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Resumo:

A cérie precoce da infancia € definida
como a presenca de uma ou mais superficies
dentais cariadas (cavitadas ou nao), perdidas
ou obturadas (ceo-s) em pré-escolares com
idade inferior a seis anos. O presente estudo
avali a prevaléncia da carie precoce da infancia
em pré-escolares de 36 a 60 meses, com 0O
objetivo de diferenciar a composi¢cédo
microbioldgica do biofilme sobre a superficie
dentaria nos diferentes estagios da doenca
(lesdo de mancha branca ativa e leséao
cavitada). No  biofime dental foram
determinadas as porcentagens de
Actinomyces naeslundii, Bifidobacterium spp,
Streptococcus mutans, Veillonella dispar e
Grupo dos comensais (pela dosagem de
Streptococcus mitis e Streptococcus
gordonis). Os resultados deste estudo
evidenciaram que criangas com leséo de carie
cavitada apresentaram as maiores quantidades
de Streptococcus mutans e Bifidobacterium
spp em relacdo a criangas livre de céaries ou
com lesdo de mancha branca ativa.
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| Introducao:

A carie precoce na infancia € uma
doenca  multifatorial que clinicamente
apresenta lesdes iniciais de manchas brancas

| opacas no terco cenical da superficie

vestibular e lingual dos incisivos deciduos
superiores, e se nao for diagnosticada e
controlada em uma fase precoce, essas
lesbes progridem, tornando-se cavitadas.

A progressdo da doenca pode causar
consequéncias graves como dor, infeccéo,
dificuldade na mastigacdo, desnutricdo e
distarbios gastrointestinais, além de gerar
danos ao desenvolvimento do sistema
estomatognatico da crianga, 0 que pode
contribuir para a instalacdo de habitos
parafuncionais, além da perda do guia de
erupcdo dos dentes permanentes. Ainda,
estudos mostram que essas criancas
apresentam piores condi¢des na qualidade de
vida, considerando-se 0s aspectos
psicossociais.

A carie apresenta trés fatores
primarios, sendo eles, a presenca de bactérias
cariogénicas, carboidratos fermentaveis e
hospedeiros ou superficie dentaria susceptivel,
0s quais interagem em determinado periodo de
tempo. Entre esses fatores, a frequéncia de
exposicdo a sacarose tem sido destacada
como responsavel pelas alteracdes organicas
inorgénicas e microbiolégicas no biofilme
dentario.Em criangas jovens, um elevado
nimero de bactérias cariogénicas como
Streptococcus mutans (SM) e Lactobacillus, a
presenca de biofilme dental visivel na regido
anterossuperior dos dentes deciduos, praticas
inadequadas de alimentacéo, nivel
socioecondmico e escolaridade materna tém
sido identificadas como fatores importantes
na predicdo do desenvolvimento de carie.

Em relagdo a microbiota, existe uma
mudanca na composicdo do microbioma entre
a condicdo de saude e a doenca, mas que
nem sempre pode ser claramente
diferenciada, uma vez que a doenca ndo é uma
guestdo de auséncia ou presenca de agentes
patbgenos, mas sim uma consequéncia da
alteracdo na propor¢cdo dos mesmos. Varios
estudos avaliaram a etiologia da CPI e
mostraram que o0 S. mutans esti
particularmente relacionado com o]

| desenvolvimento da doenca.

O objetivo deste estudo foi identificar e
quantificar a microbiota sobre a superficie
cariada nos diferentes estagios da doenca
(lesdo de mancha branca ativa e leséo de cérie

| cavitada) em criancas com idade de 36 a 60
meses. Este trabalho buscou aprofundar o
conhecimento dos possiveis fatores de risco

relacionados ao processo de inicio e
instalacdo da CPI, assim como auxilar na
implementacdo de estratégias que visem a
prevencao e o controle dessa doenca.

Metodologia:

Para a selecdo das creches municipais, foi
realizado um sorteio, utilizando- se o programa
estatistico Bioestat 5.0, de modo a permitir
que todas as creches de diferentes areas da
cidade, periféricas ou centrais, tivessem a
mesma chance de serem escolhidas. As
oitenta creches da cidade de
Piracicaba-SP foram numeradas de 1 a
80 e cinco delas foram escolhidas por sorteio.

Os pesquisadores deste estudo realizaram
a entrega dos Termos de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). Todos 0s
procedimentos e exames a serem executados
foram explicados e os TCLEs foram entregues
aos responsaveis para que 0S MesSMOos
manifestassem a anuéncia ou desacordo em
relacdo a participagdo das criancas na
pesquisa.

As criangas cujos responsaveis
autorizaram a participagdo na pesquisa foram
avaliadas e o biofilme dental foi coletado em um
Unico momento. Para a coleta, foram utilizadas
sondas de pontas rombas e o biofilme
coletado foi armazenado em microtubos
contendo 220 pL de solugdo Tris-EDTA (TE),
devidamente identificados com o nimero da
crianca e com a designacdo do tipo de
superficie da qual o biofiime foi coletado
(superficie higida, lesdo de mancha branca —
LMB ou lesédo cavitada por carie — LCC). Ap0Os
a coleta, o biofilme foi armazenado em isopor
com gelo e transportado até a Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, onde foi
armazenado em freezer a -80°C.

As amostras de biofilme foram
descongeladas em temperatura ambiente e
submetidas aos processos de estabilizac&o
e purificagdo dos acidos nucléicos usando o
protocolo fenol cloroférmio.

A leitura para a determinacdo da
concentracdo e pureza das amostras foi feita
em espectrofotdbmetro (Nanodrop 2000 -
ThermoScientific, EUA). O DNA purificado foi
diludo em tampé&o Tris-HCI 0,01M para 10
ng/yL e armazenado a -20°C.

As amostras foram analisadas por
gPCR (reacdo em cadeia de polimerase -
gquantitativo) para a deteccao e
guantificacdo de Actinomyces naeslundii,
Bifidobacterium spp., Streptococcus mutans,
Veillonella spp e Grupo dos comensais (pela
dosagem de  Streptococcus mitis e
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Streptococcus gordonii), a partir do DNA
purificado obtido da coleta das amostras. Para
isto, pares de primers especfficos para cada
gene foram selecionados a partir de trabalhos
da literatura. Cada par de primer amplificou
sequéncias entre 100 e 200 pb. Foi utilizado o
gene 16S, como gene universal para
avaliacdo da qualidade das amostras.

Os ensaios de gPCR foram realizados
em duplicata, a partir de amostras DNA. Como
um dos controles negativos da reacao,
misturas sem DNA foram incluidas para
assegurar a auséncia de DNA contaminante.
Para cada corrida, curvas de amplificacdo de
DNA  extraido da cepa padrdo em
guantidades crescentes (0,03; 0,3; 3; 30 e 300
ng/pogco) foram realizadas. Os valores de
expressdo de cada gene teste foram
normalizados pelo gene 16S, os quais foram
considerados como 100% do DNA
bacteriano e calculou-se a porcentagem de
cada bactéria testada em relacao ao total.

Resultados e Discusséao:

Os resultados deste estudo mostraram
gue ha uma maior propor¢do de S. mutans no
biofilme sobre as superficies com carie no
estagio inicial da doenca e na lesdo ja
cavitada, em relagdo ao biofilme presente na
superficie higida. O grupo Bifidobacterium
spp teve a menor porcentagem relativa no
biofilme sobre a lesdo de mancha branca e
sobre a superficie higida, quando comparado
ao biofilme sobre as lesbes de carie com
cavitacdo. Além disso, Actinomyces spp,
Veillonella spp, Streptococcus mitis e
Streptococcus gordonii  mostraram  valores
semelhantes para os diferentes grupos.

O S.mutans esteve presente em
maiores quantidades no biofilme de criangas
com lesGes de mancha branca e lesdes de
carie ja cavitadas, estando de acordo com
varios estudos clinicos que mostraram o papel
do Streptococcus mutans no desenvolvimento
e progressaodacarie.

Alguns estudos avaliaram 0Ss
mecanismos de desenvolvimento da cérie e
mostraram que a desmineralizacdo no
esmalte é induzida pelo aumento da acidez do
microambiente ao redor dos dentes, e tal
acidez deu-se principalmente por um grupo
especffico de bactérias, como Lactobacillus
acidophillus, entretanto, como uma das
limitagcbes deste estudo, ndo foi possivel ser
realizada a do sagem dos Lactobacillus
acidophillus. Ja Bifidobacterium spp tiveram
guantidades sigficativamente superiores no
grupo de criangas com a lesdo ja cavitada.

Actinomyces spp e Veillonella spp
apresentaram resultados similares em relagéo
aos diferentes grupos.

Os resultados ndo foram capazes de
evidenciar diferenca significativa na quantidade
de Streptococcus mitis e 0s Streptococcus
gordonii, embora alguns estudos mostrem que
estas espécies ndo atuem negativamente
na doenga cérie.

Conclusdes:

O presente estudo mostrou que as
porcentagens de Streptococcus mutans, e
Bifidobacterium spp no biofilme dental foram
significativamente maiores no biofilme de
criangas com ledo de cérie cavitada, quando
comparadas a aquelas presentes no
biofilme de criancas livres de carie ou com o
estagio inicial da doenca.
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