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AIDA, Kelly Limi. Influéncia da atencdo odontoldgica precoce na experiéncia de
céarie em adultos jovens. 2014. 50 f. Trabalho de Dissertacdo (Mestrado em
Odontologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

Os programas preventivos para criangas em idade pré-escolar sao eficazes para
prevencado e manutencdo da saude bucal. No entanto, a efetividade dessas acdes
preventivas apds o término do programa até a idade adulta ainda n&o foi
investigada. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da atengdo odontologica
precoce durante a idade pré-escolar na experiéncia de carie em adultos jovens.
Foram avaliados 72 individuos (18 a 25 anos, 41,7% género masculino) que
participaram do programa preventivo da Bebé-Clinica/lUEL durante seus cinco
primeiros anos de vida, e 36 individuos (18 a 25 anos, 41,7% género masculino) que
nao participaram de programas preventivos (grupo controle). Aplicou-se questionario
estruturado com questbes englobando aspectos sociodemograficos, habitos
dietéticos e habitos de higiene bucal. Em seguida realizou-se exame clinico para
diagndstico de placa visivel e indices CPOD (numero de dentes cariados, perdidos e
obturados) e CPOS (numero de superficies cariadas, perdidas e obturadas), além de
coleta de saliva para quantificar SIgA salivar e anticorpos SIgA anti-S. mutans por
ensaio imunoenzimatico. As médias dos indices CPOD e CPOS encontrados foram
de 2,72 £ 2,8 e 3,071 3,3 para o grupo de estudo (n=72), e 3,06 £+ 29 e 3,92 + 4,6
para o grupo controle (n=36), sem diferenga estatisticamente significativa. No grupo
de estudo, o género masculino apresentou prevaléncia de carie significativamente
menor que o género feminino. Niveis menores de anticorpos SIgA anti-S. mutans
foram observados no grupo de estudo. Conclui-se que a atencdo odontoldgica
precoce nao influenciou significativamente a prevaléncia de carie em adultos jovens,
porém, prode ter promovido modulagdo negativa na resposta imunologica humoral
bucal contra os S. mutans.

Palavras-chave: Carie dentaria. Saude bucal. Adulto jovem. Pré-escolar.
Imunoglobulina a secretora.



AIDA, Kelly Limi. Influence of early oral health care in dental caries experience
in young adults. 2014. 50 p. Trabalho de Dissertagdo (Mestrado em Odontologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Oral health programs for preschool children are effective for protection and
maintaining oral health. However, the effectiveness of these preventive actions after
the end of the program up to adulthood has not been investigated yet. The objective
of this study was to investigate the influence of early dental care during childhood in
the dental caries experience in young adults. 72 individuals, who participated in the
prevention program of Bebé-Clinica/UEL during their first five years of life, and 36
subjects, who did not participate in the preventive program (control group), were
evaluated. A structured questionnaire was applied addressing socio-demographic
characteristics, dietary and oral hygiene habits. Afterwards, a clinical diagnosis of
visible dental plaque and DMFT (Decayed, Missing or Filled Teeth) and DMFS
(Decayed, Missing or Filled Surface) indexes were held. In addition, a saliva sample
was collected to quantify salivary SIgA anti-S. mutans and anti-S. mutans SIgA
antibodies by immunoenzymatic assay. The mean DMFT and DMFS indexes found
were 2,72 £ 2,8 and 3,07 = 3,3 for the study group (n = 72), and 3,06 + 2,9 and 3,92
t+ 4,6 for the control group (n = 36) (p>0,05) . In the study group, males showed
significantly lower prevalence of dental caries compared to the female gender. Lower
levels of anti-S. mutans SIgA were also observed in the study group. We conclude
that early dental care did not significantly influence the prevalence of dental caries in
young adults. However, it may induce a modulation of oral immune humoral response
against S. mutans.

Key words: Dental caries. Oral health. Young adult. Child. Preschool.
Immunoglobulin a secretory.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria é a doenca bucal mais comum, acometendo
individuos de todas as faixas etarias. Estd associada ao numero de microrganismos
cariogénicos, aos habitos dietéticos e de higiene bucal e ao acompanhamento
odontoldgico [Skrivele et al., 2013; Steinberg et al., 2013]. Ao longo dos anos houve
diminuicao significativa na sua incidéncia devido ao acesso a agua fluoretada, aos
programas de saude bucal [Narvai et al., 2006] e ao dentifricio fluoretado [Chaves e
Vieira-da-Silva, 2002]. No Brasil, de 2002 a 2010 foram investidos aproximadamente
600 milhdes de reais em agdes de promocgao, prevengao e tratamento curativo. Com
isso, cerca de 18 milhdes de dentes deixaram de ser atacados por carie [Brasil,
2011].

Programas de atencédo odontologica estdo sendo utilizados como
ferramenta no combate a doenca, promovendo agdes preventivas desde a infancia
[Antonio et al., 2006; Fracasso et al., 2013] ou até mesmo antes do nascimento do
bebé, por meio de motivacdo e educagao sobre saude bucal das gestantes [Moura
et al., 2006; Plutzer et al., 2012; Meyer et al., 2013]. Estas intervengdes, tendo como
alvo criangas ou gestantes, tem surtido efeito positivo na preveng¢ao e controle da
carie em dentes deciduos [Antonio et al., 2006; Moura et al., 2006; Pinto et al., 2010;
Plutzer et al., 2012; Neumann et al., 2011; Fracasso et al., 2013; Meyer et al., 2013].

Estudos de Axelsson et al. [2006] e Meyer et al. [2013] relatam os
resultados do acompanhamento odontolégico preventivo até a idade adulta,
demonstrando que a intervengdo preventiva continuada diminui o risco de carie na
populagdo estudada. A continuidade dos programas preventivos até a idade adulta
ainda nao é realidade no sistema de saude publico brasileiro. Com isso, existe
caréncia de informagcao demonstrando o impacto das acbes desses programas
preventivos em idade pré-escolar na qualidade da saude bucal do individuo ao longo
da vida.

Estudos transversais sobre a prevaléncia da carie dentaria em
adultos jovens foram realizados em diferentes populagdes, indicando que a
prevaléncia da doenca ainda € alta na populagédo jovem. A prevaléncia em jovens
brasileiros varia de 65,9% a 92,7% [Goncalves et al., 2002; Amaral et al., 2005;
Bastos et al., 2005; Celeste et al., 2007], enquanto que entre venezuelanos €& de

aproximadamente 90,6% [Sanchez et al., 2009], entre mexicanos 74,4% [Garcia-
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Cortés et al., 2009], australianos 89,7% [Roberts-Thomson et al., 2008] e
americanos 85,6% [US, 2004].

Além dos fatores ambientais e habitos de higiene e dietéticos, o
desenvolvimento da doenca depende de um hospedeiro susceptivel. A imunidade
secretora bucal se desenvolve durante os primeiros anos de vida, em funcido da
exposigao a antigenos bucais. A exposigao precoce a antigenos presentes na
cavidade bucal estimula o desenvolvimento da resposta imune local, com 0 aumento
dos niveis de Imunoglobulina A secretora (SIgA) salivar e maturagao da afinidade e
do padrao de reconhecimento antigénico de SIgA [Nogueira et al, 2005; Fageras et
al.,, 2011; Parisotto et al., 2011; Ranadheer et al., 2011]. Esta resposta também
ocorre frente a colonizagdo ao S. mutans, um importante microrganismo associado a
carie dentaria [Nogueira et al., 2005; Parisotto et al., 2011]. Como os programas
intervém no periodo de maturacao e desenvolvimento da resposta imune bucal, ndo
€ conhecido o possivel impacto dos programas sobre o perfil de imunoglobulinas
salivares.

Com isso, o objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da atencao
odontoldgica precoce durante os cinco primeiros anos de vida na experiéncia de
carie em adultos jovens, e verificar os habitos de higiene bucal, consumo de
alimentos cariogénicos, indice de dentes e superficies cariadas, perdidas e
obturadas (CPOD e CPOS), placa visivel, SIgA total e niveis de SIgA contra S.
mutans. A hipotese do estudo é que a participacdo de criangas em programas
preventivos, durante os cinco primeiros anos de vida contribua para a reducgédo da
prevaléncia da doencga até a idade adulta e que modifique os fatores de risco para o

desenvolvimento da doencga.
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2 SUJEITOS E METODOS

2.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi um estudo retrospectivo sobre a condicdo de saude bucal de
adultos jovens que receberam atencdao odontoldgica precoce durante a infancia,
entre 0 e 5 anos de idade, no programa preventivo da Bebé-Clinica da Universidade
Estadual de Londrina. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina. Todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre e

foram orientados quanto aos procedimentos e objetivos do projeto.

2.2 AMOSTRA

A amostra de pacientes tratados foi composta de individuos adultos
entre 18 e 25 anos, e ambos os géneros, que participaram por pelo menos 4 anos e
meio do programa preventivo da Clinica de Bebés/UEL, e que iniciaram tratamento
entre o periodo de 1988 e 1994, antes dos 12 meses de idade, conforme registros
dos prontuarios da Bebé Clinica. Os ex-pacientes foram localizados e convidados a
participar do estudo por meio dos telefones existentes no prontuario, procura na lista
telefébnica ou em redes sociais. O grupo controle foi composto de estudantes
universitarios que nao receberam atendimento do programa preventivo, conforme
relato do proprio individuo. A amostra de individuos controle foi pareada de acordo
com idade e género, na propor¢ao de um controle para dois pacientes.

O calculo da amostra do grupo de estudo foi definido com base na
incidéncia anual de 1,00 £+ 1,01 dentes cariados em pacientes adultos que néao
participam de intervengdes preventivas e 0,56 + 1,04 que fazem uso de pastas de
dente fluoretadas, com eficacia de 44% na prevencgao de caries [Sonbul et al., 2011].
Considerando um poder estatistico de 80%, erro tipo a de 5% (P < 0.05) e
prevaléncia de 44%, o numero de individuos para o grupo de estudo foi de 68

pessoas.
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2.3 CoOLETADE DADOS

No momento em que os individuos compareceram para consulta,
aplicou-se um formulario com questdes objetivas, abordando aspectos relacionados
as caracteristicas sociodemogréficas, habitos de higiene bucal e habitos dietéticos.

Em seguida, realizou-se exame clinico bucal para diagnostico de
carie [WHO,1997], determinacdo dos indices CPOD e CPOS, e foi avaliado
presenca de placa dental visivel. Os dados foram coletados por dois examinadores
previamente treinados e calibrados. O coeficiente de kappa determinou 95% de
concordancia entre os examinadores.

No grupo de ex-pacientes também foram coletados dados dos
prontuarios, para a identificacido de aspectos relevantes relacionados a saude bucal
na primeira infancia (ocorréncia de carie e risco de carie) que poderiam ter influéncia
sobre a condi¢c&do de saude bucal na idade adulta.

Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas, por 2 minutos,
em tubos estéreis. As coletas foram realizadas entre 10 e 18h, para diminuir a
influéncia do ritmo circadiano. As amostras foram centrifugadas a 4000g, durante 5
minutos e armazenadas a -20°C para posterior analise de anticorpos da classe IgA

secretora (SIgA) contra S. mutans e SIgA total.

2.4  ANALISE SALIVAR

2.4.1 Quantificagao de SIgA Total

Para quantificacao dos niveis de SIgA total em saliva foi utilizado um
kit comercial para ensaio imunoenzimatico (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA),
e o0s procedimentos foram realizados de acordo com as recomendagdes do
fabricante, com diluicdo da amostra salivar de 1:1000 em salina tamponada com
fosfato (PBS). A leitura da placa foi realizada em comprimento de onda de 450nm e

a concentracao de anticorpos foi expressa em ug/mil.
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2.4.2 Determinagao dos Niveis de SIgA Contra S. Mutans

2.4.2.1 Solugdo de antigeno

A cepa de S. mutans UA159 (cepa cariogénica a qual foi
sequenciada o genoma do S. mutans) [Ajdi¢ et al., 2002] foi cultivada em caldo de
infusdo de cérebro e coragcdo (BHI, Difco Laboratories, Detroit, MI,USA) por
aproximadamente 18h a 37°C e 5% de CO,, e inativada com 0,02% Thimerosal em
20ml PBS agitando por 2h a temperatura ambiente. O S. mutans foi ressuspendido

em PBS estéril, na concentragao de 10°céls/ml e armazenado a -20°C.

2.4.2.2 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para determinacdo dos niveis salivares de

SIgA anti-S. mutans

Os niveis de SIgA anti-S. mutans foram determinados por ensaio
ELISA, conforme descrito por Koga-Ito et al. [2004], com modificagbes. Placas de
poliestireno (Corning, Tewksbury, USA) foram sensibilizadas com 40ul da suspensao
de S. mutans diluida 1:10 (10%células/ml) em tampado carbonato-bicarbonato,
incubadas por 2h a 37°C e pernoite a 4°C. As placas foram lavadas 3 vezes com
solugéo de lavagem (0,5% leite desnatado, 50 mM Tris, 0.14 M NaCl, 0.05% Tween
20, pH 8.0). Em seguida, foram adicionados 300ul por pocinho de solugéo
bloqueadora (5% de leite desnatado, 50 mM Tris, 0.14 M NaCl,0,05% Tween 20) e
as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1h. Apos 3 lavagens, 40ul de
amostras de saliva ndo-diluida em duplicatas, foram depositadas nos pocinhos e
incubadas por 2h a 37°C. As placas foram novamente lavadas e 40ul de anticorpo
conjugado com peroxidase anti-lgA humano (E80-102, Bethyl Laboratories,
Montgomery, USA) diluido 1:50.000 em PBS foi adicionado aos pocinhos e incubado
por 1h a temperatura ambiente. Apds nova lavagem, a reagédo foi revelada com
solugédo de tetrametilbenzidina (TMBZ, H,O, e tampao acetato) por 15 minutos. A
reacao foi paralisada com 40ul por pocinho de H,SO4 2N e a leitura realizada em
comprimento de onda 450nm. Os niveis de anticorpos em saliva foram expressos

em densidade optica (OD) a 450nm.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo de normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Realizou-se analise descritiva dos dados, expressos em meédia
e desvio padrdao dos dois grupos. Para comparagdo da média dos niveis de
anticorpos, indice CPOD e CPOS entre os grupos foi utilizado o test t, apos
verificagcdo da normalidade e homocedasticidade, quando ndo foi atendido estes
pressupostos, foi utilizado o teste Mann Whitney U. Verificou-se associacdo entre
aspectos sociodemograficos, habitos de higiene bucal e habitos dietéticos pelo teste
de Qui-quadrado. As variaveis que apresentaram valor de p < 0,20 pelo teste de qui-
quadrado foram pré-selecionadas para compor o modelo de regresséo logistica
multipla. Correlagdo de Pearson foi utilizada para verificar relagado entre os niveis de

anticorpos e indices de carie dentaria. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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3 RESULTADOS

Segundo os dados observados nos prontuarios da Bebé-Clinica,
1116 pacientes eram elegiveis para participacédo no estudo, destes, 270 (24,2%)
individuos foram localizados, e, 91 (8,15%) aceitaram participar da pesquisa. Apés
pareamento, obteve-se 36 pessoas do grupo controle para 72 do grupo de estudo. A
idade média para o grupo de estudo foi de 20,6 + 1,5 anos e para o grupo controle
20,3 £ 2,0 anos. Os dados sociodemograficos dos dois grupos estao representados

na Tabela 1.

Tabela 1 — Aspectos sociodemograficos da amostra populacional.

Grupos
Variavel Bebé-Clinica Controle p-valor
n (%) n (%)

Género
Masculino 30 (41,7) 15 (41,7) p>0,05
Feminino 42 (58,3) 21 (58,3)
Grau de escolaridade
Sem 2°Grau Completo 06 (08,3) - p>0,05
Com 2°Grau Completo 66 (91,7) 36 (100,0)

*DP=desvio padrdo; Teste qui-quadrado foi utilizado para variaveis categoricas e Teste t para
comparagao das médias das idades entre os grupos.

As médias dos indices CPOD e CPOS foram de 2,72 + 2,8 e 3,07t
3,3 para o grupo de pacientes e 3,06 £ 2,9 e 3,92 + 4,6 para o grupo controle, sem
diferencga significativa entre os grupos. Porém, houve diferencga significativa entre os
géneros no grupo de ex-pacientes (Tabela 2), observando por meio da regressao
logistica que o género feminino apresentou 4,6 vezes mais chance de ter carie que o
género masculino (Tabela 3). A prevaléncia de placa visivel foi de 13,0% para o
grupo de ex-pacientes da Bebé-Clinica, e 5,6% para o grupo controle, sem

diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 4).
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Tabela 2 — Prevaléncia de carie entre os géneros do grupo Bebé-Clinica.

Carie
Género Nao Sim
n (%) n (%)
Masculino 13 (43,3) 17 (56,7)
Feminino 06 (14,3) 36 (85,7)

p=0,013

Tabela 3 — Regressao logistica da influéncia do género na experiéncia de carie

dentaria.
. 95% |.C.para EXP(B)
Grupo B Sig. Exp(B) Inferior Superior
Bebé-Clinica  Género 1523 0,008 4,588 1488 14,150
(Feminino)
R*=0,15
Tabela 4 — Prevaléncia de placa visivel.
Grupos
Placa visivel Bebé-Clinica Controle
n (%) n (%)
Nao 60 (87,0) 34 (94,4)
Sim 09 (13,0) 02 (05,6)

p=0,32

A andlise descritiva dos cuidados com a saude bucal de cada grupo
esta representada na Tabela 5. Nao foram observadas diferengcas em relacdo aos
habitos de higiene bucal e o nivel de atencdo odontologica entre os grupos.

Em relagdo aos habitos dietéticos, no grupo dos ex-pacientes da
Bébe-Clinica foi observado que 78,9% dos individuos consumiam alimentos
cariogénicos menos de 6 vezes por semana, enquanto que no grupo controle 66,7%

reportaram este habito, sem diferenga estatisticamente significante (Tabela 6).



Tabela 5 — Cuidados com a sauide bucal.

Grupos
Variavel Bebé-Clinica Controle p-valor
n (%) n (%)

Frequéncia de Escovacéao
Uma vez ao dia 03 (04,3) -
Duas vezes ao dia 19 (27 ,1) 08 (22,2) p>0.05
Trés vezes ou mais 48 (68,6) 28 (77,8)
Fio Dental
Sim 48 (67,6) 29 (80,6) p>0,05
Nao 23 (32, 07 (19,4)
Frequéncia de uso do fio
dental
Uma vez ao dia 15 (30,6) 09 (31,0)
Duas vezes ao dia 11 (22,4) 03 (10,3) P>0.05
Quando lembra 18 (36,7) 10 (34,5)
Resto de alimento 05 (10,2) 07 (24,1)
Ultima visita ao dentista
Menos de 1 ano 44 (61,1) 24 (66,7)
De 1a2anos 16 (22,2) 10 (27,8) p>0.05
3 anos ou mais 12 (16,7) 02 (05,6)
Motivo da ultima consulta ao
dentista
Dor 04 (05,6) 04 (11,1)
Consulta de rotina 53 (73,6) 24 (66,7) p>0,05
Cavidade no dente 02 (02,8) 03 (08,3)
Uso de aparelho ortodéntico 09 (12,5) 04 (11,1)
Outros 04 (05,6) 01 (02,8)
Frequéncia da visita ao
dentista
A cada 6 meses 25 (34,7) 12 (33,3)
Uma vez ao ano 19 (26,4) 15 (41,7)
Quando apresenta algum 24 (33,3) 07 (19,4) p>0,05
problema
Manutencao de aparelho 04 (05,6) 02 (05,6)
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Tabela 6 — Frequéncia do consumo de alimentos cariogénicos.
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Grupos
Frequencia da ingestao de
Bebé-Clinica Controle p-valor
alimentos cariogénicos
n (%) n (%)
Menos de 6x/sem 56 (78,9) 24 (66,7)
p=0,25
Mais de 6x/sem 15 (21,1) 12 (33,3)

Com relagdo aos niveis de anticorpos SIgA totais salivares, nao

foram observadas diferengas significativas entre os dois grupos. No entanto, os

individuos que receberam tratamento da Bebé-Clinica apresentaram niveis mais

baixos de anticorpos anti-S. mutans em relagéo ao grupo controle (Tabela 7). Porém

nao foi observada correlagdo entre os niveis de anticorpos e o indice CPOD (Figura

1).

Tabela 7 — Niveis de anticorpos contra S. mutans e SIgA total entre os grupos.

Grupos
Variavel Bebé-Clinica Controle p-valor
Média £ SD Média £ SD
Anticorpos anti-S. mutans 0,572+ 0,158 0,690 + 0,176 p=0,001
(OD450nm)
SIgA Total(ug/ml) 254,0 + 158,5 2424 + 152,7 p>0,05

*OD= densidade 6tica; Teste t para comparagédo das médias entre os grupos.
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Figura 1 — Relagao entre niveis de anticorpos SIgA anti-S. mutans e indice CPOD.
(a) Grupo de pacientes que foram atendidos na Bebé-Clinica/UEL
(r=0,04/p>0,05). (b) Pacientes nao atendidos na Bebé-Clinica (Controle)
(r=0,01/p>0,05).
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*r= Coeficiente de correlacdo de Pearson.
- = Linha de regressao linear

Analise das variaveis estudadas de acordo com grupo e género esta
representada na Tabela 8. Ndo foram encontradas diferengas entre os géneros em
relacdo aos fatores de risco estudados entre os pacientes da Bebé-Clinica e

controles.



Tabela 8 — Fatores de risco estudados de acordo com grupo e género.
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Bebé-Clinica _valor Controle _valor
Feminino Masculino P Feminino Masculino P
n (%) n (%) n (%) n (%)
Placa visivel
Nao 34 (85,0) 26 (89,7) p> 0,05 20 (95,2) 14 (93,3) p> 0,05
Sim 06 (15,0) 03 (10,3) 01 (04,8) 01 (06,7)
Consumo de
alimentos
cariogénicos
Menos de 32 (78,0) 24 (80,0) p> 0,05 13 (61,9) 11 (73,3) p> 0,05
Bx/sem
Mais de 6x/sem 9 (22,0) 6 (20,0) 08 (38,1) 04 (26,7)
Frequencia de
escovagao
Umavezaodia 02 (05,0) 01 (3,3) p> 0,05 - - p> 0,05
Duas vezes ao 09 (22,5) 10 (33,3) 05 (23,8) 03 (20,0)
dia
Trés vezes ou 29 (72,5) 19 (63,3) 16 (76,2) 12 (80,0)
mais
Fio dental
Nao 11 (26,8) 12 (40,0) p> 0,05 05 (23,8) 02 (13,3) p> 0,05
Sim 30 (73,2) 18 (60,0) 16 (76,2) 13 (86,7)
Frequencia da
visita ao
dentista
A cada 6 17 (40,5) 08 (26,7) p> 0,05 05 (23,8) 07 (46,7) p> 0,05
meses
Uma vez ao 10 (23,8) 09 (30,0) 10 (47,6) 05 (33,3)
ano
Quando 11 (26,2) 13 (43,3) 04 (19,0) 03 (20,0)
apresenta
algum
problema
Manutengdo de 04 (09,5) - 02 (09,5) -
aparelho
Média £ Média £ Média £ Média £
DP DP DP DP
CPOD 3,12+3,0 217+25 p> 0,05 3,10+x2,5 3,00+34 p> 0,05
CPOS 3,5+34 2,47 + 3,1 p>0,05 405+46 3,73+4,8 p> 0,05
SIgA total 2456 + 265,7 + p> 0,05 229,8 + 260,0 + p> 0,05
157,4 161,9 150,3 159,5
SIgA anti-S. 0,569 + 0,577 + p> 0,05 0,712 + 0,659 + p> 0,05
mutans 0,161 0,157 0,181 0,169
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Informagao sobre risco de carie na primeira consulta e ocorréncia de
carie em dentes deciduos, buscadas nos prontuarios, nao foi relacionado a
experiéncia de carie na idade adulta dos pacientes do grupo de ex-pacientes da
Bebé-Clinica (Tabela 9).

Tabela 9 — Condicao bucal na infancia e ocorréncia de carie na idade adulta.

Cérie naidade adulta

Variavel N&o Sim p-valor
n (%) n (%)
Risco de carie na primeira 0> 0,05
consulta
Baixo 06 (31,6) 29 (55,8)
Médio 06 (31,6) 07 (13,5)
Alto 07 (36,8) 16 (30,8)
Carie entre 0 e 5 anos de
idade p> 0,05
Nao 15 (78,9) 39 (75,0)

Sim 04 (21,1) 13 (25,0)
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4 DISCUSSAO

As acoes desenvolvidas pela Bebé-Clinica/lUEL sao voltadas para a
promoc¢ao da saude bucal, pela educagao dos pais sobre cuidados com seus filhos,
desde o primeiro ano de vida do bebé. Entre suas recomendagdes estdo o controle
da dieta cariogénica, a ado¢cao de medidas rotineiras de higiene bucal desde a
erupgao dos primeiros dentes e o uso do fluor [Pinto et al, 2010]. No entanto, as
medidas parecem nao ser efetivas, do ponto de vista clinico, na redugdo da
prevaléncia de carie em longo prazo. Por outro lado, os resultados do presente
estudo sugerem que ocorra alguma modulagao negativa da resposta imune humoral
ao S. mutans nos pacientes assistidos pelo programa preventivo.

Recentemente, o estudo de Meyer et al. [2013] demonstrou que a
atencao odontolégica precoce pode ter resultados positivos até a vida adulta,
reduzindo de forma significativa o numero de caries nos pacientes. Os autores
acompanharam um grupo de pacientes desde a fase de gestacdo até a idade adulta
(18 e 19 anos) por meio de agdes preventivas realizadas nos filhos e suas
respectivas maes, no qual incluia instrucées de higiene e aconselhamento dietético.
Diferente do estudo de Meyer e colaboradores [2013] o programa da Bebé-Clinica é
interrompido aos 5 anos de idade, sendo que a partir deste momento os cuidados
passam a ser responsabilidade exclusiva dos pais e responsaveis. Ao contrario do
observado por Meyer et al. [2013], ndo foram observadas diferengas significativas no
indice CPOD dos ex-pacientes da Bebé-Clinica e individuos do grupo controle. Os
resultados sugerem que, se um programa de atengdo continuada ndo for
implantado, apds os 5 anos de idade, os beneficios dos cuidados de prevencio a
carie em bebés e criangas nao sdo mantidos até a idade adulta.

Embora o tratamento preventivo aplicado durante a infancia, mas
sem continuidade, ndo seja eficaz em prevenir o desenvolvimento da carie a longo
prazo, foi observada menor prevaléncia de carie dentaria no género masculino e
modulagao na resposta imunolégica bucal contra S. mutans na idade adulta.

Hopcraft et al. [2009] analisando militares australianos concluiram
que nao havia diferengca na experiéncia de carie entre os géneros, mas, quando
comparado o indice CPOD, resultava em pior indice para o género feminino. Em
contrapartida, nosso estudo apresentou diferenga significativa na experiéncia de

carie entre os géneros, cujo género masculino do grupo de estudo teve efeito
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protetor contra a carie dentaria, com 4,6 vezes menos chance de apresentar a
doenga, porém nao houve diferengca na severidade da carie entre eles. Quando
analisado indice CPOD, habitos de higiene bucal, habitos dietéticos e niveis de
anticorpos observou-se que ndo havia diferenga nestes aspectos, sugerindo a
existéncia de outros fatores protetores do género masculino contra a carie dentaria.
Ainda é contraditoria a relagcao entre género e carie dentaria. Em uma metanalise
sobre a saude bucal entre os géneros realizada por Luckacs [2011] em individuos do
Sul da Asia, foi observada que a associacdo de fatores fisioldgicos e culturais
influenciam no desenvolvimento da carie dentaria.

Os indices CPOD e CPOS encontrados neste estudo, tanto para o
grupo de estudo como o grupo controle, foram menores que os encontrados na
literatura. Provavelmente os baixos indices encontrados estdo relacionados as
politicas de saude bucal implantadas em Londrina, faciltando o acesso ao
tratamento odontologico tanto preventivo como curativo, principalmente para bebés
e criangas. De acordo com alguns autores, o indice CPOD nesta idade €é de 4,5a 7,0
[Mejare et al., 2004; Amaral et al., 2005; Celeste et al., 2007; Rebelo et al., 2009] e
o indice CPOS de 6,0 a 11,0 [Levin et al., 2004; Mejare et al., 2004; Roberts-
Thomson et al., 2008]. Em contrapartida, em estudo de Meyer et al. [2013] observou-
se que o grupo que recebeu prevencgéo bucal desde o nascimento até a idade adulta
apresentava indice CPOD de 1,4 £ 3,4, menores que 0 nosso grupo da Bebé-
Clinica. Porém indice CPOD nos individuos controle (3.8 £ 3.2) no estudo de Meyer
et al. [2013], foram préximos ao observado em nosso grupo controle. Estes valores
estdo préximos ao observado na regidao Sul do Brasil, em individuos de 15 a 19
anos, com indice CPOD médio de 4,01 + 0,66 [Brasil, 2011].

A imunoglobulina A secretéria (SIgA) esta presente em grande
quantidade na saliva, e possui capacidade de inibir na aderéncia de microrganismos
cariogénicos na superficie dentaria [Marcotte et al., 1998]. O papel da concentragéo
total de SIgA salivar na protecéo contra a carie dentaria, em criangas € controverso.
Enquanto alguns autores demonstram que niveis elevados de SIgA conferem
protecao [Cogulu et al.,, 2006; Chawda et al., 2011], outros relatam nao ter efeito
[Koga-lto et al., 2004; Shifa et al, 2008]. Em adultos jovens, a SIgA salivar parece
exercer efeito protetor contra a carie dentaria [Koga-Ito et al., 2004; Gopasand et al.,

2013]. Neste estudo, observamos que os dois grupos apresentavam concentragcéo
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média de SIgA total semelhantes, além disso, ndo houve correlagao entre o indice
CPOD e a concentragao de anticorpos.

Anticorpos anti-S. mutans em saliva s&o importantes para a defesa
contra o principal agente etiolégico da carie. E observado niveis significativamente
maiores em adultos jovens livres de carie em relagdo aos que apresentam
experiéncia de carie, sugerindo que os anticorpos possuem efeito protetor nesta
idade [Tenovuo, 1997; Koga-lto et al., 2004; Sanui e Gregory, 2013]. No presente
estudo, ndo houve correlagdo entre o indice CPOD e os niveis de SIgA anti-S.
mutans. Estes resultados estdo em desacordo com os achados de Koga-lto et al.
[2004] que identificaram correlagdo negativa entre os anticorpos especificos ao S.
mutans e o desenvolvimento de caries. Parisotto et al [2011] esclarece que niveis
reduzidos de anticorpos SIgA salivar anti-S. mutans pode ocorrer devido a menor
exposi¢cao aos antigenos durante a fase de maturagcédo do sistema imunolégico. Em
programa de prevencao proposto por Kohler et al. [2012], individuos foram
acompanhados durante 19 anos, apresentaram menor exposi¢cao a esses antigenos
comparados ao grupo que nao recebeu tratamento deste programa. Mesmo
pressupondo que o0 nosso grupo de estudo tivesse sido menos exposto aos S.
mutans durante a infancia, resultando em menores concentragcbes de SIgA
especifica a S. mutans, a resposta imunolégica destes individuos n&do demonstrou
papel determinante na prevencao do desenvolvimento da carie dentaria.

A principal limitacdo do estudo € a auséncia de dados sobre os
primeiros anos de vida, no grupo controle. Além disso, a interrup¢cdo do
acompanhamento odontologico apos a conclusdo do programa preventivo da Bebé-
Clinica parece diminuir os beneficios na prevengédo da carie ao longo do tempo.
Estudos futuros devem ser realizados a fim de confirmar a consisténcia dos
resultados encontrados. Sugere-se que existam fatores determinantes interferindo
na saude bucal destes individuos no periodo entre a idade pré-escolar até a idade

adulta.
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5 CONCLUSAO

Com base nesta amostra, podemos concluir que a atencao
odontoldgica precoce nao influenciou significativamente a prevaléncia de carie em
adultos jovens, porém, promoveu modulagdo da resposta imunolégica bucal contra
os S. mutans. Contudo, ainda se faz necessario acompanhamento odontolégico
precoce para prevencao de carie em dentes deciduos.

Para manutencdo da saude bucal de individuos que receberam
tratamento durante sua infancia € necessario acompanhamento periddico de
prevencado até a idade adulta para que ocorra maior controle no comportamento
frente aos cuidados com a saude bucal. Além disso, € necessario buscar estratégias
que estimulem o individuo a adotar as medidas preventivas propostas pelos

programas.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA
Condicao de saude bucal de adultos jovens que receberam atencao

odontoldgica precoce.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) participante,

Este projeto de pesquisa pretende conhecer a condi¢gdo de saude bucal e colher
uma amostra de saliva de pessoas que foram atendidas na Bebé-Clinica na infancia.

Sera realizada uma analise de seu prontuario correspondente ao periodo em que
foi atendido na Bebé-Clinica, uma entrevista sobre sua condicdo de saude e um exame clinico bucal.
Todos esses procedimentos sao simples, rapidos e indolores, nao existem riscos ou desconforto, e os
procedimentos realizados serao gratuitos.

Sua participagdo é voluntaria, cabendo-lhe direito de desisténcia, se assim o
quiser, sem ocasionar nenhum 6nus para sua pessoa.

Os pesquisadores asseguram que todos os dados coletados serdo mantidos em
sigilo e comprometem-se a fornecer aos entrevistados todas as informagbes obtidas durante o
estudo, bem como orientagbes sobre cuidados com saude bucal. Os dados obtidos seréo utilizados
de forma global para fazer uma pesquisa cientifica, incluindo posterior publicagdo dos resultados em
dissertagdes, teses, revistas e livros especializados.

Suas duvidas poderao ser esclarecidas com a pesquisadora Céassia Cilene Dezan
Garbelini pelo telefone 3371-6757, professora do Departamento de Medicina Oral e Odontologia
Infantil. Para qualquer esclarecimento quanto aos aspectos éticos desta pesquisa, pode ser contatado
o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos/Hospital Universitario da Universidade
Estadual de Londrina (registro CONEP 268) 3371-2490.

Foi-me explicado que a referida pesquisa ndo implicara em danos a minha saude

e, sendo s6 para o momento, ratifico minha autorizagao.

Assinatura do responsavel Assinatura da pesquisadora
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APENDICE B

Questionario

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

Condicéo de saude bucal de adultos jovens que receberam atencao
odontoldgica precoce

Formurario N. :
Data: I

| — DADOS PESSOAIS

Nome
completo:

Data de Nascimento: Idade: anos.
Endereco:

elefone p/ contato:
Telefone de um parente para contato

Ocupacao: ( )trabalha ( )estuda ( )trabalha + estuda
Estado civil ( ) solteiro ( )casado ( )unidoestavel ( )divorciado

Escolaridade:

() 1°. Grau incompleto ( ) 1°. Grau Completo ( ) 2°. Grauincompleto ( ) 2°. Grau
completo

() 3°. Grau (cursando)

Nome da mae: Idade:
anos.

Escolaridade da mae:

( ) 1° Grau incompleto ( ) 1° Grau Completo ( ) 2° Grau incompleto ( )2° Grau
completo

() 3° Grau (cursando ou completo)

Profissao da méae:

Nome do pai: Idade:
____anos.

Escolaridade do pai:
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() 1° Grau incompleto ( ) 1° Grau Completo () 2°Grauincompleto ( )2°Grau
completo
() 3° Grau (cursando ou completo)

Profissao do pai:

Moradia: ( ) prépria ( ) propria em aquisicdo ( )alugada ( )cedida ( )outros

Quantas pessoas residem na sua casa?

Quantas pessoas tem algum tipo de renda (trabalho remunerado, pensao, aposentadoria);,
Listar os moradores e a renda mensal de cada um

Morador Renda

Qual é a cor da sua pele ou sua raga?
( Ybranca ( )preta ( )amarela ( )parda ( )indigena ( )ignorado

Classificacao econdbmica

QUANTIDADE DE ITENS

+

Televisdo em cores

Radio

Banheiro

Empregada mensalista

Maquina de lavar

Video cassete ou DVD

Geladeira

1
0
0
0
0
Automovel 0
0
0
0
0
0

STENTNIN IR F N F N N N i
IS SNBSS
N[N |A oo |w|w|w
NIENTNIIFNTZ] NI FNEN =

Freezer (aparelho
independente ou parte da
geladeira duplex)

Il — SAUDE GERAL

1 - Em geral, acha que sua saude esta :
() excelente ( ) muito boa ( )boa () razoavel( )ruim

2 - Teve problemas com sua saude nos ultimos seis meses que te impediram de realizar
suas atividades diarias?

()sim ( )néo

Se sim, que tipo de problema?

3 - Esta tomando algum medicamento? ( ) sim () ndo (pular para questédo n° 5)

4 - Qual medicamento?
() analgésicos/ antiinflamatérios  Qual?




() antiespasmaodicos Qual?
() antimicrobianos Qual?
() psicofarmacos Qual?
() outros Qual?

Il — SAUDE BUCAL

5 - Ha quanto tempo foi sua ultima visita ao dentista?

() menos de um ano ( )de1a2anos () 3 ou mais anos

6 — Onde?

() servigo publico () particular(liberal) ( ) particular (plano ou convénio)

7 — Por qué?

( )dor () consulta de rotina/reparos/manutencgao

() sangramento gengival ( ) cavidade no dente ( )feridas, carogos ou manchas
() outros:

Qual é a freqiiéncia que vai ao dentista?

) regularmente a cada seis meses

) uma vez por ano

) somente quando apresenta algum problema odontolégico

8 -
(
(
(

9 - Como voceé classificaria sua saude bucal?

) ndo sabe ( )péssima ( )ruim () regular ( ) boa ( )otima

10 - Como vocé classificaria a aparéncia de seus dentes e gengivas?
( )ndosabe ( )péssima ( )ruim ( )regular ( )boa ( )otima

11 - Como vocé classificaria sua mastigagao?
( )ndosabe ( )péssima ( )ruim ( )regular ( )boa () otima

12 - O quanto de dor seus dentes e gengivas causaram nos ultimos meses?
() nenhuma dor () pouca dor () média dor () muita dor

13 - Quantas vezes ao dia vocé escova os dentes?

( )uma ( )duas ( )trés () quatro ( )cinco
() mais de cinco

14 -Vocé usa fio dental? ( )sim () nao (ir para a questao n° 16)
15 - Quando usa?

() uma vez ao dia () quando se lembra () resto alimentar incomoda
() duas vezes ao dia

16 - Vocé considera que necessita de tratamento atualmente? ( ) sim ( ) n&o

17 — Vocé teve algum traumatismo dentario nos dentes permanentes?

()sim ( )néo

18 — Qual a dimenséo do trauma?(especificar)

38
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19 — Vocé fez/faz tratamento ortoddntico?
()sim ( )nao

IV — HABITOS

20 — Com que frequéncia vocé come os seguintes alimentos?

Bolacha |Balas/ Pacoca/ |Refrigerante |Suco logurte/ |chocolate |agua
doce/ chiclete/ |doce c/acucar |similares
bolos pirulito

1 X/ dia

2 Xs/

Vérias

1a?2

Rara/e

21 —Vocé fuma?
( )nao ( )sim

22 — Ha quanto tempo?
() menos de 6 meses ( ) de 6 mesesa1ano () mais de 1 ano

( )de2a4anos () mais de 4 anos

23 — Quantos cigarros vocé fuma por dia?
()1a4 ( )5a9 ( )10a14 ( )15a19 ( )20 () mais de 20

24 — Vocé consome bebidas alcoodlicas?
()sim ( )nao

25 - Quantas vezes por semana vocé consome?

() todos os dias ()5 a6 dias/semana ( )3 a4 dias/semana
() 1a2dias/semana

() quase nunca

26 — Vocé usa/usou drogas ilicitas?
()sim ( )néo

27 — Se usou, qual?
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ANEXO A
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

emr
. | - _— Paincle ol ol 1 i Tieim

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANDS

Universidade Estadual de Londrina

Registro CONEP 268
[Parecer CEPIUEL: 20812011 o B
| CAAE: 0184.0.268.000-11
| Processo: 17682, 2011.68 |
| Felha de Rosto: 440727
| Pesquisador(al: Cassla Ciene Dezan Garoelini e
CCS - COU - Departamento de Medicina Oral & Odontologia

Unidada/Orgao: il

Prezado{a) Sennora)

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina’ (Registra COMER 28R) — de acordo com as
orientacies da Resolugdo 106/98 do Consetho Nacional de Saida/Ms e Resolugies
Complemantaras, avaliou o projeto

“CONDIGOES DE SAUDE BUCAL DE ADULTOS JOVENS GUE RECEBERAM
ATENGAD DDONTOLOGICA PRECOCE"

Situscdo do Projeto: APROVADOD |

Informarmes que deverd ser comunicada, por ascrite, qualiuer modificao que ocora
ne desenvolvimento da pesquiss, bem como devera apresentar a0 CEP/UEL relatano
finai da pesquisa

Longdring, 25 de Agosto de 2041
s
| by —tatin Giley_—

Profa. Dra. Paula Mariza Zedu Alliprandini
Vice-coordenadara do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendeo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina
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ANEXO B

Normas do Periédico ‘Caries Research’

Preparation of Manuscripts

Text should be one-and-a-half-spaced, with wide margins. All pages and all lines
must be numbered, starting from the title page. A conventional font, such as Times
New Roman or Arial, should be used, with a font size of 11 or 12. Avoid using italics
except for Linnaean names of organisms and names of genes.
Manuscripts should be prepared as a text file plus separate files for illustrations. The
text file should contain the following sequence of sections: Title page; Declaration of
interests; Abstract; Introduction; Materials and Methods; Results; Discussion;
Acknowledgements; References; Legends; Tables. Each section should start on a
new page, except for the body of the paper (Introduction to Acknowledgements),
which should be continuous. Lines in the manuscript must be numbered
consecutively from the title page until the last page. Submissions which do not

conform to these simple guidelines will be returned to the author.

Title page: The first page of each manuscript should show, in order:

« the title, which should be informative but concise;

« the authors' names and initials, without degrees or professional status,
followed by their institutes;

e a short title, maximum length 60 characters and spaces, for use as a running
head;

e alist of 3-10 key words;

« the name of the corresponding author and full contact details (postal address,

telephone and fax numbers, and e-mail address).

Declaration of Interests:Potential conflicts of interest should be identified for each
author or, if there are no such conflicts, this should be stated explicitly. Conflict of
interest exists where an author has a personal or financial relationship that might
introduce bias or affect their judgement. Examples of situations where conflicts of
interest might arise are restrictive conditions in the funding of the research, or if an
author or their employer holds patent(s) on a product used in the study, or payment

to an investigator from organisations with an interest in the study (including
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employment, consultancies, honoraria, ownership of shares, travel grant).
Investigators should disclose potential conflicts to study participants and should state
whether they have done so.

The possible existence of a conflict of interest does not preclude consideration of a
manuscript for publication, but the Editor might consider it appropriate to publish the

disclosed information along with the paper.

Abstract: The abstract should summarise the contents of the paper in a single
paragraph of no more than 250 words (to ensure that the abstract is published in full
by on-line services such as PubMed). No attempt should be made to give numerical

results in detail. References are not allowed in the abstract.

Introduction: This section should provide a concise summary of the background to
the relevant field of research, introduce the specific problem addressed by the study

and state the hypotheses to be tested.

Materials and Methods (or Subjects and Methods): All relevant attributes of the
material (e.g. tissue, patients or population sample) forming the subject of the
research should be provided. Experimental, analytical and statistical methods should
be described concisely but in enough detail that others can repeat the work. The
name and brief address of the manufacturer or supplier of major equipment should
be given.

Statistical methods should be described with enough detail to enable a
knowledgeable reader with access to the original data to verify the reported results.
When possible, findings should be quantified and appropriate measures of error or
uncertainty (such as confidence intervals) given. Sole reliance on statistical
hypothesis testing, such as the use of P values, should be avoided. Details about
eligibility criteria for subjects, randomization and the number of observations should
be included. The computer software and the statistical methods used should be
specified. See Altman et al.: Statistical guidelines for contributors to medical journals
[Br Med J 1983;286:1489-93] for further information.

Manuscripts reporting studies on human subjects should include evidence that the
research was ethically conducted in accordance with the Declaration of Helsinki

(World Medical Association).In particular, there must be a statement in Materials and
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Methods that the consent of an appropriate ethical committee was obtained prior to
the start of the study, and that subjects were volunteers who had given informed,
written consent.

Information detailing the power and sample size calculations must be included in the
manuscript.

Randomized clinical trials should be reported according to the standardised protocol
of the CONSORT Statement. The CONSORT checklist must be submitted together
with papers reporting clinical trials.

Randomized clinical trials must be registered at clinicaltrials.gov or similar national
authority and the trial number included in the manuscript.

Trials beginning after 1 July 2012 must be registered before recruitment of the first
patient. Caries Research will accept 'retrospective registration' of trials that began
before 1 July 2012 (retrospective meaning registration occurs after patient enrolment
begins). When submitting a paper on a clinical trial, the trial registration number
should be stated at the end of the abstract in the following format: Trial registration:
[name of the trial registry, the registry URL and the trial registration number].
In studies on laboratory animals, the experimental procedures should conform to the
principles laid down in the European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals used for Experimental and other Scientific Purposes and/or the National
Research Council Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.
Unless the purpose of a paper is to compare specific systems or products,
commercial names of clinical and scientific equipment or techniques should only be -
cited, as appropriate, in the 'Materials and Methods' or 'Acknowledgements' sections.
Elsewhere in the manuscript generic terms should be used.

In any manuscript involving microradiography, the following information must be
included: the radiation source and filters used and the kV used (this determines the
wavelength of radiation and hence the validity of using Angmar's equation).
Manuscripts on experimental enamel caries should show that the lesions retain a
relatively well-preserved surface layer, i.e. are not surfacesoftened lesions. Proof of
surface integrity can be provided either as illustrations in the paper or as
supplementary material for the reviewers. Transverse microradiography, polarized
light microscopy of a section immersed in water or backscattered scanning electron
microscopy of a polished cross-section can be used to provide the necessary proof.

To allow the nature of experimental changes to be assessed, microradiographs or
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micrographs should be provided to show part of the experimental lesion and the
adjacent control (e.g. figure 2 of Zaura et al.: Caries Res 2007;41:489-492). Again,
these images can be provided as part of the paper or as supplementary material for

review purposes.

Results: Results should be presented without interpretation. The same data should
not be presented in both tables and figures. The text should not repeat numerical
data provided in tables or figures but should indicate the most important results and

describe relevant trends and patterns.

Discussion: This section has the functions of describing any limitations of material or
methods, of interpreting the data and of drawing inferences about the contribution of
the study to the wider field of research. There should be no repetition of preceding
sections, e.g. reiteration of results or the aim of the research. The discussion should
end with a few sentences summarising the conclusions of the study. However, there

should not be a separate 'Conclusions' section.

Acknowledgements: Acknowledge the contribution of colleagues (for technical
assistance, statistical advice, critical comment etc.) and provide the position(s) of
author(s) employed by commercial firms. This section should describe the source(s)
of funding that have supported the work inlcuding relevant grant numbers. Please
also include this sentence: "The funders had no role in study design, data collection
and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript." If this statement
is not correct, you must describe the role of any sponsors or funders, and amend the
sentence as needed. Additionally, the roles of all authors must be described (For
example: Conceived and designed the experiments: AA, BB. Performed the clinical
examination: AA, CC. Performed the experiments: DD, FF. Analyzed the data: BB,
FF. Wrote the paper: AA, CC, FF, EE).

Legends: The table headings should be listed first, followed by the legends for the

illustrations.
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Tables: Tables should be numbered in Arabic numerals. Each table should be
placed on a separate page. Tables should not be constructed using tabs but by

utilising the table facilities of the word-processing software.

[llustrations:

e lllustrations should be numbered in Arabic numerals in the sequence of
citation. Figure numbers must be clearly indicated on the figures themselves,
outside the image area.

e Black and white half-tone illustrations must have a final resolution of 300 dpi
after scaling, line drawings one of 800-1200 dpi.

« Figures with a screen background should not be submitted.

« When possible, group several illustrations in one block for reproduction (max.
size 180 x 223 mm).

Color lllustrations

Online edition: Color illustrations are reproduced free of charge. In the print version,
the illustrations are reproduced in black and white. Please avoid referring to the

colors in the text and figure legends.

Print edition: Up to 6 color illustrations per page can be integrated within the text at
CHF 800.00 per page.

References

Reference to other publications should give due acknowledgement to previous work;
provide the reader with accurate and up-to-date guidance on the field of research
under discussion; and provide evidence to support lines of argument. Authors should
select references carefully to fulfil these aims without attempting to be

comprehensive.

Cited work should already be published or officially accepted for publication. Material
submitted for publication but not yet accepted should be cited as 'unpublished

results', while unpublished observations communicated to the authors by another
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should be cited as 'personal communication’, with credit in both cases being given to
the source of the information. Neither unpublished nor personally communicated
material should be included in the list of references. Abstracts more than 2 years old
and theses should not be cited without a good reason, which should be explained in
the covering letter accompanying the paper.

References should be cited by naming the author(s) and year. Where references are
cited in parenthesis, both names and date are enclosed in square brackets. Where
the author is the subject or object of the sentence, only the year is enclosed in
brackets.

One author: [Frostell, 1984] or Frostell [1984].

Two authors: [Dawes and ten Cate, 1990] or Dawes and ten Cate [1990].

More than two authors: [Trahan et al., 1985] or Trahan et al. [1985].

Several references cited in parenthesis should be in date order and separated by
semi-colons: [Frostell, 1984; Trahan et al., 1985; Dawes and ten Cate, 1990].
Material published on the World Wide Web should be cited like a reference to a print
publication, and the URL included in the reference list (not in the text), together with
the year when it was accessed.

The reference list should include all the publications cited in the text, and only those
publications. References, formatted as in the examples below, should be arranged in
strict alphabetical order. All authors should be listed. For papers by the same
authors, references should be listed according to year. Papers published by the same
authors in the same year should be distinguished by the letters a, b, c, ... immediately
following the year, in both the text citation and the reference list. For abbreviation of
journal names, use the Index Medicus system. For journals, provide only the year,

volume number and inclusive page numbers.
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Examples

(a) Papers published in periodicals: Lussi A, Longbottom C,
Gygax M, Braig F: Influence of professional cleaning and
drying of occlusal surfaces on laser fluorescence in vivo.
Caries Res 2005;39:284-286.

(b) Papers published only with DOl numbers: Theoharides
TC, Boucher W, Spear K: Serum interleukin-6 reflects disease
severity and osteoporosis in mastocytosis patients. Int Arch
Allergy Immunol DOI: 10.1159/000063858.

(c) Monographs: Matthews DE, Farewell VT: Using and
Understanding Medical Statistics. Basel, Karger, 1985.

(d) Edited books: DuBois RN: Cyclooxygenase-2 and
colorectal cancer; in Dannenberg AJ, DuBois RN (eds): COX-
2. Prog Exp Tum Res. Basel, Karger, 2003, vol 37, pp 124-
137.

(e) Patents: Diggens AA, Ross JW: Determining ionic species
electrochemically. UK Patent Application GB 2 064 131 A,
1980.

(H World Wide Web: Chaplin M: Water structure and
behavior. www.Isbu.ac.uk/water, 2004.

Supplementary Material

Supplementary material is restricted to additional information which is directly
pertinent to the contentand conclusion of the paper. Please note that all
supplementary files will undergo editorial review and should be submitted together
with the original manuscript. The editors reserve the right to reject or limit the scope
and length of supplementary material. Supplementary material must meet production
quality standards for web publication without the need for any modification or editing.
In general, supplementary files should not exceed 10 MB in size. Acceptable file
formats are word or pdf, excel spreadsheets (only if the data cannot be converted
properly to a pdf file), video files (.mov, .avi, . mpeg), and audio files (.wav), either free
standing or incorporated into html or ppt files in each case to illustrate the sound.
Accepted supplementary material will be published as submitted and no proofs will

be provided to the authors.
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Digital Object Identifier (DOI)

S. Karger Publishers supports DOIs as unique identifiers for articles. A DOl number
will be printed on the title page of each article. DOIls can be useful in the future for
identifying and citing articles published online without volume or issue information.

More information can be found at www.doi.org

Author's Choice™

Karger's Author's Choice™ service broadens the reach of your article and gives all
users worldwide free and full access for reading, downloading and printing at
www.Karger.com. The option is available for a one-time fee of CHF 3,000.00, which
is a permissible cost in grant allocation. More information can be found at

www.karger.com/authors_choice.

NIH-Funded Research

The U.S. National Institutes of Health (NIH) mandates under the NIH Public Access
Policy that final, peer-reviewed manuscripts appear in its digital database within 12
months of the official publication date. As a service to authors, Karger submits your
manuscript on your behalf to PubMed Central (PMC) immediately upon publication. It
usually receives a PMCID within approximately a month and will appear in PMC after
12 months. For those selecting our premium Author's Choice™ service, the usual
embargo will be overridden, accelerating the accessibility of your work. More details

on NIH's Public Access Policy are availablehere.

Self-Archiving

Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-refereeing) or post-prints
(i.e. final draft post-refereeing) on their personal or institution's servers, provided the
following conditions are met: Articles may not be used for commercial purposes, must
be linked to the publisher's version, and must acknowledge the publisher's copyright.
Authors selecting Karger's Author's Choice™ feature, however, are also permitted to
archive the final, published version of their article, which includes copyediting and

design improvements as well as citation links.
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Page Charges

There are no page charges for papers of seven or fewer printed pages (including
tables, illustrations and references). A charge of CHF 650.00 will be levied for each
page in excess of the allotted seven printed pages. The allotted size of a paper is
equal to approximately 21 typescript pages (including tables, illustrations and

references).



