS. Participaram da pesquisa 94 escolares de quatro regides
periféricas do municipio de Taubaté, SP. Depois de aplicado um questionario
foi realizado a avaliagéo clinica para o indice de CPO-D e coletada a saliva
para analises do FS e CT de todos os individuos e para as analises
moleculares (n= 82, PCR convencional) para a presenga de cepas de S.
mutans Ag I/ll positivas ou negativas e deteccdo da capacidade de produzir
mutacinas I, Il e lll. Setenta e seis escolares apresentaram positividade para
S. mutans. Desses 65,8% apresentaram Ag l/ll e 9,2% capacidade de
producao de mutacina |. Nao foram observadas correlagcdes entre o indice de
CPO-D e os fatores de viruléncia, Ag I/ll (ré6 de Spearman=-0,054) e Mutacina
| (r6 de Spearman=0,064). Nao foram encontradas cepas de S. mutans
produtoras de mutacinas Il e Ill na populacdo estudada. Houve diferenca
significativa entre as regides para o indice de CPO-D (p=0,0405), FS
(p=0,0051) e CT (p<0,01), entretanto ndo foi observado resultado significativo
para a correlagdo entre CPO-D e CT e entre FS e CT. Os escolares da
Regido Sul apresentaram menor média de CPO-D (1,4), os melhores indices
de FS (4,7) e também relataram o maior niumero de escovag¢des dentarias
diarias (3 ou mais) e foram, em média, aqueles que tiveram as mais recentes
visitas ao cirurgido dentista. Embora 65,8% das cepas clinicas de S. mutans
detectadas possuissem Ag l/ll, ndo houve correlagdo com indice de carie dos
escolares. A velocidade do FS assim como a frequéncia de escovagao e
cuidados profissionais dos dentes influenciou na menor prevaléncia de carie

Palavras-chave: Streptococcus mutans; fatores de viruléncia; carie dentaria;
saliva



ABSTRACT

Dental caries is a multifactorial disease that has been combated over the
years, but it still remains a public health problem. Streptococcus mutans is
considered its main etiological agent for its ability to form biofilm, to produce
extracellular polysaccharides and acids. Variables related to this
microorganism as adhesion capacity and production of mutacins, as well as
factors related to the host such as saliva buffer capacity (BC and salivary flow
velocity (SF) have been investigated to delineate their real relation with the
occurrence of dental caries and enable their prevention. The objective of this
study was to detect the presence of Ag I/ll and production of mutacins in
Streptococcus mutans recovered from 12 year old schoolchildren and to
correlate these virulence factors with prevalence of caries in this population.
The relationship between the caries index and the salivary parameters BC
and SF were also studied. A total of 94 students from four peripheral regions
of the city of Taubaté, SP, participated in the study. After a questionnaire was
applied, the clinical evaluation for the DMFT index and saliva were collected
for SF and BC analyzes of all individuals and for the molecular analyzes (n =
82, conventional PCR) of the presence of S. mutans strains. positive or
negative Ag I/ll and detection of the ability to produce mutacins [, Il and Ill.
Seventy-six schoolchildren presented positivity to S. mutans. Of these, 65.8%
presented Ag I/ll and 9.2% mutacin | production capacity. No correlation was
observed between the DMFT index and the virulence factors, Ag I/l
(Spearman's rdé = -0,054 ) and mutacin | (Spearman's ré6 = 0.064). Strains of
S. mutans producing mutacins |l and Ill were not found in the studied
population. There was a significant difference between the regions for the
DMFT index (p = 0.0405), SF (p = 0.0051) and BC (p <0.01), but no
significant result was observed for the correlation between DMFT and BC and
between SF and BC. The children of the South Region had a lower mean
DMFT (1.4), the better SF index (4.7) and also reported the highest number of
daily toothbrushes (3 or more) and were, on average, those who had the most
recent visits to the dental surgeon. Although 65.8% of the S. mutans strains
detected had Ag l/ll, there was no correlation with the caries index of the
students. The SF speed as well as the frequency of tooth brushing and
professional care influenced the lower prevalence of caries.

Keywords: Streptococcus mutans; virulence factors; dental caries; saliva
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1 INTRODUGAO

A carie dentaria € a doenca humana mais prevalente, e os custos
associados a ela sao enormes (Keyes, 1960; Caulfield et al.,1993; Caulfield, 1997;
Listl et al., 2015; Maniji et al., 2018). Sua origem multifatorial & caracterizada pela
desmineralizagdo dos tecidos mineralizados que compdem o corpo dental, em
decorréncia de um desequilibrio da microbiota residente da cavidade bucal pela
presenca frequente de carboidratos fermentaveis (Bowden & Hamilton, 1998;
Marsh, 1999; Takahashi & Nyvad, 2011; Faustova et. al., 2018). Tal processo &
potencializado quando se trata de um hospedeiro susceptivel, cujos fatores que
contribuam para a reorganizagédo (Buischi & Axelsson, 1997, Grigalauskiené et.
al., 2015) ou a “neutralizacdo” (Seow, 1998) do biofilme dentario cariogénico
sobre a superficie do dente n&o estejam sendo eficientes.

Embora seja possivel que a atividade de carie na denticdo decidua seja
diretamente dependente do aumento nos niveis de estreptococos do grupo
mutans e do seu estabelecimento precoce na cavidade bucal (Kohler et al., 1988;
Fujiwara et al., 1991), em um grupo pequeno de criangcas afetadas por estes
estreptococos, uma reducdo subsequente dos niveis bucais destes
microrganismos parece estar acompanhada ao nao desenvolvimento da doenga
(Mattos-Graner et al., 2001). Além disso, estreptococos do grupo do grupo mutans
podem ser detectados em altos niveis até mesmo em criangas livres de carie
(Carlsson et al., 1985; Matee et al., 1993; Mattos-Graner et al., 2001).

Para estudos relacionados com a saude bucal a saliva apresenta-se como
um material de diagnostico facil de coletar, transportar e armazenar (Kubala et al.,
2018). A saliva constitui um fator de extrema importéncia para a manutencéo da
homeostase na boca (devido ao conteudo de componentes organicos e
inorganicos) (Kubala et. al., 2018). Também é responsavel pela protegdo da
superficie das membranas mucosas contra fatores biologicos, mecéanicos e
quimicos (Martinez-Delgado, 2013).

A composigdo da saliva se caracteriza por 99,5% de agua, 0,3% de
proteina e 0,2% de substancias inorganicas e organicas. Os constituintes
inorganicos mais comuns sao sodio, potassio, calcio, magnésio, cloretos e

carbonatos, enquanto os componentes organicos incluem amilases, peroxidases,



lipases, mucinas, lisozima, lactoferrina, calicreinas, cistatinas e horménios (Dodds
et. al., 2005).

Também possui capacidade tamponante, ou seja, se acidificarmos
ligeiramente o ambiente, a saliva torna-se uma solu¢do insaturada e formam-se
hidrogenofosfatos de calcio facilmente soluveis, o que diminui a suscetibilidade
dos dentes a carie quando o pH dessa secregao esta entre 6,8 e 7,2, ela se torna
uma solucdo saturada de fosfato de calcio, o que resulta em remineralizagéo
rapida e eficaz do esmalte dentario. (Dodds et. al., 2005; Bretas et. al.,2008).

Dentre os componentes orgénicos que fazem parte da cavidade oral, é
necessario destacarmos a presenga de muitas espécies de microrganismos como
bactérias e fungos. Esses microrganismos formam o que denominamos como
microbiota bucal, estabelecendo relagdes ecoldgicas complexas entre si. A
microbiota bucal pode ser dividida em quatro nichos principais, representados
pelo biofilme dentario, sulco gengival, dorso da lingua e mucosa da boca (Jorge,
2012, Grigalauskiené et. al., 2015).

Uma etapa importante na colonizagéo bacteriana e no estabelecimento de
muitos quadros infecciosos, relacionada a uma maior prote¢do contra o sistema
imune e contra agentes antimicrobianos, é a formag&o de biofilme (Donlan &
Costerton, 2002; Davies, 2003), que pode ser definido como aglomerado
microbiano imerso em uma matriz de polissacarideos extracelulares, que confere
aderéncia e permite a multiplicacdo e desenvolvimento de microrganismos sobre
a superficie dos dentes, na presenga de um substrato (Cvitkovitch et. al., 2003;
Lopez et al., 2010).

Acredita-se que a matriz formada por polissacarideos, na qual o biofilme
fica embebido torna mais facil a formacdo de microambientes mais acidos que
favorecem a sobrevivéncia de bactérias aciduricas e acidogénicas como S.
mutans, Actinomyces e lactobacilos, e consequentemente ocorra a modulagao da
atividade microbiana, viruléncia e a patogénese da carie dental (Alaluusua et al.,
1996; Kamiya et al., 2005; Koo et al., 2013; Klein et al., 2015).

Por meio do processo conhecido como quorum sensing ocorre um
aumento na producédo, liberacdo e deteccdo de moléculas sinalizadoras auto
indutoras. Por conta do aumento da densidade bacteriana, essas moléculas auto

indutoras podem se acumular e induzir a transcricdo de genes especificos que



regulam varias fungdes como motilidade, viruléncia, e até mesmo a produgao de
matriz exopolissacaridica (EPS) (Hoiby et al., 2011).

As espécies Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus secretam
varias proteinas extracelulares que podem estar envolvidas na colonizagdo de
superficies orais, sendo importantes na segunda fase do desenvolvimento do
biofilme dental e em atividades metabdlicas que levam a iniciacdo da lesédo de
carie dentaria (Hamada & Slade, 1980; Loesche, 1985).

A patogenicidade de S. mutans esta diretamente relacionada ao seu
metabolismo (Lemos & Burne, 2008), ou seja, sua capacidade de produzir
grandes quantidades de acidos organicos (acidogenicidade) e de tolerar o
ambiente acido (aciduridade). Tal fato pode tornar esta espécie significativamente
mais numerosa no biofilme cariogénico (Lemos & Burne, 2008). E importante
destacar que além dessas caracteristicas, a aumentada capacidade de adesao e
colonizagdo da superficie dos dentes tornam S. mutans um importante agente
etiologico da carie (Banas & Vickerman, 2003).

A caracteristica de adesado esta intimamente relacionada ao consumo de
sacarose, € € mediada principalmente pela acdo de moléculas de adesdo. A
enzima glicosiltransferase (GTF) é responsavel por metabolizar glucanos soluveis
e insoluveis em agua, dando origem a matriz, que permite a colonizag&o
bacteriana sobre a hidroxiapatita do dente, e o consequente estabelecimento da
carie dentaria (Bowen & Koo, 2011). Esse processo também envolve as proteinas
conhecidas como adesinas de superficie, da familia de adesinas SpaP, também
chamadas de antigenos | e Il (Agl/ll) ou de P1, além de proteinas de ligagao a
glucano (Gbps) (Banas & Vickerman, 2003; Banas, 2004).

O antigeno I/l ndo é importante apenas para a adesao inicial do S. mutans
ao hospedeiro, mas também para a adesdo entre bactérias e colonizagio
secundaria.

S. mutans também é capaz de produzir mutacinas, proteinas com agao
bacteriostatica, que inibem o crescimento de microrganismos competidores na
cavidade oral, além de sua elevada habilidade em aderir ao dente e tolerar o
estresse acido. De acordo com sua estrutura quimica, as mutacinas podem ser
classificadas em dois grupos: as lantibioticas (mutacinas I, Il e Illl) e as nao-
lantibidticas (mutacinas IV e V) (Caufield et al.,1993).



Os Lantibioticos geralmente exercem sua atividade antimicrobiana apenas
contra as espécies Gram-positivas, perturbando a integridade da membrana
citoplasmatica por meio da formacéo transitoria de poros, que é, em alguns casos,
facilitada pela ancoragem ao lipidio precursor do peptidoglicano Il, inibindo a
biossintese da parede celular (H'echard & Sahl, 2002; Twomey et al., 2002;
Chatterjee et al., 2005; Patton & van der Donk, 2005; Bonelli et al., 2006; Breukink
& de Kruijff, 2006)

As mutacinas | possuem o mais amplo espectro de atividade (Caulfield et.
al., 1985; Kreth et al., 2005; Nguyen et al., 2009) e sua producgao €é rigorosamente
controlada por vias regulatorias complexas codificadas por 25 genes (Tsang et al.,
2005). Essa proteina é termoestavel e biologicamente ativa sob um amplo
espectro de pH (4 a 10) (Novak et al., 1994; Qi et al., 2001; Tsang et al., 2005).

A mutacina Il influencia o nivel energético da célula por conta da inibicao
do desempenho de enzimas essenciais na produgédo de energia metabdlica. Esta
incluido no seu mecanismo de acdo a despolarizagado transitéria do potencial
elétrico e do gradiente de pH transmembrana, bem como o esgotamento do
estoque intracelular de ATP, levando a morte bacteriana sem a visualizagao de
lise (Chikindas et al., 1995; Dufour et al., 2007).

A mutacina lll é ativa especialmente contra patdgenos resistentes a
medicamentos, entre eles Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
Enterococcus faecium resistentes a vancomicina e Streptococcus pneumoniae
resistentes a penincilina. Essa mutacina, junto com as mutacinas | e Il fazem
parte da classe dos lantibiéticos e apresentam potencial para serem utilizadas em
terapias antibiéticas devido ao seu amplo espectro de agcédo contra bactérias Gram
positivas (Parrot et al., 1990, Kamiya et. al., 2005).

A mutacina IV inibe o crescimento dos colonizadores primarios da
superficie dentaria (estreptococcus bucais do grupo mitis) favorecendo, assim, a
instalagdo do S. mutans (Qi et al., 2001; Hale et al., 2005; Kamyia et al., 2005;
Kreth et al., 2005; Liu et al., 2013). Alguns pesquisadores acreditam que a
capacidade de adsorgcdo das moléculas dessa proteina a superficie da bactéria,
por meio de receptores especificos, caracterizaria o fator responsavel pelo seu
reduzido espectro de acéo (Merrit & Qi, 2012).



A mutacina V possui atividade antimicrobiana mais ampla, agindo
principalmente em estreptococos mitis, lactococos e micrococos (Galvéo et al.,
2017).

Além dos fatores de viruléncia, ja citados neste texto, como a antigeno l/ll e
as mutacinas, muitos estudos sobre a saude da cavidade oral utiliza propriedades
fisico-quimicas como a Capacidade Tamponante da saliva (CT) e o Fluxo Salivar
(FS) (Mandel et al., 1984; Moura et al., 2008; Jawed et al., 2011; Sakeeenabi &
Hiremath, 2011; Mejia-Rubalcava et al., 2012; Martinez-Delgado et al., 2013;
Castro et al., 2015). Os valores de CT indicam o equilibrio no pH da saliva, que é
mantido por sua vez pelo equilibrio nas concentragdes de tampdes como o
bicarbonato, acido carbénico, acido fosférico e ureia, enquanto calcio e fosfato
estdo envolvidos na remineralizagdo dos dentes (Dodds et. al., 2005). A CT da
saliva € um importante fator de resisténcia a carie dental, ja o FS controla a
microbiota da cavidade oral por meio de agcdo mecanica, proporcionando uma
limpeza nos dentes, e pode ser medida de forma estimulada e ndo estimulada. Os
valores de FS podem nos mostrar a velocidade de producdo e da viscosidade dos
fluidos. Portanto, o FS assim como CT pode estar relacionado com o grau de
ocorréncia de carie na populagao.

De acordo com acima exposto, este trabalho teve como objetivo detectar a
presenga dos genes codificadores para Ag I/ll e mutacinas em Streptococcus
mutans recuperados de escolares de 12 anos e correlacionar estes fatores de
viruléncia com prevaléncia de carie, por meio do indice de CPO-D, nessa
populagdo. Procurou também estabelecer relacéo entre o indice de CPO-D e os
fatores fisico-quimicos salivares CT e FS.



2 CAPITULOS

2.1 CAPITULO A. RELAGAO ENTRE A PRESENGA DE ANTIGENO I/l E
PRODUGAO DE MUTACINAS POR Streptococcus mutans E PRESENGA DE
CARIE

Enviado para Caderno de Saude Publica (CSP — Qualis A2) no dia 04/07/2018.

RESUMO

O biofilme dentario € composto por um grupo heterogéneo de microrganismos
que ao longo do tempo pode dar origem a doenga carie, cujo mais importante
agente etiologico é Streptococcus mutans. Este microrganismo pode possuir
variados fatores de viruléncia que o tornam mais capacitado para aderir ao dente
(presenca de antigeno I/ll), formar biofilme, competir com outras espécies
(produgdo de mutacinas) e causar a lesédo cariosa. O objetivo desse estudo foi
detectar a presencga dos genes codificadores de Ag I/ll e mutacinas em S. mutans
recuperados de escolares de 12 anos e correlacionar estes fatores de viruléncia
com a prevaléncia de carie nessa populacdo. Participaram da pesquisa 82
escolares de quatro regides periféricas do municipio de Taubaté, SP. Foi
realizada a avaliagao clinica para o indice de CPO-D e coletada a saliva para
analises moleculares (PCR convencional) para presenga de cepas de S. mutans
Ag /1l positivas ou negativas e deteccédo da capacidade de produzir mutacinas |, Il
e lll. Setenta e seis escolares apresentaram positividade para S. mutans. Desses
65,8% apresentaram Ag l/ll e 9,2% capacidade de produgdo de mutacina |. N&o
foram encontradas cepas de S. mutans produtoras de mutacinas Il e Il na
populagao estudada. Nao foram observadas correlagdes entre o indice de CPO-D
e os fatores de viruléncia Ag I/ll (r6 de Spearman=-0,054) e mutacina | (r6 de
Spearman=0,064). A maior parte das cepas clinicas de S. mutans expressaram
Ag I/ll e, uma pequena parcela, a capacidade de producdo de mutacina I,

entretanto n&o houve correlagdo com o indice de carie dos escolares.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, fator de viruléncia, aderéncia bacteriana,

mutacina, carie dentaria



ABSTRACT

The dental biofilm is composed of a heterogeneous group of microorganisms that
over time can give rise to caries disease, whose most important etiological agent
is Streptococcus mutans. This microorganism may have a variety of virulence
factors that make it more capable of adhering to the tooth (presence of I/l
antigen), forming biofilm, competing with other species (mutacin production) and
causing carious lesion. The objective of this study was to detect the presence of
Ag I/ll and production of mutacins in S. mutans recovered from schoolchildren of
12 years and to correlate these virulence factors with the prevalence of caries in
this population. A total of 82 students from four peripheral regions of the city of
Taubateé, SP, participated in the study. The clinical evaluation for the DMFT index
and the saliva for molecular analyzes (conventional PCR) for the presence of S.
mutans Ag I/ll strains positive or negative and detection of the capacity to produce
mutacins |, Il and Ill . Seventy-six schoolchildren presented positivity to S. mutans.
Of these, 65.8% presented Ag I/ll and 9.2% mutacin | production capacity. No
mutacin Il and lll producing strains were found in the study population. No
correlation was observed between the DMFT index and the Ag I/ll (Spearman's ré
= -0.054) and mutacin | (Spearman's ré6 = 0.064) virulence factors. Most clinical
strains of S. mutans expressed Ag I/l and, a small portion, the production capacity
of mutacin |, however, there was no correlation with the caries index of the

students.

Keywords: Streptococcus mutans, virulence factor, bacterial adherence, mutacin,

dental caries



INTRODUCAO

Segundo o relatério da OMS de 2003, a carie dentaria afeta de 60% a 90%
das criangas e adultos em idade escolar, o que a torna uma das doengas mais
comuns em todo o mundo’. E uma doenca multifatorial e Streptococcus mutans é
considerado o principal agente etiolégico®**°. O sucesso e estabelecimento de S.
mutans depende de muitos fatores, os quais incluem fatores de viruléncia das
cepas, microbiota competitiva, dieta, constituicido genética, comportamento e
imunidade do hospedeiro®.

A patogenicidade de S. mutans esta diretamente relacionada ao seu
metabolismo e sua capacidade de produzir grandes quantidades de acidos
organicos (acidogenicidade) e de tolerar o ambiente acido (aciduridade) e isso
pode tornar esta espécie significativamente mais numerosa no biofilme
cariogénico’, bem como a producdo de mutacinas, que sdo proteinas
antibacterianas (bacteriocinas) capazes de inibir o crescimento de outras
bactérias Gram positivas genética e ecologicamente relacionadas.

De acordo com sua estrutura quimica, as mutacinas foram classificadas em
dois grupos: as lantibidticas (mutacinas |, Il e Ill) e as n&o-lantibidticas (mutacinas
IV e V)29,

No que diz respeito a capacidade de aderéncia, podemos salientar que S.
mutans possui trés proteinas de superficie de grande importancia, que auxiliam
na fixagdo as superficies dentarias. Estes incluem glucosiltransferases (GTFs),
proteinas de ligagdo a glucanos (GBPs) e antigeno I/ll (Agl/ll)', também
conhecidas como adesinas de superficie da familia de adesinas SpaP.

A familia de antigenos I/ll sdo polipeptideos associados a parede celular
que se tornam amplamente distribuidos na superficie celular de muitos
estreptococos’’. O antigeno /Il ndo é importante apenas para a adeséo inicial de
S. mutans ao hospedeiro, mas também para a adesdao inter-bacteriana e
colonizagédo secundaria. Além do envolvimento na formagao do biofilme dentario,
o Ag I/ll parece ter um papel critico na resposta inflamatéria do hospedeiro,
especialmente na periodontite’?.

Em se tratando do acompanhamento da saude bucal, a verificacdo de
dentes cariados, perdidos e obturados (indice CPO-D) ainda é um método que,
pela abrangéncia, € o mais aceito e recomendado pela Organizagdo Mundial da



Saude (OMS) para diferentes faixas etarias e, em especial, para criangas com
idade escolar'’.

Com base nos valores do indice CPO-D na idade de 12 anos, foi verificada
uma consistente tendéncia de queda na prevaléncia da doencga entre escolares no
periodo de 1968 — 1996 no Brasil. Entre 1980 e 1996 a reducgado nos valores do
indice CPO-D aos 12 anos foi da ordem de 57,8%'*.

O mais recente levantamento epidemioldgico de saude bucal promovido
pelo Ministério da Saude confirmou essa tendéncia de declinio de carie nos
escolares brasileiros'®. Entretanto, pouco se conhece sobre a relagdo entre esses
indices nos municipios brasileiros, ja que os dados publicados pelo Ministério da
Saude demonstram um panorama geral e ndo uma identidade de cada municipio.
Ainda sao poucos os estudos brasileiros sobre saude bucal, no que se refere a
prevaléncia de carie, quando comparados a paises desenvolvidos e ainda mais
raros os estudos realizados por municipio.

De acordo com o exposto acima o presente estudo teve como objetivo
detectar a presenca de genes codificadores de Ag I/ll e de mutacinas em S.
mutans recuperados de escolares de 12 anos e correlacionar estes fatores de

viruléncia com a prevaléncia de carie nessa populacgao.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Informagéo sobre Etica
em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (SISNEP) sob o protocolo no
60709416.4.0000.5501 e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
Universidade de Taubaté (UNITAU).

Foi realizado um estudo epidemiolégico analitico transversal, cuja
populagdo foi constituida por um total de 82 escolares de 12 anos de idade,
regularmente matriculados nas escolas urbanas da rede municipal de ensino de
Taubate-SP.

Para a escolha das escolas municipais, foi levada em consideragcao a divisdo dos
bairros em Regides: Norte, Sul, Leste e Oeste. Foi escolhido um bairro
representativo de cada uma das regides: Parque Aeroporto (Norte); Sdo Gongalo
(Sul); Agua Quente (Leste) e Jardim Santa Tereza (Oeste). Todos os bairros
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escolhidos se tratam de bairros de periferia de nivel socioecondmico baixo e com
acesso limitado a servigos odontolégicos.

ApOs a selegcdo das escolas, também realizada por representatividade no
bairro, foi requerida a autorizagdo da Secretaria Municipal de Educacéo e, em
seguida, foram feitos os primeiros contatos com os diretores das respectivas
escolas para explicar como se daria o estudo proposto. Com o consentimento
prévio dos diretores iniciou-se a sele¢cdo, por meio das listas de presencga, de
escolares de ambos os sexos. Em um contato prévio com os alunos selecionados
foi entreque o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aos pais ou
responsaveis diretos de acordo com a letra “a”, do item IV.3, da Resolugcédo 196/96
do Conselho Nacional de Saude e o Termo de Assentimento do Menor segundo a
Resolucdo 466/12 Conselho Nacional de Saude, para o consentimento do proprio
aluno.

A coleta de dados foi realizada mediante um questionario prévio
direcionada a cada escolar visando tragar o seu perfil em relagdo a género,
escolaridade e prevencao em saude bucal. A coleta de saliva foi realizada por
meio da estimulagdo por mastigacdo de Parafim® “M” (Laboratory Film, Pechiney
Plastic Packaging, Chicago IL, USA). Em procedimento prévio, o Parafim® foi
cortado em pequenos pedacos de 4cmX4cm e devidamente esterilizados em fluxo
laminas com luz Ultra-Violeta (Fluxo laminar Veco, Campinas, SP) pelo periodo
de 15 minutos para cada lado. As criangas foram orientadas a eliminar a secrecao
salivar sem degluti-la num frasco plastico milimetrado e esterilizado (tubo Falcon
em Polipropileno graduado 15 mL), devidamente identificado. Os frascos foram
recolhidos e fechados de forma hermética e acondicionados em caixas de isopor
com Gelox®. No Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Taubaté,
foi separado 1 ml de saliva para congelamento e estudo posterior.

O exame clinico intra-bucal de cada estudante foi feito por uma unica
examinadora, previamente calibrada, auxiliada por uma anotadora. Tal exame foi
realizado por meio de inspecéao visual, com o escolar sentado em uma cadeira, de
frente para a examinadora em salas com boa iluminag&o, escolhidas de forma
prévia pelo(a) diretor(a). Foram utilizados equipamentos de protegéo individual
(luvas, gorros, mascaras) e espatulas de madeira, gazes descartaveis e espelhos
bucais.
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Para a avaliacdo da prevaléncia de carie dentaria foi utilizado o indice
CPO-D, segundo critérios de diagnostico da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS).

Para verificar da presenca de S. mutans e os fatores de viruléncia, 500 uL
de cada amostra de saliva, descongelada a temperatura ambiente, foi
homogeneizada (agitador de tubos tipo Vortex®, Phoenix, AP56, Araraquara, S&o
Paulo, BR) e centrifugados por 10 minutos (4690xg). Apos remocédo do
sobrenadante, 200uL de matriz comercial de extracdo e purificagdo de DNA
(Instagene, Bio-Rad®) foram adicionados ao pellet formado. Apos
homogeneizagao por 10 segundos, o material foi mantido em banho-maria por 30
minutos a 56°C. O material foi novamente homogeneizado por 30 segundos e
mantido por mais dez minutos em banho-maria a 100°C. A conclus&o do processo
de extracdo e purificagdo ocorreu pela homogeneizagdo por 30 segundos e
centrifugacgéo (4690x%Qg) por trés minutos.

O método de PCR utilizado para a identificacdo da espécie de S. mutans foi
baseado no protocolo descrito por Chen et al (2007)®.

A reacdo de amplificacdo para a detec¢ao da presencga do gene codificador
de Antigeno l/ll e capacidade de produzir mutacina I, II, lll foi realizada em um
volume final de 25 pL contendo 10 a 20 ng de DNA, para amplificagao foi utilizada
o reagente GoTag® Hot Start Green Master Mix (Promega, S&o Paulo, BR), a ele
foi adicionado 0,3 yL de cada iniciador (10 pM/uL). Os primers utilizados séo
descritos na Tabela 1.

As condi¢cbes para a realizagdo da PCR foram: desnaturagéo inicial de
95°C por 5 min, 40 ciclos de desnaturagao de 95°C por 30 s, anelamento de 60°C
para S. mutans e 56°C para os demais primers por 45s, extensdo de 72°C por 1
min e extensdo final de 72°C por 10 min. Para isso foi utilizado o termociclador
Mastercycler® gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) a
1,5% em TAE, corados com 0.5 yg/mL de brometo de etidio (Invitrogen, Carlsbad,
CA) e visualizados em um transiluminador UV (Gibco BRL, modelo TFX 20M,
LIFE TECHNOLOGIES, EUA). Para o registro e arquivamento foi utilizado o
sistema de foto documentacdo KODAK Digital Science.

Os dados foram tabulados e analisados pelo Software Estatistico SPSS
com nivel de significancia 5%. O teste aplicado foi Mann Whitney para a
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comparacgao entre duas variaveis independentes e o teste de Correlagdo de

Spearman para a indicacdo de presencga ou nao de correlagcédo entre as variaveis.

RESULTADOS

Setenta e seis escolares apresentaram positividade para S. mutans.
Desses 65,8% apresentaram o gene codificador de Ag l/ll e 9,2% capacidade de
producdo de mutacina | (Figuras 1, 2 e 3 e Tabela 2). Ndo foram encontradas
cepas de S. mutans produtoras de mutacinas Il e Il na populagao estudada.

A presenca ou auséncia de antigeno /Il e mutacina | em individuos com e
sem carie pode ser observada na tabela 3.

A prevaléncia de carie na populagcéo estudada (n=82) foi de 45,12% com
meédia do CPO-D de 2,4. Os valores do CPO-D, por regido, sdo apresentados na
tabela 4.

N&o foi observada relagdo entre o género dos escolares com as médias de
CPO-D (p=0,5054) ou presenca de Ag Il/ll (p=0,935) e mutacina | (p=0,668)
(Tabela 5). Embora a regido Leste tenha apresentado o maior indice de CPO-D
(3,2), foi a unica regidao a nao apresentar escolares portadores de cepas de S.
mutans produtoras de mutacinas I.

Nao houve correlacdo entre o indice de CPO-D e a presenca ou auséncia
de cepas de S. mutans com antigeno I/ll e/ou capacidade de produzir mutacina |
(teste n&o paramétrico para comparacéo de variancias Mann-Whitney e o teste de
Correlacédo de Spearman, Tabela 6).

DISCUSSAO

O presente estudo ndo demonstrou correlagéo entre os indices de CPO-D
e a presenga ou auséncia de cepas de Streptococcus mutans com o antigeno I/II.
Nao foram encontrados na literatura estudos que correlacionem o indice de CPO-
D com Ag I/ll, porém Yang et al., (2018)"" demonstraram que o Ag I/ll mediou a
interacdo entre S. mutans e Candida albicans e que a perda do gene, codificador
do Ag I/, resultou em reducao significativa de C. albicans em biofilme in vitro e
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em modelo invertebrado (Drosophila melanogaster) quando associado esses dois
microrganismos.

De acordo com Sanui & Gregory (2009)'® o antigeno I/Il parece ser critico
na formacéo inicial do biofilme, mas uma vez que o biofilme é estabelecido, o
antigeno I/ll passaria a ndo ter papel significativo. Também afirma que a presenca
de imunoglobulinas contra o Ag I/ll indica um mecanismo de protegao'® 19202122,
entretanto os microrganismos quando em biofilme podem se proteger do ataque
imune do hospedeiro diminuindo a expressao do Ag l/Il.

Os apontamentos sobre as quantidades de IgA na saliva e o seu papel na
resposta imune na cavidade oral, somado ao papel do antigeno I/ll na formagao
do biofilme, pode ser uma explicagao para que nao fosse observado influéncia da
presencga do gene codificador de Ag I/ll nos valores do indice de CPO-D.

Em torno de 70 a 100% das cepas isoladas de S. mutans produzem ao
menos um tipo de mutacina (Parrot et al.,1990; Kamiya et al., 2005) que variam
quanto ao espectro de agéo inibitéria aos microrganismos.

A literatura reporta diferentes frequéncias de deteccdo dos genes
codificadores de mutacinas; mutAl (29,1% a 53%), mutAll (<10% a 80%), mutAlll
(12,7%) em S. mutans isolados a partir de biofilme dentario e/ou saliva
humana9’23'24'25’26'27'28’29.

Rodrigues et al., (2008)*® em amostras de saliva de pré-escolares (4 a 5
anos de idade), relataram a presenga das cepas produtoras de mutacina Il em
60% do grupo dos individuos que apresentavam experiéncia de carie e Valarini et
al. (2009)29 demonstraram a presenca de 21,4% de cepas de S. mutans
produtoras de mutacina I/lll em uma populagédo de 28 individuos adultos (18 a 34
anos) com experiéncia de carie. Assim como no presente estudo, Rodrigues et al.,
(2008)? e Valarini et al. (2009)?° nao verificaram associagdo entre a presenga dos
genes das mutacinas e a experiéncia de carie do participante.

A baixa frequéncia de cepas produtoras de mutacina | talvez esteja
relacionada ao fator de transmissibilidade dessas cepas. Li et al., (2005)%
realizaram um estudo com o objetivo de relacionar a presenca dos genes
estruturais de mutA (gene codificador de mutacinas) em cepas clinicas de S.
mutans com a transmissdo materna desses microrganismos. Em uma primeira
etapa, foram isoladas duzentas cepas clinicas de S. mutans obtidas de vinte
pares de mae-filho chineses com o intuito de determinar os genaétipos transmitidos
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e nao transmitidos verticalmente. As cepas com gene mutAl foram menos
transmitidas das maes para os filhos do que as cepas que nido apresentam o
gene mutAl. Outro resultado demonstrado pelos mesmos autores e que
corroboram com o presente estudo, foi a ndo amplificagdo dos genes de mutAll e
mutAlll pelas amostras estudadas.

As baixas frequéncias de detecgdo de alguns desses genes estruturais
revelam a existéncia de uma ampla diversidade genética no locus do gene mutA
OuU mesmo sua auséncia nas amostras testadas®>*°.

Longo et al., (2003)*®, ndo verificaram uma associagdo entre o espectro
inibitério da cepa produtora de mutacina e a incidéncia de carie dentaria,
sugerindo que a producéo desse fator de viruléncia pode n&o ser relevante para a
capacidade da bactéria colonizar o hospedeiro e induzir a doenca.

Assim como no presente estudo®' observou n3o haver diferenca entre o
numero de criangas com ou sem experiéncia de carie colonizada por genoétipos de
S. mutans produtores de mutacina, ou seja, a presenga desse genotipo nao
influenciou no potencial de desenvolver a doenga carie, colocando em xeque a
que a colonizagdo por S. mutans produtores de mutacinas poderia indicar
individuos mais susceptiveis a carie dentaria.

A falta dessa correlacao positiva entre a experiéncia de carie de criangas e
adultos e a viruléncia relacionada ao Ag l/ll e produgdo de mutacinas de S.
mutans pode estar relacionada ao o fato de que nem sempre a expressdo de um
gene acarreta a atividade da proteina decodificada26 e também que as mutagdes
genéticas podem alterar e impedir a atividade de certas mutacinas.

Os resultados do presente trabalho reforcam o conceito de que a doenca

carie possui um carater multifatorial®%33343°

€ que cada pessoa tem seu proprio
risco de carie que € determinado pelo microbioma oral e sistema imunoldgico

influenciado por fatores ambientais e genéticos>®.

CONSIDERAGOES FINAIS

Muitos fatores que influenciam no risco de carie ainda s&o estudados nos
dias atuais, como a microbiota associada e seus fatores de viruléncia,

composicao da saliva, fluxo salivar, capacidade tamponante da saliva, habitos de
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escovacgao, visitas ao dentista, condicdo socioecondmica e presenca de fluor na
agua de consumo. Essa biodiversidade determinada pela presenga de todos os
elementos que influenciam a fisiologia da cavidade bucal em condigbes naturais e
mantem o equilibrio. Portanto, ndo é tarefa simples entender o equilibrio
proporcionado por essa biodiversidade, com todos os elementos inseridos num
processo complexo e, ao mesmo tempo dinamico.

Nao foi possivel, no presente estudo, associar a presengca do gene
responsavel pela codificagdo do antigeno I/ll e da mutacina I, como fatores de
risco de carie para escolares de 12 anos.
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LISTA DE FIGURAS E TABELAS. RELACAO ENTRE A PRESENCA DE
ANTIGENO I/l E PRODUCAO DE MUTACINAS POR Streptococcus mutans E

PRESENCA DE CARIE

Tabela 1. Primers utilizados no estudo.

Primer Fragmento *TF Referéncia
S. mutans F: TCGCGAAAAAGATAAACAAAC A
479pb Chen, et al. 2007

R: GCCCCTTCACAGTTGGTTAG

Antigeno /11 F:AGTGCGAGTAAGGAAG 942pb **Este trabalho
R: TTCACCGCTGCCAAAT

Mutacina /111 F: AGTTTCAATAGTTACTGTTGC 750/450pb Kamiya, et al. 2005%
R: GCCAAACGGAGTTGATCTCGT

Mutacina Il F: AACGCAGTAGTTTCTTTGAA 444 pb Kamiya, et al. 2005%

R: TTCCGGTAAGTACATAGTGC

*TF = Tamanho do Fragmento

** Retirado do Gene Bank



Tabela 2. Tabela descritiva com os individuos participantes das diferentes regides de estudo, de
acordo com as variaveis: indice de CPO-D, presenca (+) ou auséncia (-) de S. mutans na saliva e
presenca (+) ou auséncia (-) de cepas de S. mutans produtoras de Antigeno l/ll, Mutacinas I, Il e IlI
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Tabela 3. Presenca ou Auséncia de Antigeno /Il e Mutacina | em duas categorias de individuos: Com Carie e

Sem Carie

Livre de Carie

Carie Ativa

Presenca de Ag I/ll

19 (24,1%)

31 (39,2%)

Auséncia de Ag /1l

9 (11,4%)

20 (25,3%)

Presenga de Mutacina |

2 (2,44%)

5 (6,10%)

Auséncia de Mutacina |

27 (32,92%)

48 (58,54%)
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Tabela 4. Valores de dentes cariados, perdidos e obturados (%)l em escolares das diferentes Regides
estudadas

Regiao Norte Regido Sul Regido Leste Regido Oeste Valor de p

N 17 22 23 20 0,0405
Dentes Cariados (%) 47,05 (8) 36,36 (8) 43,48 (10) 55 (11) 0,8017
Dentes Perdidos (%) 11,76 (2) 0 (0) 13 (3) 25 (5) 0,0519

Dentes Obturados (%) 35,3 (6) 18,18 (4) 52,17 (12) 50 (10) 0,0846
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Tabela 5. indice de CPO-D médio, presenca ou auséncia de cepas produtoras de Antigeno I/l (Ag l/ll) e

Mutacina | (Mut |) relacionado ao sexo em escolares de 12 anos de idade de Taubaté, SP, 2017

Auséncia Auséncia Presenga Presenca Valor de p Velar Velar
e deMutl  deAglll  deMutl deAgin Médi@aCPO-D “opqy n™ dep - dep
Mutl  Ag I/l

Feminino 40 17 3 26 2,30

0,5054 0,668 0,935
Masculino 35 13 4 26 2,26




Tabela 6. Valores dos testes estatisticos Mann-Whitney e Correlagdo de Spearman

25

Ag Mut |

U de Mann-Whitney 669,000 67,500
Valor de p 0,635 0,483
0,064

Coeficiente de Correlagao -0,054
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose da amplificacdo por PCR do S. mufans (479pb) isolados da saliva
de escolares de 12 anos. Coluna 1 — marcador de peso molecular de 1000 pb; Coluna 2 — controle positivo da

reacéo, Coluna 3 a 13 — isolado de amostra de saliva e Coluna 14 - controle negativo da reacéo
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose da amplificagdo por PCR do gene de antigeno I/ll (942pb) em
S.mutans isolados da saliva de escolares de 12 anos. Coluna 1 — marcador de peso molecular de 1000 pb;

Coluna 2 a 13 - isolado de amostra de saliva e Coluna 14 - controle negativo da reagéo
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose da amplificacdo por PCR do gene de mutacina | (750pb) em
S.mutans isolados da saliva de escolares de 12 anos. Coluna 1 — marcador de peso molecular de 1000 pb;

Coluna 2 a 13 - isolado de amostra de saliva e Coluna 14 - controle negativo da reacio
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2.2 CAPITULO B. FLUXO SALIVAR E CAPACIDADE TAMPONANTE COMO
INDICADORES DE SUSCEPTIBILIDADE A CARIE EM ESCOLARES

Enviado para Caderno de Saude Publica (CSP — Qualis A2) no dia 04/07/2018.

RESUMO

A saliva € um biofluido que desempenha importante papel na saude da cavidade
oral por meio de seu fluxo e decomponentes como enzimas, gilcoproteinas,
tampdes e anticorpos. Dentre as muitas patologias bucais esta a carie dentaria,
que ainda é um problema de saude publica a ser vencido. Sem duvida o indice
CPO-D é um importante indicador de susceptibilidade, entretanto parametros
simples e nao invasivos como a velocidade do Fluxo Salivar (FS) e Capacidade
Tamponante (CT) precisam ser melhor explorados para esta finalidade. Assim, o
presente estudo teve como objetivo relacionar o FS e a CT com a incidéncia da
doenca carie em criangas de 12 anos de idade matriculadas em escolas publicas
do municipio de Taubaté, SP. A coletas de saliva para a medida de FS e CT, e
indice de CPO-D foi realizada em 94 escolares de 12 anos de quatro regides
periféricas do municipio de Taubaté, SP. A prevaléncia de carie na populagao
estudada foi de 44% e o indice de CPO-D foi de 2,28. Houve diferenca
significativa entre as regides para o indice de CPO-D (p=0,0405), FS (p=0,0051) e
CT (p<0,01), entretanto ndo foi observado resultado significativo para a correlagéo
entre CPO-D e CT e entre FS e CT. indices suplementares como nimeros de
escovagdes por dia e ultima consulta ao dentista também foram descritas, e,
demonstrando que os escolares da Regido Sul apresentaram menor indice de
CPO-D, maior numero de escovagbes diarias e consultas mais recentes ao
dentista. A populagdo de escolares da Regido Sul apresentaram os melhores
indices de FS e CPO-D. Conclui-se que foi possivel correlacionar indicadores
como FS e CT com a prevaléncia de carie e portanto o risco de carie em
escolares de 12 anos do municipio de Taubaté, SP.

Palavras-chave: saliva, carie dental, escolares
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ABSTRACT
Saliva is a biofluid that plays an important role in the health of the oral cavity
through its flow and decomposers like enzymes, giloproteins, buffers and
antibodies. Among the many oral pathologies is dental caries, which is still a
public health problem to be overcome. The DMFT index is undoubtedly an
important indicator of the dental condition, however simple and non-invasive
parameters such as Salivary Flow (SF) velocity and Buffer Capability (BC)
need to be better explored for this purpose. Thus, the present study had as
objective to relate SF and BC with the incidence of caries disease in children
of 12 years of age enrolled in public schools in the city of Taubaté, SP. The
collection of saliva for SF and BC, and DMFT index was performed in 94 12-
year-old schoolchildren from four outlying regions of the municipality of
Taubaté, SP. The prevalence of caries in the study population was 44% and
the DMFT index was 2.28. There was a significant difference between the
regions for the DMFT index (p = 0.0405), SF (p = 0.0051) and BC (p <0.01),
but no significant result was observed for the correlation between DMFT and
BC and between SF and BC. Additional indexes such as number of
toothbrushes per day and last visit to the dentist were also described, and,
showing that the students of the South Region had a lower rate of DMFT, a
greater number of daily brushings and more recent dental appointments. The
population of schoolchildren in the Southern Region presented the best
indexes of FS and DMFT. It was concluded that it was possible to correlate
indicators such as SF and BC with the prevalence of caries and therefore the

risk of caries in 12-year-old schoolchildren from the city of Taubaté, SP.

Key-words: saliva, dental caries, school children
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INTRODUCAO

A saliva € um biofluido de constituicdo complexa, formada por varios
eletrolitos e substancias organicas, secretada por todas as glandulas
salivares e que umedece toda a cavidade bucal’. Dentre os componentes da
saliva, estdo presentes importantes constituintes com fungao de defesa como
a lisozima e os anticorpos, principalmente a IgA?. Além do sistema de defesa
ha componentes como a mucina, que é responsavel pela lubrificacédo e
sinalizagdo celular para a formagcéo de barreiras quimicas, assim como
tampdes salivares que evitam as lesdes produzidas pelo excesso de acidos®.
Sendo assim, a saliva € um importante bioindicador da saude da cavidade
oral por meio de medidas como a capacidade tamponante da saliva (CT) e o
fluxo salivar (FS)?°.

Os valores de CT indicam o equilibrio no pH da saliva, que é
dependente de concentracbes de tampdes como o bicarbonato, acido
carbbénico, acido fosférico e ureia, que coordenam o processo de
remineralizagdo dos dentes®, desempenhando um importante papel na
resisténcia a carie dentaria’?.

O FS auxilia no controle da microbiota oral por meio de acéo
mecanica. Banha dentes e mucosas proporcionando uma reducdo de
microrganismos pelo processo de deglutigéo3.

Portanto, o FS assim como CT podem estar relacionados com a
incidéncia de carie na populagéo*23°6789.10

Em se tratando do acompanhamento da saude bucal do individuo, a
verificagdo de dentes cariados, perdidos e obturados (indice CPO-D) é um
método que, pela abrangéncia, € o mais aceito e recomendado pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) para diferentes faixas etarias. A idade
de 12 anos é especialmente importante por ser aquela em que geralmente
deixa o Ensino Fundamental |, pois em muitos paises esta é a ultima idade
na qual uma amostra confiavel pode ser facilmente obtida por meio do
sistema escolar. Além disso, € provavel que nessa idade todos os dentes
permanentes exceto os terceiros molares tenham erupcionado (OMS,
2013)"".
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Com base nos valores do indice CPO-D na idade de 12 anos, foi
verificada uma consistente tendéncia de queda na prevaléncia da doenca
entre escolares no Brasil entre o periodo de 1968 - 1996'2. Entre 1980 e
1996 a reducéo nos valores do indice CPO-D aos 12 anos foi da ordem de
57,8%"°.

O mais recente levantamento epidemioldégico de saude bucal
promovido pelo Ministério da Saude confirmou essa tendéncia de declinio de
carie nos escolares brasileiros™. Entretanto, pouco se conhece sobre a
relagdo entre esses indices nos municipios brasileiros, ja que os dados
publicados pelo Ministério Saude demonstram um panorama geral e ndo uma
identidade de cada municipio. Ainda sdo poucos os estudos brasileiros sobre
saude bucal quando comparados a paises desenvolvidos e ainda mais raros
os estudos realizados por municipio. E importante destacar que os trabalhos
com indice de CPO-D, FS e CT tém sido cada vez mais escassos na
literatura, mas muitas lacunas ainda precisam ser preenchidas, ja que cada
populagdo possui caracteristicas particulares na prevaléncia de carie.

De acordo com o acima exposto, o objetivo do presente estudo foi
relacionar a capacidade tampao e o fluxo salivar com a prevaléncia da
doenca carie em criangas de 12 anos de idade matriculadas em escolas

publicas do municipio de Taubaté, SP.

METODOLOGIA

A pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Informagao sobre
Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (SISNEP) sob o protocolo no
60709416.4.0000.5501 e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP)
da Universidade de Taubaté (UNITAU).

Foi realizado um estudo epidemiolégico analitico transversal cuja
populagdo foi constituida por adolescentes de 12 anos de idade,
regularmente matriculados nas escolas urbanas da rede municipal de ensino
de Taubaté-SP, nos meses de abril e maio de 2017.

De acordo com o Censo Escolar realizado no ano de 2016, o
municipio de Taubaté-SP conta com 43 escolas municipais de Ensino
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Fundamental, na area Urbana, e um total de 3.404 estudantes com idade na
faixa dos 12 anos. A idade de 12 anos foi escolhida por se tratar de idade
padrao para comparacgdes internacionais e para controle de tendéncias da
carie ao longo do tempo.

Para a escolha das escolas municipais, foi levada em consideragao a
divisdo dos bairros em Regides: Norte, Sul, Leste e Oeste e com base nesse
mapa, foi escolhido um bairro representativo de cada uma das regides:
Parque Aeroporto (Norte); Sdo Gongalo (Sul); Agua Quente (Leste) e Jardim
Santa Tereza (Oeste). Todos os bairros escolhidos se tratam de bairros de
periferia de nivel socioecondmico baixo e com acesso limitado a servigos
odontologicos.

ApOs a selegao das escolas, também realizada por representatividade
no bairro, foi requerida a autorizagdo da Secretaria Municipal de Educacéao e,
em seguida, foram feitos os primeiros contatos com os diretores das
respectivas escolas para explicar como se daria o estudo proposto. Com o
consentimento prévio dos diretores iniciou-se a selecédo, por meio das listas
de presencga, dos escolares na idade de 12 anos completos, de ambos os
sexos, matriculados regularmente. Em um contato prévio com os alunos
selecionados foi entregue o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aos
pais ou responsaveis diretos de acordo com a letra “a”, do item IV.3, da
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude e o Termo de
Assentimento do Menor segundo a Resolugao 466/12 Conselho Nacional de
Saude, para o consentimento do préprio aluno.

Foram excluidos do grupo de estudo os escolares que apresentavam
denticdo mista.

A coleta de dados foi realizada mediante um questionario prévio,
direcionada a cada escolar visando tragar o seu perfil em relagdo a género,
escolaridade e prevencdo em saude bucal. A coleta de saliva foi realizada por
meio da estimulagdo por mastigagdo. Para cada crianga foi fornecido um
fragmento de Parafim® “M”(Laboratory Film, Pechiney Plastic Packaging,
Chicago IL, USA) de 4 x 4 cm, previamente esterilizados por luz Ultra-Violeta
(Fluxo laminar Veco, Campinas, SP). . As criangas foram orientadas a eliminar
a saliva sem degluti-la num frasco plastico milimetrado e esterilizado (tubo

Falcon em Polipropileno graduado 15 mL), devidamente identificado. Apos
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esse procedimento, o operador anotou o volume de saliva descontando a
espuma eventualmente formada. Para cada participante foi calculado o Fluxo
Salivar (FS) (mL/min). Os frascos foram recolhidos e fechados de forma
hermética e acondicionados em caixas de isopor com Gelox® para evitar a
alteracdo da composicao salivar.

Para a avaliagdo da Capacidade Tamponante da saliva (CT) 1 mL de
saliva foi adicionada em 3 mL de solu¢ao de HCI 0,005 N, agitado e o tubo foi
mantido aberto durante dez minutos para remoc¢ao de CO,. O pH foi medido
em pHmetro (Quimis, Diadema,SP).

Para avaliacdo do numero de dentes cariados, perdidos e obturados
foi utilizado o indice CPO-D, segundo critérios de diagnéstico da Organizagéo
Mundial de Saude'. O exame clinico intra-bucal de cada estudante foi feito
por um unico examinador, previamente calibrado auxiliado por um anotador,
por meio de inspecao visual, com o escolar sentado em uma cadeira, de
frente para a examinadora em salas com boa iluminagdo. O examinador
utilizou luvas, gorros e mascaras descartaveis e o exame foi realizado com o
auxilio de espatulas de madeira, gaze e espelhos bucais esterilizados.

Os dados foram tabulados e analisados pelo Software Estatistico
Graph Pad Prism 5.5 com nivel de significAncia 5%. Para a analise das
variaveis indice CPO-D, FS e CT foi realizado o Teste de Kruskall-Wallis.
Apos a realizacdo do Teste Kruskall Wallis foi aplicado o Teste de Mann
Whitney para a visualizagao das relagées que apresentavam significancia; e
para as correlagdes entre as variaveis foi realizada a Correlacdo de

Spearman e Regressao Linear.

RESULTADOS

A prevaléncia de carie na populacao total estudada foi de 44% e o
indice de CPO-D foi de 2,28. Foi verificada diferenga significativa com relagéo
ao indice CPO-D entre as escolas das diferentes regides estudadas
(p=0,0405). Houve diferenga significativa entre as Regides Sul e Leste
(p=0,0209) e Regidao Sul e Oeste (p=0,0310). Os indices de CPO-D das
escolas estudadas por bairro foram: Parque Aeroporto, regido Norte, (CPOD
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= 2,7); Sao Gongalo, regiéo Sul, (CPO-D = 1,4); Agua Quente, regido Leste,
(CPOD = 3,2) e Jardim Santa Teresa, regiao Oeste, (CPO-D = 2,7) (Figura
1).

Foi realizada uma comparacédo entre as médias de CPO-D entre os

sexos feminino (2,30) e masculino (2,26) utilizando Mann Whitney U test,
porém nao foi observada diferenca significativa (p=0,5054) (Tabela 1).
Houve diferenga significativa para o Fluxo Salivar (FS) (p=0,0051) entre a
escola da regido Leste (média=3,6) comparada as escolas das regides Sul
(média=4,7) e Norte (média=4,4) (Figura 2). A escola da regido Oeste nao
apresentou diferenca significativa para a variavel FS (média=3,9) com
relacdo as demais escolas.

Essa diferenca estatistica também pode ser observada quando
categorizamos os alunos em FS normal (1 a 2 mlL/minuto), FS
acentuadamente diminuida (menor que 0,7 mL/minuto) e Xerostomia (menor
que 0,1 mL/minuto) (p=0,006, Tabela 2.). A regido Leste apresentou uma
maior porcentagem (56%) de alunos com FS acentuadamente diminuido
quando comparado com as demais regides, Norte (10,04%), Sul (17,39%) e
Oeste (26,09%).

Analisando-se os dados de CPO-D e FS é possivel observar uma
correlagdo entre as duas variaveis (p=0,0833, Tabela 3), ou seja, na escola
da regidao Sul foi constatado um menor indice de CPO-D (1,4) e um maior
valor para FS (4,7); enquanto que para a escola da regido Leste foi
observado um maior indice de CPO-D (3,2) e um menor valor para FS (3,6).
Foi realizada também uma analise da porcentagem de cada parametro que
compde a CPO-D, dentes perdido, dentes cariados e dentes obturados
(Tabela 4.).

Houve diferenga significativa (p<0,001, Figura 3) para os valores de
Capacidade Tampéo (CT) entre todas as escolas, com exceg¢ao quando para
a escola da regidao Sul com as escolas das regides Leste e Norte (p>0,05).
Para os valores de Capacidade Tampdo (CT) ndo houve diferenga
significativa entre a escola da regido Sul quando comparada as escolas das
regides Leste e Norte.

Entre as variaveis CT e CPO-D ndo foi observada uma correlagéo
(p=0,7500), ja que a escola da regido Oeste apresentou o maior valor de CT
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(5,1) e a escola da regido Norte apresentou o menor valor de CT (3,2), mas
ambas apresentaram uma mesma meédia de CPO-D (2,7). Também né&o
houve correlagéo entre FS e CT (p=0,1315).

Apesar de nao ter sido possivel a visualizacdo de uma diferenca
significativa na variavel CT quando comparada aos valores obtidos entre as
regides, e também na correlagdo com a variavel FS e CPO-D, quando foi
realizado o agrupamento entre individuos levando em consideragdo as
categorias da CT normal (pH entre 5 e 7), CT limite (pH de 4 a 5) e CT baixa
(pH < 4)", e comparado com os grupos de individuos Com Carie e Sem
Carie, pode-se observar que um maior numero de individuos do grupo Com
Carie se enquadram na categoria de CT baixa . Quando realizada a relagao
entre CT e CPO-D com os parametros que compdem o indice de CPO-D
(dentes cariados, dentes perdidos e dentes obturados) separadamente, foi
possivel observar uma relagdo entre a CT e dentes perdidos. A populagao
estudada na regido Oeste apresentou o menor valor para a capacidade
tampéo (3,2) (Tabela 5.) e também a maior porcentagem de individuos com
dentes perdidos (26,09%).

Os resultados quanto ao perfil do estudante no que diz respeito a
saude bucal (frequéncia da escovagao e tempo decorrido desde a ultima
consulta ao dentista) podem ser observados nas Tabelas 6. e 7.

respectivamente.

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo apresentam relevancia,
principalmente quando nos deparamos com a escassez de informagao sobre
os indices de carie em diversos municipios brasileiros, o que reflete um
problema em paises em desenvolvimento, onde os dados sobre carie para

1617188 Além disso, os estudos

criangas de 12 anos sido escassos
epidemiologicos realizados em criangas no Brasil ndo apresentam
uniformidade em relacdo aos critérios de diagndstico e procedimentos
amostrais, o que torna dificil estabelecer comparagdes. Quando encontramos

tais dados na literatura, os mesmos se apresentam de forma



37

16,19

generalizada''®, como em perspectiva estadual®®?"?*?°

, porém os
municipios ainda precisam contribuir mais com a construgdo do panorama da
prevaléncia e incidéncia de carie.

Para o municipio de Taubaté, SP poucas foram as contribuicbes com

relagdo a incidéncia de carie nas escolas publicas®*®

sendo preciso levar em
consideragao que ja se passaram 14 anos apos o ultimo estudo, onde nao
foram avaliadas as variaveis Fluxo Salivar (FS) e Capacidade Tamponante
da saliva (CT).

Levando-se em consideragdo a Pesquisa Nacional de Saude Bucal
realizada em 2010, foi encontrada uma média de CPO-D nacional de 2,1, e
para o Estado de Sao Paulo de 1,4. De acordo com os resultados obtidos no
presente estudo, a escola da Regido Sul foi a Unica a apresentar um indice
de CPO-D menor que a média nacional e igual a média do Estado de Sao
Paulo. A prevaléncia de carie encontrada na populacdo de estudantes de 12
anos foi de 44%, sendo que a média nacional para prevaléncia de carie
relatada pela Pesquisa Nacional de Saude Bucal — Projeto SBB Brasil 2010
foi de 53%. Porém, o valor encontrado no presente estudo ainda se encontra
superior ao relatado para o estado de S&o Paulo, que foi de 37,6%. E
importante destacar que o municipio de Taubaté esta localizado no estado de
S&o Paulo e faz parte do da Regido Metropolitana do Vale do Paraiba, que
apresentou em 2010 um indice de Desenvolvimento Humano de 0,781,
aproximando-se da faixa de Muito Alto Desenvolvimento Humano?’.

Apesar dos resultados do presente estudo demonstrar uma
necessidade de redugao do indice de carie em comparagao com os valores
encontrados para o Estado de Sao Paulo, quando comparados os dados da
ultima pesquisa no municipio de Taubaté, SP* com escolares também de
regides periféricas, com condigdo socioecondmica baixa e pouco acesso ao
servigo odontoldgico, houve uma redugao significativa do indice de CPO-D.

Cortelli et al, 2004% relataram uma CPO-D de baixo risco de carie de
4,9, sendo que o maior valor para CPO-D encontrado no presente estudo foi
de 3,2 (Regiéo Leste). Porém, os indices das Regides Norte, Leste e Oeste
ainda se encontram acima da média nacional e estadual, demonstrando uma

situacao de fragilidade com relagéo a prevaléncia de carie na populagao.
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A regido Sul se destacou pelo baixo indice de CPO-D (1,4) que pode
também estar associado com a frequéncia de escovagao das criangas, ja que
na regiao Sul foi observado uma maior frequéncia das escovagdes por dia
(trés a mais vezes por dia). Esta associagao entre a frequéncia de escovagao
e o indice de carie nao foi encontrada nos estudos de Cypriano et al., 20112,
mas corrobora com os estudos de Ismail & Woosung Shon, 2001?° e Cortelli
et al., 2004%°. Embora alguns autores?’ ndo deem destaque aos indices
suplementares como a frequéncia de escovacdo e visitas recentes ao
dentista pois se fundamentam no grau de confianga da resposta das criangas
e/ou de seus pais, estes resultados no presente estudo mostram-se
relevantes ao explicar o menor indice de carie em escolares da Regido Sul.

Os resultados das demais variaveis, FS e CT, apresentaram
diferengas estatisticas entre as regides estudadas. O FS é uma variavel
muito importante quando se trata de estudos de carie na populacéo, pois a
saliva além de ser a primeira secreg¢ao que entra em contato com substancias
endogenas, desempenha um importante papel na manutengéo da integridade
dos tecidos dentais, devido a presenca de calcio, fosforo e outros ions
inorganicos, tornando o ambiente facilitador para a remineralizagao de lesdes
incipientes ou zonas desmineralizadas do esmalte.

Os valores de FS encontrados no presente trabalho, nas diferentes
regides estudadas, puderam demonstrar a importancia dessa variavel para o
controle nos indices de carie, ja que o menor valor de FS foi relatado na
Regido Leste, mesma regido em que foi encontrado o maior indice de CPO-
D. O mesmo pode ser observado para a relagdo contraria, ou seja, 0 maior
valor de FS foi relatado para a mesma Regi&o na qual foi encontrado o menor
indice de CPO-D, ou seja, a Regido Sul. Com estes resultados, foi possivel
verificar uma correlagédo positiva entre estas duas variaveis, FS e indice de
CPO-D. Estes resultados corroboram com os estudos de Bretas et. al., 2008°
e Moura el. al., 2008°.

Apesar de néo ter sido observado correlagédo entre CT e o indice CPO-
D, quando a analise dos parametros que compde o indice de CPO-D foram
analisados separadamente, observou-se que o maior numero de dentes
perdidos foi apresentado pelos alunos da escola localizada na regido Leste, a
mesma populagao de escolares que apresentaram o valor de CT mais baixo.
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Esta relagdo pode ser explicada pelo fato de que criancas na faixa etaria de
12 anos apresentam como a maior causa da perda de dentes a incidéncia de
carie. A incidéncia de carie esta diretamente relacionada com o aumento de
microrganismos como Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Lactobacillus sp., que apresentam como principal caracteristica a produgao

3031 'O aumento na

de acido por meio do metabolismo de carboidratos
incidéncia de carie pode causar a perda do dente além de interferir no pH da
cavidade oral, e consequentemente diminuir a CT da saliva.

Embora ndo tenhamos encontrado diferenga estatistica significativa
entre os individuos com e sem carie devemos considerar que o indice de
CPO-D embora seja uma técnica mundialmente reconhecida e utilizada é um
teste visual, portanto os individuos com auséncia de carie descritos nesse
trabalho eventualmente poderiam ter caries iniciais interproximais que
somente poderiam ser detectadas por exames radiograficos.

A literatura tem evidenciado correlagdo positiva entre FS e CT'""8, ja
no presente estudo n&o foi observado correlagdo entre o FS e CT (p=1315), o
que corrobora com os resultados de Laine & Pienihakkinen (2000)*' e Bretas

et. al., 2008°.

CONSIDERAGOES FINAIS

Levando-se em consideragdo que todas as Regides selecionadas se
tratam de bairros de periferia de nivel socioecondmico baixo e que todo o
municipio de Taubaté, SP recebe agua fluoretada, conclui-se que o risco de
carie observada neste estudo pode estar correlacionado com o Fluxo Salivar
(FS), Frequéncia de escovagdes diarias e com as visitas ao dentista. Sendo
assim, os resultados relatados neste trabalho evidenciam correlagcbes
significativas entre o indicador fisico-quimico da saliva FS com os indices de
CPO-D.

Este trabalho teve como ponto forte a pesquisa de fatores que podem
estar relacionados diretamente com o risco de carie., entretanto que futuros
estudos correlacionando a condicdo da saude bucal de escolares de

diferentes regides socioecondmicas, assim como estabelecer correlagdo com
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outras variaveis, sera valido para se obter uma leitura ainda mais
representativa do risco de carie na populacdo de escolares de 12 anos do
municipio de Taubaté, SP.
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FIGURAS E TABELAS. FLUXO SALIVAR E CAPACIDADE TAMPONANTE
COMO INDICADORES DE SUSCEPTIBILIDADE A CARIE EM ESCOLARES.
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Figura 1. Grafico do indice de CPO-D de escolares de 12 anos nas Regides

estudadas (Norte, Sul, Leste, Oeste)
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Figura 3. Grafico do indice da CT de escolares de 12 anos nas Regides

estudadas (Norte, Sul, Leste, Oeste)
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Tabela 1. Distribui¢do de frequéncia, CPO-D médio, segundo o sexo em escolares de

12 anos de idade de Taubaté, SP, 2017

Sexo Média CPO-D )%
N 47 47
Feminino 2,30

0,5054

Masculino 2,26
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Tabela 2. Categorias de velocidade do Fluxo Salivar dos escolares, em porcentagem,
nas diferentes regides estudadas

Regiao Regido Regiso Regiao
Norte Sul Leste QOeste
N 23 23 25 23
Normal 89,96 (20) 82,61 (19) 44 (11) 73,91 (17)
Acentuadamente
diminuida 10,04 (3) 17,39 (4) 56 (14) 26,09 (6)
xerostomia 0 0 0 0

p=0,006 *categorizacdo baseada em JORGE, 2012.
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Tabela 3. Correlagao entre Capacidade Tampao, velocidade de Fluxo Salivar e CPO-

D
Fluxo
Capacidade
CPO-D Salivar
Tampao
(ml/Smin)
Coeficiente de
Capacidade
Correlacao de 0,3162 —0,9487
Tampao
Spearman
Valor de p 1,00 0,7500 0,0833
Coeficiente de
CPO-D Correlacao de 0,3162 —0,9487
Spearman
Valor de p 0,7500 1,00 0,0417
Coeficiente de
Fluxo Salivar
Correlacao de —0,9487 —0,9487
(ml/Smin)
Spearman
Valor de p 0,0833 0,0417 1,00
N 94 94 94
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Tabela 4. Valores de dentes cariados, perdidos e obturados (%) em escolares das
diferentes Regides estudadas

Regiao Regido Regido Regiao Valor

Norte Sul Leste QOeste de p
N 23 23 25 23
Prevaléncia de carie
(%) 15,96 (9) 10,64 (9) 18,09 (12) 18,09 (12) 0,8017
Dentes Perdidos
(%) 8,7(2) 0(0) 12 (3) 26,09 (6)  0,0519

Dentes Obturados
(%) 34,78 (8) 21,74 (5) 48 (12) 26,09 (12)  0,0846




Tabela 5. Resultados da Capacidade Tampao de saliva das criangas com
carie e sem carie (porcentagem de individuos)

50

Capacidade Tampao Livre de Carie (%) Cérie Ativa (%)
Normal 38,10 40,50
Limite 35,70 14,30
Baixa 26,20 45,20

*categorizacdo baseada no livro JORGE, 2012.
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Tabela 6. Frequéncia de escovagdo, segundo os escolares das diferentes Regides
estudadas

Menos que 3 vezes 3 vezes ou mais
Norte 15 8
Sul 08 15
Leste 20 3

Oeste 14 9
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Tabela 7. Ultima visita ao dentista segundo resposta dos escolares das diferentes
Regides estudadas

Nunca 6 meses ou mais Menos de 6 meses
Norte 1 18 6
Sul 2 7 14
Leste 4 11 8

Oeste 1 14 8
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Nas condigdes estudadas (Capitulos A e B), foi possivel perceber uma
maior influéncia dos fatores fisico-quimicos e sociais na experiéncia de carie
por essa populagao. Os fatores de viruléncia relacionados as caracteristicas
genéticas nao apresentaram nenhuma correlagdo positiva com os maiores
indices de carie, demonstrando que nao se pode pautar o potencial de
desenvolvimento da carie apenas na presenca de Streptococcus mutans ou
na presenga de cepas desse microrganismo produtores de fatores de
viruléncia, como o antigeno l/ll e as mutacinas, ratificando o carater
multifatorial dessa doenca e demonstrando que, apesar do declinio nos
indices da carie na populagéo brasileira, ainda ha um longo caminho a se
percorrer com relagcao a prevencao dessa doenca.

Conclui-se que, para esta populacado o fluxo salivar, a frequéncia de
escovagao e as idas ao dentista tiveram maior relagdo com a prevaléncia de
carie nos escolares de 12 anos de escolas publicas do municipio de Taubaté
(SP) do que os fatores de viruléncia Ag I/ll e mutacinas |, Il e lll de S. mutans.
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ANEXO A. Documento de autorizagao por parte da Secretaria de Educacéao
do municipio de Taubaté, SP para as coletas de saliva nas escolas.
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ANEXO B. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE DE TAUBATE
Departamento de Odontologia

Endereco: Rua dos Operarios, 09, Centro, Taubaté-SP CEP: 12020-270
l UNITAU Contatos: (12) 3629-2130
) e o de até E-mail: seodonto@unitau.br
U Universidade de Taubaté
N~ Link: www unitan.br/odonto

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro Responsével/Representante Legal:

Gostarfamos de obter o0 seu consentimento para o© menor

, participar

como voluntario da pesquisa intitulada Prevaléncia de cirie em escolares do 7°
ano das escolas publicas do municipio de Taubaté, SP., que se refere a um projeto
de Doutorado da Profa Ma Maria Cristina Prado Vasques Cunha, docente da

Universidade de Taubaté.

0 objetivo deste estudo € realizar um levantamento da ocorréncia de carie
e presenca da principal bactéria causadora da cérie nos alunos das escolas
publicas de Taubaté. Os resultados contribuirdo para a montagem de um
panorama da qualidade de escovagido dos escolares e realizar orientaciio quanto

ao cuidado com a higiene bucal.

A forma de participacio consiste:
- Anilise clinica da denticdo, para a realizacdo do levantamento da ocorréncia de
cérie.
- Estimulacio de producgido de saliva por meio de mastigacio, para a coleta e
andlise em laboratério da presenca da principal bactéria causadora de cérie.

RISCOS: a pesquisa ndo gera risco.

BENEFICIOS: os pais/ responséaveis terdo conhecimento da sadide dentiria do
menor e serdo orientados quando da necessidade de tratamento. Os alunos
participantes ou ndo da pesquisa receberdo orientacio quanto a higiene bucal
por meio de palestras, demonstracGes, além de participarem de sorteio de kits de

higiene bucal como incentivo.

0 nome nio serd utilizado em qualquer fase da pesquisa, e ac divulgar os

resultados garantimos que os voluntarios nio serdo identificados.

A pesquisa nio oferece nenhum risco ao aluno voluntario.



UNIVERSIDADE DE TAUBATE
Departamento de Odontologia
Endereco: Rua dos Operarios, 09, Centro. Taubaté-SP CEP: 12020-270

U N ITAU Contatos: (12) 36%‘9—2130

Universidade de Taubaté E-mail: seodonto@umtau.be
Link: www.unitau.br/odento

Nio serd cobrado nada e ndo estio previstos pagamentos para os

voluntérios.
Serdo oferecidos os seguintes beneficios para o aluno participante:

- Orientacao quanto a escovagao correta

- Em caso de ocorréncia de cdrie, os pais serdo informados e poderio
optar pelo o encaminhamento para tratamento na clinica Odontolégica da

Universidade de Taubaté.

Gostariamos de deixar claro que a participagio é voluntiria e que podera
deixar de participar ou retirar o consentimento, ou ainda descontinuar a
participacdo se assim o preferir, sem penalizacio alguma ou sem prejuizo de

qualquer natureza.
Desde j4, agradecemos a atengio e a participacdo e colocamo-nos a
disposigdo para maiores informagées.

Vocé ficara com uma cépia deste termo e em caso de divida(s) e outros
esclarecimentos sobre esta pesquisa vocé poderd entrar em contato com o

pesquisadores envolvidos.

PESQUISADORAS: Profa Ma. Maria Cristina Prado Vasques Cunha e Profa Dra.

Silvana Soléo Ferreira dos Santos

ENDERECO DO CEP/UNITAU: Av. Tiradentes, n° 500, Bom Conselho, CEP:
12030-180.

TELEFONE PARA CONTATO COM AS PESUISADORAS: 9090(12) 3635-3466.

Assinatura do Responsdvel pelo menor

Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel




ANEXO C. Termo de Assentimento do Menor

TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa Prevaléncia de carie e
CPO-D em escolares de 12 anos de escolas municipais urbanas no municipio de
Taubaté, Sdo Paulo”. Seus pais permitiram que vocé participe. Queremos avaliar
se vcé tem de carie e quantas. Vocé e as demais criangas que irdo participar dessa
pesquisa deverdo ter obrigatoriamente 12 anos completos. Vocé nio precisa
participar da pesquisa se ndo quiser, é um direito seu, ndo tera nenhum

problema se desistir.

A pesquisa sera feita na EMIEF

>

onde as 20 criangas com 12 anos idade serdo sorteadas, apds o sorteio sera feita
analise dos dentes e logo depois sera coletada a saliva por 05 minutos com estimulo
(durante a mastigagdo de Parafilm). Os procedimentos de analise e coleta ndo causam

nenhum risco para a sua satde.

Mas ha coisas boas que podem acontecer como vocé ter conhecimento sobre a sua

satde bucal; e caso haja a presenga de carie faremos as recomendagdes necessarias.

A coleta sera realizada na escola na qual vocé estuda, sendo assim ndo havera gasto

algum com relagdo ao seu deslocamento para participar da pesquisa.

Ninguém saberd que vocé estd participando da pesquisa, ndo falaremos a outras
pessoas, nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da
pesquisa vdo ser publicados, mas sem identificar as criangas que participaram da
pesquisa. Quando terminarmos a pesquisa levaremos os resultados a sua escola e por
meio da diretora vocé€ e seus pais terdo conhecimento dos mesmos. Se vocé tiver
alguma davida, vocé pode me perguntar ou a pesquisadora Maria Cristina Prado

Vasques Cunha no telefone 9090 (12) 3635-3466.
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Eu aceito participar da pesquisa

Prevaléncia de céarie e CPO-D em escolares de 12 anos de escolas municipais urbanas
no municipio de Taubaté, Sao Paulo. Enfendi as coisas ruins e as coisas boas que
podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer
momento, posso dizer “ndo” e desistir que ninguém ird se aborrecer. Os pesquisadores
tiraram minhas duvidas e conversaram com os meus responsaveis. Recebi uma copia

deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Taubaté, de de

Assinatura do menor Assinatura do(a) pesquisador(a)
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ANEXO D. Questionario

Nome:

Ficha n°:
Sexo:
Masculino Feminino
Qual a dltima vez que foi ao dentista?

1 més atras 3 meses atras 6 meses atras

1 ano atras Nunca Mais de 1 ano atras

Quantas vezes escova os dentes por dia?

0 1 2 3 Mais de 3 vezes

Toma algum medicamento?

Néo Sim Qual?

Esta tomando ou tomou antibidtico recentemente?

nao Sim Ha quanto tempo?

Consome Yakult, Activia ou outro logurte probidtico?

Nunca As vezes Diariamente 3x por semana



