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RESUMO

A sindrome do respirador bucal (SRB) produz altera¢des no
meio bucal e na microbiota, aumentando a suscetibilidade a carie e outras
infecgdes. O objetivo deste trabalho foi comparar a microbiota cariogénica
e fungica e quantificar imunoglobulinas anti-Strepfococcus mutans e anti-
Candida na saliva de criangas normais e com SRB antes e apos o
tratamento. Foram utilizadas 30 criangas normais, 30 com SRB e 25
tratadas, nas quais foram realizadas contagens de lactobacilos,
estreptococos do grupo mutans, leveduras, teste de Snyder e testes salivares
(fluxo salivar e capacidade tampdo). Também foram quantificadas
imunoglobulinas anti-Candida e anti-Streptococcus mutans (IgG, IgM e
IgA) na saliva através da técnica ELISA. A média da soma de escores para
os respiradores bucais foi maior e significativa em relagdo aos demais
grupos. O namero de leveduras do género Candida também foi maior nos
pacientes respiradores bucais. O nivel de IgA e IgM anti-Streptococcus

mutans e IgA e IgM anti-Candida foi menor no grupo respirador bucal. Os
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resultados indicam que medidas preventivas devam ser realizadas em

pacientes com SRB para prevengdo de carie e infecgdes flingicas.

Palavras-chave: Respiragdo bucal; testes de atividade de carie dentaria;

Candida; imunoglobulinas; Streptococcus mutans.



1 INTRODUCAO

Respirador bucal ¢ o individuo que respira através da boca em lugar
de fazé-lo pelo nariz (Segovia'®, 1977). Clinicamente, pacientes com
Sindrome do Respirador Bucal (SRB) apresentam boca aberta, queda da
mandibula, musculatura dos labios geralmente frouxa, labio inferior
evertido, musculatura masseterina e bucinadora estirada, protrusdo incisal,
olhar divergente ou convergente perdido no horizonte, desatengdo,
capacidade auditiva diminuida e a lingua apoiada no soalho da boca
(Aragdo*, 1986). Estas caracteristicas podem causar alteragdes no meio
bucal e na microbiota, produzindo possivel sele¢do de microrganismos
cariogénicos na placa bacteriana, o que podera aumentar a suscetibilidade a
carie.

A SRB também interfere com a presenca de diferentes
espécies do género Candida que colonizam a cavidade bucal (Koga® et al.,
1993). Apesar de serem consideradas leveduras residentes, a presenga de
Candida, e principalmente da espécie C. albicans podem causar infecgdes
quando fatores predisponentes estdo presentes (Olsen e Stenderup®, 1990;
Stenderup's, 1990).

Pacientes com SRB geralmente apresentam maior
predisposi¢do e severidade as gengivites, 0 que é correlacionado com o
ressecamento de areas gengivais (Jacobson & Linder-Aronson®, 1972; Riar

et al.”2, 1970; Eslami & Sodeghi?, 1975; Novaes e Vigorito®, 1993).
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Fabris et al” (1968), utilizando o teste de Snyder,
observaram maior atividade de carie em pacientes respiradores bucais.
Como existem poucos estudos correlacionando a quantidade  de
microrganismos cariogénicos e a presenga de leveduras em pacientes com
SRB, o objetivo deste trabalho foi estudar a microbiota cariogénica, a
presenca de leveduras do género Candida na boca, e analisar a presenga de
anticorpos anti-Streptococcus mutans e anti-Candida na saliva destes
pacientes antes e ap0s o tratamento da SRB, comparando-os com individuos

normais.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sindrome do respirador bucal

A fungdo respiratoria geralmente se faz pela via nasal, porém,
frente a uma somatoria de fatores predisponentes, pode se instalar uma
respiragdo por via bucal (Segovia'®s, 1977).

Riar et al.2 (1970) classificam as causas da respira¢do bucal
em: a) obstru¢do naso-faringea devido a deformidades nasais, irritagdes ou
espessamento da mucosa nasal, patologias dsseas ou adendides aumentadas;
b) habitos bucais como sucgdo digital, morder os labios ou roer unhas; c)
defeitos de desenvolvimento, como macroglossia ou labio superior curto; d)
fungdo muscular alterada como no hipertireoidismo ou disfungdes nervosas;
e) ma-oclusdo em classe Il subdivisdo 1; f) disturbios psicossomaticos,
cardiacos ou respiratorios.

Segovia'® (1977) cita as adenoides como causa mais comum
da respiragdo bucal. Num estudo realizado com 500 pacientes, 19% eram
respiradores bucais, dos quais 13% apresentavam adenoides e 6% alergias,
rinites, sinusites, desvio de septo e outras causas. Novaes & Vigorito®
(1993) salientam ainda rinites alérgicas e polipos nasais dentre as causas
mais comuns.

Além dos fatores obstrutivos, Limme” (1993) cita outras
causas que podem explicar o desenvolvimento da respiragdo bucal: ma

formagdo da face (sindrome de Binder, microrinodisplasia de Bimler e
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sindrome de Apert e Crouzon), alteragdes e desvios da lingua (sindrome de
Robin, macroglossia e anquiloglossia) e problemas de fendas labiais.

O aleitamento por mamadeira com furo inadequado,
principalmente além de dois anos de idade, sucgdo digital ou de chupetas
ndo ortodonticas e manutengdo de dieta pastosa pode provocar hipotonia
dos musculos labiais e elevadores da mandibula, podendo funcionar como
fatores predisponentes coadjuvantes (Kudo et al.®, 1990). Aragao* (1986)
verificou que a maioria dos respiradores bucais estudados ndo tinham sido
amamentados ao sei0 materno e, se o foram, foi por tempo insuficiente para
estabelecimento dos padrdes de crescimento e desenvolvimento facial.

Instalada a respiragdo bucal, o paciente passa a apresentar
sinais clinicos caracteristicos que em conjunto sdo denominados de
Sindrome do Respirador Bucal (SRB). Tais sinais sdo: boca aberta com
consequente queda da mandibula, musculatura labial geralmente frouxa e
labio inferior na maioria das vezes evertido, musculatura bucinadora e
masseterina estirada com consequente protrusao incisal, olhar divergente ou
convergente, perdido no horizonte, desatengdo e quase sempre capacidade
auditiva diminuida devido ao aciimulo de muco na tuba auditiva e lingua
apoiada no soalho bucal (Aragdo®, 1986). Segovia'® (1977) salienta ainda
mordida cruzada posterior, cabega inclinada para tras e rosto largo.

A persisténcia da respiragdo bucal podera levar a alteragdes
musculares e dsseas principalmente durante a fase de crescimento. Como
consequéncias diretas e indiretas da respiragdo bucal podemos encontrar:
modificagio no padrio de crescimento da face, erup¢do dentaria
assincronica, formagdo de pdlipos e vegetagdes adenoideanas, complicagdes

pulmonares devido a entrada de ar diretamente pela boca, otite catarral,
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alteragdes na forma do nariz, olheiras, mordida aberta anterior, mordida
cruzada posterior, palato ogival, labios, lingua e bochechas hipotonicos,
crescimento facial alterado e alteragdes na fala (Poetsch®, 1968; Aragio®,
1986; Fuga®, 1990; Marchesan™, 1993; Limme?, 1993).

Alteragoes sistémicas importantes s3o citadas por Marchesan’
(1993): torax retruido, coluna cervical vertida para a frente, pontas dos
ombros para a frente, omoplatas salientes (em forma alar), abdomen saliente
com musculatura flacida, postura de pernas e pés alteradas, rendimento
escolar diminuido, dindmica corporal alterada com agitacdo e inapeténcia, e
crescimento fisico diminuido.

Novaes & Vigorito® (1993) citam ainda alteragdes na
respiragdo que se apresenta ataxica com modificagdes no ritmo e amplitude.
Como consequéncia menor volume de ar € inspirado, o que provocaria
hipdxia, resultando numa menor capacidade intelectual e de concentragdo.

Forsberg & Tedestam?®? (1993) relatam uma susceptibilidade
aumentada as injirias dentdrias traumaticas, sobretudo nos dentes

anteriores.

2.2 Testes microbiologicos de atividade de carie

Segundo Weyne' (1986), o diagnostico da atividade de
carie foi baseado durante muitos anos, exclusivamente no conhecimento do
numero total de dentes ou superficies apresentando caries. Esta analise,
porém, ndo acompanha o carater dinamico do processo de carie, ndo

permitindo que novas cavidades sejam efetivamente evitadas.
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Visto que a microbiota é um dos fatores essenciais na
etiologia da carie (Keyes®?, 1969), as tentativas na obtengdo de um bom
método para se prever o risco de carie tem se voltado cada vez mais para o
uso dos testes microbiologicos (Alaluusua’, 1993).

O objetivo principal destes testes ¢ identificar individuos que
necessitem de medidas especificas para reduzir a velocidade de progressio
da carie. Varios autores (Koch®, 1988; Crall et al.», 1990; Brathall &
Carlsson®, 1988) alertam para a importancia da determinagdo precoce do
alto risco de carie. Tal conhecimento é extremamente importante para o
clinico ou em saide publica, pois medidas preventivas mais intensas
poderiam se concentrar apenas em individuos de alto risco, diminuindo o
custo e aumentando a eficiéncia de programas de prevengdo (Fédération
Dentaire Internationale?®, 1988).

Outro fator a ser considerado é a motivagdo, pois a
demonstrag@o ao paciente dos microrganismos relacionados a carie , parece
ser mais efetivo que a informagdo isolada de novas lesdes (Alaluusua’,
1993). Brathall & Carlsson® (1988) afirmam existir confiabilidade nestes
testes em diagnosticar a probabilidade de progressao de novas lesoes.

Varios testes foram propostos na literatura, visando cumprir
0s requisitos propostos por Snyder'®, em 1951: maxima correlagdo com o
estado clinico do paciente e com o aumento no niamero de novas lesdes de
carie, ser acurado quanto a duplicagdo dos resultados, ser de simples
execugdo, requerer 0 minimo de procedimentos e equipamentos, ndo ser
dispendioso e apresentar resultados rapidamente. O primeiro e mais
empregado método bacteriologico para medir atividade de carie foi a

determinagdo do nimero de lactobacilos em saliva estimulada. Rodrigues*,
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em 1922, propos um meio para lactobacilos bucais a base de soro de cavalo,
que demonstrava entretanto pouca seletividade. A adigdo de suco de tomate
a um meio base de agar aumentou a seletividade para lactobacilos,
entretanto foi Rogosa” (1951) que desenvolveu um meio seletivo que
suplantou os demais ¢ ¢ usado até hoje, gragas a adigdo de um agente
tensioativo (tween 80) e uma mistura de sais especiais.

Os lactobacilos foram os primeiros microrganismos a serem
considerados cariogénicos (Van Houte, 1994) porém, atualmente se
considera que nao sdo iniciadores, mas sim envolvidos na progressio do
processo carioso (Anderson3, 1993). Além disso estdo diretamente
correlacionados com a ingestdo alta e frequente de carboidratos. Assim a
contagem de Lactobacillus pode ser usada tanto para a avaliagdo do risco de
carie como para avaliar o efeito das alteragdes dietéticas (Van Houte'2,
1981; Crossner?, 1981; Krasse®, 1986; Alaluusua', 1993; Klock & Krasse®,
1978).

Em 1940, Snyder'® propés método mais simplificado para
medir atividade de carie, baseando-se na rapidez de formagdo de acidos
pelas bactéria bucais. Demonstrou-se uma relagdo de proporcionalidade
entre a formagdo destes acidos e o numero inicial de lactobacilos presentes
na amostra em teste. Segundo Sims'” (1970), na realidade apenas os
lactobacilos ndo sdo inibidos pela acidez do meio de Snyder (pH 4.8-5.1) e
sdo capazes de produzir acidos sob estas condigoes. Alguns trabalhos
demonstram a correlagéo entre o teste positivo e a atividade clinica de carie;
a melhor concorddncia parece entretanto ser entre o teste negativo € a

auséncia de atividade de carie (Sims'?, 1970). Outros autores afirmam
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entretanto que o teste de Snyder nao pode prever com exatiddo a extensio
da expectativa de carie (Socransky''!, 1968).

O importante papel etiologico dos estreptococos do grupo
mutans no processo de carie tem sido amplamente estudado por varios
autores (Hamada & Slade®®, 1980; Zickert et al.'2, 1982; Togelius &
Brathall™, 1982; Germaine*, 1984; Kohler et al.% | 1984; Loesche™, 1986:
Kohler & Bjarnason®, 1987; Kohler et al., 1988; Emilson et al.=, 1989),
sendo a contagem desse grupo de microrganismos freqiientemente utilizada
para o diagnostico e propositos predictivos em cariologia (Stecksén-
Blicks'?, 1985; Bowen®, 1986; Jordan*, 1986; Pienihikkinent®, 1987;
Krasse®, 1988; Schlagenhauf & Rosendhals, 1990; Klock & Krasse®,
1978). A relagdo entre alta contagem de S. mutans e alta atividade de carie
tem sido comprovada por varios autores (Klock & Krasse*, 1979; Krassess,
1986; Zickert™', 1982; Newbrun®, 1992; Alaluusua!, 1993; Anderson’,
1993).

Kohler et al.® (1988) verificaram ainda correlagdo entre a
colonizagdo precoce da cavidade bucal por S. mutans ¢ o aumento na
prevaléncia de carie em criangas. O nivel de S. mutans também é bastante
sensivel a dieta contendo carboidratos, deste modo, a contagem dos mesmos
¢ valida na avaliagdo dietética (Van Houte'>, 1993).

O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de S.
mutans é o agar Mitis-Salivarius acrescido de 20% de sacarose e 0,2
unidades de bacitracina por mililitro de meio (MSB) (Gold et al.*, 1973).
Por outro lado, Tanzer et al."s (1984) ndo consideram este meio ideal para
testes diagnosticos, pois ndo pode ser estocado por longos periodos, é

parcialmente seletivo e subestima a presenga de estreptococos do grupo
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mutans. Segundo Kimmel & Tinanoff (1991), o MSB leva a uma
superestimagdo do numero real de mutans, pois ndo suprime o0s
estreptococos ndo-mutans podendo levar a resultados falsos positivos.

Segundo Samaranayake et al.'' (1986), a Candida albicans
possui caracteristicas acidogénicas e heterofermentativas, particularmente
sob condigdes ricas em carboidratos, podendo participar deste modo do
processo da carie. Pienihdkkinen® (1988) utilizou a contagem de leveduras
em combinagdo com a capacidade tampdo da saliva e a contagem de
lactobacilos e concluiu que este conjunto de variaveis tinham capacidade de
distinguir individuos com alto e baixo incremento de carie. Russel et al.*
(1991) também associaram contagens de fungos com atividade de carie em
estudos com jovens na Escocia.

Testes de capacidade tampdo da saliva e mensuragdo do
fluxo salivar também sdo utilizados para avaliar a atividade de carie
(Pienihdakkinen®*s, 1987; Schlagenhauf & Rosendhal's, 1990; Tukia-Kulmala
e Tenovuo?, 1993). Segundo Mandel™ (1987) a saliva tem papel
extremamente importante sobre a acidez da placa bacteriana, envolvendo a
sua capacidade tampao e a remogao de acidos da placa. Uma diminuigdo do
fluxo salivar por longo periodo (xerostomia), leva a caries rampantes o que
indica que mudangas no fluxo salivar podem levar a alteragdes
fundamentais na composi¢do bacteriana da placa, podendo interferir no

potencial cariogénico (Brown'?, 1975).
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2.3 Presenca de leveduras do género Candida na boca

As leveduras sd3o de ocorréncia comum na cavidade bucal de
individuos saudaveis (Stenderup'®, 1990). A presenga de espécies do género
Candida na cavidade bucal de individuos saudaveis varia de 35 a 37%
(Burford-Mason et al.™#, 1988, Wray et al.’*, 1990) até 40 a 60% (Marsh &
Martin™s, 1992). C. albicans é a espécie prevalente na microbiota bucal,
constituindo 60 a 70% do total de isoladas, seguido pela C. tropicalis e C.
glabrata.

C. albicans ¢ 1solada da boca de 5 a 7% das criangas nas
primeiras horas apds o nascimento, estando presente em 14,21% apods |
semana (Russel & Lay”, 1973; Lay & Russel®’, 1977) e chegando ao pico
ao redor dos 2 meses de idade. Berdicevsky et al.¢ (1984) relataram a
presenca de Candida em 49% das criangas de 3 a 5,5 anos e em 65% nas de
6 a 12 anos.

(. albicans ndo esta distribuida uniformemente na boca; o
dorso da lingua parece ser o reservatorio primario do fungo, a partir do qual
o restante da mucosa, superficies dos dentes, placa bacteriana e saliva
tornam-se colonizados secundariamente (Arendorf & Walker®, 1980).

Ainda ndo esta claro porque alguns pacientes sdo portadores
de Candida e outros ndo, entretanto fatores nutricionais, intera¢des com a
microbiota bacteriana e a presenga de anticorpos especificos na saliva
parecem ser relevantes (Stenderup’s, 1990).

Em determinados individuos e em situagdes especificas,
microrganismos do género Candida podem produzir candidoses bucais

(Holmstrup & Axéll*, 1990). A transformagdo da forma de comensal para
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parasitaria deve-se a fatores microbianos, ambientais e individuais
(Samaranayake & MacFarlane™, 1990). Oksala® (1990) correlaciona
fatores predisponentes sistémicos e locais com infecgdes por Candida.

Dentre os fatores predisponentes mais comuns encontram-se:
imunossupressdo, xerostomia, alteragdes enddcrinas, discrasia sanguineas,
uso de aparelhos ortodonticos, fatores mecanicos e iatrogénicos (Heindahl
& Nord®, 1989; Oksala®2, 1990; Stenderup', 1990; Budtz-Jorgensen't2,
1990; Samaranayake & MacFarlane'®, 1990; Wrayz, 1990; lacopino &
Wathen*, 1992; Jorge+, 1986, 1991; Jorge et al.## 1987, 1993 a e b;
Coogan et al.”®, 1994).

Mudangas qualitativas no pH, concentragdo de glicose na
saliva e quantidade de carboidratos na dieta também sdo fatores
predisponentes locais a instalagdo de Candida na cavidade bucal.
Samaranayake et al.”" (1986) observaram melhor crescimento de C.
albicans e C. glabrata em saliva humana, quando se adicionava glicose a
mesma. O crescimento era acompanhado por declinio rapido do pH de 7.5
para 3.2 em 48 horas, demonstrando o metabolismo acidogénico destes
microrganismos. Por outro lado, na auséncia de glicose, parece ndo haver
crescimento de Candida em saliva coletada de individuos saudaveis
(Samaranayake®, 1984).

A patogenicidade das espécies de Candida ocorre pela invasao
tecidual, o que induz a estados de hipersensibilidade, e pela producéo de
toxinas (Budtz-Jorgensen'!, 1990). Outro fator de viruléncia ¢ a capacidade
de aderéncia a mucosa da cavidade bucal, que provavelmente ocorre pela
interagdo entre adesinas da parede do fungo com receptores das células

epiteliais bucais (Olsen®, 1990 ). A aderéncia ¢ influenciada de um lado por
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fatores inerentes as leveduras como a ndo expressio de adesinas no
fendtipo, a presenga de tubo germinativo e a produgdo de polimeros
extracelulares; e, de outro lado, por fatores do hospedeiro como: horménios
sexuais, presenga de fibrina, fibrinogénio, viabilidade e tamanho das células
de descamagao da mucosa, estado dos tecidos bucais, etc (Olsen®, 1990).

A SRB produz evidentes alteragdes na cavidade bucal
(Marchesan™, 1993), o que deve interferir na colonizagdo, permanéncia e
patogenicidade das amostras de Candida na boca destes pacientes. Koga et
al.** (1993) encontraram diferengas nas espécies de Candida presentes na

cavidade bucal de pacientes com SRB, em relagédo a criangas controle.

2.4 Presenca de anticorpos anti-Streptococcus mutans e anti-

Candida na saliva

Os tecidos moles e duros da cavidade bucal estdo sob a
protegdo de dois tipos de fatores imunes: inespecifico e especifico
(Thylstrup & Fejerskov'®, 1988). O sistema inespecifico é constituido por
diversas proteinas ou glicoproteinas salivares tais como lactoperoxidase,
lactoferrina e aglutininas de elevado peso molecular, que possuem atividade
antibacteriana. Estas proteinas estdo presentes em taxas relativamente
constantes, exibem amplo espectro de atividade e ndo revelam qualquer
caracteristica de memoria imunologica (Loesche?, 1993; Thylstrup &
Fejerskov'®, 1988). O sistema imune especifico apresenta células e 6rgaos
especializados que reconhecem estruturas quimicas ndo-proprias e levam a
produgdo de imunoglobulinas com especificidade para moléculas e/ou

células estranhas resultando em neutralizagdo e eliminagdo da substancia
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exOgena. Este sistema difere do inespecifico por possuir uma memoria
imunologica (Loesche™, 1993).

Os Estreptococos do grupo mutans sio considerados os
principais agentes etiologicos de caries em humanos e em animais
experimentais (Hamada & Slade®, 1980; Loesche”, 1986). Esta natureza
infecciosa do processo de carie levou a hipotese de que alguma forma de
imunidade poderia regular a atividade de carie nos individuos (Bolton &
Hlava’, 1982). Segundo Loesche™ (1993), as imunoglobulinas IgA, IgG e
IgM estdo implicadas na imunidade a carie.

A imunoglobulina predominante na saliva é IgA (cerca de 80%),
que sob condi¢gdes normais € a unica classe ativamente secretada na
cavidade bucal (Thylstrup & Fejerskov'®, 1988; Mesteck™ 1978),
perfazendo nestas condigdes 19,4 mg/100 ml de saliva total e podendo
chegar a 110 mg/100 ml no fluido gengival durante a inflamagdo (Loesche™,
1993). Varnagdes relacionadas com a idade sdo ainda relatadas por Tappuni
& Challacombes (1994), sendo que concentragdes menores sd0
encontradas em criangas pré-dentadas em relagdo as dentadas, atingindo
valores mais elevados nos adultos. A IgA encontrada em secregdes difere da
[gA sérica em relagdo a sua estrutura molecular. A IgA-s compde-se de uma
forma dimérica da IgA sérica, que contém uma cadeia polipeptidica extra,
chamada de cadeia J ou de ligagdo, € o componente secretor que ¢
subseqiientemente adquirido durante o transporte seletivo da IgA dimérica
através da célula epitelial para o limen glandular (Roitt & Lehner®, 1980).
Sua agdo esta relacionada possivelmente a neutralizagao das enzimas dos

estreptococos do grupo mutans ¢ inibigdo dos seus fatores de viruléncia,
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pelo bloqueio dos determinantes de aderéncia, redugdo da hidrofobicidade e
aglutinagdo bacteriana (Gregory?’, 1990; Thylstrup & Fejerskov''s, 1988).

Varios estudos foram feitos com o objetivo de estudar a
atividade de IgA secretora, porém nio existe nenhuma evidéncia conclusiva
(Winderstrom'®, 1992). Experimentos em animais de laboratério tém
demonstrado aumento dos niveis de 1gA-s anti-S. mutans quando os animais
sdo imunizados com amostras cariogénicas (Riviere et al.%, 1992: Roitt &
Lehner*, 1988). Porém, em pesquisas utilizando modelos humanos, os
resultados ndo sdo tdo relevantes (Bolton & Hlava’, 1982), sendo na
realidade altamente conflitantes. Alguns autores relatam niveis de IgA
salivar anti-S. mutans maiores em individuos carie-resistentes do que em
individuos suscetiveis a carie, sugerindo uma fungdo protetora (Kennedy et
al.®, 1968; Bolton & Hlava’, 1982; Camling & Kohler'?, 1987; Gregory?’,
1990). Entretanto, outros autores ndo obtiveram relagdo direta do processo
de carie com a atividade de IgA salivar (Orstavik & Brandtzaeg®, 1975;
Mestecky™, 1978; Tenovuo', 1992).

Olsson e Svanberg® (1991) relacionaram o nivel de atividade
de IgA e a capacidade de eliminar cepas de S. mutans implantadas
experimentalmente. A agdo de altos niveis de IgA salivar contra bactérias da
placa dentaria, dentre eles, S. mutans foi também relacionada com protegido
contra a gengivite (Schenk et al.™, 1993). Camling et al.® (1987)
analisaram a presenga de IgA na saliva e leite materno, porém néo
encontraram correlagdo entre estes niveis e a quantidade de S. mutans na
microbiota bucal indigena.

Apesar da atividade da IgA salivar ainda ndo estar totalmente

esclarecida, varios estudos tém demonstrado a relagdo entre baixa
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experiéncia de carie e o nivel de IgG sérico anti-S. mutans (Butler et al.,
1990; Lehner®, 1978; Gregory*”, 1990). Kent et al.*' (1992) e Butler et al.'s
(1990) observaram uma correlagdo entre o nivel de IgG anti-S. mutans e o
baixo nimero de caries radiculares em idosos. Segundo Smith et al.1
(1994), a IgG presente no fluido gengival influi na recolonizagido de areas
submetidas a profilaxia profissional por S. mutans indigeno.

A IgG esta presente em pequenas quantidades na saliva total
(cerca de 1,4 mg/100 ml), porém a sua presenga pode aumentar
consideravelmente (350 mg/100 ml) no fluido gengival durante a
inflamagdo (Loesche™, 1993; Roitt & Lehner*, 1988). Os anticorpos IgG
agem basicamente através da inibi¢do da aderéncia microbiana e da
glicosiltransferase, além dos seus complexos imunes serem capazes de
ativar o sistema complemento e agir como opsonina, facilitando a morte e
fagocitose bacteriana (Thylstrup & Fejerskov''®, 1988).

Estudos com animais tém confirmado a agdo protetora de IgG
na carie, tanto pela administragdo de antigenos proteicos de S. mutans,
como pela imunizagdo passiva (Lehner®, 1981; Filler®, 1991). Estudos em
primatas demonstraram que apés administragdo sistémica passiva, 0s
anticorpos IgG anti-S. mutans alcangam a superficie dentaria através do
fluido gengival e é efetiva no declinio da colonizagdo por S. mutans ¢ no
desenvolvimento das caries (Lehner et al.®, 1978).

Os anticorpos IgM ndo parecem ser diretamente importantes
na imunidade a carie. Contudo, nos casos de deficiéncia seletiva de IgA sdo
encontrados IgM anti-Streptococcus mutans e estdo associados com algum
grau de protegdo contra a carie. Sdo encontrados em quantidades bem

menores do que a IgA e a IgG, em torno de 0,04 mg/100 ml de saliva total.
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Com base na teoria especifica de etiologia da carie e nos
varios estudos experimentais de imunizagdo em animais, tem-se tentado a
utilizagao de vacinas anti-carie em humanos (Loesche™, 1993). Filler et
al.*(1991), propuseram um modelo para verificar a agdo passiva de
anticorpos presentes no leite bovino, verificando uma diminui¢do no
tamanho das colonias de S. mutans isoladas em relagdo aquelas antes do
tratamento e ao grupo controle. Mestecky et al.” (1978) concluiram que o
consumo de capsulas contendo S. mutans por voluntarios humanos resultou
em aumento de anticorpos aglutinadores na saliva e em outras secregoes.
Por outro lado, porém, varias sdo as preocupagdes em relagdo ao uso de
vacinas anti-carie em humanos principalmente devido a reagdo de
anticorpos com o tecido cardiaco humano e a reagdo inflamatoria que pode
resultar da imunizagdo parenteral (Thylstrup & Fejerskov's, 1988).

Muitos também sdo os estudos com relagdo a imunidade
implicada as infec¢des causadas pelas espécies do género Candida ( Jones*,
1989; Budtz-Jérgensen?, 1990). A candidose faz parte de um grupo de
doencas de interesse particular pois neste caso, ambos os sistemas imunes,
secretorio e sistémico, poderdo estar envolvidos na manutengdo da saude
bucal (Challacombe®™, 1990). Na realidade, a infecgdo por este
microrganismo, geralmente comensal, s0 pode ocorrer se as defesas do
hospedeiro estiverem comprometidas (Budtz-Jorgensen's, 1990).

Roitt & Lehner* (1980) citam a relag@o entre a IgA salivar e a
IgG, 1gM e IgA séricos anti-Candida, como forte sugestdo de que o
estimulo antigénico iniciado na boca e provavelmente no canal alimentar,

induz respostas sistémicas locais e secretorias.
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Deste modo, os fatores de imunidade inespecificos
compreendem além dos citados anteriormente: bactérias comensais;
fagocitose por polimorfonucleares neutrofilos e macréfagos; células NK
(natural killer); citotoxicidade direta e fixagdo do complemento
(Challacombe®, 1990). As bactéria comensais inibem a colonizagdo por
Candida através da competigdo por nutrientes essenciais (Knight &
Fletcher*, 1971), produgdo de ambiente desfavoravel ou bloqueio dos
receptores de superficie das células epiteliais (Challacombe'®, 1990).

Dentre os fatores especificos citam-se 0s anticorpos séricos e
secretorios e a imunidade mediada por células. Nas formas de infecgdes por
Candida que estdo limitadas a superficie epitelial, a IgA parece exercer
papel importante, principalmente causando agregagdo de fungos e assim
prevenindo a sua adesdo a mucosa (Heimdahl & Nord*, 1990; Epstein et
al., 1982). A identifica¢do da molécula de IgA na superficie de células de
C. albicans pode ser uma forte evidéncia do seu papel na proteg@o contra a
candidose bucal, podendo inclusive ser utilizada como forma de diagnéstico
(Polonelli et al.**, 1991).

A imunidade tanto em candidoses superficiais como profundas
estd particularmente ligada a imunidade mediada por células (Budtz-
Jorgensen'?, 1990). Estudos em modelos animais utilizando macacos rhesus
com depressio da imunidade celular anti-Candida, mas com reposta
humoral normal, mostraram que estes apresentavam infec¢ao por Candida
severa e prolongada, sugerindo que a imunidade celular ¢ de importancia
primordial (Budtz-Jorgensen®, 1973).

Segundo Butdz-Joérgensen (1990) a resposta imune alterada

ou deprimida ¢é fator predisponente nas infecgdes por Candida, como na
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AIDS, radioterapias ou no tratamento com drogas imunossupressoras. No
entanto, Coogan et al.” (1994), num estudo com pacientes HIV positivos e
aidéticos verificaram que existia um aumento nas concentragdes de IgA
anti-Candida nestes grupos, o que estava relacionado com o maior niimero
de microrganismos presentes. Wray et al.®0 (1990) também citam um
aumento em IgA e IgG anti-Candida na saliva de pacientes HIV positivos.

Existem diversos métodos para quantificar imunoglobulinas
anti-Candida ¢ a maioria dos autores utilizam o teste ELISA ( Wray et
al.130,1990; Fetter et al.%, 1992; Coogan et al.’>, 1994), por ser sensivel e
facilmente automatizado (Jeganathan & Chan*®, 1992).



3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi comparar a microbiota
cariogénica e fingica da cavidade bucal de respiradores bucais com
individuos controle. Também analisamos nos pacientes com SRB os niveis
de anticorpos especificos para C. albicans e S. mutans, comparando-0s com

aqueles encontrados em individuos saudaveis.



4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 85 pacientes que foram divididos em 3 grupos:

a) Sindrome do respirador bucal (SRB): foram selecionados 30 pacientes
de 6 a 11 anos de idade (média 8,20+1,73 anos) que se dirigiram a
Disciplina de Ortodontia da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos/UNESP, diagnosticados como respiradores bucais antes do inicio
do tratamento (Figuras 1, 2 e 3).

b) Tratado: foram selecionados 25 pacientes, de 8 a 15 anos de idade
(média 11,67+2,28 anos), que haviam sido comprovadamente
diagnosticados como respiradores bucais e que ja haviam concluido o
tratamento ortodontico e/ou fonoaudiolégico, deixando de apresentar as
caracteristicas da SRB. O diagnostico dos 25 pacientes selecionados para o
grupo tratado foi realizado entre os anos de 1989 e 1993. A partir deste
diagnostico, 13 pacientes (52%) foram submetidos a tratamento
fonoaudiolégico e ortodontico e 12 (48%) exclusivamente a fonoaudiologia,
até a regressio do quadro de respiragdo bucal. O tratamento
fonoaudioldgico teve duragdo média de 14,1+10,4 meses e a coleta de saliva
realizada apos 13,7+11,7 meses pos-tratamento (Dados individuais no
Anexo 4, p.103). Foi realizada a reavaliagdo de todos os pacientes antes da
coleta de saliva para a verificagdo da manutengdo dos resultados do

tratamento.



38

¢) Controle: foram selecionados 30 pacientes de 6 a 14 anos (média 8,37
+2,11), entre os alunos do EEPSG "Angelo de Siqueira Afonso", que ndo
apresentavam caracteristicas da SRB.

Os pacientes foram examinados clinicamente, utilizando-se
espatula de madeira e verificando-se o nivel de higiene bucal e a presenga
de lesdes de carie clinicamente evidentes. Foram selecionados pacientes
com higiene bucal satisfatoria e auséncia de lesdes de caries ativas.

Os pais ou responsaveis pelos pacientes assinaram declaragdo
(Anexo 1, p.99) concordando com a participagdo das criangas no presente

trabalho.



FIGURA 1 - Paciente com SRB (Vista frontal). Nota-se boca aberta com

queda da mandibula, alteragdes na forma do nariz e protrusdo incisal.
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FIGURA 2 - Paciente com SRB (Vista frontal aproximada). Observa-se o

ressecamento dos labios e exposigdo anormal da regido anterior.
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FIGURA 3 - Paciente com SRB (Perfil). a)Observa-se a acentuada

protrusio dos incisivos superiores e labios entreabertos. b)Vista
aproximada. Observa-se hipotonia dos labios, com eversdo do inferior e

superior curto.
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O diagnéstico clinico de respiragdo bucal, foi realizada de
acordo com o proposto por Moyers® (1979). Os seguintes passos foram
considerados:

a) Analise da respiragdo: os respiradores nasais mantém os labios tocando-
se ligeiramente durante a respiragdo, enquanto nos pacientes com SRB os
labios permanecem separados;

b) Respiragdo profunda, a maioria dos respiradores bucais inspiram pela
boca. Solicitou-se ao paciente que fechasse os labios e respirasse
profundamente. Os respiradores nasais demonstraram bom reflexo dos
musculos alares e as narinas externas dilatadas. Nos respiradores bucais
mesmo sendo capazes de respirar pelo nariz, ndo ocorreu mudanga no
tamanho ou na forma das narinas.

¢) Para complementagdo do exame foi realizado o "teste da agua”, no qual
determinada quantidade de agua era colocada na boca do paciente e
aguardava-se por 3 minutos. Se o paciente ndo conseguisse manter a agua
por este periodo de tempo na boca, por dificuldade de respiragdo, era

confirmado como respirador bucal.

4.1 Determinacio do fluxoe salivar

A determinagdo do fluxo salivar, baseada em Krasses (1986),
foi realizada utilizando-se um pedago de goma de mascar sem sabor e um
calice graduado de 30 ml. Inicialmente a goma foi colocada na boca do
paciente e deixada por 2 minutos, sendo a saliva acumulada neste periodo
deglutida. Solicitou-se, entdo, ao paciente que mastigasse a goma e toda a

saliva produzida foi coletada no calice por um periodo de 5 minutos,
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calculando-se o valor do fluxo salivar por minuto (ml/min.). A interpretagio
e os escores atribuidos encontram-se na Tabela 1. A partir da amostra de

saliva coletada foram executados os demais exames constantes da Figura 5.

Tabela 1 - Interpretagdo da determinagdo do fluxo salivar e escores
atribuidos, de acordo com a quantidade de saliva (ml) obtida por minuto.

Quantidade de saliva Escores
(ml/min.) Interpretagao atribuidos
acima 1,0 normal 0
abaixo de 0,7 diminuida 2
abaixo de 0,1 xerostomia 3

4.2 Determinagio da capacidade tampio da saliva

A capacidade tampdo da saliva foi determinada, segundo o
método de Ericson® (1959), colocando-se, com auxilio de pipeta, 1 ml da
amostra de saliva coletada de cada paciente, em um tubo de ensaio
contendo 3 ml de acido cloridrico (HC1) 0,005 N. O tubo de ensaio foi
levemente agitado e deixado em repouso por 10 minutos. Apos este periodo
foi realizada a mensura¢do em pHmetro (Procyon PHD-10). Os resultados
obtidos foram classificados de acordo com os parametros expressos na

Tabela 2.
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Tabela2 - Interpretagdo da capacidade tampdo da saliva e escores
atribuidos.

pH Interpretacao Escores
5a7 normal 0
4as valores limites |
abaixo de 4 baixa 3

4.3 Teste de Snyder

Amostra de 0,2 ml de saliva de cada paciente foi semeada em
tubo contendo 8 ml de meio de Snyder (Difco) mantido a 45°C em banho-
maria. O tubo foi agitado delicadamente, para ndo formar bolhas de ar, ¢
incubado a 37°C por 72 horas. O teste foi considerado positivo quando a cor
do meio passou de verde para amarelo em leituras realizadas apds 24, 48 ¢
72 horas de incubagdo. A interpretagdo foi realizada de acordo com a

Tabela 3, considerando-se escores de zero a 3.

Tabela3 - Interpretagdo do teste de Snyder e atribuigdo de escores.

Atividade escores Resultado apos incubagao durante
de carie

24 horas 48 horas 72 horas

negativa 0 negativo  negativo  negativo
pequena 1 negativo  negativo  positivo
moderada 2 negativo  positivo -

acentuada 3 positivo - -
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4.4 Contagem de estreptococos do grupo mutans na saliva

Um mililitro da amostra de saliva (item 4.1, p.34) foi diluida
em 9 mililitros de solugdo de NaCl a 0,9% esterilizada, obtendo-se as
diluigdes 10, 102 e 103 A partir da saliva pura e de cada diluigdo, foi
semeado 0,1 ml, em duplicata, em placas contendo meio Mitis-Salivarius
(Difco) acrescido de 20% de sacarose (Difco) e 0,2 unidades de bacitracina
(Sigma) por mililitro de meio. Apds incubagdo por 72 horas a 37° C em
microaerofilia (método da vela), as colonias caracteristicas de estreptococos
do grupo mutans foram contadas nas placas que continham de 30 a 300
colonias (contador de colonias Phoenix, modelo EC550A).

A interpretagdo foi feita considerando-se alto risco de carie
(escore 3) pacientes que apresentaram contagens acima de 100.000
unidades formadoras de colonias (UFC) de estreptococos/ml de saliva, para

os abaixo deste nimero considerou-se escore O (Anderson et al.3, 1993).

4.5 Contagem de lactobacilos na saliva

A partir da amostra de saliva pura (item 4.1, p.34) e das
dilui¢des obtidas (item 4.4, p.37), aliquotas de 0,1 ml de cada dilui¢éo e da
saliva pura foram colocadas no fundo de placas de Petri esterilizadas. A
seguir, 20 ml de meio de Rogosa (Difco) previamente preparado € mantido
a 45° C em banho-maria, foi vertido em cada placa, agitado delicadamente,
e ap6s solidificagdo incubados a 370 C por 72 horas. Apds estes periodo, o
namero de UFC/ml foi calculado em contador de colonias, nas placas que

continham de 30 a 300 colénias.
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A interpretagdo foi feita de acordo com a tabela abaixo,

baseada em Newbrun* (1992), atribuindo-se escores de 0 a 3.

Tabela 4 - Correlagdo do niimero de Lactobacilos com a suposta atividade

de carie e os respectivos escores atribuidos.

Numero de Lactobacilos ATIVIDADE DE CARIE ESCORES
0 - 1.000 NEGATIVA 0
1.000 - 5.000 PEQUENA |
5.000 -10.000 MODERADA 2
Maior que 10.000 ACENTUADA 3

4.6 Contagem de leveduras na saliva

Placas contendo agar Sabouraud Dextrose adicionado de 0,1
mg/ml de meio de Cloranfenicol (Quemicetina Succinato/Carlo Erba) foram
semeadas em duplicata, com aliquotas de 0,1 ml de saliva pura e das
diluigdes obtidas (item 4.4, p.37). Apos incubagédo a 37° C por 48 horas, as
colonias caracteristicas de leveduras foram calculadas nas placas que
continham de 30 a 300 colonias. A correlagdo com a atividade de carie,
baseada em Pienihdkkinen® (1987), € os respectivos escores encontram-se

na Tabela 5.
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Tabela 5 - Correlagdo de numero de UFC/ml de leveduras na saliva com a

atividade de caries e escores atribuidos

Nuamero de UFC/ml ATIVIDADE DE ESCORES
saliva CARIE ATRIBUIDOS
0 Negativa 0
abaixo de 100 Pequena 1
100 - 400 Moderada 2
acima de 400 Acentuada 3

4.7 Isolamento e identificacdo de leveduras da saliva

Das colonias de microrganismos que cresceram nas placas de
agar Sabouraud cloranfenicol (item 4.6, p. 38), foram feitos esfregacos
corados pelo método de Gram. Quando na microscopia, foram observadas
células ovaladas, grandes, Gram-positivas, com ou sem brotamento,
sugestivas de Candida, as colonias eram transferidas para tubos contendo
agar Sabouraud dextrose para posterior identificagdo. Para caracteriza¢do
das amostras foram realizadas as seguintes provas, de acordo com

Sandven's (1990):

4.7.1 Formagdo do tubo germinativo
Para observagdo da formagio do tubo germinativo adicionou-
se uma algada de cultura pura, de 24 horas, em tubo de ensato (13x170 mm)

contendo 0,5 ml de soro estéril de coelho, o qual foi colocado em banho-
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maria a 37° C, por 2 a 3 horas. A formagio de tubo germinativo foi
observada em microscopia de luz, colocando-se uma gota de suspensdo

entre lamina e laminula.

4.7.2  Produgéo de hifas/pseudohifas e clamidésporos
Para a verificagdo da produgdo de hifas e clamidésporos foi

utilizado o meio agar-fuba tween 80 (pH 5.6) com a seguinte constituigdo:

Fubd..........cooooiiiii, 40¢g
Agar (Difco)...........ccoovueen.... 20g
Tween 80.........ccoovvveevneennnn. 10 ml
Agua destilada..................... 1000 ml

O fuba foi dissolvido em 800 ml de agua destilada, aquecido
em banho-maria durante 1 hora, filtrado (Filtro Whatman, namero 40) e
deixado em repouso para decantagdo. O agar (Difco) foi fundido
separadamente em 200 ml de agua destilada e adicionado o tween 80 e o
filtrado de fuba. Apds a distribuigdo em Erlenmeyer de 50 ml, o meio foi
autoclavado a 120°C/15 minutos e armazenado em geladeira.

Para a execugdo da prova, o agar-fuba previamente fundido,
foi distribuido em laminas de vidro depositadas sobre bastdo de vidro em
"U", colocados no interior de placas de Petr1 esterilizadas. Apods a
solidificagdo do agar, cada amostra de levedura a ser testada foi semeada
em estria unica na superficie do meio e colocada uma laminula no centro da
lamina. Para evitar dessecagdo do meio, foi adicionado um pedago de papel
de filtro esterilizado e umedecido no fundo da placa. Apos incubagédo por 48

a 72 horas a temperatura ambiente, a leitura foi feita em microscopia de luz,
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observando-se presenga de clamidésporos e filamentagdo com produgdo de

hifas/pseudohifas.

473 Fermentagdo de carboidratos

Na fermentagdo de carboidratos foi usado caldo de vermelho
de fenol (Difco) distribuidos em tubos de ensaio, com tubos de Durhan em
seu interior e autoclavados a 120°C/15 minutos. Cada agucar (glicose,
maltose, sacarose e lactose), esterilizado por filtragdo (filtro Millipore,
GSWP-02500), foi adicionado de forma a obter concentragdo de 1%. Os
tubos foram semeados a partir de cultura pura de 24 horas da levedura em
agar Sabouraud dextrose, e a leitura realizada feita apos 48 horas e uma

s€mana.

4.7.4 Assimilagio de carboidratos

Para a assimilagdo de carboidratos foi utilizado o seguinte

meio:
Sulfato deambnis.....coommmmvsmsmmssssss 50g
Fosfato de potassio monobasico................... 1.0g
Sulfato de magnésio...........ccocovvrceeeiieercininenne 0,5¢g
AGAr. oo, e 20,0 g
Agua destilada.........oooeneiiieiiieiie e 1000,0 ml

Ap6s dissolugdo em banho-maria, o meio foi distribuido (18-
20 ml) em tubo de ensaio, autoclavado a 120°C por 15 minutos e
armazenado em geladeira. Para a execugdo da prova, foi preparada uma
suspensio da levedura (tubo ne 10 da escala McFarlane) em solugdo

fisiologica esterilizada a partir de cultura de 24 horas em agar Sabouraud
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dextrose. Desta suspensdo foi colocado 0,1 ml em placa de Petri
esterilizada.

O meio previamente liquefeito e resfriado (45°C
aproximadamente) foi vertido na placa sobre suspensdo de levedura e
agitado delicadamente. Apoés solidificagdo, discos de papel de filtro
esterilizados e embebidos em solugdo dos carboidratos a 10% foram
colocadas a intervalos regulares de espago.

Apos incubagdo de 72 horas a 37°C, a leitura fo1 feita pela
observagdo da formagdo de um halo de crescimento da amostra de levedura
ao redor do agticar assimilado na prova positiva ou de sua auséncia na prova

negativa.

4.7.5 Interpretagdo dos resultados

As amostras de Candida isoladas foram classificadas em

espécies, de acordo com a Tabela 6.



TABELA 6 - CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS, DE MICROCULTIVO E FORMAGAO DE TUBO
GERMINATIVO DE ESPECIES DO GENERO Candida.

ESPECIES DE FERMENTACAOQ ASSIMILACAO TUBO | CLAMID. [ PSEUDO ou
Candida GLIC. | SAC. | MALT.| LACT. | GLIC. | GAL | SAC. | MALT.| LACT. | GERM. HIFA VERD.
C. albicans AG A/- AG - + + + + - ¥ ¥ +

C. guilliermondii AG A/AG - - + + + + T

C. krusei AG i3 = i + = +

C. lipolytica = -/- “je = + +

C. lusitaniae AG AG -/- - + + + + - ry

C. parapsilosis AG -/ ifs -/- + + 4 - T

C. kefyr AG AG -/- AG + S i + ra

(C. pseudotropicalis)

C. rugosa /- -/ -/- -/- + + _ 7

C. stellatoidea* AG AG -/- + + + v v T

C. tropicalis AG AG AG -/ + + 4 + : Y] +

C. glabrata AG -{- -/- -/- + - :

C. famata AG(V) =}~ -{- AG(V) + - + + F

* Considerada como uma variante de (. albicans
Baseado em SAMARANAYAKE e MacFARLANE, 1990 e SANDVEN, 1990

A = produgao de acido
G = produgdo de gas
V = variavel (+ ou -)

S
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4.8 Pesquisa de anticorpos anti-Candida e anti-Streptococcus

mutans na saliva

4.8.1 Preparo do antigeno

Os antigenos foram preparados de acordo com o proposto por
Gomez et al.* (1992), a partir de amostra de C. albicans (F-72), cultivada
em caldo Sabouraud dextrose, e a partir de amostra de S. mutans (Y-4),
cultivada em caldo infuso de cérebro-coragdo (BHI-Difco), ambas
provenientes do laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia,
Campus de Sao José dos Campos/UNESP. As amostras foram incubadas a
37°C durante 72 horas sob agitagdo. A cultura foi centrifugada a 2.000
r.p.m./20 min., o sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso em
tampdo PBS e centrifugado novamente. As células foram lavadas por mais 2
vezes seguindo-se o0 mesmo procedimento. A seguir o sedimento foi
suspenso em tampdo Tris 125 mM, pH 6.9, uréia 6M, mercaptoetanol
20mM e Tween 20 a 1%, fervido durante 5 minutos e incubado por 24
horas a 4°C. O material solavel foi separado por centrifugagdo (15.000
r.p.m/20 min.), dializado contra agua bidestilada por 24 horas e a seguir
liofilizado (liofilizador MLW LGA 05).

4.8.2 Técnica ELISA

A concentragdo Otima de antigeno para a sensibiliza¢do das
placas foi previamente estabelecida por titulagdo em bloco. Para isto se
utilizou soros positivos e negativos, variando as concentragdes dos
antigenos de 1 a 20 pg/ml. Padronizadas as condigoes, as placas de

polistireno, com 96 orificios (Hemobag), foram sensibilizadas com 50ul de
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antigeno (5 pg/ml) de Candida e (5 pg/ml) de S. mutans em tampio
carbonato-bicarbonato pH 9.6, incubadas por 2 horas em estufa a 37°C e
guardadas a 4°C até o uso. Antes do uso as placas foram lavadas uma vez
com PBS e os sitios livres do polistireno bloqueados com 0,5% de gelatina
em PBS, por 45 minutos, a 37°C.

Apos a incubagdo as placas foram lavadas, 4 vezes, com PBS
contendo 0,1% de Tween 20. A saliva foi diluida 1/10 em PBS-Tween-
gelatina (PBS-TG) e adicionada aos orificios, em duplicatas e as placas
incubadas a 37°C por 2 horas e 4°C por uma noite. No dia seguinte, as
placas foram lavadas 5 vezes com PBS-T-G e 50ul do conjugado anti-IgG,
IgA e IgM humanas, marcado com peroxidase, foram adicionados aos
orificios, numa concentragao de 1pg/ml.

A atividade de peroxidase foi revelada utilizando-se o
substrato ortofenilenodiamino (Sigma) 6mg e 12 ml de tampéo citrato-acido
citrico 0,1 M, pH 5,5 e adicionando-se 100ul de H,O, a 3%. A reagdo com
o substrato (100ul) foi desenvolvida por 5 a 10 minutos a temperatura
ambiente e imediatamente bloqueada com 50ul de acido sulfurico 2N. As
densidades oticas (DO) foram lidas a 492 nm num leitor de ELISA
(Multiskan MCC/340 MKII), sendo os valores considerados a partir da
média de duas leituras, como o valor da DO.

Os porcentuais de aumento dos niveis de imunoglobulinas

foram calculados a partir da média obtida para os controles.
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4.9 Analise estatistica
A analise estatistica fo1 realizada através do teste 7 de Student,
para comparagdo entre duas médias, sendo fixado o nivel de significancia

em 5% (Vieira'®s, 1983).
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FIGURA 5 - Esquema dos procedimentos realizados com a saliva coletada
de cada paciente.

PACIENTE
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PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-STREPTOCOCCUS MUTANS E
ANTI-CANDIDA NA SALIVA (Técnica ELISA)




5 RESULTADOS

As interpretagdes dos testes microbiologicos de atividade de
carie, encontram-se na Tabela 7. Podemos observar maior niimero (56,7%)
de pacientes do grupo controle com resultados negativos para o teste de
Snyder em relagdo aos respiradores bucais (30%), enquanto o grupo tratado
apresentou valor intermediario entre os dois grupos (48%). A atividade de
carie acentuada predominou no grupo respirador bucal.

Nas contagens de lactobacilos, as interpretagdes
apresentaram-se semelhantes nos grupos controle e respirador bucal (10 e
13,3% respectivamente) enquanto para o grupo tratado 32% dos pacientes
apresentaram numeros elevados de lactobacilos na saliva. As contagens de
estreptococos do grupo mutans demonstraram maior numero de respiradores
bucais (21, equivalente a 70% da amostra) com atividade de carie
acentuada, seguindo-se o grupo tratado e controle (48% e 43.,3%
respectivamente). O grupo respirador bucal também apresentou maior
namero de leveduras em relagdo aos outros grupos, sendo que 30% da
amostra foi classificada como de atividade de carie acentuada. O grupo
tratado apresentou valores semelhantes ao grupo respirador bucal (28% da

amostra com atividade de carie acentuada) e superiores aos dos controles.
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Tabela 7 - Numero e porcentagem de pacientes nas respectivas
interpretagdes do teste de Snyder, contagens de lactobacilos,
estreptocococos do grupo mutans e de leveduras nos grupos controle
(n=30), respirador bucal (n=30) e tratado (n=25).

TESTE CONTROLE RESPIRADOR TRATADO
BUCAL
n % n % n %
SNYDER
acentuada 1 3.33 5 16,67 2 8,00
moderada 10 33,33 8 26,67 7 28,00
pequena 2 6,67 8 26,67 4 16,00
negativa 17 56,67 9 30,00 12 48,00
LACTOBACI
LOS
acentuada 3 10,00 4 13,33 8 32,00
moderada 2 6,67 2 6,67 2 8,00
pequena 7 2322 7 23,33 3 12,00
negativa 18 60,00 17 56,67 12 48,00
GRUPO
MUTANS
acentuada 13 43,33 21 70,00 12 48,00
negativa 17 56,67 9 30,00 13 52,00
LEVEDURAS
acentuada 7 23,33 9 30,00 7 28,00
moderada 1 3,33 2 6,67 0 0
pequena 3 16,67 5 16,67 1 4.00

—
~3
by
=9

negativa 56,67 46,66 17 68,00
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As médias do logaritmo do niimero de UFC/ml de lactobacilos
e estreptococos do grupo mutans (Tabela 8) apresentaram-se em maior
numero no grupo tratado, seguidas pelas médias do grupo SRB e controle.
As médias para o nimero de leveduras, porém, foram mais altas para o
grupo respirador bucal. As médias das UFC/ml no grupo controle
apresentaram-se sempre em numero menor em relagdo aos grupos SRB e
tratado, porém estas diferengas apresentaram-se estatisticamente
significativas apenas para a contagem de estreptocococos do grupo mutans,

conforme pode ser verificado na Tabela 8.

Tabela 8 - Médias e desvio-padrdo do logaritmo do niamero de UFC/ml de
saliva obtidas nas contagens de lactobacilos, estreptococos do grupo mutans
e leveduras nos grupos controle (n=30), respirador bucal (n=30) e tratado
(n=25).

MICRORGANISMO CONTROLE RESPIRADOR TRATADO
BUCAL
LACTOBACILOS 1935+ 1,75 2,30 + 1,65 2,61 +198
GRUPO MUTANS 485+0,83 4,93 +0,70 5,43 +0,78%
LEVEDURAS 1,11+ 1,45 1,44 + 1,61 1,10 + 1,74

* Diferenga estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagdo aos
controles

A avaliagdo do fluxo salivar (Tabela 9) apresentou valores
semelhantes para o grupo controle e respirador bucal. No grupo tratado,
uma porcentagem bem menor de pacientes com diminuigdo do fluxo salivar

foi observado em relagdo aos demais grupos (4%). Para a capacidade
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tampéo da saliva, observa-se que 100% dos pacientes do grupo controle
apresentaram valores normais. Valores limites foram encontrados em 6,67%

dos pacientes do grupo respirador bucal e 4% do tratado.

Tabela 9 - Numero de pacientes e as respectivas interpretagdes dos testes
salivares de atividade de carie nos grupos controle (n=30), respirador bucal
(n=30) e tratado (n=25).

TESTE CONTROLE RESPIRADOR BUCAL TRATADO
n % n % n %

FLUXO
SALIVAR
- Normal 26 86,67 24 83,33 24 96,00
- Diminuido 4 13,33 6 16,67 1 4,00
- Xerostomia 0 0 0 0 0 0
CAPACIDADE
TAMPAO
- Normal 30 100,00 28 0333 23 92,00
- Valores limites 0 0 2 6,67 1 4,00
- Baixa 0 0 0 0 1 4,00

Na Tabela 10, podemos observar os escores atribuidos para o
teste de Snyder, o fluxo salivar (ml) e a capacidade tampao da saliva (pH).
No teste de Snyder, a média dos escores foi superior nos respiradores bucais
em relagdo aos outros grupos. O grupo tratado apresentou valor
ligeiramente superior ao do grupo controle, porém esta diferenga ndo se
apresentou estatisticamente significativa. As médias das medidas da
capacidade tampdo apresentaram resultados melhores e com significancia

estatistica para o grupo controle tanto em relag@o ao respirador bucal como
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para o tratado, entretanto quando da comparagéo entre os grupos respirador
bucal e tratado os resultados foram semelhantes. O fluxo salivar apresentou
valores maiores e conseqilentemente mais favoraveis para os SRB em

relagdo aos outros grupos.

Tabela 10 - Médias e desvio-padrao dos escores atribuidos para o teste de
Snyder, do fluxo salivar (ml) e os pH obtidos nos testes da capacidade
tampdo da saliva, nos grupos controle (n=30), respirador bucal (n=30) e
tratado (n=25).

TESTE CONTROLE RESPIRADOR TRATADO
BUCAL

SNYDER (Escores) 0,83 +1,02 1,30 + 1,09 0,96 + 1,06

FLUXO SALIVAR (ml) 1,85+ 1,66 2,23 + 1,37 1,61 + 0,68**

CAPACIDADE

TAMPAO (pH) 6,57 + 0,78 6,04 + 0,62* 6,04 +1,11*

* Diferenga estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagdo aos
controles.

** Diferenca estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagdo aos
respiradores bucais.

O valor da soma e a média dos escores atribuidos a todos os testes
estdo expressos na Tabela 11. Podemos observar nesta Tabela, que houve
diferenga estatisticamente significante entre os grupos respirador bucal e
tratado em relagdo aos controles. Comparando-se a soma dos escores
podemos verificar que foram semelhantes entre os grupos tratado e controle,

com total de 116 e 117 respectivamente.
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Tabela 11 - Namero da soma de escores obtido para cada grupo, médias e
desvio-padrdo da soma dos escores atribuidos para o teste de Snyder, fluxo
salivar, capacidade tampdo e contagem de lactobacilos, estreptococos do
grupo mutans e leveduras de cada paciente dos grupos controle (n=30),
respirador bucal (n=30) e tratado (n=25).

GRUPOS TOTAL DE ESCORES  MEDIA + DESVIO PADRAO
CONTROLE 117 3,90 + 2,70
RESPIRADOR BUCAL 172 6,63 +2,95*
TRATADO 116 4,64 + 3,62%+

* Diferenca estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagdo aos
controles.

** Diferenga estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagdo ao
grupo respirador bucal.

O numero de pacientes com leveduras foi maior nos pacientes
respiradores bucais. Na Tabela 12, verifica-se que 60% dos SRB ¢ apenas
33,3% do grupo controle e 36% no tratado apresentaram leveduras na
saliva. Em relagdo as espécies encontradas (Tabela 13), em todos os grupos
ocorreu predominancia da espécie Candida albicans (80% para o grupo
controle, 83,33% para os respiradores bucais e 85,71% para o grupo
tratado). No grupo controle, além da C. albicans foram encontrados também
C. lusitaniae e C. kefyr; no grupo respirador bucal foram encontradas 2
amostras de C. lusitaniae e 1 de C. kefyr, C. guilliermondii e C. tropicalis;
e, no grupo tratado encontrou-se duas amostras de Candida sp.
Considerando-se os 3 grupos foram isoladas 39 amostras sendo 30
(76,92%) de C. albicans, 3 (7,69%) de C. lusitaniae, 2 (5,14%) de C. kefyr,
1 (2,56%) de C. guilliermondii, 1 (2,56%) de C. tropicalis e 2 (5,13%) de
Candida sp. Dois pacientes respiradores bucais (C. albicans e C.

lusitaniae, C. albicans e C. guilliermondiii) e dois do grupo tratado (C.
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albicans e C. fropicalis, em ambos 0s casos), apresentaram mais de uma

espécie de Candida na saliva.

Tabela 12 - Namero e percentual de pacientes que apresentaram leveduras
na cavidade bucal nos grupos estudados. Dos pacientes positivos, foi
calculada a média e desvio-padrio do logaritmo do nimero de UFC de
leveduras por ml de saliva. Grupos controle (n=30), respirador bucal (n=30)
e tratado (n=25).

GRUPOS NUMERO % MEDIA E DESVIO-
POSITIVOS PADRAO DAS
UFC/ml
CONTROLE 10 33,33 2,60 + 0,94
RESPIRADOR BUCAL 18 60,00 2,80 + 1,07*
TRATADO 9 36,00 1,10 +1,74% *+

* Diferenca estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagdo aos
controles.

** Diferenca estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagdo aos
respiradores bucais

Tabela 13 - Espécies de leveduras isoladas e identificadas das amostras de
saliva nos grupos controle (n=30), respirador bucal (n=25) e tratado (n=25).

ESPECIES DE CONTROLE RESPIRADOR TRATADO
Candida BUCAL

n % n % n %
ALBICANS 8 80,00 15 83,33 7 85,71
LUSITANIAE 1 10,00 2 11,11 0 0
KEFYR | 10,00 1 5,55 0 0
GUILLIERMONDII 0 0 1 5,55 0 0
TROPICALIS 0 0 1 5,55 0 0

0 0 0 0 2 28,57

CANDIDA SP
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Na Tabela 14, podemos observar que os pacientes do grupo
controle apresentaram valores de IgA anti-Streptococuus mutans superiores,
seguido pelo grupo tratado e respiradores bucais que apresentaram valores
semelhantes.

Os valores de DO para os anticorpos anti-Candida estio
representados na Tabela 15. O grupo controle apresentou média superior em
relagdio aos demais grupos, porém sem diferenga estatisticamente
significante. A Tabela 16 demonstra a porcentagem de aumento de DO dos
anticorpos anti-Streptococcus mutans nos grupos respirador bucal e tratado
em relagdo ao controle. Verifica-se que apenas ocorreu aumento na IgG nos
dois grupos em relagdo ao grupo controle. Na Tabela 17, observamos a
porcentagem de aumento para anticorpos anti-Candida, onde houve

aumento para IgG apenas no grupo tratado em relag@o aos controles.

Tabela 14 - Média, desvio-padrdo e mediana dos valores de DO obtidos
para IgA, IgM e IgG anti- Streptococcus mutans nos grupos controle
(n=30), respirador bucal (n=30) e tratado (n=25).

GRUPOS IgA 1gM 126G

média+tDP mediana média+DP  mediana média+tDP  mediana

CONTROLES 35,7+63,7 21 50,5+85.4 22 15.6+18 10
RESPIRADOR

BUCAL 24.6+30.8 12 31,2+43.4 18 18.2+43 1
TRATADOS 21,8+28.4 45 10,7+13,2%** 5 242424 4 21.5

* Diferenca estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagdo aos controles.
** Diferenga estatisticamente significante a nivel de 0,5% em relagao aos
respiradores bucais.
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Tabela 15 - Média, desvio-padrdo e mediana dos valores de DO obtidos
para IgA, 1gM e IgG anti-Candida nos grupos controle (n=30), respirador
bucal ( n=30) e tratado (n=25).

GRUPOS IgA IgM 18G

médiatDP  mediana médiatDP mediana médiatDP  mediana

CONTROLE 130+269 49 95.7+261 27 48.5+79.6 20
RESPIRADOR  91.5+167 16 60,7+168 11 49.1+78,1 25
BUCAL

TRATADO 61,7+108 25 36.0+57.4 20,5 71,0+193 14

- Nao houve diferenga estatisticamente significante entre nenhuma das médias

Tabela 16 - Média e desvio-padrdao para porcentagem de aumento de DO
obtidos para IgA, IgM e IgG anti-Streptococcus mutans em relagdo a média
dos valores do grupo controle.

GRUPOS IgA IgM IgG
RESPIRADORES BUCAIS  69,0+86,3 61,8+86,0 1174275
TRATADO 61,0+79.5 21,2+45,8 155+156

Tabela 17 - Média e desvio-padrdo para porcentagem de aumento das DO
para IgA, IgG e IgM anti-C'andida em relagdo a média dos valores do grupo
controle.

GRUPOS IgA IgM IgG

RESPIRADORES BUCAIS 70,4+128 57,1+177 97,3+161
TRATADO 47,5+83 37,6+60,0 146+399
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Para facilitar a interpretagdo dos valores de DO obtidos para cada
paciente nos diferentes grupos para IgG, IgA e IgM anti-Candida, foram
confeccionadas as figuras de 4 e 5, nas quais os valores da DO de cada
paciente esta representado como 1 ponto, a média dos controle como um
trago continuo e a média somada a 2 desvios-padrdo como trago pontilhado.
Na Figura 4, pode-se observar que a maioria dos pacientes respiradores
bucais apresentaram valores de IgG anti-Candida inferiores a média dos
controles. Oito pacientes apresentaram-se acima da média, entretanto
apenas 2 revela diferenga representativa. Para IgA, observa-se que apenas 5
pacientes apresentaram-se acima desta média, dentre os quais apenas |
revelou diferenga representativa. A maior parte dos pacientes também se
mantiveram abaixo da média dos controles para valores de IgM, sendo que
2 apresentaram-se acima desta e apenas | valor pode ser considerado
representativo.

Na Figura 5 observa-se os valores de IgG para o grupo tratado,
sendo que 5 pacientes apresentaram valores acima da média, porém apenas
2 podem ser considerados representativos. Para IgA, a grande maioria
apresentou-se abaixo da média dos controles, com apenas 2 valores acima
desta, mas nenhum revelando diferenca representativa. Os valores de IgM
também se apresentaram abaixo da média dos controles em sua maioria com
apenas | valor acima desta.

Para imunoglobulinas anti-Streptococcus mutans (Figuras 6 e 7),
observa-se para IgG (Figura 6), a concentragdo maior dos valores abaixo da
média dos controles, apresentando 8 valores acima desta média e com 4
valores revelando diferenga representativa. Para IgA, 7 pacientes

apresentaram-se acima da média dos controles porém ndo podem ser
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considerados representativos. Os valores para I[gM estavam acima da média
dos controles em 7 pacientes.

O grupo tratado (Figura 7) apresentou valores de IgG anti-S.
mutans acima da média em 16 pacientes, com 2 valores representativos.
Para IgA 7 valores e para IgM 1 valor encontrou-se acima desta média,

porém nenhum destes valores revelou diferenga representativa.
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FIGURA 4 - Niveis salivares de imunoglobulinas anti-Candida das classes
1gG. IgA e IgM nos pacientes com SRB (n=30). Resultados expressos em
DO a 492 nm. Cada ponto representa um paciente. a linha continua a média
dos controles e a linha pontilhada a média dos controles somada a dois

desvios-padrao.
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FIGURA 5 - Nivers salivares de imunoglobulinas anti-Candida das classes
lgG. IgA e IgM nos pacientes do grupo tratado (n=25). Resultados
expressos em DO a 492 nm. Cada ponto representa um paciente. a linha
continua a média dos controles e a linha pontilhada a média dos controles

somada a dois desvios-padrao.
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FIGURA 6 - Niveis salivares de imunoglobulinas anti-Streprococcus
mutans das classes 1gG. IgA e IgM nos pacientes com SRB (n=30).
Resultados expressos em DO a 492 nm. Cada ponto representa um paciente.
a linha continua a média dos controles e a linha pontilhada a media dos

controles somada a dois desvios-padrao.
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FIGURA 7

IgG

- Niveis salivares de imunoglobulinas anti-Streptococcus

mutans das classes IgG. IgA e IgM nos pacientes do grupo tratado (n=25).

Resultados expressos em DO a 492 nm. Cada ponto representa um paciente.

a linha continua a média dos controles e a linha pontilhada a média dos

controles somada a dois desvios-padrao.



6 DISCUSSAO

A carie dentaria é uma doenga multifatorial que depende da
interag@o de trés fatores principais: o hospedeiro, representado pelos dentes
e pela saliva; a microbiota e a dieta consurmda. Para que ocorra carie os
fatores predisponentes tem que estar presentes e interagir em condigdes
criticas: hospedeiro com dentes susceptiveis, colonizado por microbiota
cariogénica e consumindo freqiientemente dieta rica em carboidratos
(Weyne'”, 1992). Microbiota apresentando bactérias cariogénicas ¢ dieta
rica em sacarose sdo pré-requisitos essenciais para o estabelecimento da
carie.

Fatores do hospedeiro como o fluxo salivar, capacidade tampéo da
saliva, presenga de flior na boca, higiene bucal e desordens locais ou
sistémicas podem aumentar ou diminuir a resisténcia do hospedeiro, a
cariogenicidade da dieta e a viruléncia das bactérias da microbiota,
modulando assim a atividade de carie (Weine'”, 1992).

A cérie dentaria é uma doenga que se estabelece na boca bem antes
de manifestar clinicamente sob forma de lesdes visiveis. Isto significa que é
possivel estimar a gravidade da doenga carie em um paciente ou populagdo
antes que as lesdes de carie visiveis se desenvolvam (Brathall & Carlsson’,
1988).

Nos resultados do presente trabalho, o estudo da microbiota
cariogénica e flingica associado aos testes salivares demonstraram maior
predisposi¢do as caries nos pacientes respiradores bucais, o que nos leva a

sugerir que medidas preventivas mais intensas devam ser empregadas nestes
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pacientes. Varios autores alertam para a importancia da identificagio de
criangas com alto risco de carie na populagdo, possibilitando o
planejamento de programas preventivos especiais (Crall et al.2,1990:
Koch®, 1988, Brathall e Carlsson®, 1988). Por outro lado, poucos trabalhos
existem correlacionando a respiragdo bucal com as contagens de
microrganismos na saliva (Streptococcus mutans, lactobacilos e fungos), o
que torna dificil a discussdo dos resultados deste trabalho.

Em adigdo aos efeitos produzidos no desenvolvimento da face e
oclusdo, pacientes com sindrome do respirador bucal apresentam alteragdes
locais e sistémicas que interferem na microbiota bucal. Estas alteragdes
podem levar a um aumento no numero de bactérias cariogénicas e
consegiientemente na suscetibilidade as caries. Aragdo* (1986) atribuiu o
aumento da suscetibilidade as caries ao maior fluxo de muco das glandulas
salivares, que se apondo aos dentes contribuiria para o aumento de bactérias
na boca. Além disso, cita o fato de que os pacientes respiradores bucais por
serem mais desatentos teriam maior probabilidade de ter uma higiene bucal
falha.

Varios autores também relatam maior predisposi¢do e severidade as
gengivites (Riar et al.2, 1970; Jacobson & Linder-Aronson®, 1972; Eslami
& Sodeghi*, 1975). Riar et al.”? (1970) salientam como fatores
predisponentes as gengivites: irritagdo causada pela constante passagem de
ar, a desidratagdo das mucosas diminuindo a resisténcia tecidual e a maior
viscosidade da saliva com um aumento acentuado na populagdo bacteriana
da cavidade bucal.

A contagem de lactobacilos na saliva pode ser usada tanto para a

avaliagdo do risco de céarie como para verificar o efeito das alteragdes
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dietéticas (Krasse®, 1986; van Houte', 1993). Os lactobacilos sio
microrganismos bastante tolerantes a pHs baixos e sdo considerados
potentes acidogénicos. Os nimeros elevados de lactobacilos em lesdes de
caries avangadas, indicam que estes microrganismos estio mais
relacionados com a progressdo do processo de carie (van Houte'”, 1993).
Varios autores relatam correlagdo entre altas contagens de lactobacilos e
alta atividade de carie (Crossner”, 1981; Krasses’, 1988; van Houte'?,
1993). No presente trabalho, as interpretagdes de acordo com o niimero de
lactobacilos apresentaram-se semelhantes nos grupos respirador bucal e
controle, porém o namero de UFC/ml foi maior no grupo respirador bucal
em relagdo aos controles. O grupo tratado apresentou maior numero de
UFC/ml de saliva, assim como maior numero de pacientes com alta
atividade de carie em relagdo aos demais grupos. Possivelmente devido a
faixa etaria deste grupo. Tukia-Kulmala & Tenovuo'> (1993), salientam a
possibilidade de grande variabilidade nas contagens de microrganismos
cariogénicos em adolescentes jovens. A influéncia da exfoliagao dos dentes
deciduos e erupg¢do de novas superficies dentarias pode ser um fator
predisponente a diminuigdo da contagem de lactobacilos. Por outro lado,
deve-se também considerar outros fatores que podem levar a um aumento
das contagens, tais como mudangas no comportamento, principalmente em
relagdo a higiene; alteragdes hormonais e fatores dietéticos.

O meio de cultura rotineiramente utilizado para a contagem de
lactobacilos ¢ o meio de Rogosa, que gragas a presenga de um agente
tensioativo (Tween 80) e uma mistura de sais especiais, ¢ satisfatoriamente
seletivo para este microrganismo. Varios métodos foram propostos

buscando alcangar a praticidade e o baixo custo necessarios para 0 uso
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clinico. O método da imersdo da l1amina (Alaluusua et al.2, 1984), apesar de
ndo fornecer valores quantitativos com precisdo (Koga et al.*, 1994) é de
facil execugdo, sendo indicado para estudos epidemiologicos e uso clinico.
O micrométodo proposto por Westergren & Krasse” (1977) é util para a
verificagdo de infec¢do por lactobacilos. Koga et al.* (1994) realizaram
comparagdo entre os métodos mais utilizados, verificando que para a
obtencdo de numero confiavel de UFC, o mais indicado é o método
tradicional.

O teste de Snyder ¢ considerado um método simplificado para
medir atividade de carie, baseando-se na rapidez de formagdo de acidos
pelas bactérias bucais. Snyder'® (1940), demonstrou uma relagdo de
proporcionalidade entre a formagdo de acidos e o numero de lactobacilos
presentes na amostra inicial. Segundo Sims'’ (1970), apenas lactobacilos e
algumas amostras de fungos sdo capazes de crescer no meio de Snyder e
ndo todos os microrganismos acidogénicos como acreditavam outros
autores. Como a maioria dos fungos ndo seriam capazes de produzir acidos
o suficiente para causar mudanga na coloragdo do meio (Sims'’, 1970),
considera-se que o teste de Snyder ¢ um meio indireto para se avaliar a
quantidade de lactobacilos na saliva.

Alguns autores demonstraram correlagdo entre teste positivo de
Snyder e a atividade clinica de carie porém, a melhor concordéancia parece
ser entre o teste negativo e auséncia de atividade de carie (Sims'?, 1970).

Deve-se salientar que o teste de Snyder tem sua utilidade na verificagao

KOGA, C.Y. Testes microbiologicos de atividade de cdrie:avaliagdo de métodos. RGO.
(aceito para publicagdo em setembro de 1994)

'k
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aproximada da atividade de carie, sobretudo devido a sua facilidade de
execugdo. Por outro lado, a sua interpretagdo € bastante subjetiva o que
possivelmente compromete a exatiddo dos resultados.

No presente trabalho, o grupo respirador bucal apresentou maior
namero de pacientes com atividade de carie acentuada para o teste de
Snyder(5). Por outro lado, o grupo controle teve maior porcentagem de
pacientes com atividade de carie negativa (48%), o que vem a reforgar a
diferenca entre os dois grupos, considerando-se que existe maior
confiabilidade no resultado negativo para atividade de carie. Tais resultados
estdo de acordo com Fabris et al.” (1968) que examinaram a predisposi¢do
a carie em 100 criangas respiradoras bucais ¢ 100 normais através do teste
de Snyder, e verificaram maior risco a carie nos respiradores bucais.

Fiorentini¥® (1969) correlacionaram a terapia ortognatica em
respiradores bucais com o teste de Snyder, verificando que a atividade de
carie foi diminuindo no decorrer do tratamento. Neste trabalho observamos
resultado semelhante, encontrando atividade de carie acentuada em um
namero representativamente menor de pacientes do grupo tratado em
relagdo aos respiradores bucais, assim como um aumento no numero de
pacientes com atividade de carie negativa. Os trabalhos de Fabris? et al.
(1968) e Fiorentini*' (1969) sdo os tunicos que fazem correlagdo entre
pacientes respiradores bucais e testes de atividade de carie, encontrados na
literatura.

Os estreptococos do grupo mutans sido considerados os agentes
etiologicos primarios da carie (Kéhler et al.*, 1988; Emilson et al.», 1989)
e a contagem destes microrganismos utilizada para o diagnostico do alto

risco de carie. A relagdo entre namero elevado de Streptococcus mutans e a
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alta atividade de carie foi comprovada por diversos autores (Newbrun®,
1992; Alaluusua', 1993; Anderson®, 1993). O nivel de S. mutans varia com
o teor de carboidratos da dieta, portanto sua contagem também é importante
na avaliagdo dietética (van Houte', 1993).

No presente trabalho, o nimero de UFC/ml de estreptococos do
grupo mutans foi maior no grupo tratado, apresentando-se semelhantes nos
demais grupos. Por outro lado, o namero de pacientes com alta atividade de
carie foi maior para criangas respiradoras bucais. Os parametros para a
avaliagdao do numero de estreptococos do grupo mutans sio variaveis. Klock
& Krasse® (1978) demonstraram que pessoas com niveis acima de 10¢
UFC/ml de estreptococos do grupo mutans na saliva estavam sob alto risco
de carie. Para estes autores, pacientes com menos de 250.000 estreptococos
do grupo mutans apresentam baixo risco de desenvolver caries
proximamente. Anderson et al.? (1993) consideram de alto risco pacientes
que apresentam contagens de estreptococos do grupo mutans acima de
100.000 UFC/ml de saliva. Deve-se salientar que a obtengdo da média, onde
¢ considerada a soma das contagens de todos os pacientes, pode acarretar
perda de significancia das altas contagens devidos a diluigdo destes valores
com os de baixas contagens.

Varios métodos tem sido propostos para a contagem de
estreptococos do grupo mutans. O método da imersdo da lamina tem
correlagdo satisfatoria com o método tradicional (Koga et al.”, 1994), sendo
indicado para o uso clinico devido a sua facilidade de execugao. O método
da espatula/lingua proposto por Kohler & Brathall® (1979) é util para
estimar o nivel de infecgdo por estreptococos, particularmente em estudos

epidemiologicos.
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Do mesmo modo, o micrométodo (Westergren & Krasse', 1977)
apenas verifica a infecgdo por este microrganismo em limites grosseiros. Na
contagem de coldnias quando se necessita de precisdo, o mais indicado é o
método tradicional (Koga et al.*, 1994).

O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de S. mutans é o
agar Mitis-Salivarius bacitracina sacarose (MSB) (Gold et al.*, 1973). Por
outro lado, Tanzer & Clive (1986) ndo consideram este meio ideal para os
testes diagnésticos pois tem pequeno periodo de armazenamento, é
parcialmente seletivo e subestima a presenga de mutans. Estes autores
concluiram que analises experimentais sdo mais confiaveis quando o meio
GSTB ¢ utilizado em preferéncia ao MSB (Tanzer et al.”s, 1984). Segundo
Kimmel & Tinanoff**, 0 MSB superestima a contagem, pois 0 meio ndo
suprime os estreptococos ndo mutans, podendo levar a falsos positivos.
Estes autores concluiram que o MSKB (base de agar Mitis-Salivarius
acrescido de sorbitol, sulfato de kanamicina e bacitracina) é mais seletivo e
elimina falsos negativos. Torres et al.' (1993) propde o uso do agar SB,,
(agar sacarose bacitracina), concluindo que este ¢ igualmente adequado para
o isolamento de estreptococos do grupo mutans quando comparado ao
MSB. Como o meio utilizado no presente trabalho (MSB) fo1 sempre o
mesmo, foi possivel realizar comparagdes entre as varias contagens. Além
disso, foram utilizados varios critérios para interpretar atividade de carie, o
que esta de acordo com varios autores (Pienihdkkinen®, 1987; Stécksen-
Blicks'2, 1985; Klock & Krasse*, 1979; van Houte', 1993).

Segundo Samaranayake' (1986), a Candida albicans possui
caracteristicas acidogénicas e heterofermentativas, particularmente sob

condigdes ricas em carboidratos, podendo participar deste modo do
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processo de carie. Outras espécies, além da C. albicans (C. tropicalis, C.
glabrata e C. kruser) possuem crescimento marcante em saliva adicionada
de glicose, mostrando uma acentuada capacidade acidogénica, levando a
uma redugdo do pH de 7.5 para 3.3 em 72 horas (Samaranayake'?, 1994).
Autores como Pienihidkkinen® (1988) e Russel et al.”® (1991), associaram a
contagem de fungos com a atividade de carie. Leveduras foram encontradas
em 33% dos pacientes normais (controle) e no grupo tratado (28%), o que
esta de acordo com Burford-Mason et al.* (1988). Nos respiradores bucais,
entretanto, encontramos maior nimero de pacientes com leveduras (60%).
Este fato deve-se possivelmente a alteragdes na microbiota bucal que podem
levar a um aumento de Streptococcus mutans e Lactobacillus, o que poderia
alterar o crescimento do género Candida.

Segundo Pienihdkkinen®* (1988), individuos com mais de 400
UFC/ml de leveduras na saliva apresentam atividade de carie acentuada. Por
outro lado, Olsen & Stenderup® (1990), acreditam que pacientes com mais
de 400 UFC/ml de saliva possuem candidose cronica ou aguda. Apesar de
uma porcentagem representativa de todos os grupos estarem na faixa de
atividade de carie acentuada, nenhum destes apresentou sinais de candidose
bucal.

As espécies isoladas de leveduras, C. albicans, C. lusitaniae e C.
kefyr, foram comuns nos trés grupos. Apenas o grupo respirador bucal
apresentou C. guilliermondii e C. tropicalis; e o grupo tratado apresentou 2
pacientes com Candida sp. A C. albicans foi a espécie mais freqiientemente
isolada nos trés grupos, o que esta de acordo com Stenderup'* (1990).
Resultados de trabalho anterior sobre presenga de C. albicans na saliva de

respiradores bucais (Koga et al.**, 1993) revelou uma inversdo da presenga
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de C. albicans (33,33%) em relagio a Candida sp. (66,67%). No presente
trabalho, ndo houve esta inversdo e a presenga das espécies do género
Candida seguin porcentagens esperadas para o grupo controle, a ndo ser
pela maior variabilidade das espécies. As mudangas quantitativas e
qualitativas dos género Candida podem ser resultado de vérios fatores, tais
como alteragdes nutricionais, interagdes com a microbiota bacteriana e a
presenga de anticorpos especificos na saliva (Arendorf e Walkers, 1980).
Tais fatores individuais sdo possivelmente a causa da diferenga dos
resultados deste trabalho em relag@o ao anterior.

Os testes salivares também sdo bastante utihzados para avaliar a
atividade de carie (Pienihikkinen®* 1987; Tukia-Kulmala & Tenovuo'?,
1993). A saliva exerce importante papel na atividade de carie devido a sua
capacidade tampdo, a¢do anti-bacteriana exercida pela lisozima, lactoferrina
e peroxidase; agdo de remogdo de acidos da placa, além da presenga de IgA
secretora (Mandel™, 1987). Segundo Brown et al."® (1975), a xerostomia
leva a caries rampantes o que indica que mudangas no fluxo salivar podem
levar a altera¢des na composigdo bacteriana da placa, podendo interferir no
potencial cariogénico.

No presente trabalho, o grupo controle apresentou média de fluxo
salivar igual a 1,83 ml/min., o que esta de acordo com Crossner?' (1981),
que estudando o fluxo salivar em 118 criangas obteve média de 1,9-2,2
ml/min. O grupo respirador bucal foi o que apresentou maior média em
relacdo aos controles, sugerindo que o ressecamento da mucosa leve a um
mecanismo compensatorio. O grupo tratado apresentou média intermediaria
mas com resultados estatisticamente significante em relagdo ao grupo

respirador bucal.
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A capacidade tampdo da saliva é a propriedade de neutralizar os
acidos produzidos pelos microrganismos da placa, colaborando para que o
pH da boca ndo ultrapasse os limites criticos. Esta propriedade se deve
primariamente a a¢do dos tampdes bicarbonato e fosfato presentes na saliva
(Mandel*, 1987). Os valores obtidos para a capacidade tampdo da saliva
foram menores no grupo respirador bucal e no tratado. Apesar disso, as
médias dos pHs para todos os grupos encontram-se dentro do padrdo de
normalidade. Para criangas na faixa etaria em estudo, o fluxo salivar e a
capacidade tampao da saliva sdo muito variaveis, principalmente devido as
alteragdes provocadas pela troca dos dentes deciduos pelos permanentes
(Tukia-Kulmala & Tenovuo'', 1993).

Varios autores (Pienihakkinen®, 1987; Stécksen-Blicks'2, 1984:
Klock & Krasse®, 1979; van Houte'”, 1993), salientam a importancia da
combinagdo de varios testes para se obter um diagnostico final sobre
atividade de carie. O uso de um teste isoladamente pode levar a resultados
errados, principalmente devido a subjetividade dos mesmos e de suas
interpretagdes. Varias criticas e limitagdes sdo feitas para cada teste,
principalmente as contagens de microrganismos bucais, pois a microbiota ¢
extremamente variavel entre individuos, além do numero de
microrganismos ser muito grande, o que por vezes torna a interpretagdo
dificil. Por este motivo, utilizamos no presente trabalho escores para que
pudéssemos obter a soma de todas as interpretagdes e assim poder comparar
os grupos (Tabela 11, p.53). Segundo Alaluusua' (1993), o uso de escores
diminui a subjetividade e facilita a interpretagao dos resultados. O grupo
respirador bucal apresentou média dos escores superior ¢ com diferenga

significativa em relagdo ao grupo tratado e ao grupo controle.
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Segundo Loesche” (1993), as imunoglobulinas IgA, IgG e IgM
anti-Streptococcus mutans estdao implicadas na imunidade a carie. Varios
autores tem relatado niveis de IgA salivar anti-Streptococcus mutans
maiores em individuos caries-resistentes do que em suscetiveis a carie
(Kennedy et al.®, 1968; Bolton & Hlava’, 1982; Gregory?’, 1990), sugerindo
uma agao protetora. A IgM parece estar relacionada a algum grau de
imunidade a carie nos casos de deficiéncia seletiva de IgA. Varios estudos
(Butler et al.5, 1990; Lehner®, 1978; Gregory*, 1990) tém demonstrado a
relagdo entre baixa experiéncia de carie e o nivel de IgG sérico anti-S.
mutans o que parece ser importante devido a4 sua presenga no fluido
gengival.

No presente trabalho, o grupo controle apresentou valores mais
elevados para a IgA e IgM anti-S. mutans em relagdo aos demais grupos. A
presencga constante e elevada S. mutans na boca dos pacientes com SRB
pode ter levado a uma supressdo dos anticorpos salivares. Os valores de IgG
foram mais altos no grupo tratado.

Varios autores (Camling et al.’s, 1987; Gregory et al.?7, 1990; Kent
et al.s, 1992; Winderstrom et al.'®, 1992), utilizam como antigenos células
totais de S. mutans, obtendo resultados bem superiores aos encontrados
neste trabalho onde o antigeno utilizado foi citoplasmatico. Por outro lado,
a utilizagdo de células inteiras pode levar a reagdes cruzadas com outros
tipos de Streptococcus e conseqiientemente a falsos positivos (Camling et
al.’s, 1987; Bolton & Hlava’, 1982).

Os anticorpos séricos e secretorios fazem parte dos fatores imunes
especificos ligados a infecgdo pela Candida. A IgA parece exercer papel

importante, prevenindo a sua adesdo a mucosa (Heimdahl & Nord®, 1990).
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No presente trabalho, observou-se nivel mais elevado de IgA e IgM no
grupo controle, seguido pelos respiradores bucais e tratado. O maior valor
no grupo tratado, possivelmente pode ser devido a infecgdes por Candida
em outros locais do organismo ja que estes individuos apresentaram um
menor niimero destes microrganismos na cavidade bucal.

Observa-se grande variabilidade das DO para as imunoglobulinas, o
que também foi observada por Bolton & Hlava’ (1982), possivelmente
devido as variagdes individuais proprias. Esta variabilidade pode levar a
falsas interpretagdes das médias devido a diluigdo dos altos e baixos
valores. Foi utilizada além da média, a mediana para cada grupo, a fim de
facilitar a verificagdo real dos resultados.

Os resultados deste trabalho demonstram que os respiradores bucais
apresentam  alteragdes da microbiota bucal que favorecem o
desenvolvimento de microrganismos cariogénicos e leveduras e o
estabelecimento de placa cariogénica especifica (Emilson & Krasse?,
1985). Além disso, estes individuos apresentam niveis menores de IgA e
IgM salivar, o que pode diminuir a resisténcia as caries. Assim estes
pacientes sdo mais suscetiveis as caries. Aparentemente, a atividade de carie
tende a diminuir a niveis semelhantes ao dos controles apos tratamento
ortodontico e/ou fonoaudiolégico.

Como existem poucos trabalhos na literatura sobre o assunto,
acreditamos ser necessarios mais estudos, principalmente relacionando os
nossos achados com a andlise clinica do paciente respirador bucal. O
aspecto primordial para a prevengdo da carie nestes pacientes parece ser a
conscientizagdo dos mesmos, dos ortodontistas e fonoaudidlogos no sentido

de manter 6timos habitos de higiene bucal.



7 CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho foram feitas as

seguintes conclusoes:

- O numero de estreptococos do grupo mutans foi maior e significante
no grupo respirador bucal (n=30) em relagdo aos grupos controle (n=30) e
tratado (n=25). O grupo SRB apresentou maior nimero de leveduras em
relagdo aos outros grupos, os quais apresentaram valores semelhantes. O

numero de lactobacilos foi maior no grupo tratado.

- O grupo respirador bucal apresentou valor maior e significante para a
soma dos escores obtidos a partir da interpretagdo de todos os testes

realizados.

- O grupo respirador bucal apresentou maior nimero de leveduras na
saliva. A espécie mais encontrada foi a Candida albicans (76,92%). No
grupo controle foram encontrados também C. lusitaniae e C. kefyr e no
grupo respirador bucal foram encontradas 2 amostras de C. /usitaniae e | de

C. kefyr, C. guilliermondii e C. tropicalis.

- O grupo controle apresentou maior quantidade de IgA e IgM anti-
Streptococcus mutans na saliva, seguido pelo grupo respirador bucal e

tratado. O grupo tratado apresentou valores mais elevados de IgG anti-S.
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mutans. Maior quantidade de IgA e IgM anti-Candida também foi
verificada nos controles, seguida pelos outros grupos, enquanto o grupo

tratado apresentou maior quantidade de IgG anti-Candida.



ANEXO 1 Modelo da autorizagdo para a coleta das amostras.

Faculdade de Odontologia, Campus de Sao José dos Campos/UNESP
AUTORIZACAO PARA A COLETA DE AMOSTRAS

RESPONS AVEL: ..o

Por este instrumento de autorizagdo por mim assinado, dou pleno
consentimento a Faculdade de Odontologia, Campus de Sdo José dos
Campos/UNESP para, por intermédio de seus professores e alunos
devidamente autorizados, fazer diagndstico, planejamento, tratamento e
coleta de amostras.

Tenho pleno conhecimento que as clinicas e laboratérios desta
instituigdo, tem como principal objetivo a instrugdo e demonstragdo pra
estudantes de Odontologia. Concordo com toda a orientagdo seguida, quer
para fins didaticos, de diagnéstico, pesquisa e/ou tratamento.

Concordo plenamente também, que todas as radiografias, fotografias,
histéricos de antecedentes familiares, resultados de exames clinicos e de
laboratorio e informagdes concernentes ao planejamento de diagnostico
e/ou tratamento, constituem propriedades exclusivas desta Faculdade, a qual
dou plenos direitos de retengdo e uso para quaisquer fins de ensino.
pesquisa, divulgagdo em jornais e/ou revistas cientificas.

Sédo José dos Campos, de de 19

PAI OU RESPONSAVEL
R.G.:
GG
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ANEXO 2 - Ficha individual preenchida para cada paciente

DATA DA COLETA: /

NOME:
IDADE.: DATA DE NASCIMENTO: ' /
EXAME CLINICO DE RESPIRADOR BUCAL - DATA: / /
SNYDER :
LEITURA

24 horas

48 horas

72 horas

CONTAGEM DE LACTOBACILLUS
Diluigéo:
Total
Interpretagao :

CONTAGEM DE S. MUTANS
Diluigao:
Total
Interpretagao :

CANDIDA
Crescimento : (A) sim (B) nao
Gram

Numero de colomas:

[nterpretagdo:

Numero de colonias: 1-

2'.-_——.

media-

Numero de colonias: 1-
>

média-

FERMENTACAC

ASSIMILACAOD

Tuso CLAMIDOSPORCS

GLICOSE SACAROSE MALTGSE LACTOSE GLUCOSE SACAROSE

MALTCSE LACTOSE GERMINATIVO

PEEUDO HIFA

ou HIFA WERDADEIRA




Interpretagdo:
TESTE DE FLUXO SALIVAR:
DA SALIVA
Saliva : ml
Tempo: min
Total : ml/min
Interpretagdo :

OBS.:

88

CAPACIDADE TAMPAO

pH final:
[nterpretagao :



ANEXO 3 - Ficha individual preenchida para cada paciente do grupo
tratado.

NOME : Nu -

ENDERECO :

TELEFONE :
FILIACAO

IDADE : DATA DE NASCIMENTO :

- DIAGNOSTICO RESPIRADOR BUCAL : /]

- TRATAMENTO :
FONOAUDIOLOGLA O NAO O snu
DATA INICIO T
DATA TERMING: / {
ORTODONTILA: ONAO O snd
DATA INICIO. ;o

DATA TERMINO / /

- COLETA APOS DO TRATAMENTO.

89
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ANEXO 4 - Dados referentes ao diagnostico, duragdao do tratamento
ortodontico e/ou fonoaudiologico e tempo entre término do tratamento e a
coleta.

PACIENTE DIAGNOSTICO ~ DURACAO DO COLETA APOS
< TRATAMENTO
RB ( més/ano) TRATAMENTO  (ano/meses)
] 03/93 fonoaudiologico | mes
(8meses)
2 05/91 fonoaudiologico | més

(2 anos e 5 meses)
ortodontico (3 anos)

3 05/90 fonoaudiologico Imés
(2 anos e 6 meses)
ortodontico (5 anos)

4 11/91 fonoaudiologico 5 meses
(1 ano € 7 meses)
ortodontico (2 anos)

5 03/92 fonoaudiologico 5 meses
(1 ano e 3 meses)

6 08/92 fonoaudiologico 5 meses
(9 meses)

ortodontico (1 ano)

7 12/89 fonoaudiologico 3 meses
(3 anos e 7 meses)

8 07/91 fonoaudrologico 9 meses
( 1 ano)
ortodontico (2 anos)

9 01/90 fonaudiologico 3 anos e 5 meses
(7 meses)
ortodontico (3 anos)

10 08/92 fonoaudiologico 10 meses
(5 meses)
ortodontico (1 ano e

8 meses)
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PACIENTE DIAGNOSTICO ~ DURACAO DO COLETA APOS
RB (més/ano) TRATAMENTO TRATAMENTO
(ano/meses)
11 08/91 fonoaudiologico | ano e 8 meses
(1 ano)
12 12/89 fonoaudiologico 4 meses
(2 anos)
ortodontico (4 anos)
13 05/91 fonoaudiologico 3 anos e 5 meses
(6 meses)
14 03/93 fonoaudiologico 4 meses
(9 meses)
15 09/91 fonoaudiologico 2 anos
(8 meses)
16 05/91 fonoaudiologico 10 meses
(14 meses)
17 03/93 fonoaudiologico 9 meses
(6 meses)
18 08/92 fonoaudiologico 2 anos
(1 ano)
ortodontico (7 anos)
19 11/91 fonoaudiologico 2 anos
(7 meses)
20 11/90 fonoaudiologico 1 ano
(1 ano)
ortodontico (2 anos)
21 09/90 fonoaudiologico 9 meses
(3anos)
ortodontico (4 anos)
22 06/91 fonoaudiologico 2 anos e 5 meses

(11 meses)
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PACIENTE DIAGNOSTICO ~ DURACAO DO COLETA APOS
RB (més/ano) TRATAMENTO TRATAMENTO
(ano/meses)
23 04/92 fonoaudiologico | ano e 5 meses
(7 meses)
ortodontico (1 ano)
24 11/90 fonoaudiologico | ano e 11 meses
(3 meses)
25 05.91 fonoaudiologico || meses

(9 meses)

ortodontico (1 ano)
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ANEXO 5 - Tabelas com os valores de DO para anticorpos IgA. IgG e IgM
anti-Streptococcus mutans e anti-Candida na saliva de pacientes dos grupos

controle. respirador bucal e tratado.

Tabela 18 - Valores de DO para IgA anti-Streprococcus mutans nos grupos
controle (n=30). respiradores bucais (n=30) e tratado (n=25). O porcentual

de aumento fo1 calculado a partir da média dos controles.

CONTROLES J RESPIRADORES BUCAIS TRATADO

PACIENTES Do DO % aumento oo %% aumento
1 3 17 47,62 3 8,40
2 26 12 33,61 1 2,80
3 17 1 2,80 1 2,80
4 21 110 308,12 1 2,80
5 58 76 212,89 1 2,80
6 16 75 210,08 3 8.40
7 31 40 112,04 3 8,40
8 24 29 81,23 72 201,68
9 36 93 260,50 1 2,80
10 356 12 33,61 61 170,87
1 11 30 84,03 3 8,40
12 4 ] 2,80 20 56,02
13 10 24 67,2 31 86,83
14 14 83 232,49 104 291,32
15 21 6 16,80 52 145,66
16 92 1 2,80 47 131,65
17 29 1 2,80 44 123,23
18 2 1 2,80 6 16,80
19 11 1 2,80 51 142,86
20 17 2 5,60 1 2,80
21 30 24 67.2 22 61,62
22 34 13 36,41 6 16,81
23 14 L 25,21 2 2,80
24 22 27 75,63 5 14
25 23 12 33,61 4 11,20
26 26 2 5,61
27 76 3 8,40
28 1 6 16,80
29 26 15 42,02
30 23 13 36,41

Média+DP| 35,7+63,7 | 24.6+30,8 | 69.0+86,3 | 21.8+28,4 | 61,0+79,5
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Tabela 19 - Valores de DO para IgM anti-Streprococcus mutans nos grupos

controle (n=30), respiradores bucais (n=30) e tratado (n=25). O porcentual

de aumento foi1 calculado a partir da média dos controles.

CONTROLES RESPIRADORES BUCAIS TRATADO
PACIENTES DO DO % aumento DO % aumento

1 27 63 124,75 1 1,98
2 83 1 1,98 1 1.98
3 94 7 13,86 1 1,98
4 76 31 61,39 8 15,84
5 12 18 35,64 1 1,98
6 22 12 23,76 3 5,94
7 78 20 39,60 8 15,84
8 17 38 418:25 6 11,88
9 25 202 400 1 1,98
10 464 9 17.82 119 235,6
11 16 12 27,76 3 5,94
12 85 24 47,52 5 9,9
13 8C 31 61 9 17,82
14 1 153 302,97 13 25,74
15 1 29 57.43 7 13,86
16 72 1 1,98 20 39,6
17 46 9 17,82 13 25,74
18 38 14 27,72 1 1,98
19 1 21 41,58 15 29,7
20 1 23 45,54 1 1.98
21 90 31 61 12 23,76
22 1 40 79.21 9 17,82
23 1 22 43,56 2 3,96
24 65 70 138,61 5 9,90
25 1 16 31,68 4 7,92
26 12 b 9,90

27 1 8 15,84

28 1 10 19,80

29 17 8 15,84

30 86 7 13,86

Média + DP| 50,5+85,4 | 31,2+43,4 | 61,8+86,0 | 10,7+13,2 | 21,2+45,8
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Tabela 20 - Valores de DO para IgG anti-Streprococcus mutans nos grupos

controle (n=30), respiradores bucais (n=30) e tratado (n=25). O porcentual

de aumento foi calculado a partir da média dos controles.

CONTROLES RESPIRADORES BUCAIS TRATADO

PACIENTES DO DO % sumento Do % sumento
1 11 1 6,41 3 19,23
2 32 1 6,41 3 19,23
3 1 1 6,41 5 32,05
4 3 222 1423,08 4 25,64
5 1 55 352,56 26 166,67
6 1 69 442,30 26 166,67
7 1 62 397,43 24 153,85
8 1 1 6,41 42 269,23
S 1 1 6,41 19 121,79
10 68 1 6,41 39 250
11 2 2 12,82 20 128,20
12 12 1 6,41 31 198,72
13 16 18 115 23 147,44
14 16 1 6,41 100 641,03
15 36 1 6,41 27 173,08
16 59 1 6,41 28 179,49
17 11 7 44,87 37 237,18
18 28 3 19,23 13 83,33
19 40 4 25,64 87 557,69
20 20 5 32,05 1 6,41
21 10 18 115 24 153,84
22 19 1 6,41 3 19,23
23 1 1 6,41 5 32,05
24 F 4 32 205,13 10 64,1
25 38 5 32,05 5 32,05
26 22 2 12,82
27 7 1 6,41
28 1 27 173,08
29 1 1 6,41
30 1 1 6,41

Média + DP | 15,6 + 18,0] 18,2+43,0 | 117+275 | 24,2+24,4 155+ 156
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Tabela 21 - Valores de DO para IgA anti-Candida nos grupos controle

(n=30). respiradores bucais (n=30) e tratado (n=25). O porcentual de

aumento foi calculado a partir da média dos controles.

CONTROLES RESPIRADORES BUCAIS TRATADO

PACIENTES DO DO % aumento DO % aumento
1 1 8 6,92 as 76,16
2 142 18 11,54 1 0,77
3 g 1 0.77 2 1.54
4 128 10 7.69 7 5,38
5 50 B6 66,15 8 6,15
6 34 43 33,08 57 43,85
7 110 B3 40,77 37 28,46
8 31 17 13,08 221 170
9 51 12 9,23 26 20
10 906 504 387,69 520 400
iR 20 16 12,31 76 58.46
12 20 52 40 22 16,92
13 36 92 70,70 36 27.69
14 49 697 536,15 120 92,31
15 11 41 31,54 B4 41,54
16 160 1 0,77 1 0,77
17 35 14 10,77 83 71,54
18 16 2,31 7 5,38
19 74 2,31 1 0,77
20 101 1 0.77 1 0,77
21 56 92 70,70 61 46,92
22 121 1 8,42 14 10,76
23 39 181 116,15 24 18,46
24 37 a7 28,46 11 8,46
25 102 392 301,54 44 33,84
26 162 3 2,31
27 38 66 50,77
28 12 319 245,38
29 1274 4 3,08
30 79 1 0,77

Média + DP 130 + 269 91.5+167 70,4+128 61.7+108 47,5+83
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Tabela 22 - Valores de DO para IgM anti-(‘andida nos grupos controle

(n=30). respiradores bucais (n=30) e tratado (n=25). O porcentual de

aumento foi calculado a partir da média dos controles.

CONTROLES RESPIRADORES BUCAIS TRATADO
PACIENTES DO DO % aumento DO % aumento
1 18 45 47.02 33 34,48
2 96 1 1,04 26 2719
3 83 ] 9.4 1 1,04
4 94 35 36.57 11 11,49
5 M 9 9.4 3 3,13
6 18 6 6,27 26 27,17
7 128 23 24,03 18 18,81
8 22 20 2,09 74 77,32
9 20 839 876.,7 10 10,45
10 1453 1 1.04 288 300,94
1 17 30 3,13 35 36,67
12 73 453 473,35 33 34,48
13 200 60 6.27 22 22,99
14 17 24 25,08 31 32,39
18 18 11 11,48 15 15,67
16 91 1 1,04 29 30,3
17 35 1 1,04 71 74,2
18 21 1 1,04 6 6,27
19 28 18 18.81 92 96,13
20 20 19 19,85 3 3;13
21 30 60 6,27 36 37.62
22 30 30 3,13 9 9.4
23 2 77 80.46 7 7.31
24 28 o] 0 8 8.36
25 27 8 B.36 12 12,64
26 23 35 36.57
27 24 1 1,04
28 10 1 1.04
29 156 1 1,04
30 11 1 1.04
Média + DP 95,7 + 261 60.7+ 168 57.1+177 36.0+57.4 37.6+ 60,0
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Tabela 23 - Valores de DO para IgG anti-Candida nos grupos controle

(n=30), respiradores bucais (n=30) e tratado (n=25). O porcentual de

aumento foi calculado a partir da média dos controles.

CONTROLES RESPIRADORES BUCAIS TRATADO
PACIENTES DO o]e] % aumento DO % aumento

1 18 28 57,73 46 54,84
2 84 2 4,12 1 2,08
3 1 7 14,43 1 2,06
4 5 201 414,43 50 103,09
5 15 71 146,29 23 47,42
] 9 62 127,83 9 1856
7 15 21 43,30 14 28.87
8 33 28 57,73 93 191,75
8 37 10 20,62 51 105,18
10 114 33 68,04 227 468,04
n L] 180 391,75 14 28,87
12 1 3585 731,96 15 30,93
13 37 49 101,03 8 16,49
14 T 3 6,19 B2 169,07
15 13 1 2,06 39 80,41
16 a0 4 B,25 8 16,49
17 20 1 2,06 36 72,16
18 1 4 8.25 3 6,19
19 51 28 57,73 970 2000
20 31 kle} 61,86 1 2,06
21 42 49 101,03 71 146,39
22 329 18 37.11 5 10,31
23 1 157 323.71 4 8,25
24 37 19 39,18 2 412
25 30 26 53,61 4 8,25
26 20 27 55,67

27 15 9 18,56

28 1 25 51,55

29 320 10 20,62

30 39 4 8.25

Média + DP 485 + 79,6 49.1+78.1 897.3+161 71.0+193 146+ 399




lﬁ . I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30  MEDIA DP

Fluso salivar

- medids 60 09 04 0612 03 04 08 39 40 36131609 08 25 2025 22 07 242520 0908 372417 20 21 X= 1,85+ 1,66

(mV/min)

BRI 0 0 2 0 0 2 2 0 0 O 0 0 0 0 0 2 0 0 0O 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 X-0,2840,71
Capacidsde tamplo da saliva

-pH 72 64 60 5269 60 68 63 55 60 63 586166 58 56 5456 50 59 56 5963 5158 597865 60 ol X=657 078

-escore . o o o0 o v ‘0 o 0 0 0 0000 0 0 0 ¢ 0 ¢ 0 90 09 000 0 0 X0
Payder

- escore 2 2 0 o 0 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 2 2 2 22 00 0 3 0 O 0 X=083 + 1,02
Lactobacilos o

- mdmero 0 0010 0 0 03615 0750 0 0 0 0 O 0 12 2741 55 50 351, 610 0204 04 3201,2 0,05 66

(10°UFC/ml)

- log. n°céls. 1] | 0 o0 0 26 32 29 0 0 0 O O O 0 33 34306 37 37 353058 2226 2645131 1,7 48 X=195x1,75
- escore 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 1 2 1 1 1 3 0 0 0 3 1 0 2 X=062+098
Gropo “mutans™

- mfimero 15 12 13 2401310 89 13 56 37 5621 52130024 110 47 19 30 72 38 53 1,1 01 21 11 1,3 47 54 68

(10*UFC/ml)

- log B° céls 42 40 51 4431 50 49 41 48 56 48 43 4771 54 60 5753 55 49 464740 3043 504157 57 58 X= 4,85+ 0,83
- escore g h % @0 o % 06 0 o ¥ 0 0 09 F F 3F A ¥y X 98 -0 0.0 0.6 3F 8B 3 3 3 X=134151

eduras

< wliaiero 0 100 O 02 003080 060 0 0 0 0O 01 0 0 0 190 10050 0 001140 0 004 00

(10°UFC/mi)

- log. n* céls 0 3 0 0 23 15290 280 0 0 0 O 2 O 0 0 33 0 3 470 0 1 320 0 16 1 X= 1,114 1,45
- escore ¢ 3 @ o0 % 1 3 0 3 9 0 o @b 1 06 6 0 3 0 3 3 06 61 3 80 1 1 X=093+ 128
Soma dos escores 2 § 5 0 2 7 7 1 3 3 00 0 3 4 8 6 4 10 3 6 6 5 01 6 6 4 4 T=117
édias DP 03+ 08+ 08+ 0 03+ 1,24 13+02+:05:0520 0 0 O05+£07+ 1,74 1+ 07+ 1,5¢05+ 1+ 1+ 08+ 0 064 I 1+ 074 0,741 X=39+27
escores) 08 13 13 08 18 1.2 04 12 12 12 1.2 14 1312 1,2 08 131313 04 161612 1,2 13

ANEXO 6 - Resultados individuais dos testes microbiologicos e salivares no grupo controle. Para cada paciente estdo

expressos os resultados e os escores atribuidos para cada teste, com as respectivas médias e desvios-padrio.
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IESTES 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 I8 19 20 21 22 23 24 25 26 27 18 129 30 MEDIA DFP
Fluso salivar
- medida 06 23 10 15 40 10 1,128 36 36 12 19 08 1917 02 04 09 1183 09 4004 29 1.2 04 13 08 1.4 02 X=221 £+ 1,37
(mVmin)
- escore 0 0 0 0 0 © 0 0 0 0 0 0 0 0 O 2 2 0 0 0 0 0 2 0O 0 2 0o 0 0 2 X=034 40,77
Capacidade tampio da saliva
-pH 70 §56 73 72 72 71 6269 50 70 64 65 597261 40 65 17 7067 70 7365 65 71 60 61 72 61 59 X=604+078
- escore - o 0 0 0 o0 0 O 0O ' O O O OO O 1! O O O O O OO0 O 0 0 0 0 0 0 X= 0,06 + 0,26
Pnyder
- escore 3 3 o 0 0 0 03 0 0 2 1 o0 0 | 1 1 2 22 I EZ 2 2 %2 F 1 %) X=130+1,09
I .actobacilos
- niimero IR 100 0 19 0 0 92 97 01 07 1,0 010 11 1,2 25 25 22002 O 0 12000% 01 01 0070010 O
(16’ UFC/ml)
- log. n"céls. 46 30 0 0 23 40 40 21 28 30 21 30 3,1 34 44 53 22 51 29 20 31 18 10 0 X=230+ 1,65
- escore i 1 0 0 0 2 2 0 o0 1 O 1 1 1 3 3 0 3 e 1 0 X=0,77+1,07
iGrupo “multans”
- niimero 100 310 180 260 10 190 90 340 100 130 240 300 32055 72 03 46 28 13 23 10 SI0O IS0 21 780 120 110 120 250 100
(10" URC/ml)
- log. n° céls 50 55 52 54 40 53 4955 50 51 54 55 553748 24 47 45 41 44 50 5752 43 60 51 50 51 5450 X=491+070
- escore 3 3 3 k] 3 3 [ 3 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 3 3 3 0 3 k] k] 3 3 3 X=21 +14Il
Leveduray
- nimero 0 ool 0 0 0 0 21006 0 O 3,7 1400 21 23 0 ] 1,0 0 10 0 1.9 0 B20 120 90 04 03 25
(10 UFC/m)
- log. n* céls 0 1o 0o o 0 0 33 37 0 0O 26 3,10 33 34 0 0 2 0 2 0 23 0 49 41 29 1.6 1,5 34 X= 1,44 ¢ 1,61
- estore 0 10 0 0 0 0 3 3 0 0 2 3 0 3 3 0 0 1 0 | 0 2 3. 3 k] 3 1 1 3 X=12 +1.32
Foma dos escores § &3 9 3 F 0 W9 3 5 7T 60 5 & & 3 6 3 4 4 12 2 9 W H % &9 T=172 )
édias DP 1,5¢ 1,341 05405+ 05: 05+ 0 1.7+ 15405+ 08+ 13¢ 1+ 0 OB 1.3+ 074 0B+ 1&¢ 05 08+ 1+ 2+ 03% |54 | Bt 1,5+ 0,8+ [Ty 1,5 X= S'ﬁ L3109
escorea) 16 14 1.2 1.2 1.2 1.2 14 14 12 13 14 15 2 10 08 13 13 1,2 1,2 131,01 O8 14 12 16 12 1314

ANEXO 7 - Resultados individuais dos testes microbioldgicos e salivares no grupo respirador bucal. Para cada paciente

estdo expressos os resultados e os escores atribuidos para cada teste, com as respectivas médias e desvios-padrio.

001



TESTES 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 13 24 25 MEDIA DP
|Fluso salivar

- medida 12 23 10 1,1 09 1617 25 14 10 1313 15 18 18 13 1,1 23 15 04 09 23 28 1B 34 X-161+0,68

(ml/min)

- escore 0O 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0  X=004t020
Capacidade tampio da saliva

-pH 60 65 70 70 60 70 62 66 64 64 69 60 63 68 S0 52 70 56 68 59 57 20 43 50 65 X=604 41,11

-escore e B 9L O 0 O 9 00 0 0 0 0 0 0 @ 0 0 0. 0 o 0. 0 .§F 1 0.0 Xel60x0er o
|Snyder

- escore 31 2 0 0 0 o0 2 0 © ©0 o0 0 o0 1 2 o0 1 2 2 1 1 2 2 3 0 X=094106
Lactobacilos

- mimero 440 66 45 0 0 0 2 4 008 0020 53 0O 29 4 10 14 004 62 83 13 55 0 39 0

(10" UFC/mi)

- log . n’cdls. 56 48 17 0 0 0 33 36 19 23 0 37 0 45 36 1 45 26 48 49 41 37 0 46 0 X=2,61+198

- escore 3 3 0 0 0 0 1 1 0 ©0 0 2 0 3 1 0 3 0 3 3 3 2 0 3 0 X=124%136
Grupo “multans™

- nfimero 20 11 20 16 13 1512 13 6 9 0322 0711 56 01 00908 14 36 01 11 06 18 15

(10 UFC/mI)

- log. n”céls 65 60 53 62 61 52 61 61 58 60 44 54 49 60 58 41 39 49 61 66 41 S50 47 53 52 X=-543+0,78

- escore 3 3 @ % 3 0 3 3y o3 A o 0 0 3 ¥ @ ‘b 0 3 3 @ 0 0 9 D
Leveduras

- nimero 1Moo s 0 0O ©0 0 20 0 0 54 0 600 0 0040 © 1600 0 0 110

(10" UFC/ml)

- log. n* céls 40 0 27 0 0 0 0 45 0 0 0 27 0 48 0 0 16 0 O 42 0 0 0 300 X=110%174

- escore 3 0 3 0 O 0 0 3 0 0 0 3 0 3 0 0 1 0 ©0 3 0 0 0 3 0 X=088+136
Somna dos escores 12 8 3 3 3 6 & 7 3 3 0 5 4 J00 6 0 S 2 5 12 4 7 3 9 0 =116
Médias DP T 20t 13% 05t 05t 05t 0 10t 1,2t 05t 05t 0 08t 0 1,7t 1,0t 0 08t 03% 13 20t 074 12t 05t 1.5 0 X 4641162
l{m; L5 15 12 12 1.2 13 15 12 1.2 13 1,5 13 12 08 15 13 12 13 08 16

ANEXO 8 - Resultados individuais dos testes microbiologicos e salivares no grupo tratado. Para cada paciente estdo

expressos os resultados e os escores atribuidos para cada teste, com as respectivas médias e desvios-padrao.
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KOGA, C.Y. Quantitation of cariogenic and fungical microbiota and
antibodies against Candida and Streptococcus mutans in
mouthbreathing syndrome patients saliva. Piracicaba, 1995. 125p. Tese
(Mestrado em Biologia e Patologia Buco-Dental) - Faculdade de

Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas.

SUMMARY

Oral breathing syndrome causes modifications in the oral cavity and
in oral microbiota elevating the susceptibility to dental caries and other
infections. The aim of this study was to compare cariogenic and fungical
microbiota in the saliva of control children and mouthbreathers before and
after treatment. We studied 30 control children, 30 mouthbreathers and 25
treated patients performing the quantitation of Lactobacillus, mutans group
Streptococcus and yeasts; Snyders test and evaluation of salivary flow and
buffering capacity. It was also quantified immunoglobulins against Candida
and Streptococcus mutans in the saliva utilizing ELISA technique. The
mean of total scores for mouthbreathers group was higher and statistically
significant when compared with control and treated groups. The number of
yeasts was also higher in mouthbreathing syndrome patients. The level of
IgA and IgM against Streptococcus mutans and IgA and IgM against
Candida was smaller in the mouthbreathers. The results indicate that
preventive measures for dental caries and fungic infections should be taken

in mouthbreathing syndrome patients.



Key words: mouthbreathing; dental caries activity tests; Candida;

immunoglobulins; Streptococcus mutans.
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