Universidade
Estadual de LondRina

ROSARIO MAMANI BARRI

ANTICORPOS ANTI-Streptococcus mutans E ANTI-
Streptococcus sobrinus E CARIE DENTARIA EM PRE-
ESCOLARES: UMA REVISAO SISTEMATICA

Londrina
2018



ROSARIO MAMANI BARRI

ANTICORPOS ANTI-Streptococcus mutans E ANTI-
Streptococcus sobrinus E CARIE DENTARIA EM PRE-
ESCOLARES: UMA REVISAO SISTEMATICA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacao Stricto sensu em Odontologia da
Universidade Estadual de Londrina, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Odontologia

Orientador: Prof. Dr. Emerson José Venancio

Londrina
2018



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

B275 Barri, Rosario Mamani.

Anticorpos anti-Streptococcus mutans e anti-Streptococcus sobrinus e cérie
dentaria em pré-escolares : uma revisao sistematica / Rosario Mamani Barri. -
Londrina, 2018.

711 :l

Orientador: Emerson José Venancio.

Dissertagdo (Mestrado em Odontologia) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias da Saulde, , 2018.

Inclui bibliografia.

1. Anticorpos - Tese. 2. Cérie dentaria - Tese. 3. Streptococcus mutans - Tese.

4, Streptococcus sobrinus - Tese. I. Venancio, Emerson José . Il. Universidade
Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias da Saude. . IV. Titulo.

CDU 616.31



http://www.tcpdf.org

ROSARIO MAMANI BARRI

ANTICORPOS ANTI-Streptococcus mutans E ANTI-Streptococcus
sobrinus E CARIE DENTARIA EM PRE-ESCOLARES: UMA REVISAO
SISTEMATICA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao Stricto sensu em Odontologia da
Universidade Estadual de Londrina, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Odontologia

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Emerson José Venancio
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof.2 Dra. Solange de Paula Ramos
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr2. Luciana Tiemi Inagaki
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 19 de Fevereiro de 2018



Dedico esta dissertacdo a minha familia que foi
a inspiracdo, motivacdo e forca para a
conclusao desse objetivo.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me permitir esta experiéncia.
A Universidade Estadual de Londrina, pela acolhida.

Ao Programa de Aliancas para Educacéo e Capacitacdo (PAEC) da Organizagéo
de Estados Americanos (OEA), e o grupo Coimbra de Universidades Brasileiras
(GCUB) pelo convénio com a EUL/CAPES.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela bolsa da modalidade demanda social.

Ao Programa de Pos-Graduacédo, Mestrado em Odontologia, pela oportunidade.

A meu orientador Prof. Dr. Emerson José Venancio pelos ensinamentos teoricos e
laboratoriais que foram de grande valor.

A minha co-orientadora Prof2. Dr2, Cassia Cilene Dezan Garbelini e a toda a equipe
da Bebé Clinica-UEL por me abrirem as portas e estarem sempre dispostos a me
ajudar, grata.

A Prof2. Dr2, Solange de Paula Ramos por toda ajuda, paciéncia, compreenséo e
carinho, muito obrigada.

A Prof2, Dra. Carla Cristiane Silva pela ajuda durante o desenvolvimento da reviséo.

A minhas colegas Ana Claudia Poletto e Paola Singi por todo apoio, ajuda,
paciéncia e companheirismo durante o Mestrado. Muito obrigada.

A minha familia londrinense, Selma e Daniel Doraido por me acolher na sua casa e
me fazer sentir em familia.

A minha amiga Danielle Doraido por compartilhar sua familia maravilhosa, me
escutar e acreditar sempre em mim, me ensinar a ter tolerancia e respeitar os outros
mesmo tendo gostos e costumes diferentes, além de me oferecer sua amizade
verdadeira e incondicional, gratidao.

A meu namorado Franz Reynaldo Suxo Hinojosa pelo apoio e compreensao dos
momentos de auséncia.

A todos que diretamente ou indiretamente me ajudaram no curso do Mestrado,
muito obrigada.



“A educagéo é o nosso passaporte para o
futuro, pois, o amanha pertence as
pessoas que se preparam hoje”.

Malcolm X



BARRI, Rosario Mamani. Anticorpos anti-Streptococcus mutans e anti-
Streptococcus sobrinus e cérie dentaria em pré-escolares: uma revisdo
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RESUMO

A carie dentaria € uma dishiose biofilme-acicar dependente complexa, que
necessita para seu desenvolvimento da presenca de bactérias cariogénicas. As
principais bactérias cariogénicas sdo Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus, as quais apresentam antigenos diretamente relacionados com a adesao as
superficies dos dentes, como as glicosiltransferases (Gtf), as proteinas de ligacdo ao
glucano (Gbp), e as adesinas denominadas Ag l/ll. A resposta imune contra esses
antigenos envolve as imunoglobulinas presentes na saliva slIgA, IgA, 1gG e IgM. As
imunoglobulinas, em especial a sIgA, atuam fornecendo protecdo contra a céarie,
uma vez que interagem com 0s antigenos bacterianos inibindo a colonizacdo. A
carie da primeira infancia € uma doenca que afeta criangcas e ocorre huma idade
critica onde a microbiota e o sistema imunoldgico da cavidade bucal encontram-se
em desenvolvimento. Assim, 0 objetivo dessa revisdo sistematica foi investigar a
relacdo dos anticorpos especificos anti-S. mutans e anti-S. sobrinus no
desenvolvimento da carie dentaria em pré-escolares. Para tanto, as seguintes
palavras-chave foram utilizadas de forma isolada e combinada nas buscas: “Child,
Preschool” “Preschool Child” “Preschool Children” “Streptococcus”
“Immunoglobulins” “Immunoglobulin” “Immune Globulins” “Antibodies” “Antibody”. As
bases de dados utilizadas foram Lilacs, Medline, Scielo, Cochrane, Prospero,
Embase, Web of Science e Scopus. A analise do risco de viés foi feita pela escala
Newcastle-Ottawa (NOS). O resultado inicial da busca foi 5.279 artigos, dos quais
2.454 foram excluidos por duplicatas e restaram 2.825 estudos. A partir disto, 2.804
artigos foram excluidos pelo titulo e resumo e apos leitura dos 21 textos completos,
restaram 4 artigos elegiveis para andlise qualitativa desta revisdo. De uma forma
geral os artigos incluidos neste estudo tém baixo risco de viés. Porém, os artigos
selecionados tém limitacdes como o0 ndo esclarecimento do célculo do tamanho da
amostra e célculo do poder das analises estatisticas. Além disso, os artigos
selecionados utilizavam diferentes técnicas para os antigenos de S. mutans (PAc,
Glu, GtfB, GbpB, e a regido SBR do antigeno I/ll) e de S. sobrinus em suas analises
0 que impediu a realizacdo do estudo meta-analitico. Por outro lado, a analise
qualitativa dos estudos mostrou que dois observaram uma diminuicdo dos niveis de
anticorpos IgA especificos contra estreptococos do grupo mutans e a aumento da
severidade da carie da primeira infancia. Com relagéo ao papel de anticorpos anti-S.
sobrinus, ha apenas um estudo que investigou a relagdo entre esses anticorpos e a
carie dentaria. Nesse estudo, ndo foi encontrada uma relacdo direta entre os niveis
de anticorpos IgA anti-S. sobrinus e a carie dentaria precoce. Portanto, os resultados
obtidos, ndo permitem estabelecer o efeito dos niveis de anticorpos no
desenvolvimento da carie dentaria em pré-escolares e novos estudos devem ser
feitos para analisar essa questao.

Palavras-chave: Anticorpos. Carie dentaria. Disbiose. Pré-escolares. Streptococcus
mutans. Streptococcus sobrinus.
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ABSTRACT

Dental caries is a complex dependent biofilm-sugar dysbiosis that requires the
presence of cariogenic bacteria. The major cariogenic bacteria are Streptococcus
mutans and Streptococcus sobrinus expressing adhesion antigens (Ags) to tooth
surfaces, such as glycosyltransferases, glucan binding proteins, and Ag | / 1l adhesin.
The immune response to these Ags involves the IgA, IgG and IgM class antibodies
present in saliva, especially secretory IgA (IgAs). Early childhood caries occurs at a
critical age where the microbiota and immune system of the oral cavity are
developing. The objective of this systematic review was to investigate the relationship
of anti-S mutans and anti-S. sobrinus specific antibodies in saliva during the
development of dental caries in preschoolers. The key-words “Child, Preschool”
“Preschool Child” “Preschool Children” “Streptococcus” “Immunoglobulins”
“‘Immunoglobulin” “Immune Globulins” “Antibodies” “Antibody” were used to search
the databases Cochrane, Embase, LILACS, MEDLINE, PROSPERO, SciELO,
Scopus and Web of Science. The risk-of-bias analysis was done by Newcastle-
Ottawa Scale. Initially 5,279 articles were identified, and after the exclusion of
duplicate articles that did not meet the selection criteria there were four articles
eligible for qualitative analysis. The four articles demonstrated low risk of bias,
however, they present limitations such as not describing the calculation of sample
size and statistical power in the data analysis. In addition, the articles used different
methodologies to investigate the relationship between Acs and Ags of S. mutans and
S. sobrinus, which precluded the accomplishment of the meta-analytical study. On
the other hand, qualitative analysis showed that two studies found a relationship
between low levels of specific IgAs against S. mutans Ags and increased severity of
early childhood caries, whereas two studies did not observe a relationship. Only one
study investigated the relationship between anti-S. sobrinus IgAs and early dental
caries, and no relationship was observed. The obtained results do not allow to
establish a relation between the levels of anti-S. mutans or anti-S. sobrinus Acs in the
development of dental caries in preschoolers, thus new studies should be done to
analyze this issue.

”

Key words: Antibody. Dental caries. Dysbiosis. Preschool children. Streptococcus
mutans. Streptococcus sobrinus.
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INTRODUCAO

A carie dentaria € uma das doencas bucais mais prevalentes em todo o
mundo (SELWITZ et al., 2007). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) a
carie dentaria afeta entre 60 a 90% das criangcas em idade escolar e quase 100%
dos adultos, representando um problema de saude publica mundial (PETERSEN et
al., 2016). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, a prevaléncia de cérie &
de 53,4% em criangas de 5 anos de idade (BRASIL, 2010).

A cérie dentaria é definida como uma disbiose biofilme-aglcar dependente
complexa (GIACAMAN et al.,, 2017; RUDNEY et al.,, 2015). A fermentacéo
bacteriana dos acucares provenientes da dieta, especialmente a sacarose, faz com
gue ocorra diminuicdo do pH local e consequente perda de minerais, 0 que produz a
desmineralizacdo da superficie dentaria (SHEIHAM et al.,, 2015; MARSH et al.,
2015; FEJERSKOQV et al., 2004; CURY et al., 2000).

A desmineralizacdo do esmalte dentario € caracterizada pela dissolucdo e
liberacdo dos cristais de hidroxiapatita, nesta fase o pH diminui a 5,5 que € o pH
critico para a desintegracdo do esmalte (DAWES et al., 2003). Este processo pode
ser revertido por meio da absorcdo dos mesmos minerais, fenbmeno denominado
de remineralizacdo. Além disso, o flior presente na saliva atua como um catalisador
para a difusédo dos minerais tornando o esmalte mais resistente (CAROUNANIDY et
al., 2009; USHA et al., 2009; SELWITZ et al., 2007; DAWES et al., 2003).

Contudo, neste complexo cenério, outros fatores como, estilo de vida,
comportamento, higiene, exposicdo a fluoretos, habitos alimentares, niveis
sociodemograficos e socioecondmicos, fatores ambientais e componentes salivares
além do tempo de interacdo entre esses componentes também podem contribuir
para o desenvolvimento da cérie (BORGES et al.,, 2016; CASTILHO et al., 2013;
HARRIS et al.,, 2012; CAROUNANIDY et al.,, 2009; SELWITZ et al.,, 2007;
FEATHERSTONE et al., 2004).

Dentre os fatores relacionados com a carie dentaria a saliva no ambito da sua
composicéo e funcédo, merece destaque. A saliva € considerada um fluido biolégico
complexo devido a sua composicdo e é originado nas glandulas paroétida,
submandibular, sublingual e glandulas salivares menores da mucosa bucal (LEE et
al., 2009; LAWRENCE et al., 2002). A saliva € composta de 99,5% de agua e 0,5%
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de componentes solidos, dos quais 0,3% sao substancias organicas e 0,2%
inorganicas (LIU et al., 2012; CHIAPPIN et al., 2007). Algumas moléculas organicas
sdo enzimas, peptideos e proteinas e as inorganicas sdo cloro, sédio, fosforo,
calcio, potassio, nitrogénio, oxigénio e bicarbonato (MUNGIA et al., 2008). A
composicdo salivar € variavel entre os individuos e entre glandulas e a secrecéo
salivar pode ser classificada como serosa, mucosa ou mista (BAGHERIAN et al.,
2012; MUNGIA et al., 2008; SHIFA et al., 2008; SCHIPPER et al., 2007).

Estudos mostram que a composicao salivar pode ser um indicador sensivel
para a saude dental (HEMADI et al., 2017; GIANNOBILE et al., 2011), predizendo
futuras lesdes e determinando a prevaléncia de carie (SINGH et al., 2015), além de
ser responséavel pelo equilibrio ecologico na cavidade bucal (VAN‘T HOF et al.,
2014). A saliva também é apontada como um dos fatores importantes para indicar
guadros fisiolégicos ou patolégicos no corpo humano (KACZOR-URBANOWICZ et
al., 2017; LIMA et al., 2010; HOFMAN et al., 2001).

A saliva ttm como funcédo: lubrificacdo, manutencdo da integridade dentaria,
protecdo e hidratacdo das mucosas, paladar, formac&o do bolo alimentar, digestao,
limpeza, acdo antimicrobiana e tamponante. Essas funcdes estédo relacionadas com
as caracteristicas do fluido salivar e sua composicao (PICCO et al., 2017; SINGH et
al.,, 2015; BAGHERIAN et al., 2012; PUY et al., 2006; HUMPHREY et al., 2001,
MOSS et al., 1995).

Na cavidade bucal o pH é mantido pela saliva perto da neutralidade em um
valor de aproximadamente 6,7 - 7,3 (BALIGA et al., 2013). Esta manutencdo do pH
€ sustentada por dois mecanismos: fluxo salivar e capacidade tampdo. O fluxo
salivar elimina os carboidratos que podem ser metabolizados e também remove 0s
acidos produzidos pelas bactérias e a capacidade tampédo, neutraliza a acidez
proveniente da alimentacdo e da atividade bacteriana (BALIGA et al.,, 2013). Nos
estudos de Picco (2017) e Singh (2015) foram encontrados maiores valores de pH,
fluxo, capacidade tampao salivar em criancas (4 - 8 anos) sem carie do que em
criangas com cérie. Estes autores sugerem que estes fatores sédo predisponentes
para o desenvolvimento da carie dentaria.

Neste contexto, a saliva possui funcdo antimicrobiana que € mediada por
contetdos salivares representadas por proteinas, mucinas, peptideos, enzimas
como lactoferrina, lisozima, peroxidase e anticorpos das classes SsIgA
(Imunoglobulina A secretora), IgA, IgG e IgM. Sendo o papel destes anticorpos
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neutralizar e aglutinar toxinas, bactérias e virus (DAWES et al., 2015; CHIAPPIN et
al., 2007). Especificamente na cavidade bucal, esses anticorpos fornecem protecéo
as estruturas dentérias, impedindo o desenvolvimento da doencga céarie (DAWES et
al., 2015; KAROLEWSKA et al., 2008; CHIAPPIN et al., 2007; VAN NIEUW
AMERONGEN et al., 2004; HUMPHREY et al., 2001; RUDNEY et al., 1995).

Os anticorpos séo originados a partir de células B presentes em tecidos
linféides associados as mucosas (BRANDTZAEG et al., 1995). As células B sofrem
diferenciacdo em células produtoras de anticorpos, os plasmécitos, quando
estimuladas pelo antigeno (BRANDTZAEG et al., 1995). No caso da slgA, os
plasmaocitos migram para glandulas salivares na camada basal das células epiteliais
acinares produzem a IgA (BRANDTZAEG et al.,, 1995). A seguir, a IgA liga ao
receptor poli-Ig (receptor de imunoglobulina polimérica) na camada basal das céluas
epiteliais e é transportada a saliva em formacéo. A sIgA é secretada na saliva com o
fragmento do receptor poli-lg, chamado de componente secretor que fornece uma
capacidade de resistir a degradacdo proteolitica de enzimas bacterianas e
digestivas (BRANDTZAEG et al., 1995). Os anticorpos IgA, 1gG e IgM presentes na
saliva sdo produzidos pelos plasmdcitos circulantes, estes anticorpos estédo
presentes na cavidade oral por exsudacao através do fluido gengival (AASE et al.,
2016; MACPHERSON et al., 2008; BRANDTZAEG et al., 2007; KOPEC et al., 2002,
BRANDTZAEG et al., 1995; MORTIMER et al., 1988).

No comeco da vida, o bebé nasce com o sistema imunolégico imaturo devido
a falta de experiéncia antigénica (SIMON et al., 2015). Durante e apds o
nascimento, a cavidade bucal dos bebés é colonizada por bactérias comensais, as
quais estimulam o desenvolvimento do sistema imunolégico (SIMON et al., 2015).
Assim as superficies das mucosas proporcionam uma barreira protetora e o sistema
imunoldégico inato e adquirido atuam de maneira conjunta intensificando a protecéo
contra os antigenos microbianos (KIYONO et al., 2015). Até os 3 anos de idade a
crianga passa por mudancas significativas no seu desenvolvimento, a colonizagéo
microbiana e o sistema imundlogico estdo em amadurecimento, e influenciam o
estado da saude bucal. Aproximadamente aos 3 anos, a microbiota da crianca esta
instalada e amadurecida, bem como seu sistema de defesa mediado por anticorpos
contra antigenos presentes na microbiota (HOLGERSON et al., 2015; ARRIETA et
al., 2014).

Além disso, outro fator relacionado com a carie dentaria € a presenca do
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biofilme, que sdo comunidades microbianas incorporadas a uma superficie e estao
estrutural e funcionalmente organizados por varias espécies bacterianas que se
encontram em homeostase (MARSH et al., 2017; SANZ et al., 2017; MARSH, 2006).
Estas bactérias estdo integradas a uma matriz extracelular de polimeros ligados a
uma superficie em contato com uma fase fluida, localizada na superficie dental
(MARSH et al., 2017; SANZ et al.,, 2017; MARSH, 2006). Quando 0s micro-
organismos se encontram em intima proximidade, ocorre uma ampla gama de
interagbes que podem ser sinérgicas ou antagbnicas. Além disso, estas
comunidades microbianas complexas sofrem mudancas na composicdo desde o
nascimento até o envelhecimento (MIRA et al., 2017; MARSH et al., 2017).

A composicado do biofilme pode ser influenciada pelo ambiente bucal, e a
presenca de fatores de estresse, como influéncias dietéticas, podem levar a
mudancas das interacdes dessas comunidades, promovendo alteracdes do estado
de simbiose desencadeando um estado de disbiose e consequentemente a doenca
carie (MARSH et al., 2017; MIRA et al.,2017; SANZ et al., 2017; ROBERTS et al.,
2015). A formacdo do biofiime dental e o sistema de quorum sensing estao
relacionados com a regulacdo do crescimento, a ativacao de genes envolvidos na
producdo de polissacarideos, reducdo do metabolismo e a producao de fatores de
viruléncia (LEUNG et al., 2015). Todos esses eventos sdao fundamentais para o
desenvolvimento da céarie (LEUNG et al., 2015; LEMOS et al., 2013,
KOLENBANDER et al., 2002).

O banco de dados do Microbioma Oral Humano (HOMD) tem catalogado
mais de 600 espécies bacterianas na cavidade bucal humana, provenientes de
individuos saudaveis e doentes, com patologias periodontais, caries, infeccbes
endodébnticas e cancer bucal (CHEN et al., 2010). Os principais micro-organismos
relacionados com o desenvolvimento da céarie sado Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus (RUDNEY et al., 2015; SANCHEZ-ACEDO et al., 2013;
KOGA et al.,, 2002). S. mutans € considerado o principal agente etiolégico da
doenca e € intensamente responsivo a sacarose, com a producdo de 4cido lactico
capaz de tolerar um pH baixo, além de secretar adesinas que permitem a sua
ligacdo com a superficie dentaria (RUDNEY et al., 2015). Seus principais fatores de
viruléncia sdo o antigeno I/l (Ag I/ll) também conhecido como P1, antigeno B ou
proteina de adesado celular (PAc). Além deste, igualmente importantes sdo a
glicosiltransferase (Gtf) e a proteina de ligacdo ao glucano (Gbp). Esses antigenos



16

estdo diretamente relacionados com a capacidade de adesdo as superficies dos
dentes (NOGUEIRA et al., 2005). Por outro lado, a presenca de S. sobrinus esta
mais relacionada com a gravidade e progressédo da céarie (KALESINSKAS et al.,
2014; JIANG et al.,, 2012). Este micro-organismo apresenta fatores de viruléncia
similares ao S. mutans, como as Gtf, Gbp e as adesinas SpaA ou Pag
(KALESINSKAS et al., 2014; SHANMUGAM et al., 2013; JIANG et al., 2012).

Foi previamente descrito que a inducdo de anticorpos especificos contra
estes antigenos pode impedir o desenvolvimento da carie dentaria, diminuindo ou
eliminando a colonizagdo por estes micro-organismos (ROBINETTE et al., 2011,
KOGA et al., 2002). Um estudo, em 1982, mostrou o efeito protetor dos anticorpos e
o desenvolvimento da carie em criancas e adolescentes de 3 a 14 anos (BOLTON e
HLAVA, 1982). Por outro lado, YAZAKI e colaboradores (1999) no estudo de
criancas entre 3 e 8 anos ndo encontraram diferencas em relacdo aos niveis de
slgA anti-S. mutans entre grupos com e sem cérie, indicando que estes anticorpos
ndo apresentam protecao eficiente contra a cérie.

No estudo de Colombo et al. (2016) os autores observaram em criangas com
severe early childhood caries (S-ECC) uma diminui¢cdo dos anticorpos sIgA contra o
antigeno GbpB do S. mutans, sugerindo que essa reducao possa potencializar a
gravidade da lesdo de carie. Uma vez que esse antigeno encontra-se na superficie
celular e é importante para o S. mutans, pois favorece a agregacéo e colonizacéo
bacteriana no biofilme dental (STIPP, 2008).

Os antigenos PAc e GLU do S. mutans tém sido relacionados com o
processo inicial de aderéncia da bactéria com a pelicula adquirida sobre a superficie
dos dentes. Os antigenos I/l ou PAc encontram-se na superficie do S. mutans e
agem como adesinas na ligacdo dos estreptococcos durante a colonizagéo
(DEMUTH, 1990). GLU é um dominio ligante de glucano da Gtf, e é considerado os
principal fator de viruléncia dos S. mutans (Li et al., 2009; ZHANG et al., 2002). A
Gtf é essencial para expressao da viruléncia dos S. mutans devido a capacidade de
produzir glucanos a partir de sacarose. Além disso, tem um papel importante na
aderéncia e acumulo de estreptococcos grupo mutans no biofilme de pré-escolares
(OMAR et al., 2011). Yang et al. (2015) demonstraram que niveis de sIgA totais e
especificos foram significativamente maiores contra esses antigenos, PAc e GLU,
em criangas com S-ECC, sugerindo que o aumento de concentracdo de antigenos
no S-ECC estmula a producéo de anticorpos mas a concentracdo desses anticorpos
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para S. mutans na saliva € muito baixa para prevenir a infeccdo por bactérias
cariogénicas e inibir o desenvolvimento de céarie. Por outro lado, Cao et al. (2016)
também compararam os niveis especificos de sIgA anti-PAc e anti-GLU em criancas
sem carie e com diferentes niveis de carie dentéria e observaram que ndo houve
diferencas significativas nos niveis desses anticorpos entre 0s grupos, 0s niveis de
anti-PAc e anti-GLU eram muito baixos, ndo concordando com os achados de Yang
et al. (2015).

Parisotto et al. (2011) acompanharam por um ano criangas sem carie e com
carie ativa. Apos o acompanhamento foi observado que a concentracéo total de IgA
salivar aumentou em ambos os grupos. Com relacdo aos niveis de anticorpos
especificos contra a GbpB e a regido SBR do Ag I/ll do S. mutans e o antigeno Gtf
do S. sobrinus, também aumentaram em ambos 0s grupos e ndo foram observadas
diferencas. No entanto, Nogueira et al. (2005) encontraram niveis baixos de IgA
especificos para o antigeno I/ll, em criancas infectadas com S. mutans.

Naspitz et al. (1999) de forma similar ndo encontraram diferengas entre os
grupos com e sem carie, em relacdo aos niveis de anticorpos especificos slIgA, IgA,
lgG e IgM contra proteinas dos S. mutans. Os resultados apresentados por estes
autores ndo mostraram correlacdo entre os anticorpos e a atividade da céarie,
sugerindo que nao ha influéncia no desenvolvimento da doenca. Além disso, a falta
de reconhecimento do antigeno I/ll pelos anticorpos nestas criangcas sugere uma
imaturidade imunoldgica especifica.

Assim, o papel da resposta imunoldgica dos anticorpos contra antigenos dos
estreptococcos grupo mutans no desenvolvimento da céarie tem apresentado

resultados contraditorios na literatura.

OBJETIVO
O objetivo deste estudo foi realizar uma reviséo sistematica para investigar a
relacdo dos anticorpos especificos anti-S. mutans e anti-S. sobrinus no

desenvolvimento da cérie da primeira infancia em pré-escolares.
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ARTIGO

Artigo formatado de acordo com as normas da revista Caries Research

INFLUENCIA DOS ANTICORPOS ANTI-Streptococcus mutans E ANTI-
Streptococcus sobrinus NO DESENVOLVIMENTO DA CARIE DENTARIA EM
PRE-ESCOLARES: UMA REVISAO SISTEMATICA

RESUMO

A carie dentaria é definida como uma disbiose biofilme-acicar dependente
complexa. A carie dentaria quando ocorre na primeira infancia pode causar danos
irreversiveis na cavidade bucal, que causam um impacto negativo na saude geral e
no desenvolvimento da crianca, alem de aumentar o risco de céarie na denticao
permanente. O papel da resposta imune humoral ndo estd completamente
entendido e as criancas nessa fase apresentam um sistema imune em processo de
maturacdo. Assim, esta revisdo sistematica teve como objetivo investigar a
influéncia dos anti-S. mutans e anti-S. sobrinus especificos com a ocorréncia da
céarie dentaria em pré-escolares. As bases de dados utilizadas foram Lilacs, Medline,
Scielo, Cochrane, Prospero, Embase, Web of Science e Scopus. As palavras-
chaves utilizadas de forma isolada e combinada nas buscas foram: “Child,
Preschool” “Preschool Child” “Preschool Children” “Streptococcus”
“Immunoglobulins” “Immunoglobulin” “Immune Globulins” “Antibody” “Antibodies”. O
resultado da busca foi 5.279 artigos, dos quais 2.454 foram excluidos por duplicatas
e restaram 2.825 estudos. A partir disso, 2.804 artigos foram excluidos pelo titulo e
resumo, apos leitura dos 21 textos completos restaram quatro artigos elegiveis para
analise qualitativa. Para o risco de viés dos quatro estudos foi utilizada a escala
modificada de NOS. N&o foi possivel a realizagdo de estudo meta-analitico devido a
utlizacdo de diferentes técnicas de detecg¢do para os antigenos do S.mutans e S.
sobrinus. De uma forma geral os estudos analisados tem baixo risco de viés.
Desses estudos, dois observaram uma relacdo negativa entre 0s niveis de
anticorpos IgA especificos contra S. mutans e a carie da primeira infancia, sugerindo
um papel protetor para 0s anticorpos anti-S. Mutans, enquanto 0s outros dois
estudos ndo encontraram efeito protetor. Com relacdo ao estudo que avaliou o

Streptococcus sobrinus ndo foi encontrada uma relacao direta entre 0os niveis de
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anticorpos IgA anti-S. sobrinus e a carie dentaria precoce. Portanto, com o0s
resultados obtidos ndo se pode afirmar que os anticorpos tém um papel no
desenvolvimento da carie em pré-escolares e novos estudos devem ser feitos para

analisar essa questao.

Palavras-chave: Anticorpos, Carie dentaria, Disbiose, Pré-escolares, Streptococcus

mutans, Streptococcus sobrinus.

Introducao

A carie é definida como uma disbiose biofilme-aclucar dependente complexa
[Marsh et al., 2015; Sheiham e James, 2015; Giacaman, 2017]. A principal causa
desta doenca € o consumo de alimentos ricos em acucares, especialmente a
sacarose [Cury et al., 2000; Fejerskov, 2004; Rudney et al., 2015]. Contudo, outros
fatores como: micro-organismos, higiene, exposicdo a fluoretos, niveis
sociodemograficos e socioecondmicos, fatores ambientais e comportamentais,
componentes imunoldgicos, composicao e fluxo salivar também podem contribuir no
desenvolvimento da carie dentéaria [Selwitz et al., 2007; Harris, 2012; Borges et al.,
2016].

Neste contexto, a saliva € um elemento essencial do hospedeiro e apresenta
importante papel no processo de desenvolvimento da cérie dentaria. A saliva
apresenta componentes organicos e inorganicos, representados por diversas
proteinas e enzimas [Puy, 2006; Schipper et al.,, 2007; Mungia et al.,, 2008;
Bagherian e Asadikaram, 2012]. O fluido salivar possui multiplas funcdes, tais como
manutencdo da integridade da mucosa oral, capacidade tampao, além de outras
funcdes como acdo antimicrobiana [Singh et al., 2015; Picco et al., 2017]. A funcéo
antimicrobiana da saliva € mediada em parte por contelddos salivares, como a
imunoglobulina A secretora (slgA) e as imunoglobulinas IgA, 1gG e IgM, o anticorpo
slgA é a principal molécula da imunidade adaptativa na cavidade bucal [Smith e
Taubman et al., 1993; Bagherian e Asadikaram, 2012]. O papel destes anticorpos é
neutralizar e aglutinar toxinas e micro-organismos, oferecendo protecdo as
estruturas dentarias e mucosa bucal [Chiappin et al., 2007; Karolewska et al., 2008;
Dawes et al., 2015].

Os principais micro-organismos relacionados com o desenvolvimento da carie

dentaria sdo Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus [Koga et al., 2002;
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Rudney et al., 2015]. S. mutans € considerado o principal micro-organismo e utiliza
a sacarose como fonte de energia [Krzysciak et al., 2014]. O metabolismo da
sacarose pelo S. mutans leva a producao de acido lactico, e consequentemente a
reducdo do pH do meio, que afeta diretamente o0 processo de
desmineralizacdo/remineralizacdo da estrutura dentaria [Takahashi e Nyvad, 2008;
Rudney et al., 2015].

Os principais fatores de viruléncia dos S. mutans sdo o antigeno I/l (Ag I/II)
também conhecido como P1, ou antigeno B (AgB) ou ainda proteina de superficie
celular (PAc). Além deste, igualmente importantes séo as glicosiltransferases (GtfB,
GtfC, GtfD) e as proteinas de ligacdo ao glucano (GbpA, GbpB, GbpC) [Smith e
Mattos-Graner, 2008]. Esses antigenos estdo diretamente relacionados com a
capacidade de adesao as superficies dentarias [Nogueira et al., 2005; Law et al.,
2007]. Por outro lado, a presenca de S. sobrinus estd mais relacionada com a
gravidade e progresséo da carie [Hirose et., al 1993; Jiang et al., 2012]. Este micro-
organismo apresenta fatores de viruléncia similares ao S. mutans, como as
glicosiltransferases (Gtf), a adesina Pag ou SpaA, e as proteinas de ligacdo ao
glucano (Gbp) [Jiang et al., 2012; Shanmugam et al., 2013; Kalesinskas et al.,
2014].

A inducdo de anticorpos especificos contra estes antigenos pode impedir 0
desenvolvimento da carie dentaria, diminuindo ou eliminando a colonizacdo por
micro-organismos cariogénicos [Ma et al., 1998; Koga et al., 2002; Robinette et al.,
2011]. Um dos primeiros estudos, em 1982, mostrou o efeito protetor dos anticorpos
e o desenvolvimento da cérie em criancas e adolescentes de 3 a 14 anos [Bolton e
Hlava, 1982]. Por outro lado, Yazaki et al. [1999] analisando um grupo de criancas
entre 3 e 8 anos ndo encontraram diferencas em relacéo aos niveis de slgA anti-S.
mutans entre grupos com e sem carie, indicando que estes anticorpos nao
apresentam protecao contra a carie.

Em resumo, a céarie dentaria da primeira infancia é uma condicdo
especialmente preocupante, que afeta a crianca numa idade critica do seu
desenvolvimento e tem consequéncias importantes na saude bucal e geral da
crianca. Por isso, o conhecimento do papel da resposta imunoldgica dos anticorpos
contra antigenos dos estreptococos do grupo mutans no desenvolvimento da cérie €
um assunto de extrema importancia, ja que a literatura apresenta resultados

contraditorios. Neste sentido, o objetivo desta revisdo sistemética foi investigar se
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h& relacdo dos anticorpos salivares especificos anti-S. mutans e anti-S. sobrinus no

desenvolvimento da carie dentaria em pré-escolares.

Materiais e Métodos

Essa revisao sistematica seguiu os critérios do PRISMA (Principais itens para
relatar Revisdes sistematicas e Meta-analises) [Moher et al., 2009].

As pesquisas foram realizadas nas seguintes bases de dados: Medline (1950
- Marco 2017), LILACS-Latin American and Caribbean Health Science (1982 - Marco
2017), SCIELO-Scientific Electronic Library Online (1998 - Margo 2017), EMBASE-
Biomedical Research (1980 - Margco 2017), Web of Science (1945 - Margo 2017),
Scopus (1995 - Marco 2017), Central Register of Controlled Trials - Cochrane
Library (2012 - Margo 2017) e PROSPERO (2011 - Margo 2017). Essa revisao foi
cadastrada no PROSPERO (Registro Internacional Prospectivo de Revisfes
Sistematicas), numero do registro CRD42017057437.

A estratégia de busca utilizou as seguintes palavras-chave: “Child,
Preschool”, “Preschool  Child”, “Preschool  Children”, “Streptococcus’,
“Immunoglobulins”, “Immunoglobulin”, “lmmune Globulins”, “Antibody”, “Antibodies”.
Os operadores booleanos " OR " e " AND " foram aplicados para combinar as
palavras-chave em todas as bases de dados. Quando necessario, foram realizadas
alteracdes para adequar as palavras de acordo com a especificidade de cada base
de dados.

N&o houve restricdo de datas ou de linguagem na inclusdo dos estudos desta
revisdo. Todos os procedimentos de busca foram realizados por dois examinadores
independentes e cegos para os resultados. As buscas iniciaram em 07/11/2016 e
finalizaram em 31/03/2017. Quando titulos e resumos sugeriam que o estudo tinha
potencial elegivel para inclusdo, foi obtida uma copia do texto completo do
manuscrito. Desacordos entre os dois examinadores quanto a elegibilidade de um
estudo foram resolvidos por discussdo ou, quando necessario, por um terceiro
avaliador.

Foram incluidas nesta revisdo, estudos com criangas saudaveis de 3 a 6
anos de idade, as quais nao estavam fazendo uso de antimicrobianos, ou
medicamentos que pudessem ter efeitos relacionados a frequéncia de carie em
criangas ou na imunidade dos participantes. Também foram incluidos estudos em

criangas com e sem carie diagnosticadas de acordo com o indice ceo-d (Dentes
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cariados, extraidos e obturados) e ceo-s (Superficies cariados, extraidos e
obturados) preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude [OMS-1997].

Além disso, foram incluidos estudos quantitativos que permitiram comparar a
funcdo imune com o desenvolvimento da céarie por meio de métodos de avaliagcdo da
concentragcdo de anticorpos especificos anti-S. mutans e anti-S. sobrinus utilizando
testes laboratoriais, além da obtencéo de amostra de saliva ndo estimulada.

Foram excluidos estudos relacionados com vacinas e testes imunoldgicos em
animais de todos os tipos, comentérios, relatos de casos, séries de casos, editoriais,
resumos de conferéncias, revisao narrativa de literatura, artigos de opinido e cartas
ao editor. Todas as buscas foram incluidas em programa gerenciador de referéncias
(ENDNOTE-X7) e artigos em duplicatas foram removidos.

O risco de viés foi avaliado utilizando a versdo modificada da Newcastle-
Otawa-Scale (NOS). A NOS contém oito dominios de avaliacdo de viés, e cada
dominio recebe uma pontuacdo que pode variar entre 0 e 3. O escore 0 representa
alto risco, 1 moderado risco, 2 médio risco, e 3 baixo risco de viés. A maior
pontuacao nesta escala € 27, que representa estudos com baixo risco de viés. Os
estudos ndo foram excluidos pelo alto risco de viés, mas o viés dos estudos
incluidos foi considerado na sintese dos resultados (Tabela 2) e na interpretacao
dos achados. O coeficiente Kappa foi calculado usando o programa SPSS 20.0
(Chicago, IL, USA) para avaliar a concordancia entre os avaliadores para o risco de

viés dos estudos incluidos.

Resultados

Na figura 1 o processo de selecéo dos estudos € mostrado. De acordo com a
estratégia de busca estabelecida foram identificados um total de 5.279 artigos, dos
quais 2.454 foram removidos por duplicata, permanecendo 2.825 estudos. A partir
deste numero, 2.804 artigos foram excluidos apos leitura do titulo e resumo,
restando 21 registros selecionados. Desses, dois artigos foram excluidos por se
tratar de revisdo de literatura [Tenovuo, 1986; Tenovuo e Aaltonen, 1991] e trés por
nao serem localizados pelo COMUT nacional e internacional e nem pelo contato por
e-mail com os autores [Smith e Taubman, 1995; Khazanova et al., 1995, Tenovuo,
1991]. Os 16 artigos restantes tiveram o texto completo analisado sendo que 12
artigos foram excluidos por ndo atenderam aos critérios de inclusdo (Tabela 1),
restando apenas quatro estudos elegiveis para esta revisdo. Os 12 estudos foram
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excluidos nessa fase devido a amostra ndo estar dentro da faixa etaria, ou por
terem analilsado saliva estimulada, ou por néo deixar claro a forma de obtencédo da
saliva, um por nao ter grupo controle composto por criangas sem carie, ou por nao
analisar anticorpos anti-S mutans ou anti-S. sobrinus (Tabela 1). Na tabela 2 estédo
descritos os quatro estudos incluidos que preencheram os critérios de elegibilidade
da presente revisao sistematica.

Nos estudos de Naspitz et al. [1999], Parisotto et al. [2011] e Yang et al.
[2015], Colombo et al. [2016] o diagnoéstico de cérie foi realizado pelos indices de
ceod/ceos. Adicionalmente Colombo et al. [2016], Yang et al. [2015] e Naspitz et al.
[1999] utilizaram a classificacdo de carie dentaria pela American Academy of
Pediatric Dentistry (AAPD, 2005), que define a carie da primeira infancia e carie
severa da primeira infancia. A carie da primeira infancia (ECC) é definida como
‘presenca de um ou mais dentes deciduos cariados (lesGes cavitadas ou n&o),
perdidos (devido a carie) ou restaurados antes do 71 meses de idade” e a carie
severa de infancia, carie rampante ou carie de mamadeira (S-ECC) como “qualquer
sinal de superficie lisa cariada, com ou sem cavidade em crian¢cas com menos de 3
anos de idade, e mais de quatro, cinco e seis superficies afetadas em dentes
anteriores deciduos aos 3 e 5 anos de idade” [Yang et al., 2015]. Com relacdo ao
desenho experimental dos 4 estudos incluidos, apenas o estudo de Parisotto et al.
[2011] realizou estudo longitudinal com acompanhamento de um ano. A obtencdo
das amostras de saliva em todos os estudos foi realizada de forma néo estimulada,
com no minimo uma hora de jejum antes da coleta das amostras.

Colombo et al. [2016] estudaram a associacdo entre a severidade da carie da
primeira infancia e os niveis de S. mutans e anticorpos IgA contra antigenos GbpB
do S. mutans. Este estudo transversal avaliou 57 criancas de 36 a 60 meses de
idade, estratificadas em trés grupos (19 criangcas sem cérie, 17 com ECC e 21 S-
ECC). A concentracdo dos anticorpos salivares IgA foi determinada por método de
ELISA (Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica) e os anti-GbpB S. mutans foram
detectados pelo método de Western Blotting. Quanto aos niveis de S. mutans foram
detectadas diferencas nos trés grupos S-ECC 5,63 (3,15-8,3) UFC (Unidades
formadoras de Colbnia), ECC 3,74 (0-6,66) UFC sem carie 3,35 (0-7,29) UFC. Os
niveis de IgA total ndo apresentaram diferencas entre os grupos. Os autores
também verificaram que em criancas com altos niveis de S. mutans os niveis de IgA

anti-GbpB foram menores no grupo S-ECC quando comparados com 0S grupos
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ECC e sem carie, mostrando que a reducdo da resposta das IgA contra S. mutans
pode apresentar influéncia na carie dentaria da primeira infancia.

Parisotto et al. [2011] estudaram a associagdo entre desenvolvimento da
carie, colonizacdo com micro-organismos relacionados com a cérie e imunidade nas
criancas que estdo iniciando a transicdo para denticAo mista. A amostra deste
estudo longitudinal foi composta de 40 criancas de 3 a 4 anos de idade (23 sem
carie e 17 com cérie ativa). Os niveis de IgA total e IgA para epitopos de viruléncia
do S. mutans foram medidos por Ensaio Luminex. Quanto aos niveis de S. mutans e
Lactobacilos os resultados ndo apresentam diferencas significativas entre os grupos
no baseline. Por outro lado houve aumento dos niveis do S. mutans e Lactobacilos
no grupo cérie ativa durante o acompanhamento de um ano. Os niveis de IgA
aumentaram significativamente em ambos os grupos (baseline 116,46+18,91ug/ml e
acompanhamento 153,36+18,36 ug/ml) e 0 mesmo aconteceu para 0s niveis de IgA
especificos para Gtf, GbpB e Ag I/ll (SBR). Existem nove peptideos (QGQ, VAR,
SYI, SIG, GGY, Peptideo 7, LBK, GLU e Peptideo 16) associados com dominios de
importancia biolégica para o Gbp e Gtf dos estreptococos. Durante o
acompanhamento de um ano os niveis de anticorpos IgA para sete desses dominios
Gbp do S. mutans (VAR, SYI, SIG) e Gtf do S. sobrinus (GGY, LVK, GLU, Peptideo
16) estavam aumentados significativamente no grupo sem carie. No entanto, no
grupo com carie ativa houve aumento dos anticorpos somente contra trés desses
peptideos (VAR, SIG, GLU). Com relacdo ao S. sobrinus houve um aumento dos
niveis de anticorpos anti-peptideo 16 derivado do antigeno Gtf | em individuos livres
de carie. A analise multivariada mostrou que menores niveis de sIgA no baseline
estdo significativamente associados com alto risco de céarie. Os resultados deste
estudo sugerem que o nivel de S. mutans e lactobacilos estdo associados com carie
dentaria nesta populacdo e parece haver uma modulacdo diferenciada nestes
anticorpos em criancas com e sem carie e a resposta da IgA para epitopos de
viruléncia podem influenciar a severidade da doenca.

Yang et al. [2015] estudaram a relagéao entre ECC, os niveis de S. mutans na
saliva e a concentracdo de IgA e slgA. A amostra desse estudo transversal foi
composta de 70 criancas de 3 a 4 anos (36 criangcas sem carie e 34 com ECC e S-
ECC). A quantificacdo dos niveis de slgA e slgA para antigenos PAc e GLU do S.
Mutans foi determinada pelo método de ELISA e qPCR (Reacdo em Cadeia da

Polimerase em tempo real). Os resultados desse estudo expressos em logio
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mostraram niveis de S. mutans maiores no grupo S-ECC (5,4+1,91) do que no ECC
(4,6+1,09) e sem cérie (4,5+4,06). A concentracao de sIgA total foi maior no grupo
S-ECC (5,7 0,22) do que nos grupos ECC (5,5+0,20) e sem carie (5,5+0,29) e os
niveis de slgA anti-PAc e anti-GLU foram maiores no grupo S-ECC porém nao
apresentaram diferenca estatistica.

Naspitz et al. [1999] no seu estudo transversal avaliaram a relacdo da
resposta imune bucal e a severidade da carie dentaria em 49 criangas de 3 a 5 anos
de idade. A amostra foi estratificada em trés grupos (20 crian¢as sem carie, 15 com
ECC e 14 com S-ECC). O nivel de slgA foi medido pelo método de Elisa bem como
os titulos de IgA, 1gG e IgM e para especificidade dos antigenos foi utilizado o
método de Western Blotting. Os resultados apresentaram numeros menores de
unidades formadoras de colénia (UFC) de S. mutans no grupo sem carie 12 (0O-
252x10%) UFC quando comparado com ECC 430 (0,9-1.600x103%) UFC e S-ECC 848
(29-7.600x10%) UFC. Nenhuma diferenca significativa entre os niveis de slgA foi
observada entre os grupos, e nenhuma diferenca foi encontrada entre os trés
grupos quanto ao titulo de anticorpos anti-S. mutans IgA, IgG e IgM. Além de né&o
identificar diferencas entre os grupos, verificaram a auséncia de anticorpos na saliva
das criancas contra o Antigeno I/l (185 kDa) sugerindo uma imaturidade
imunologica especifica, ja que esses antigenos foram identificados somente no
grupo controle de adultos.

Os resultados do risco de viés (Tabela 2) demonstraram bons escores dos
artigos selecionados, e de maneira geral pode-se assumir baixo risco de viés dos
estudos. Destaca-se a investigacdo de Yang et al. [2015] que apresentou um
excelente escore, 23 de 27 itens, com baixo risco de viés. Seguido pelo estudo de
Colombo et al. [2016] com escore de 21 de 27 itens. Os escores mais criticos foram
de Naspitz et al. [1999] e de Parisoto et al. [2011] com valores de 17 e 18 dos 27
itens da escala NOS, respectivamente. O risco de viés obtido € o resultado da
analise por dois avaliadores tendo um coeficiente Kappa de 0,89, o que é e

interpretado como excelente nivel de concordancia [Landis e Koch, 1977].

Discusséo
O papel da imunidade mediada por anticorpos na céarie dentaria, seja em
adultos ou criancas, é um tema investigado por diversos autores e que até o

momento ndo apresenta resultados conclusivos. Nesta revisdo sistematica
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investigamos as possiveis relacdes entre a presenca de anticorpos anti-S. mutans
ou anti-S. sobrinus e a céarie da primeira infancia em pré-escolares. Entretanto
apesar da importancia do tema, apenas 4 artigos estavam de acordo com 0s
critérios de inclusédo definidos e foram selecionados para esta revisdo sistematica.
Destes artigos, apenas dois observaram uma relacdo entre os niveis de anticorpos
contra S. mutans e a carie da primeira infancia.[Parisoto et al. 2011, Colombo et al.
2016].

No estudo de Colombo et al. [2016] os autores observaram que criancas com
S-ECC tem niveis menores de anticorpos IgA contra o antigeno GbpB do S. mutans
guando comparado com criangas sem carie ou com ECC. O antigeno GbpB é uma
molécula que participa na interagdo entre as células e aos residuos de glucanos
presentes na superficie do dente. Portanto, anticorpos anti-GbpB podem interferir na
adesdo e permanéncia de S. mutans a superficie dental, e a reducao de anticorpos
anti-GbpB observada nesse estudo pode estar relacionada a gravidade da doenca.
Por outro lado, € importante observar que ha uma relacdo positiva entre os niveis de
anticorpos anti-S. mutans e a concentracdo de S. mutans. Isso é esperado uma vez
gue a producdo de anticorpos esta relacionada a concentracdo do antigeno dentro
de determinados limites. Este achado realca a importancia da observacdo da
reducdo dos niveis de anticorpos anti-GbpB em individuos com cérie severa. Por
isso, a realizacdo de estudos que investigassem se a reducdo dos niveis de
anticorpos anti-GbpB ocorre antes do aumento da severidade da céarie ou se € uma
consequéncia desse aumento na severidade sdo importantes. Caso a reducéo
ocorra antes, isto sugere que esses anticorpos fornecem uma protecao contra carie
severa.

Outro estudo que observou uma possivel relagdo entre os niveis de
anticorpos anti-S. mutans e a carie dentaria foi feito por Parisotto et al. [2011].
Nesse estudo longitudinal, os autores observaram que, ap6s um ano de
acompanhamento, os individuos sem carie produzem niveis maiores de anticorpos
contra peptideos derivados dos antigenos GbpB e Gtf do que individuos com carie
ativa. Em especial, que ha um aumento de anticorpos contra peptideos envolvidos
na atividade catalitica e de ligacdo a glucana da Gtf. Esse antigeno esta relacionado
com a formacdo de polissacarideos extracelulares solUveis e insoluveis, que séo
componentes fundamentais do biofilme [Giacaman, 2017]. Por outro lado, os
autores ndo observaram diferencas nos niveis de anticorpos anti-GbpB e anti-SBR
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do Ag I/ll de S. mutans, e anti-Gtf de S. sobrinus entre os individuos com cérie ou
sem céarie. Além disso, nesse estudo os autores dividiram 0s grupos somente em
criangas com e sem carie enquanto Colombo et al., 2016 estratificaram o0s
individuos com relacdo a gravidade da carie, 0 que ndo permite uma comparagao
mais precisa entre os dois estudos. De modo semelhante ao estudo de Parisotto et
al. [2011], seria importante a realizacdo de estudos longitudinais que permitissem a
avaliacdo do momento do surgimento dessas diferencas entre os niveis de
anticorpos contra antigenos de S. mutans. De uma forma geral, ambos estudos
sugerem que anticorpos contra antigenos/peptideos especificos tem um papel
protetor contra a carie dentaria. Portanto, esses resultados sugerem um papel
protetor dos anticorpos anti-S. mutans.

Além desses dois estudos que encontraram uma relagcdo entre os niveis de
anticorpos IgA anti-S. mutans e carie da primeira infancia, dois outros estudos
investigaram essa relacéo e ndo encontram nenhuma associacao significativa. Yang
et al. [2015] investigaram a relacdo entre os antigenos PAc e GLU dos S. mutans e
a carie precoce em criancas e nao observaram nenhuma corelacdo. Estes
antigenos tem sido relacionado com o processo inicial de aderéncia da bactéria com
a pelicula adquirida sobre a superficies dos dentes. PAc é um antigeno da
superficie celular dos S. mutans e GLU é um dominio ligante de glucano da
glicosiltransferase, sendo considerados um dos principais fatores de viruléncia dos
S. mutans [Zhang et al., 2002; Li et al., 2009]. Enquanto Naspitz et al. [1999] ndo
encontraram uma relagdo entre os niveis de IgA anti-S. mutans e cérie dentéria
precoce. Esse foi 0 Unico estudo que investigou anticorpos contra células de S.
mutans e ndo antigenos isolados. Provavelmente essa falta de relagdo entre os
niveis de IgAs especificos e a céarie da primeira infancia esta relacionado ao tipo de
antigeno analisado e sugere que a relagdo protetora mediada por anticorpos é
dependente do antigeno analisado, em especial aos antigenos Gbp e Gtf.

Com relacdo ao papel de anticorpos anti-S. sobrinus, ha apenas um estudo
gue investigou a relacdo entre esses anticorpos e a carie dentéria [Parisotto et al.,
2011]. Nesse estudo, ndo foi encontrada uma relagdo direta entre os niveis de
anticorpos IgA anti-S. sobrinus e a cérie dentaria precoce. Essa analise foi feita por
Western Blotting e nenhuma relacéo foi encontrada. Por outro lado, nesse mesmo
estudo os autores encontraram um aumento dos niveis de anticorpos anti-peptideo

16 derivado do antigeno Gtf | do S. sobrinus em individuos livres de carie, o que
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pode sugerir que a presenca desses anticorpos pode ter um papel protetor contra a
carie dentaria precoce.

Um resultado secundéario observado em todos os estudos selecionados € a
relacdo entre os niveis de IgA total na saliva e a carie precoce em criancas. Todos
0s estudos incluidos na revisdo sistematica, investigaram a relacdo entre os niveis
de anticorpos totais da classe IgA e a carie da primeira infancia. Dos quatro estudos
analisados, dois n&o observaram essa relagdo. Enquanto Yang et al. [2015]
observaram um maior nivel de IgA total em individuos com carie precoce severa.
Aparentemente esse maior nivel de anticorpos totais pode estar relacionado ao
maior nivel de S. mutans nesses individuos. Enquanto Parisotto et al. [2011]
observaram um nivel maior de anticorpos totais em individuos livres de céarie apés
um ano de acompanhamento. O que sugere que 0s niveis de anticorpos totais
podem estar relacionados com uma maior protecao contra a carie.

Com relacdo aos estudos incluidos nesta revisdo sistematica um aspecto
importante verificado a partir dos resultados foi o baixo risco de viés apresentado a
partir da escala NOS. Entretanto, é importante destacar algumas limitacdes gerais
gue impedem a generalizacdo dos resultados. Destaca-se principalmente a nédo
existéncia do célculo do tamanho da amostra dos estudos incluidos, assim como a
verificacdo do poder das analises estatisticas. Além disso, investigacdes incluidas
nesta revisdo sistematica foram realizadas com diferentes antigenos do S. mutans
(PAc, Glu, GtfB, GbpB, e a regido SBR do antigeno I/ll) e do S. sobrinus o antigeno
Gtf com seus isotipos Gtf-l e Gtf-S homdlogos ao GtfB e GtfC do S. mutans, devido
a essa diversidade de antigenos estudados por diferentes técnicas de deteccédo, nao
foi possivel a realizacdo do estudo meta-analitico.

Com relagé@o aos estudos excluidos da sintese qualitativa (Tabela 1) desta
revisdo, duas razdes foram determinantes: a faixa etaria, diferente do foco desta
revisdo e a metodologia de obtencéo da saliva a partir de estimulacao.

A escolha da faixa etaria segue o preconizado pela OMS que recomenda a
idade pré-escolar para o0 monitoramento da prevaléncia de carie e dos padrbes de
saude bucal [WHO, 1997; OLIVEIRA et al., 2008].

Ja o método de obtencdo da saliva pode influenciar as concentracoes
elementos salivares, portanto é indicado o uso de saliva ndo estimulada para
avaliacdo quantitativa dos niveis de IgA na saliva total a fim de que a concentracéo
de proteinas IgA permanece inalterada [Shifa et al., 2008].
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Deste modo em futuras investigacbes sugere-se que 0s desenhos
experimentais se preocupem com a distingdo clara dos grupos com e sem cérie,
incluindo a possibilidade de analise dos diferentes niveis de carie dentaria. Além
disso, que os estudos sejam preferencialmente longitudinais com anélise dos niveis
de anticorpos em diferentes tempos ao longo do estudo. E a andlise da resposta via
IgA contra principais antigenos de S. mutans e S. sobrinus, bem como as células
desses micro-organismos. Devem ser considerados também a forma de coleta das
amostras salivares para nao interferir no desfecho principal e aspectos estatisticos
como calculo do tamanho amostral e verificacdo do poder das analises devem ser

claramente expostos nos estudos.

Concluséo
Baseado nos resultados obtidos ndo podemos afirmar que os anticorpos tém
um papel no processo da carie dentaria em pré-escolares e que novos estudos

devem ser feitos para analisar essa questao.
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Registros identificados na pesquisa de
banco de dados (n=5279)

Registros obtidos apds remocéo de
duplicatas (n=2825)

|

Registros selecionados (n=21)

Artigos em texto completo
avaliados para elegibilidade (n=16)

[ Inclusao ] [Elegibilidade} [ Triagem ] [ Identificacao }

Estudos incluidos na sintese
qualitativa (n =4)
(Tabela 2)

42

Registros excluidos por duplicatas
(n=2454)

Registros excluidos pelo titulo e
resumo
(n=2804)

Artigos excluidos
Reviséo de literatura=2
N&o foi possivel obtencédo do texto
completo pela biblioteca e COMUT
Internacional=3

Artigos excluidos apos andlise de
texto completo, seguindo os critérios
de exclusédo (n=12)

(Tabela 1)

Figura 1: Fluxograma de selecdo dos estudos elegiveis a partir das citagc8es identificadas
[Moher D, Liberati A, Tetzlaff J, Altman DG, The PRISMA Group, 2009].
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Tabela 1. Descricdo dos estudos excluidos de acordo com os critérios de exclusdo propostos na

metodologia.

Autor (Ano)

Critérios de exclusao

EVERHART, D.L. et al., 1978

BOLTON, R. W. et al., 1982

EVERHART, D.L. et al., 1982

ALALUUSUA, S. et al., 1983
GAHNBERG, L. et al., 1985
TENOVUO, J. et al., 1987
AALTONEN, A. S. et. al., 1988
TENOVUQO, J. et al., 1990
FERNANDES, et al., 1997
YAZAKI, S.C. etal., 1999

KOGA-ITO C. Y. et al.,2004

OMAR, M. et al., 2011

- Nao foi esclarecido se a coleta de saliva foi nao
estimulada;
- |[dade de 3 a 7 anos.

- Coleta de saliva estimulada
- |dade de 3 a 14 anos.

- Nao f,o? utilizado como grupo controle criancas
sem carie;

- Idade de 2 a 5 anos.

- Idade de 1 a 4 anos

- Idade de 2 a 48 meses.

- Idade de 0,8 a 3 anos.

- Coleta de saliva estimulada.

- Idade de 0,8 a 3,8 anos.

- Idade de 3 a 34 meses.

- Coleta de saliva estimulada.

- Coleta de saliva estimulada;
- |[dade de 3 a 12 anos.

- Anticorpos anti-S.mutans ou anti-S.sobrinus ndo
analisados.
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Tabela 2. Caracteristicas dos estudos incluidos

Autor Amostra Métodos Resultados
Conclusbes Risco
de viés
NASPIT | 49 criancas | Estudo N&do ha diferencas | A falta de
Z et al.,|de 3 a 5| transversal; estatisticas nos | reconhecimento
1999 anos. ELISA (para | niveis de sIgA ou|do antigeno l| 17/
SC (n=20), | determinar o | IgA, IgG e IgM anti- | pelas criancas | 24
ECC total de slgA, | S.mutans entre os | sugere uma
(n=15), IgA, 1gG e IgM). | grupos com | imaturidade
S-ECC Western Blotting | diferentes imunoldgica.
(n=14). para experiéncias de
reconhecimento | carie dentéria.
dos antigenos
do S. mutans).
PARISO | 40 criancas | Estudo Os niveis de IgA | Os niveis de S.
TTO et|de 3 a 4| Longitudinal; aumentaram mutans e
al., 2011 | anos. Os niveis de IgA | significativamente Lactobacilos estdo | 18/
SC (n =|e IgA para anti-|em ambos o0s | associados com| 24
23), GbpB e SBR (Ag | grupos, mas foi| carie em pré-
CA (n =] I/ll) de antigenos | significativamente escolares e o
17). de S. mutans e | maior no grupo sem | sistema imune
Lesbes de | antigeno Gtf de | carie e o0s niveis | esta passando por
manchas S. sobrinus | IgA anti-GbpB, anti- | um processo
brancas GbpB e Gtf |SBR e anti-Gtf | importante de
foram foram medidos | maiores em SC no | maturacao. A
incluidas no | por Ensaio | acompanhamento resposta da IgA
escores de | Luminex de 1 ano. para epitopos de
caries. viruléncia podem
influenciar a
severidade da
doenca.
YANG 70 criangas | Estudo Os niveis de S.|Criangas com S-
et al,|de 3 a 4]transversal mutans, slgA total e | ECC tém niveis de | 23/
2015 anos. Os niveis de |slgA anti-PAc ou | IgA totais mais| 24
SC (n =] slgA e slgA anti- | anti-GLU do  S. | altos,
36), PAc e GLU do | mutans foram | provavelmente
CA (n=21|S. mutans) e | maiores no grupo | devido aos altos
ECC, n=13 | niveis de S.|S-ECC, porém a | niveis de S.
S-ECCQ). mutans por | slgA especifica ndo | mutans, sugerindo
ELISA e gPCR. | apresentou que esses
diferenca anticorpos nao
estatistica. séo efetivos
contra a carie
dentéria em pré-
escolares.
COLOM | 57 criancas | Estudo Os niveis de S.| Os niveis de IgA
BO et|lde 3 a 5| transversal; mutans foram | anti-GbpB  estéo
al., 2016 | anos. ELISA (niveis de | maiores no grupo | diretamente
SC (n=19), | IgA e IgA anti- | S-ECC. relacionados aos
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ECC GbpB); Nao ha diferencas | niveis de

(n=17), Western Blotting | estatisticas nos | Streptococcus de | 21/
S-ECC para niveis totais de IgA. | mutans, em| 24
(n=21). reconhecimento | Niveis  anti-GbpB | criancas com cérie
Subgrupos |do IgA anti- | maiores em SC | severa.

em relacdo | GbpB do S.|(HMS) e ECC|IgA anti-GbpB
aos niveis | mutans. (HMS) do que em | pode oferecer

de Cultura para | S-ECC (HMS). protecdo contra a
Streptococc | niveis de carie dentéria.

us orais: Streptococcus

SC(LMS), mutans.

ECC(LMS),

S-

ECC(LMS),

SC(HMS),

ECC(HMS),

S-

ECC(HMS).

Legenda: SC (sem carie); CA (Cérie ativa); ECC (cérie da primeira infancia); S-ECC (carie severa da
primeira infancia); LMS (baixo nivel de S. Mutans); HMS (altos niveis de S. Mutans) ; Gft
(glicosiltransferase); PAc (proteina de adesédo celular); Gbp (proteina ligante de glucano); sigA
(imunoglobulina A secretora); IgA, 1gG, IgM (imunoglobulinas A, G e M); gPCR (PCR em tempo real).
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APENDICE A
PROTOCOLO PROSPERO

REVIEW TITLE AND TIMESCALE
1. Review title
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Influence of anti-Streptococcus mutans and anti-Streptococcus sobrinus antibodies
in the development of dental caries in children: a systematic review

2. Original language

Influéncia dos anticorpos anti-Streptococcus mutans e anti-Streptococcus sobrinus
no desenvolvimento da carie em criancas: uma revisao sistematica

3. Anticipated or actual start date
15/02/17

4. Anticipated completion date
31/12/17

5. Stage of review at time of this submission

Review stage

Preliminary searches

Piloting of the study selection process

Formal screening of search results against eligibility criteria
Data extraction

Risk of bias (quality) assessment

Data analysis

REVIEW TEAM DETAILS
6. Named contact
Emerson José Venancio

7. Named contact email
emersonj@uel.br

8. Named contact address

Started Completed

No No
No No
No No
No No
No No
No No

Universidade Estadual de Londrina Departamento de Ciéncias Patoldgicas. Rodovia
Celso Garcia Cid | Pr 445 Km 380 | Campus Universitario Cx. Postal 10.011 | CEP

86.057-970 | Londrina — PR.
9. Named contact phone number
+55 43 33715736


mailto:emersonj@uel.br
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10. Organisational affiliation of the review
Universidade Estadual de Londrina
www.uel.br

11. Review team members and their organisational affiliations
Dr. Emerson Venancio - Universidade Estadual de Londrina

Dra Carla Cristiane Silva - Universidade Estadual do Norte do Parana
Dra Solange de Paula Ramos - Universidade Estadual de Londrina
Rosario Mamani Barri - Universidade Estadual de Londrina

Ana Claudia Poletto - Universidade Estadual de Londrina

Paola Singi - Universidade Estadual de Londrina

12. Funding sources/sponsors
Barri, R.M., Poletto, A.C., Singi P. have scholarships from Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Brazil.

13. Conflicts of interest
There are no conflicts of interest

14. Collaborators
Not applicable

REVIEW METHODS

15. Review question(s)

Do anti-Streptococcus mutans or anti-Streptococcus sobrinus antibodies influence
the origin and development of dental caries in children?

16. Searches

The following electronic bibliographic databases will be searched: MEDLINE,
Embase, LILACS (Latin American and Caribbean Health Science Literature
Database), SciELO (Scientific Electronic Library Online), Web of Science, Scopus,
and the Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL). The strategy will
specify each of the electronic databases.

There will not be any restrictions on date or language for the published papers. In
addition, forward citations and reference lists of the retrieved papers will be scanned.
The search strategy will be formulated with the following keywords and synonyms:
Preschool Children (population); Streptococcus (intervention); Immunoglobulin,
Immune Globulins, antibody (intervention).


http://www.uel.br/
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Articles in more than one database will only be considered once. Only original
studies will be included in the review. Case reports, case series, review articles, and
opinion articles will be excluded.

17. URL to search strategy
Not applicable

18. Condition or domain being studied

Dental caries is a public health problem. Recent studies define dental caries
as a multifactorial disease, and a biofilm sucrose-dependent dysbiosis developed by
the frequent consumption of foods rich in sugars (RUDNEY et al., 2015 and
SHEIHAM et al.,, 2015). Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus are
closely related to dental caries. S. mutans is the main etiological agent of dental
caries. It produces lactic acid from sucrose, is able to tolerate a low pH, and has
adhesions that allow its attachment to the dental surface (RUDNEY et al., 2015). Its
main virulence factors are the I/l antigen, glycosyltransferases and glucan-binding
proteins. These antigens are directly related to the ability to adhere to tooth surfaces
by structuring the dental biofilm (COLOMBO et al., 2016).

The presence of S. sobrinus is related to the severity and progression of
dental caries and has similar virulence factors to S. mutans. It synthesizes
glycosyltransferases for the generation of soluble and water insoluble glucans
(KALESINSKAS et al., 2014). It also presents adhesions such as Spa or Pag, which
have sequences homologous to the glucan-binding proteins of S. mutans
(SHANMUGAM et al., 2013). It is recognized that the role of antibodies against
Streptococcus antigens in the development of dental caries is complex. Such
relationships have been investigated; however, there are contradictory results.

19. Participants/population

This review will include studies with healthy preschool children who are not
taking antimicrobials, immunosuppressive drugs, or drugs which have a known effect
on the frequency of dental caries in children, or on bacteria or the immunity of the
participants, including vaccines.

20. Intervention(s), exposure(s)
The levels of anti-S. mutans and/or anti-S sobrinus antibodies in the saliva of
preschool children with dental caries will be analyzed.
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21. Comparator(s)/control

The levels of anti-S. mutans and/or anti-S sobrinus antibodies in the saliva of
pre-school children with dental caries will be compared with the levels of these same
antibodies present in the saliva of preschool children without dental caries.

22. Types of study to be included

In this revision any type of study that allows comparisons between levels of
anti-S. mutans or anti-S. sobrinus antibodies in saliva from preschool children with or
without dental caries will be included.

23. Context

Studies that investigate healthy preschool children who do not use drugs that
influence the microbiota, immune system, or dental caries will be included. Studies
that investigate levels of salivary anti-S. mutans or anti-S. sobrinus antibodies in
preschool children with dental caries or with no dental caries will be included.

24. Primary outcome(s)
Verify the possible influence of specific anti-S. mutans or anti-S. sobrinus
antibodies on dental caries frequency in preschool children.

25. Secondary outcomes
Not applicable.

26. Data extraction (selection and coding)

To begin with, all titles found in the databases will be organized such that
duplicate titles can be removed. Next, the titles and abstracts will be reviewed and
clearly ineligible studies discarded. The remaining titles will be retained for the
second round when the full text of the papers will be obtained for further review and
judgment on their inclusion in the review. Both these review stages will be
independently performed by two researchers. In cases of disagreement, remaining
members of the review team will discuss the inclusion or not of the manuscript. The
EndNote reference management program will be used during this process.

27. Risk of bias (quality) assessment

The quality of papers will be evaluated by two independent researchers, using
a modified version of the Newcastle Ottawa Scale (NOS), previously used by Perera
et al. (2015). This scale was chosen as it is expected that the majority of included
papers will have a cross-sectional design. In this version, the scale contains four
domains of risk assessments that measure selection bias (methods of participant
selection), performance bias (how the researchers dealt with confounders), detection
bias (statistical approach), and information bias (assessments of exposure and
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outcomes). In each domain the scale measures the likelihood of bias with scores
ranging from O (high risk of bias) to 3 (low risk of bias). Additionally, for studies with
an acute design (pre and post exercise), the quality of papers will be evaluated using
the “Quality Assessment Tool for Before-After (Pre-Post) Studies With No Control
Group” scale.

The risk of bias for each of the studies will be evaluated by two independent authors
and each study assigned a score according to the criteria. In cases of disagreement,
remaining members of the review team will discuss the inclusion or not of the paper.
The Kappa coefficient will be applied to measure agreement between the
researchers.

28. Strategy for data synthesis

A data collection form will be used to obtain the following data: authors, aim,
design, participants’ characteristics, methods to measure outcomes and exposures,
confounders and how the studies dealt with them, statistical approach, and main
results. Descriptive tables will be used to summarize the results of individual papers
and, where possible, data will be pooled using appropriate quantitative analysis
techniques, however if this is not possible, a narrative summary of the data will be
performed.

29. Analysis of subgroups or subsets

The group of pre-school children with dental caries will be subdivided into pre-
school children with active dental caries and pre-school children with a history of
dental caries. Data from the pre-school children with dental caries group and the
subgroups will be analyzed individually and compared with the group of preschool
children without dental caries.

REVIEW GENERAL INFORMATION
30. Type and method of review
Select the type of review from the drop down list.

31. Language
English

32. Country
Brazil



58

33. Other registration details
Not applicable

34. Reference and/or URL for published protocol
Not applicable

| give permission for this file to be made publicly available
Yes

35. Dissemination plans
Yes

36. Keywords
Dental Caries, preschool children, Streptococcus, humoral immunity, specific

antibodies

37. Details of any existing review of the same topic by the same authors
Not applicable

38. Current review status
Not started

39. Any additional information
Not applicable

40. Details of final report/publication(s)
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ANEXO 1

Adapted version of a modified Newcastle-Ottawa Scale for a single use in a
specific

Context
Modified Newcastle-Ottawa Scale

Legend

Escore

0= Definitely No (high risk of bias)
1= Mostly No

2= Mostly Yes

3= Definitely Yes (low risk of bias)

| Domain of evaluation: Methods for selecting study participants (i.e. Selection Bias) |

Is the source population (cases, controls, cohorts) appropriate and
representative of the population of interest?

0 1 2 3
(high risk of bias) (low risk of
bias)

Example of low risk of bias: A consecutive sample or random selection from a
population that is representative of the condition under study.

Example of moderate risk of bias: A consecutive sample or random selection from a
population that is not highly representative of the outcome of interest.

Example of high risk of bias: The source population cannot be defined or
enumerated (i.e. volunteering or self-recruitment).

\ Domain of evaluation: Methods to control for confounding (i.e. Performance Bias) ]

Is the sample size sufficient and is there sufficient power to detect a
meaningful difference in the outcome of interest?

0 1 2 3
(high risk of bias) (low risk of
bias)
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Example of low risk of bias: Sample size was adequate and there was sufficient
power to detect a difference in the outcome.

Example of high risk of bias: Sample size was small and there was not enough
power to test the outcome of interest.

Did the study adjust for any variables or confounders that may influence the
outcome?

0 1 2 3
(high risk of bias) (low risk of bias)

Example of low risk of bias: The study identified and adjusted for all possible
confounders that may influence the estimates of association between exposure and
outcome.

Examples of moderate risk bias: The study identified and reported possible variables
that may influence the outcome but did not statistically explore their influence.

Example of high risk of bias: The study either did not report any variables of
influence or acknowledge any variables of influence when it was clear they were
present.

| Domain of evaluation: Statistical methods (i.e. Detection Bias)

Did the study use appropriate statistical analysis methods relative to the
outcome of interest?

0 1 2 3
(high risk of bias) (low risk of bias)

Example of low risk of bias: The study reported use of appropriate statistical analysis
as required.

Examples of moderate risk bias: The study used either correct statistical methods
but did not report them well, or used the incorrect methods but reported them in
detail.

Example of high risk of bias: The study did not use appropriate statistical analysis as
required.

Is there little missing data and did the study handle it accordingly?

0 1 2 3
(high risk of bias) (low risk of bias)

Example of low risk of bias: The study acknowledged missing data to be less than
10% and specified the method of handling it.
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Examples of moderate risk bias: The study either had greater than 15% of missing
data but they specified the method used to handle it.

Example of high risk of bias: The study had greater than 15% of missing data and
did
not handle it at all.

Domain of evaluation: Methods of measuring outcome variables (i.e. Information
bias)

Is the methodology of the outcome measurement explicitly stated and is it
appropriate?

0 1 2 3
(high risk of bias) (low risk of
bias)

Example of low risk of bias: The study provides a detailed description of the outcome
measure(s) which are appropriate for the outcome of interest.

Examples of moderate risk bias: The study provides a somewhat complete
description of outcome measurements that are justified.

Example of high risk of bias: The study provides limited information on the methods
of measuring the outcome and the measure is not appropriate considering the
outcome.

Is there an objective assessment of the outcome of interest?

Example of low risk of bias: The study used objective methods to discern the
outcome status of participants (i.e. laboratory measurements, medical records)

Examples of moderate risk bias: The study relied on subjective data as the primary
method to discern the outcome status of participants (i.e. self-report)

Example of high risk of bias: The study had limited reporting about assessment of
outcomes.

| Domain of evaluation: Subject Follow-up

Was the follow-up sufficiently long enough for the outcome to occur?

0 1 2 3
(high risk of bias) (low risk of bias)

Was there minimal loss to follow-up and are subjects lost to follow-up unlikely
to introduce bias?



63

0 1 2 3
(high risk of bias) (low risk of bias)

Example of low risk of bias: Follow-up was completed for all, or nearly all subjects,
and reasons for losses to follow-up were well documented.

Example of moderate risk of bias: Losses to follow-up are not excessive, and
reasons for losses to follow-up are well documented and mostly unrelated to the
outcome.

Example of high risk of bias: Significant loss to follow-up, reasons for losses to
followup not reported, suspect that reasons for dropouts are related to the outcome.




ANEXO 2

QUESTIONARIO: Modified Newcastle-Ottawa Scale

Escore

0= Definitely No (high risk of bias)

1= Mostly No

2= Mostly Yes

3= Definitely Yes (low risk of bias)

PARTICIPANTE 1
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Domain of Evaluation

Colombo,
et al.,2016

Naspitz,
et al., 1999

Parisotto,
etal., 2011

Yang et
al., 2015

Is the source population (cases, controls,
cohorts) appropriate and representative of
the population of interest?

Is the sample size sufficient and is there
sufficient power to detect a meaningful
difference in the outcome of interest?

Did the study adjust for any variables or
confounders that may influence the
outcome?

Did the study use appropriate statistical
analysis methods relative to the outcome
of interest?

Is there little missing data and did the
study handle it accordingly?

Is the methodology of the outcome
measurement explicitly stated and is it
appropriate?

Is there an objective assessment of the
outcome of interest?

Was the follow-up sufficiently long enough
for the outcome to occur?

Was there minimal loss to follow-up and
are subjects lost to follow-up unlikely to
introduce bias?
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Domain of Evaluation

Colombo,
et al.,2016

Naspitz,
et al.,1999

Parisotto, et
al., 2011

Yang, et
al.,2015

Is the source population (cases, controls,
cohorts) appropriate and representative
of the population of interest?

Is the sample size sufficient and is there
sufficient power to detect a meaningful
difference in the outcome of interest?

Did the study adjust for any variables or
confounders that may influence the
outcome?

Did the study use appropriate statistical
analysis methods relative to the outcome
of interest?

Is there little missing data and did the
study handle it accordingly?

Is the methodology of the outcome
measurement explicitly stated and is it
appropriate?

Is there an objective assessment of the
outcome of interest?

Was the follow-up sufficiently long enough
for the outcome to occur?

Was there minimal loss to follow-up and
are subjects lost to follow-up unlikely to
introduce bias?




66

ANEXO 3
Normas para publicacéo na revista Caries Research

Aims and Scope

'Caries Research' is an international journal, the aim of which is to promote research in dental caries
and related fields through publication of original research and critical evaluation of research findings.
The journal will publish papers on the aetiology, pathogenesis, prevention and clinical control or
management of dental caries. Papers on health outcomes related to dental caries are also of interest,
as are papers on other disorders of dental hard tissues, such as dental erosion. Aspects of caries
beyond the stage where the pulp ceases to be vital are outside the scope of the journal. The journal
reviews papers dealing with natural products and other bacterial inhibitors against specific criteria,
details of which are available from the Editor.

Submission

Manuscripts written in English should be submitted online.Should you experience problems with your
submission, please contact Prof. David Beighton(Editor-in-Chef, Caries Research) Department of
Microbiology The Henry Wellcome Laboratories for Microbiology and Salivary Research, KCL Dental
Institute, Floor 17, Guys Tower London Bridge SE1 O9RT (UK). Tel.+442071887465
Fax+442071887466 cre@karger.com

During the online submission you will be asked to list complete mailing addresses, including e-mail
addresses of three potential reviewers for your manuscript.

Copies of any 'in press' papers cited in the manuscript must accompany the submission. Manuscripts
reporting on clinical trials must be accompanied by the CONSORT checklist (see below).

Plagiarism Policy

Whether intentional or not, plagiarism is a serious violation. We define plagiarism as a case in which a
paper reproduces another work with at least 25% similarity and without citation. If evidence of
plagiarism is found before/after acceptance or after publication of the paper, the author will be offered
a chance for rebuttal. If the arguments are not found to be satisfactory, the manuscript will be
retracted and the author sanctioned from publishing papers for a period to be determined by the
responsible Editor(s).

Conditions

All manuscripts are subject to editorial review. Manuscripts are received with the explicit
understanding that the data they contain have not previously been published (in any language) and
that they are not under simultaneous consideration by any other publication.

Submission of an article for publication implies the transfer of the copyright from the author to the
publisher upon acceptance. Accepted papers become the property of Caries Research and may not
be reproduced by any means, in whole or in part, without the written consent of the publisher.

For legal reasons, we must receive your ‘Submission Statement' with your original (hand-written)
signature. Please download, print, sign and either fax or scan it to make it legally binding.

It is the author's responsibility to obtain permission to reproduce illustrations, tables, etc., from other
publications. Authors of papers describing research on human subjects are required to state that they
have adhered to the Declaration of Helsinki.
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Types of Papers

Original papers or Short Communications are reports of original work (including systematic reviews
and meta-analyses). Both have the structure outlined below but for Short Communications the
abstract should be less than 100 words and the manuscript should not exceed 3 printed pages,
equivalent to about 9 manuscript pages (including tables, illustrations and references).

Reviews can have a freer format but should nevertheless commence with a Title page, an Abstract
and an Introduction defining the scope. Reviews are not subject to page charges.

Current topics are concise articles that present critical discussion of a topic of current interest, or a
fresh look at a problem, and should aim to stimulate discussion.

Letters to the Editor, commenting on recent papers in the journal, are published occasionally, together
with a response from the authors of the paper concerned.

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;

e 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;

o 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 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).
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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 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
micrographs should be provided to show part of the experimental lesion and the adjacent control (e.qg.
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.
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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.

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:
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.

e Figures with a screen background should not be submitted.

e 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 960.00 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 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.
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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.

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 DOI humbers: Theoharides
TC, Boucher W, Spear K: Serum interleukin-6 reflects
disease severity and osteoporosis in mastocytosis
patients. Int Arch Allergy Immunol DOl:
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.

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

Supplementary Material

Multimedia files and other supplementary files, directly relevant but not essential to the conclusions of
a paper, enhance the online version of a publication and increase its visibility on the web. These files
will undergo editorial review. The Editors reserve the right to limit the scope and length of the
supplementary material. Multimedia and supplementary material should meet production quality
standards for publication without the need for any modification or editing. Files should not exceed
10 MB in size. Figures and tables need to have titles and legends, and all files should be supplied
separately and labeled clearly. All supplementary material should be referred to in the main text. A
DOl number will be assigned to supplementary material and it will be hosted online
at https://karger.figshare.com under a CC BY license. Authors will be charged a processing fee of
CHF 250.00 for supplementary material.
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Digital Object Identifier (DOI)

S. Karger Publishers supports DOIs as unique identifiers for articles. A DOI humber will be printed on
the title page of each article. DOIs 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

Self-Archiving/Green Open Access

Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-peer review) or post-prints (i.e. accepted
manuscript after peer review but before production) on their personal or their institution’s internal
website. In addition, authors may post their accepted manuscripts in public Open Access repositories
and scientific networks (e.g. ResearchGate or Mendeley) no earlier than 12 months following
publication of the final version of their article. For all self-archiving, the posted manuscripts must:

e Be used for noncommercial purposes only
e Be linked to the final version on www.karger.com
e Include the following statement:

‘This is the peer-reviewed but unedited manuscript version of the following article: [insert full citation,
e.g. Cytogenet Genome Res 2014;142:227-238 (DOI: 10.1159/000361001)]. The final, published
version is available at http://www.karger.com/?doi=[insert DOl number].

It is the author’s responsibility to fulfill these requirements.

For papers published online first with a DOl number only, full citation details must be added as soon
as the paper is published in its final version. This is important to ensure that citations can be credited
to the article. Manuscripts to be archived in PubMed Central due to funding requirements will be
submitted by Karger on the author’s behalf [see Funding Organizations (NIH etc.)]. For self-archiving
Author's Choice™ (Gold Open Access) articles, see Author's Choice™.

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. The final, published version of the article may be
posted at any time and in any repository or on other websites, in accordance with the relevant
Creative Commons license. Reposted Open Access articles must:

e Follow the terms of the relevant Creative Commons license
e Be linked to the final version on www.karger.com
e Include the following statement:

The final, published version of this article is available at http://www.karger.com/?doi=[insert DOI
number]. It is the author’s responsibility to fulfill these requirements. For papers published online first
with a DOI number only, full citation details must be added as soon as the paper is published in its
final version. This is important to ensure that citations can be credited to the article.

Funding Organizations (NIH etc.)

The U.S. National Institutes of Health (NIH) Public Access Policy mandates that accepted, peer-
reviewed manuscripts are archived in its digital database, PubMed Central (PMC), within 12 months
of the official publication date. As a service to authors, Karger submits NIH-funded articles to PMC on
behalf of the authors immediately upon publication. The NIH assigns a PMCID within approximately 1
month and the manuscript will appear in PMC after a 12-month embargo. For authors making their
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paper Open Access through Author's Choice™, the embargo will be overridden, thereby accelerating
the accessibility of the article. Karger also complies with other funders’ requirements (including
Wellcome Trust and RCUK) for submission to PMC. Authors should include information on their grant
in the Acknowledgements section of their papers.

Page Charges

There are no page charges for papers of six 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 six printed
pages. The allotted size of a paper is equal to approximately 18 double-spaced typescript pages
(including tables, illustrations and references).

Proofs

Unless indicated otherwise, proofs are sent to the first-named author and should be returned with the
least possible delay. Alterations other than the correction of printer's errors are charged to the author.
No page proofs are supplied to the author.

Reprints
Order forms and a price list are sent with the proofs. Orders submitted after this issue is printed are
subject to considerably higher prices.



