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Nudi RS. Estudo exploratorio dos efeitos das terapias com eletroestimulacéo
neuromuscular e dispositivos biomecéanicos intraoral na saliva em pacientes com
sindrome de Down e apneia obstrutiva do sono [dissertacdo]. S&o José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

RESUMO

Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos das terapias com eletroestimulacao
neuromuscular e dispositivos biomecanicos intraorais sobre as propriedades fisico-
quimica e microbiolégica da saliva em pacientes com sindrome de Down (SD) e
apneia obstrutiva do sono (AOS). Ainda investigamos a morfologia das glandulas
salivares maiores: parétidas, submandibulares e sublinguais para verificar possiveis
desordens estruturais nesses individuos. Vinte e trés pacientes adultos com SD e
AOS, com idade entre 18 e 31 anos, de ambos os géneros, foram convidados para
participar deste estudo. Dentre esses pacientes, 18 concluiram as terapias propostas
e foram divididos em trés grupos: EENMs (n=7; terapia com eletroestimulagcéo
neuromuscular de superficie), DMus (n=4; terapia com dispositivo mastigatorio com
hiperboloide) e AlOm (n=7; terapia com aparelho intraoral de avanco mandibular). A
EENMs foi aplicada sobre os musculos masseter (por¢cdo superficial) e temporal
(porgéo anterior), em ambos os lados. O DMus foi posicionado entre as faces oclusais
dos dentes posteriores e o0 paciente mordeu suas pontas ativas com hiperboloide. O
AlOm foi utilizado somente no periodo de sono. Esse aparelho foi ativado lentamente,
de 0,5 mm a 1,0 mm a cada 1 ou 2 semanas, respeitando as limita¢des fisioldgicas do
paciente. Todas as terapias foram realizadas durante 2 meses consecutivos. Antes e
apos as terapias propostas, testes de saliva foram realizados, incluindo taxa de fluxo
salivar (TFS), valor de pH, capacidade tampéao (CT), cortisol salivar matinal (CSmatinar)
e noturno (CSnoturno) € identificacdo de Pseudomonas aeruginosas (P. aeruginosas). A
seguir, a morfologia das glandulas salivares maiores, foram investigadas através do
exame de ultrassonografia. Na andlise estatistica, teste de Wilcoxon (signed-rank test)
para analise de correlacdo e teste de Kruskal-Wallis com o teste de Dunn para
comparagdes multiplas ndo paramétricas foram feitos. O nivel de significancia foi de
p < 0,05. Embora a TFS tenha permanecido reduzida, a producao de saliva aumentou
em todas as terapias. A TFS mostrou diferenca estatistica apenas no AIOm
(p<0,0225). Houve diferenca estatistica no valor de pH apenas no EENMs (p <
0,0346). Nenhuma diferenca estatistica no CT foi encontrada; entretanto, os valores
de normalidade foram alcancados (valores de limitrofe para normal) em 50% para
DMus e em 29% para EENMs e AIOm. Os valores normais de CSn n&o foram afetados,
embora os niveis de CSn tenham aumentado estatisticamente na EENM (p < 0,0360)
e entre as terapias EENM e AIOm (p < 0,0058). Nenhuma espécie de P. aeruginosa
foi identificada em nossos pacientes antes das terapias. Neste estudo, pudemos
concluir que a reducao de fluxo salivar permaneceu nos pacientes com SD e AOS
ap0s as terapias propostas; entretanto, o AIOm seguido do DMus mitigaram a
severidade dessa alteracdo. A EENMs teve melhor desempenho em relacédo a
gualidade da saliva quando comparado com as demais terapias. Dentre as terapias,
0s pacientes tratados com AIOm mostraram alta susceptibilidade ao estresse no
periodo noturno. Nenhum paciente tinha risco de pneumonia por aspiracdo, antes das
terapias. Nenhuma anomalia congénita de glandulas salivares maiores foi
evidenciada, todavia alteragbes adquiridas foram observadas em alguns pacientes



com SD e AOS.

Palavras-chave: sindrome de Down; saliva; terapia por estimulacéo elétrica; apneia
obstrutiva do sono; aparelhos ativadores; hipotonia muscular.



Nudi RS. Exploratory study of the effects of therapies with neuromuscular
electrostimulation and intraoral biomechanical devices on saliva in patients with Down
syndrome and obstructive sleep apnea [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Séao
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

This study aims to evaluate the effects of neuromuscular electrostimulation therapies
and intraoral biomechanical devices on the physicochemical and microbiological
properties of saliva in patients with Down syndrome (DS) and obstructive sleep apnea
(OSA). In addition, we investigated the major salivary glands’ morphology: the glands
of parotid, submandibular and sublingual to verify possible structural disorders in these
individuals. Twenty-three adult patients with DS and OSA, with age range from 18 to
31 years old, of both genders, were invited to participate in this study. Among these
patients, 18 patients completed the proposed therapies, and they were divided into
three groups of therapy: sNME (n=7; therapy with surface neuromuscular
electrostimulation), MDug (n=4; therapy with masticatory device with hyperboloid) and
mIOA (n= 7; therapy with mandibular advancement intraoral appliance). The SNME
was applied on the masseter (superficial portion) and temporal (anterior portion)
muscles on both the sides. The MDng was positioned between the occlusal surfaces

of the posterior teeth and the patient bit the active tips with hyperboloid. The mIOA was
used only during the sleep. This appliance was activated slowly, from 0.5 mm to 1.0
mm per 1 to 2 weeks, respecting the patient's physiological limitations. All therapies
were performed for 2 consecutive months. Before and after the proposed therapies,
saliva tests were done, including salivary flow rate (SFR), pH value, buffering capacity
(BC), morning (momingSC) and night (higntSC) salivary cortisol, and identification of
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Furthermore, the major salivary glands’
morphology, were investigated by means of ultrasound examination. For statistical
analysis, Wilcoxon signed-rank test for correlation analysis and Kruskal-Wallis test with
Dunn's test for nonparametric multiple comparisons were done. The level of
significance was p < 0.05. Although SFR remained reduced, the saliva production
increased in all therapies. The SFR showed a statistical difference only in the mIOA
(p<0.0225). Despite the few variations in the pH value, there was a statistical difference
only in the SNME (p<0.0346). No statistical difference was found in BC; however, the
normality values were reached (borderline to normal values) in 50% for MDng and in
29% for sSNME and mIOA. The normal values of nSC were not affected, even though
the nSC levels have increased statistically in NMES (p < 0.0360) and between the
NMES and mIOA therapies (p <0.0058). No P. aeruginosa species was identified in
our patients before the therapies. In this study, we concluded that the reduction in
salivary flow remained in DS patients with DS and OSA after the proposed therapies;
however, mIOA followed by MDug mitigated the severity of this alteration. sSNME
showed better performance in relation to saliva quality when compared to other
therapies. Among the therapies, patients treated with mIOA showed high susceptibility
to stress, particularly at night. No patient had risk of aspiration pneumonia before the
therapies. No congenital anomalies of major salivary glands were evidenced, but
acquired alterations were observed in some patients with DS and OSA.



Keywords: Down syndrome; saliva; electric stimulation therapy; sleep apnea; activator
appliances; muscle hypotonia.
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1 INTRODUCAO

A sindrome de Down (SD), causada por uma coOpia extra do cromossomo 21
(Trisomy for human chromosome 21, Hsa21), é uma condi¢édo de aneuploidia humana
com grande variabilidade no nivel de penetrancia (Bermudez et al., 2015; Contaldo
et al., 2021). Os principais aspectos fenotipicos sdo deficiéncia intelectual em graus
variaveis, baixa estatura, hipotonia muscular generalizada, dismorfia craniofacial,
cardiopatias congénitas, principalmente defeitos septais e déficit do sistema imune
(Davidovich et al., 2010; Domingues et al., 2017). Outras comorbidades podem estar
associadas com essa condi¢do, tais como: problemas gastrointestinais, urogenital
(criptorquidismo e hipospadias), além de diminuicdo da funcdo &udio-sensorial,
distarbios respiratérios incluindo apneia obstrutiva do sono (AOS), disfuncéo
tireoidiana, leucemia, neuropatia, conduzindo a deméncia como a doenca de

Alzheimer, dentre outras (Bermudez te al., 2015; Duarte et al., 2015).

Algumas alteracBes do sistema estomatognético estdo associadas com SD,
incluindo doencas periodontais (60 a 100% dos casos), fissuras na superficie dos
labios (Siqueira et al., 2004) associados com respiracao bucal, bruxismo, anomalias
dentarias, malocluséo, disfuncdo temporomandibular, comissura labial com angulo
descendente, eversao do labio inferior e, em particular, boca seca ou xerostomia,
alteracOes craniofaciais e macroglossia relativa (Komatsu et al., 2013; Schwertner et
al., 2016).

Embora ndo seja uma manifestacdo reconhecida da SD, a agenesia ou
hipoplasia de glandulas salivares maiores, destacando particularmente as glandulas
parétida e submandibular, podem ser encontradas (Odeh et al., 2013; Odeh et al.,
2017). Isto pode resultar em expressivas alteracdes das estruturas glandulares e das
propriedades fisico-quimicas da secrecdo salivar nesses individuos. Estudos
descrevem que as glandulas parétida, submandibular e sublingual produzem saliva
dos tipos serosa, sero-mucosa e mucosa respectivamente (Chadi et al., 2017; Odeh
et al., 2013 ). Cabe destacar que saliva serosa € essencial no paladar e na degluticéo
bem como a saliva mucosa age como lubrificante, auxiliando no conforto oral (Chadi

et al.,, 2017; Davidovich et al., 2010). As glandulas salivares humanas sao
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desenvolvidas morfologicamente na vida intrauterina, sendo as glandulas paroétidas
de 42 a 62 semanas, as glandulas submandibulares 62 semana e as glandulas
sublingual e glandulas menores de 82 a 122 semanas de vida embrionéria (Nanci,
2008). Seus crescimentos continuam ocorrendo durante a infancia devido a
proliferacéo de células parenquimatosas. Em geral, o processo de maturacdo é mais
lento em individuos com SD quando comparado com individuos sem sindrome
(Siqueira et al., 2007).

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos das terapias com
eletroestimulacdo neuromuscular e dispositivos biomecanicos intraorais sobre as
propriedades fisico-quimicas e microbioldgica da saliva em pacientes com SD e AOS.
Além disso, investigamos os aspectos morfolégicos das glandulas salivares maiores

para diagnosticar possiveis desordens estruturais nesses individuos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sindrome de Down: Condi¢Bes Gerais

A sindrome de Down (SD) é o distarbio genémico mais comum da deficiéncia
intelectual e é causada pela trissomia do cromossomo 21 do Homo sapiens (HSA21),
com prevaléncia estimada entre 1:800 a 1:110 nascimentos. Esta condig&o foi descrita
em 1866 por John Longden Hayden Down. O fendtipo da SD envolve manifestacbes
que afetam mudltiplos sistemas corporais, em especial o0s sistemas
musculoesquelético, neurolégico e cardiovascular. Individuos com SD comumente
apresentam baixa estatura, hipotonia muscular, instabilidade atlantoaxial, densidade
neuronal reduzida, hipoplasia cerebelar, deficiéncia intelectual e defeitos cardiacos
congénitos. Outras manifestacdes incluem hipotireoidismo, doencas autoimunes,
apneia obstrutiva do sono, epilepsia, problemas de audicdo e visdo, disturbios
hematoldgicos (incluindo leucemia), desordem do sistema imune, infec¢des
recorrentes, disturbios de ansiedade e doenca de Alzheimer de inicio precoce
(Antonarakis et al., 2020; Gomes et al., 2020; Lagan et al., 2020 ; Ram, Chinen, 2011,
Scalioni et al., 2017).

No tocante as desordens orais na SD, as manifestacdes clinicas encontradas
sdo malformacdes do palato e atresia maxilar, respiracdo bucal, agenesia dentaria,
hipossalivacdo, doencas periodontais, Ulceras mucosas, candidiase, mordida aberta,
degluticdo atipica e baixo indice de céarie (Gomes et al., 2020; Goud et al., 2021,
Scalioni et al., 2017).

Cosiderando as desordens envolvidas em nossos estudos, destacamos a
hipotonia muscular e apneia obstrutiva do sono. A hipotonia muscular € uma das
principais caracteristicas em individuos com SD e podem afetar qualquer masculo do
corpo, apresentando a perda ou reducdo do tbnus muscular das vias aéreas
superiores, incluindo a orofaringe, faringe, hipofaringe e musculos da base da lingua
que podem levar a obstrucdo parcial / total, causando a apnéia obstrutivo do sono
(Giannasi et al., 2019).

A apneia obstrutiva do sono (AOS) é caracterizada por reducdes periddicas no
fluxo de ar, hipoxemia e hipercapnia, que afetam até 80% das criancas com SD, em
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oposicao a apenas 2% a 5% do geral da populacao pediatrica. Embora a obesidade e
a hipertrofia tonsilar sejam fatores de risco para o desenvolvimento de AOS, nao é
possivel afirmar que haja essa relacdo devido ao pequeno nimero de amostragem
em estudos realizados a respeito desse assunto (Chamseddin et al., 2019).

Em relacéo a SD, existe alto risco para desenvolver AOS (Gomes et al., 2020).
Estima-se que a prevaléncia de AOS na crianca ocorre em torno de 50-100% (5-9
anos de idade), aumentando para 100% dos casos na idade adulta (Morita, 2018).
Maris et al. (2016) descreveu em seus estudos que criangas com SD (n=120) tiveram
AOS (66%) e cerca da metade delas apresentavam AOS severa. Além disso, 0s
autores descobriram que 53% das criancas sem sintomas de ronco e AOS foram
diagnosticadas com AOS apés a PSG. Ademais, fatores de risco para AOS como
amigdalas e adenoides de tamanho aumentado ou obesidade ndo foram associados
ao desenvolvimento da AOS.

Para o tratamento da AOS na SD tem sido utilizado o CPAP (Continuous
Positive Airway Pressure) bem como cirurgias orofaciais e aparelhos intraorais,
juntamente com estratégias de reducéo de peso, observando-se a individualidade de
cada paciente, em relacdo a idade, comorbidades e barreiras para adeséo ao referido
tratamento (Faber et al., 2019; Landete et al., 2020; Santos et al., 2022).

2.2. Saliva

A saliva é um fluido biol6gico oral composto de secrecdes de trés principais
glandulas salivares (paroétida, sublingual e submandibular) e de glandulas menores
(labial, bucal, lingual e tecidos palatinos), fluido crevicular gengival (FCG), detritos de
células, placas, bactérias, secrecdes nasais e bronquicas, células de revestimento,
sangue e substancias exdgenas (Kaczor-Urbanowicz et al., 2017).

Cabe destacar que as contribuicdes percentuais das diferentes glandulas
maiores durante o fluxo ndo-estimulado séo 20% da parétida, 65% da submandibular,
7% a 8% de sublingual, e menos de 10% de numerosas glandulas menores
(Humphrey e Williamson, 2001; Carpenter, 2013). O FCG é classificado como um
exsudato inflamatdério oriundo do plexo gengival de vasos sanguineos no corio

gengival, subjacente ao revestimento epitelial do espaco dentogengival. No entanto,
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sugere-se ainda que ele é originado clinicamente de tecido normal e que apenas se
torna um exsudato inflamatério quando a doenca periodontal esta presente (Barros et
al., 2016). Ademais, esse fuido fisioldgico tem sido utilizado como biomarcador para
diagndstico e tratamento de doencas periodontais e para controle do estado de saude
bucal (Humphrey, Williamson, 2001; Barros et al., 2016).

Em um individuo saudavel, a secrecdo de saliva diaria varia entre 1 e 1,5 L/dia,
contendo 99% de agua, 0,3% de proteinas e 0,2% de inorganicos e substancias
organicas (Humphrey e Williamson, 2001; Kaczor-Urbanowicz et al., 2017).

Sobre a composicdo da saliva, uma variedade de componentes inorganicos e
organicos sdo encontrados. Dentre os inorganicos, ha soédio, potassio, calcio,
magnésio, carbonato, cloreto e fosfato; enquanto os organicos compreendem
amilases, peroxidase, lipase, mucinas, lisozima, lactoferrinas, calicreinas, cistatinas,
produtos nitrogenados (uréia e amdnia), hormonios, immunoglobulinas e fatores de
crescimento ( Kaczor-Urbanowicz et al., 2017). Ademais, a saliva desempenha um
papel importante em muitas funcdes bioldgicas, tais como: percepcao de sensacdes
orais (ou seja, paladar, temperatura); lubrificacdo, mastigacao, degluticdo e digestao;
modula a remineralizacdo e desmineralizacdo dos dentes; atua na protecdo da
mucosa bucal contra agentes fisicos, quimicos e biolégicos. Frente aos agentes
bioldgicos, a saliva atua contra infeccdes bacterianas, fungicas e virais, mantendo o
ecossistema da cavidade em equilibrio (Atkinson et al., 2018; Humphrey, Williamson,
2001; Kaczor-Urbanowicz et al., 2017 ).

O fluido salivar ndo-estimulado, com aproximadamente 0,5mL/min em adultos,
é resultado de estimulacdo autonémica de baixos niveis pelos centros superiores do
cérebro, incluindo o cortex orbifrontal e a amigdala cerebral. Durante o sono, essas
entradas dos centros superiores sdo reduzidas, diminuindo fluxo salivar para
0,1mL/min em adultos. Assim, os dentes tornam-se suscetiveis ao ataque de
patégenos. Em relacdo aos periodos de estresse, essa reducdo pode também ocorrer,

causando boca seca nos individuos (Carpenter, 2013).

No que se refere a regulacdo nervosa da secrecdo salivar, as vias
parassimpaticas, originadas dos centros superiores do sistema nervoso central,
regulam a producédo de saliva, demonstrando que essas glandulas sédo controladas

pelo sistema nervoso autbnomo( Guyton et al., 2011). Quando os centros gustativos
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sao estimulados, a acetilcolina € liberada para as terminacfes nervosas e se liga aos
receptores muscarinicos nas células das glandulas salivares, particularmente o
receptor 3 (M3R), desencadeando a liberagdo de calcio intracelular do reticulo
endoplasmatico. Esses ions calcio ativam a bomba transmembrana de sédio e
potassio, que aumenta a concentracdo intraductal de ions sédio. O gradiente leva os
ions de cloreto dos ductos, 0 que, por sua vez, cria um gradiente osmotico que resulta

na secrecao de fluido das células (Turner, 2016).

2.3 Glandulas salivares maiores

As glandulas salivares maiores ( parotidas, sublinguais e submandibulares)
desempenham um papel importante na preservacdo da cavidade oral e da saude
bucal (Afzelius et al., 2016).

A literatura tem descrito que a saliva pode ser dividida em dois tipos: mucinosa
e serosa. As glandulas parotidas secretam principalmente a saliva serosa. As
glandulas submandibulares secretam mucinosa e serosa e as glandulas linguais e as
salivares menores secretam apenas saliva mucinosa (Carpenter, 2013; Humphrey,
Williamson, 2001).

As paroétidas sédo as maiores de todas as glandulas salivares, cada uma pesando
aproximadamente 15-30 g. Cada uma delas esta posicionada no espaco paroétido, que
€ limitado anteriormente pelo ramo mandibular e pelo espaco mastigatorio,
posteriormente pela ponta da mastoide, medialmente pelo processo estildide e espaco
parafaringeo e lateralmente pelos tecidos subcutaneos. As camadas superficiais da
fascia cervical profunda envolvem o espaco parétido, que contém a glandula parétida
bem como a veia retromandibular, a artéria carétida externa, ramos do nervo facial e
ganglios linfaticos, que estéo presentes dentro e adjacentes ao parénquima parotideo.
Extensdes intraglandulares das camadas faciais subdividem a glandula parotida em
multiplos I6bulos. Em aproximadamente 10% a 20% do populacdo em geral, uma
glandula parétida acessoria também pode estar presente, estendendo-se
anteriormente ao longo da parétida principal ducto (ducto de Stensen), superficial ao

muasculo masseter. Uma glandula parétida normal contém tanto o tecido adiposo
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quanto o glandular em proporcfes variaveis, resultando-se em uma aparéncia
multivariada na imagem transversal. Varios ramos da artéria carétida externa
fornecem sangue para a glandula parétida. A inervagdo simpatica da parétida é
proveniente do plexo carotideo; inervacdo parassimpética é derivada do nervo
auriculotemporal, um ramo do quinto nervo craniano através do nervo glossofaringeo
(Bag et al., 2015).

A glandula sublingual é a menor das principais glandulas salivares, pesando
aproximadamente 2 g. e corresponde cerca de 3 a 4% de toda a producgéo salivar.
Situa-se logo abaixo da mucosa sublingual no assoalho da boca, encostada na
superficie lingual, anterior da mandibula. Essa glandula repousa sobre o musculo
milo-hiéideo e seu contorno medial € separado do musculo genioglosso pelo nervo
lingual e ducto de Wharton. H& cerca de 20 pequenos ductos individuais, como os de
Rivinus, que se abrem independentemente para o assoalho da boca ao longo da
papila sublingual. Ocasionalmente, alguns dos ductos de Rivinus fundem-se para
formar o ducto de Bartholin, que, por sua vez, se abre no ducto de Wharton da
glandula e drena para a caruncula sublingual (Silvers, Som, 1998).

A submandibular é a segunda maior glandula salivar e seu peso é a metade da
glandula parétida e ocupa a maior parte do triangulo submandibular do pescoco; é
uma glandula mista, que secreta saliva do tipo serosa e mucosa e apenas cerca de
10% dos acinos sdo mucinosos. O principal ducto excretor da glandula submandibular
€ o de Wharton e mede aproximadamente 5 cm de comprimento e 1,5 mm de
diametro. Ele origina-se no hilo da glandula submandibular e, em seguida, percorre a
porcao posterior do musculo milo-hidideo. Entdo se cruza medialmente com o nervo
lingual e eventualmente abre-se na regido sublingual ( Lydiatt, Bucher, 2012).

Pacientes com disfuncdo de glandulas salivares maiores podem apresentar
sintomas como boca seca, disfagia e obstrucdo do ducto, inflamacéao, céarie dentaria
ou inchago. Segundo Odeh et al. (2013), cerca de 27% das criangas com sindrome
de Down tém auséncia congénita de um ou mais glandulas salivares.

O exame de imagem desempenha um papel importante na visualizacdo da
morfologia e funcdo de glandulas salivares maiores, além de estabelecer um
diagnaostico auxiliar no planejamento e tratamento mais adequado de doengas dessa
estrutura. Dentre os exames solicitados para analise de glandulas salivares maiores

sdo: sialografia, cintilografia, ultrassonografia, ressonancia magnética, tomografia
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computadorizada e tomografia computadorizada por emissédo de poésitrons (PET —
positron emission tomography) com FDG-'8F (fluordeoxiglicose marcada com fl(ior-
18) sdo bem recomendadas (Afzelius et al., 2016).

As glandulas salivares submandibulares e sublinguais produzem saliva
instantaneamente enquanto a glandula parétida produz saliva em resposta as

refeicbes (Afzelius et al., 2016).

2.4 Propriedades da Saliva

Dentre as muitas propriedades fisico-quimicas e bioldégicas da saliva,
descrevemos 0s parametros que estdo sendo estudados nesta pesquisa.

2.4.1 Capacidade tampéao, pH e taxa de fluxo salivar

A diminuicdo da secrecao salivar pode resultar em aumento da carie dentaria,
alteracOes da mucosa oral, alteracao do paladar, dificuldade de degluticéo e dor oral.
Essas manifestacfes contribuem para a reducdo da qualidade bucal, uma vez que a
saliva é essencial para a defesa oral contra infec¢des e o individuo com SD apresenta
diminuicao do fluxo salivar (Chaushu et al., 2002).

Alteracbes na composicao salivar, pH e capacidade tampéo e diferencas na
microbiota do biofilme oral podem, em parte, explicar a baixa prevaléncia de carie
dentaria em individuos com SD. O pH salivar € um parametro importante para avaliar
o risco de carie dentéaria, sendo o valor de pH ideal de 6,8 - 7,2 e um ph critico no valor
de 5,3 - 5,5, entretanto estudos ndo mostraram diferenca significativa entre os valores
de pH quando individuos com SD sdo comparados a ndao-sindrémicos. Relatos sobre
a capacidade tampdao e a taxa de fluxo salivar em individuos com SD em comparacao
com nao sindrémicos sao conflitantes. Alguns pesquisadores associaram diminui¢cao
da taxa de fluxo salivar e aumento da capacidade tampéao da saliva com sujeitos com
SD, mas outros ndao (Domingues et al., 2017).

Em outro artigo, Lee et al., (2004) investigaram a relacdo entre caries e
anticorpos salivares especificos de Streptococcus mutans em criangas com sindrome

de Down. Neste estudo 19 criancas com sindrome de Down e 41 criancas sem
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sindrome, entre 8 a 17 anos, participaram desse estudo. Em seguida, as
concentracfes de imunoglobulina A salivar total (IgA) e IgA salivar especifica de S.
mutans foram mensuradas. Os autores constataram que o indice de superficie
cariada, perdida e obturada dos dentes permanentes em criancas com sindrome de
Down foram significativamente menores em comparagcao com criancas sem sindrome.
Além disso, as elevadas concentracdes salivares de IgA especifica de S. mutans
foram significativamente maiores nas criangas com sindrome de Down do que nas
criangas normais. Portanto, pode-se concluir que a baixa prevaléncia de cérie em
criancas com sindrome de Down pode estar relacionada com as elevadas

concentracdes salivares de IgA especifica de S. mutans.

2.4.2 Cortisol salivar

O cortisol, principal glicocorticéide em humanos, desempenha um papel
importante no metabolismo e na funcdo imunoldgica. A principal funcdo dos
glicocorticéides € a rapida imobilizacdo de aminoacidos e gordura das células que os
torna disponiveis para uso de energia, bem como para a sintese em novos compostos;
este desempenha um papel central na organizacdo da resposta do corpo aos
estresses fisiologicos e psicologicos. Os glicocorticoides tém atividade
mineralocorticéide bem como efeitos anti-inflamatérios em tecidos traumatizados que
suprimem o sistema imunoldgico. Na verdade, o cortisol tem sido utilizado em estudos
fisiobioldgicos humanos como um marcador biolégico de estresse, ansiedade e
depressdo e o aumento de suas concentragfes prolongadas pode levar a fadiga,
excesso de peso e fraqueza muscular (Sesay et al., 2013).

Como efeitos biolégicos do cortisol, tem-se o0 catabolismo de proteina em todas
as células do organismo. O aminoacido ( componentes das proteinas) sdo levados
para o figado para serem transformados em glicose através da gliconeogénese,
funcionando como antagonista da insulina. Inibem a captacéo e oxidacéao da glicose,

promovendo a ativacao de lipase e degradacédo dos triglicerideos no tecido adiposo,
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formando acidos graxos e glicerol, que sdo utilizados nos tecidos ativos produzindo
energia; regulam o estresse e a manutencao de niveis de glicose mesmo nos periodos
de jejum. O cortisol também diminui a utilizacdo da glicose, reservando-a para o
cérebro, por atuar como um agente anti-inflamatorio, por diminuir reacdes
imunologicas e aumentar a vasoconstricdo causada pela adrenalina. O glicocorticéide
(o cortisol) € um hormdnio catabdlico do musculo esquelético, que converte
aminoacido em carboidrato, inibe a sintese de proteinas e aumenta a degradacéo de
proteinas ( Juliano Ribeiro et al., 2011).

2.4.3 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno gram-negativo, que se tornou uma
causa importante de infeccdo, especialmente em pacientes com mecanismos de
defesa comprometido (Sharma et al., 2014).

Cabe destacar que autores tém selecionado a bactéria Pseudomonas
aeruginosa na saliva como um marcador especifico de risco para pneumonia
aspirativa ( Ashkenazi-Hoffnung et al., 2016; Gerdung et al., 2016). Essa comorbidade
€ um subtipo distinto de pneumonia que se desenvolve apds a inalacdo de secrecdes
orofaringeanas e gastrointestinal superior, que sdo colonizadas por bactérias
patogénicas (Ashkenazi-Hoffnung et al., 2016; Hirota et al., 2010; Gerdung et al.,
2016).
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3 PROPOSICAO

Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos das terapias com
eletroestimulacdo neuromuscular e dispositivos biomecanicos intraorais sobre as
propriedades fisico-quimicas e microbiolégica da saliva em pacientes com sindrome
de Down (SD) e apneia obstrutiva do sono (AOS). Além disso, investigaremos 0s
aspectos morfologicos das glandulas salivares maiores para diagnosticar possiveis

desordens estruturais nesses individuos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sujeito de Pesquisa

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPh) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Campus de S&o José dos
Campos, UNESP (CEPH-ICT-CSJC-UNESP/ CAAE: 64173616.4.0000.0077 -
Parecer n® 2.127.141 de 20/06/2017).

Neste estudo, 23 pacientes adultos e saudaveis com sindrome de Down (SD)
e apneia obstrutiva do sono (AOS) foram selecionados através de uma triagem e
convidados a participar dessa experiéncia. Entre eles, 18 pacientes concluiram as
terapias propostas e foram divididos nos seguintes grupos: EENMs (pacientes
tratados com eletroestimulacdo neuromuscular de superficie), DMus (pacientes
tratados com dispositivo mastigatério com hiperboloide) e AIOm (pacientes tratados
com aparelho intraoral de avanco mandibular).

Esses pacientes foram provenientes de Organizacfes da Sociedade Civil
(Terceiro Setor) da regido Metropolitana do Vale do Paraiba e do Centro de
Biociéncias Aplicado a Paciente com Necessidades Especiais (CEBAPE), localizado
no Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Campus de Sao José dos Campos, UNESP.

Os critérios de incluséo e nao-incluséo estdo descritos no quadro 1.
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Quadro 1 — Critérios de Inclusdo e nao-inclusdo para participacdo dos pacientes

adultos com SD e AOS

Inclusao

N&ao-inclusao

1 Saulde geral e bucal satisfatoria.

indice de massa corpérea (IMC) > 41

Pacientes roncadores e IAH > 5 (IAH; indice de
Apneia-Hipoapneia)

Inviabilidade do paciente conduzir-se ao local para
coletar os dados paramétricos e realizar as

terapias propostas.

Habilidade cognitiva deve ser parcialmente
preservada, para que possa compreender e
aceitar os exames e terapias propostas (EENMs,
DM € AlOm).

Historia clinica de terapia com fisioterapia e
tratamento ortodéntico, implantes dentarios no

minimo, 6 meses antes do estudo proposto.

Assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TECLE) pelos representantes legais
do sujeito da pesquisa para participar
voluntariamente do estudo proposto e

concordancia do Termo de Assentimento Livre e

Esclarecido (TALE) pelo sujeito de pesquisa.

Uso continuo de medicamentos que altere o fluxo

salivar.

Legenda: Critérios de inclusédo e ndo inclusdo dos pacientes para participacdo do estudo.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Terapias aplicadas

As terapias com eletroestimulacdo neuromuscular de superficie (EENMS),

dispositivo mastigatério com hiperboloides (DMus) foram utilizadas para mitigar a

hipotonia dos musculos mastigatérios, em particular, os musculos masseter e

temporal. Ja o aparelho intraoral de avanco mandibular (AIOm) foi utilizado para tratar

a apneia obstrutiva do sono, de grau variavel.
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4.2.1 Eletroestimulacdo neuromuscular de superficie (EENMSs)

O equipamento de EENMs usado foi o Neurodyn Il (IBRAMED - Industria
Brasileira de Equipamentos Médicos EIRELI, Amparo, Sdo Paulo, Brasil), com 4
canais que permite a aplicacdo de corrente elétrica, via eletrodos, em contato direto
com a face do paciente para terapia de disfun¢des neuromusculares (Figura 1). A sua
configuracéo consiste em frequéncia de pulso de 50Hz, largura do pulso de 300us,
razao on/off de 10 segundos de estimulagcédo e 30 segundos repouso. A intensidade
da corrente foi determinada para cada paciente, de acordo com a amplitude do
movimento dos musculos temporal e masseter e tolerancia do sujeito de pesquisa.
Essa amplitude foi identificada visualmente pelos pesquisadores e verbalmente pelo
paciente. A EENMs foi aplicada sobre os musculos masseter (por¢do superficial) e
temporal (porcéo anterior), concomitantemente, em ambos os lados. Sua aplicacao foi
de 20 minutos por sessdo, 2 vezes por semana, num periodo de 2 meses
consecutivos. Os pacientes foram orientados a permanecer sentados de maneira

confortavel com o Plano de Frankfurt mais paralelo possivel com o solo.

Figura 1 — Equipamento de EENMs — Neurodyn Il

va= Neurodyn i

Legenda: Equipamento aplicado na terapia de eletroestimulagdo neuromuscular de superficie.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.2 Dispositivo mastigatério com hiperboloides (DMug)

Um dispositivo mastigatério com hiperboloides (DMug) foi utilizado para
fortalecer, estimular e modular os musculos mastigatorios. Esse dispositivo é
composto por dois hiperboloides (M.C. CHEIDA — ME, Séao Paulo, Brasil) e uma haste
de suporte. Cada hiperboloide (HB) foi fixado a uma ponta distal da haste, a qual é
constituida por um corpo de material termoplastico (compacto ou fenestrado) e um fio
de aco inoxidavel com extremidades bilaterais. Essa haste foi desenvolvida no Centro
de Biociéncias Aplicadas a Pacientes com Necessidades Especiais (CEBAPE) do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Campus de Sao José dos Campos (ICT-
CSJC/UNESP). Esse produto desenvolvido, intitulado “Haste para dispositivo
mastigatorio” foi inserido no portfélio de invencdes da Agéncia UNESP de Inovacéo,
AUIN, (Comunicacao de Invencéo, codigo: 18CI038).

O protocolo da terapia com o DMus estava de acordo com os estudos de
Giannasi et al. (2014). O sujeito da pesquisa mordeu os hiperboloides durante 5
minutos, 6 vezes por dia, num periodo de dois meses continuos. Nesses 5 minutos, 0
individuo mordia em ritmo lento por 3 segundos e solta-lo-a por um segundo. Os
periodos sugeridos para os exercicios estdo descritos a seguir: manha (10h00 e
12h00), tarde (14h00 e 16h00) e noite (18h00 e 20h00). O manuseio do DM foi segurar
a haste de suporte com os dedos polegar e indicador, inserido 0 DMns na cavidade
bucal e posicionado entre os dentes superiores e inferiores, molares e pré-molares
(Figura 2).

ApGs os exercicios mecéanicos, os pacientes e/ou cuidadores foram orientados a
limparem o DMwue com &gua corrente para remocao de residuos, seca-lo e,
posteriormente, armazena-lo em ambiente seguro, fresco e limpo. Além disso, alguns
cuidados foram considerados para preservagéo do DMug, tais como: ndo morderem a
haste de suporte, ndo utilizarem abrasivos, produtos quimicos e agua fervente para

limpeza, e ndo forcarem a remocéo do hiperboloide inserido no fio de aco.



Figura 2 — Paciente tratados com DMus usando hiperboloides posicionados em

dentes posteriores

Legenda: Paciente realizando a terapia com dispositivo mastigatorio com hiperboldide.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.3 Aparelho intraoral de avanco mandibular (AIOm)

AlOm foi confeccionado em laboratério de prétese especializado, estando de acordo
com as diretrizes da American Academy of Dental Sleep Medicine — AADSM (Scherr et
al., 2014). Inicialmente, a moldagem das arcadas dentarias superiores e inferiores dos
pacientes com SD foi realizada, utilizando um hidrocoloide irreversivel (alginato). Em
seguida, os moldes das arcadas foram vazados com gesso pedra tipo IV (Durone;
Dentsply Indastria e Comércio Ltda., Petropolis, Brasil) e os registros da mordida
construtiva com 50% da protrusdo maxima foram obtidos a partir de um silicone de
condensagao (Zetaplus; Zhermack Spa, Badia Polesine, Italia). Posteriormente, o
aparelho intraoral PM Positioner com lateralidade foi confeccionado em um laboratério de
prétese especializado. Esse dispositivo era composto por duas placas de resina acrilica e
recobre os dentes das arcadas superiores e inferiores. As arcadas foram unidas por dois
parafusos expansores do tipo Hirax de 11 mm (Dental Morelli, Sorocaba, S&o Paulo,
Brasil), localizados em cada lado do referido dispositivo. Estes parafusos permitiam o
avanco mandibular gradual e progressivo do AlOm, denominado titulacdo. Cabe destacar
gue um microchip termosensivel (Theramon Microsensor; Lianka Comércio e
Representacbes Ltda EPP, Sdo Paulo, Brasil) foi fixado no AlOm para registrar a
guantidade de horas e os dias da semana (Figura 3). Esse aparato permitiu controlar e
monitorar o uso do AlOm pelo paciente e, principalmente, a sua adesao a essa terapia. O
AlOn foi utilizado durante 2 meses consecutivos e somente no periodo de sono do sujeito
da pesquisa. A titulacdo do AlOm foi feita lentamente, cerca de 0,5 mma 1,0 mm a cada 1

ou 2 semanas, respeitando as limitacdes fisiolégicas do paciente.
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Figura 3 — Terapia com AlIOm usando um microchip termosensivel

Legenda: Paciente realizando a terapia com o uso do aparelho intraoral.
Fonte: Elaborada pela Dra. Lilian Chrystiane Giannasi.

4.3 Protocolo de estudo

Para entender os métodos propostos de analises para investigar os efeitos das
terapias com EENMs, DMHB e AIOm, um fluxograma foi criado com o intuito de ilustrar

o design desse estudo (Figura 4).



Figura 4 — Protocolo de estudo
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(n=12) (n=23)
e |
1 2 MESES 1
| CONSECUTIVOS ‘ TERAPIAS OROFACIAIS (n=18) | "
| DE TRATAMENTO l l ] |
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1 NEUROMUSCULAR COM HIPERBOLOIDE AVANGO MANDIBULAR 1
1 (EENMs; n=T) (DMyg; n=4) (AIOm; n=T) |
| 1
r L 1
MORFOLOGIA DE
GLANDULAS SALIVARES MAIORES
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«+ GLANDULAS PARGTIDAS I ANALISE QUANTITATIVAE 1
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. 1
 GLANDULAS SUBMANDIEULARES I < TAXA DE FLUXO SALIVAR < CORTISOL SALIVAR . |
I . N <+ ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAQ DE
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ANALISE DESCRITIVA : # CAPACIDADE TAMPAO + NOTURNO 1
1
I
| CALCULOAMOSTRAL E ANALISE ESTATISTICA :
e e e e e e e e e e e e e e e e e e ———— — — — ———— -

Legenda: Protocolo de estudo.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.1 Ultrassonografia das Glandulas Salivares Maiores

Exames de Ultrassonografia (USG), com ou sem Doppler, foram realizados
bilateralmente nas regides de glandulas da parotida, sublingual e submandibular para
investigar a morfologia dessas estruturas. Esses exames foram feitos nos seguintes
laboratérios do Municipio de Sao José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil: Hapvida Diagndstico
— Hospital Sdo José, Moderna Medicina Diagnostica LTDA | Digen-Image, Plani
Diagnosticos Médicos LTDA, Tomovale Centro de Diagnostico por Imagem LTDA e
Associacdo Santa Casa Saude de S&o José dos Campos.

Ademais, as ultrassonografias com Doppler eram realizadas quando os pacientes

mostraram anormalidade morfoldgica das estruturas estudadas e areas adjacentes.

4.3.2 Parametros Salivares

4.3.2.1. Coleta de amostras de saliva

A coleta de amostras de saliva total foi obtida a partir do uso de um sialogogo
mecanico e da manobra semiotécnica de ordenha das glandulas da parétida, sublingual e
submandibular (Boraks, 2013), assegurando, assim, a maxima producdo de saliva. Esse
sialogogo foi o hiperboloide (HB) (M.C. CHEIDA — ME, Sao Paulo, Brasil), que é um silicone
inodoro, insipido, incolor, atoxico e macio. Esse artefato exibe uma forma adaptéavel as
faces oclusais dos dentes devido a sua geometria hiperbdlica, uma dureza de 35 Shore e
uma consisténcia semelhante ao disco da articulacao temporomandibular (Cheida, 1997).

A saliva produzida foi coletada com o auxilio de uma bomba aspiradora para secrecéo
salivar, de baixa poténcia (Aspiramax MA 520, NS, S&o Paulo, Brasil), devidamente
adaptada neste estudo. Uma sonda de aspiracdo traqueal estéril n°® 14 (CPL Medical’s
produto médicos LTDA, Séo Paulo, Brasil) foi acoplada na bomba aspiradora e introduzida
no tubo de centrifuga, conico, graduado e estéril, tipo Falcon 15mL. Esse tubo foi colocado
dentro do recipiente coletor da unidade de aspiracao, o qual foi mantido em gelo reciclavel.
O referido equipamento foi adaptado para o paciente com SD devido a sua dificuldade de
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cuspir a saliva no tubo de ensaio. Essa técnica de coleta de amostras de saliva em
pacientes com SD foi, também, utilizada nos estudos de Sousa et al. (2015) e Domingues
et al. (2017) e Gomes et al. (2020).
Para assegurar a fidelidade dos resultados da analise, alguns critérios foram

estabelecidos e descritos a seguir:

a) O paciente néo deveria ingerir quaisquer alimentos e bebidas 2 horas antes da coleta
da saliva;

b) O enxague bucal com agua destilada, deionizada e esterilizada (10 ml) foi realizado por
1 minuto;

c) As glandulas salivares maiores (parétida, sublingual e submandibular) foram
“‘ordenhadas” através da manipulacao digital extrabucal, com movimentos circulares sobre
essas glandulas. Esse procedimento foi realizado, concomitantemente, durante o uso de
hiperboloide para intensificar a estimulacéo da producao de saliva,

d) O material biologico foi transportado a temperatura de 4°C, em gelo reciclavel, até o
momento de sua analise nos laboratérios do CEBAPE do ICT-CSJC/UNESP.

As amostras de saliva foram coletadas em 2 (duas) sessfes para realizar as seguintes
analises: taxa de fluxo salivar (TFS), pH salivar, capacidade tampédo (CT), niveis de
cortisol, matinal e noturno, e identificacdo de Pseudomonas aeruginosa. O protocolo de
analise das amostras de saliva, relacionando os procedimentos clinico-laboratoriais,

namero de sessodes, periodos e valores de referéncia, esta descrito no quadro 2.
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Quadro 2 - Protocolo de analise das amostras de saliva
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Legenda: Protocolo de andlise das amostras de saliva.
Fonte: Gomes et al., 2018 e Gomes et al., 2020.
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4.3.2.2. Determinacéao de taxa de fluxo salivar (TFS), pH salivar e capacidade

tampéao (CT)

O protocolo de coleta para cada analise e os valores de referéncia foram
descritos de acordo com os estudos de Gomes et al. (2020). A amostra de saliva total,
estimulada por hiperboloide, foi coletada entre 7 h e 10 h para minimizar os efeitos do
ritmo circadiano, usando uma bomba aspiradora adaptada para secrecdo salivar
(BAASS). A taxa do fluxo salivar (TFS) foi calculada pela seguinte formula: TFS =
volume total de saliva coletada (mL)/tempo de coleta (min). Nesse estudo, a coleta de
saliva foi realizada no tempo padronizado de 5 minutos, utilizado uma bomba de
aspiracdo para a coleta da saliva ndo estimulada. Para realizar as analises de pH
salivar e capacidade tampéao, 1 mL de saliva foi coletado. O valor do pH foi aferido
utilizando um pHmetro portatil digital (modelo DM-22, DIGICROM Analitica Ltda, S&o
Paulo, Brazil), o qual foi previamente calibrado com solu¢des padrdes de pH 6,86 e
4,01. Nessa mesma amostra, 1 mL de saliva foi misturado a 2 mL de &cido cloridrico
0,005 N e 1 ml de agua destilada em um tubo tipo Falcon estéril para obter os valores
da capacidade tampéao. Esse tubo foi agitado levemente, deixado em repouso e aberto
durante 20 minutos. Em seguida, o pH final da mistura foi mensurado com auxilio de
um pHmetro (modelo DM-22, DIGICROM Analitica Ltda, Sdo Paulo, Brazil).

4.3.2.3. Determinacéo de niveis de cortisol salivar (CS)

O cortisol salivar € um biomarcador fisiolégico recomendado para avaliar a
suscetibilidade do paciente com SD ao estresse psicologico e/ou fisico em amostras
de saliva. A mensuracdo do cortisol salivar pode ser realizada com seguranca e
reprodutibilidade, uma vez que o procedimento clinico ndo é invasivo e apresenta
niveis semelhantes aos niveis séricos.

As alteragbes no nivel do cortisol, normalmente, seguem um ritmo circadiano
gue envolve 3 componentes, tais como: (1) a primeira fase do ritmo circadiano do

cortisol é a resposta ao despertar do cortisol (RDC), a qual é definida como um
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aumento acentuado dos niveis de cortisol 30 minutos ap0s o despertar e um
acentuado declinio nas préximas 3 horas; (2) um gradual declinio do cortisol durante
o resto do dia apresentando a menor concentracédo na primeira metade do sono e (3)
um aumento gradual nos niveis de cortisol até o despertar (Greg et al., 2014).

Para este estudo, 2 periodos de coletas de saliva foram indicados: manha (das
8hs as 10hs; CSm) e noite (das 21hs as 23hs; CSn). Considerando esses horarios, as
amostras de saliva dos pacientes com SD foram coletadas 30 minutos apés o
despertar e antes de dormir. Esses periodos foram selecionados para mensurar a
guantidade de cortisol secretado durante os periodos de sono e vigilia e,
consequentemente, avaliar o periodo de maior susceptibilidade ao estresse para o
sujeito da pesquisa.

A analise do cortisol salivar foi realizada, em duplicata, pelo método de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) a temperatura ambiente (25°C), utilizando o
kit Imunoensaio Enzimatico Cortisol Salivar de Alta Sensibilidade de Escala Expandida
(Expanded Range High Sensitivity Salivary Cortisol Enzyme Immunoassay Kit;
produto n® 1 -1102; Salimetrics, StateCollege, PA, EUA). Esse kit foi fornecido pela
empresa Science Pro Importacdo e Distribuicdo de Produtos Diagnosticos para
Pesquisa Cientifica Ltda.

Amostras de saliva de 25pL, os controles e padroes foram dosados em uma
mesma microplaca, com tempo de incubacdo de 60 minutos. Os procedimentos
laboratoriais seguem os principios basicos de enzima imunoensaio, onde existe uma
competicdo entre um antigeno ndo marcado e um antigeno marcado com enzima, por
um numero determinado de sitios de ligacéo no anticorpo. O jogo de teste foi realizado
em uma microplaca revestida com anticorpos monoclonais para o cortisol. As
amostras de controles positivo e negativo e as amostras dos pacientes competiram
com o cortisol ligado a peroxidase. Apds a incubacéo, as proteinas inespecificas foram
removidas por lavagem. O cortisol ligado a peroxidase foi, entdo, medido pela reacéo
da enzima peroxidase no substrato tetrametilbenzidina (TMB). Esta reagédo produz
uma cor azul. A cor amarela foi formada apds finalizada a reacado com acido sulfurico.
A anadlise da densidade o6ptica foi realizada por meio de leitura da absorbancia da
solugéo no filtro com comprimento de onda de 450nm (filtro de correcdo de 490nm e
630nm; EON, Biotek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). A quantidade do cortisol
peroxidase detectado por meio da intensidade de cor é inversamente proporcional a
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guantidade do cortisol presente na microplaca. Para a determinacdo dos niveis de
normalidade do cortisol, o fabricante do kit utiliza os valores descritos no (Quadro
3).

Considerando que a secrecao do cortisol é regulada pelo ciclo circadiano e os
niveis de cortisol salivar estdo diretamente relacionados com o grau de ativacdo do
eixo HPA, a existéncia de uma variabilidade do nivel de cortisol salivar em pacientes
com SD foi considerada; portanto, seus niveis de estresse foram avaliados no decorrer
do dia e da noite.

Quadro 3 - Valores das taxas de normalidade para niveis de cortisol na saliva, nos

periodos matinal e noturno, determinados pelo fabricante Salimetrics

Grupos Numero de Variagéo Variagao

voluntarios | (AM) (ug/dL) | (PM) (ug/dL)

Criangas, idade 2,5 -5,5 112 0,034 - 0,645 0,053 - 0,607
Criancgas, age 8-11 285 0,084 — 0,839 ND - 0,215
Adolescentes, idades 12-18 403 0,021 - 0,883 ND — 0259
Adultos-homens, idades 21-30 26 0,112 - 0,743 ND - 0,308
Adultos-mulheres, idades 21-30 20 0,272 — 1,348 ND - 0,359
Adultos-homens 31-50 67 0,122- 1,551 ND - 0,359
Adultos-mulheres, idades 31-50 31 0,094 — 1,515 ND - 0,181
Adultos-homens 51-70 28 0,112 -0,812 ND - 0,228

Adultos-mulheres, idades 51-70 23 0,149 - 0,739 0,022 - 0,254
Todos os adultos 192 0,094 — 1,551 ND - 0,359

Legenda: ND, ndo-detectado; AM, periodo da manh&; PM, periodo do final da tarde até a noite.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.2.4. Isolamento e identificacdo de Pseudomonas aeruginosa

A metodologia de isolamento e identificagcdo de Pseudomonas aeruginosa
foram realizadas para avaliar o risco de ocorréncia para pneumonia aspirativa. Todos
0s pacientes com SD e AOS foram orientados a nao realizar limpeza de lingua, no
minimo, por 24 horas. As amostras de enxague bucal, coletadas em 10 mL de solugéo
fisiologica esterilizada (NaCl 0,9%), foram centrifugadas, resuspensas e semeadas
em duplicata em placas de Petri contendo agar Mac Conkey (Difco, Detroit, USA) para
o isolamento de enterobactérias/pseudomonas. Essas amostras foram processadas
para analise microbiolégico no periodo maximo de 3 horas. As placas foram incubadas
a 37°C, por 48 horas. Em seguida, o numero de unidades formadoras de coldnias por
mililitro (UFC/mL) foi calculado. As col6nias com diferentes morfologias foram coradas
pelo método de Gram. Cinco colbénias de bactérias Gram-negativas foram isoladas em
gelose e incubadas a 37°C, por 24 horas. Logo depois, os tubos foram armazenados
a 4°C. As cepas de enterobactérias/pseudomonas foram identificadas pelos sistemas
API 20 E (Bio-Merieux, Franca), objetivando a deteccdo da espécie P. aeruginosa.

Essa metodologia esta descrita no estudo de Pereira et al. (2012).

4.4. Calculo Amostral e Andlise Estatistica

4.4.1 Teste de correlacao entre antes e ap6s aterapia com EENMs, DMus € AIOm

e demais variaveis

N&o constatado que os dados atendem as premissas de variancia e distribuicao
de probabilidade, o Teste de Postos com Sinais de Wilcoxon (Wilcoxon signed-ranks
test) foi usado para andlise de correlacdo entre antes e apods as terapias com EENMs,
DMus e AIOm com as variaveis taxa de fluxo salivar (TFS), valor de pH, capacidade
tampéao (CT) e nivel de cortisol salivar (CSm, cortisol salivar matinal; CSn, cortisol

salivar noturno). Desse modo, para um valor de probabilidade (p-valor) menor que o
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nivel de significancia (o = 0,05), a hip6tese nula HO é rejeitada em favor da hip6tese
alternativa, sendo as quais:

HO (hipotese nula): antes e ap0s as terapias propostas ndo possuem correlacao
significativa com o TFS, valor pH, CT, CSm e CSn em adultos com SD e AOS;

Ha (hipétese alternativa): antes e ap0s as terapias propostas possuem correlacédo
significativa com o TFS, valor pH, CT, CSm e CSn em adultos com SD e ACS.

4.4.2 Teste de diferenciacao estatistica por andlise de variancias

N&o constatado que os dados atendem as premissas de variancia e distribuicao
de probabilidade, o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn foram aplicados para
comparacdes multiplas nao paramétricas. Desse modo, para um valor de
probabilidade (p-valor) menor que o nivel de significancia (o = 0,05), a hip6tese nula
HO é rejeitada em favor da hipétese alternativa, sendo as quais:

HO (hipotese nula): diferentes terapias propostas ndo tém efeito significativo sobre
TFS, valor pH, CT, CSm e CSn em adultos com SD e AOS;
Ha (hipétese alternativa): diferentes terapias propostas tém efeito significativo sobre
TFS, valor pH, CT, CSm e CSn em adultos com SD e AOS.

LimitacOes da pesquisa

Por essa pesquisa ter sido realizada na época da pandemia de Covid 19 e a
Sindrome de Down ser um grupo de risco pela imunossupressao que apresentam, 0s
pacientes ndo puderam sair de casa para realizacdo dos relatados exames, 0 que
dificultou maior nimero de participantes nessa pesquisa, e houve também dificuldade

de realizacdo dos exames de USG fossem realizados em um anico local.
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5 RESULTADO

5.1. Ultrassonografia (USG) das Glandulas Salivares

Dentre os 23 pacientes assistidos, 12 pacientes submeteram ao exame de USG
nas regides de glandulas salivares parotida, sublingual e submandibular, em ambos
os lados. As areas adjacentes a essas estruturas foram, também, analisadas.

Os demais pacientes ndo realizaram esse exame devido as eventuais
intercorréncias pessoais durante todo o periodo de estudo. Dentre essas
intercorréncias, as condicfes de estado de saude do paciente e dificuldade de
transporte foram as causas mais relatadas pelos cuidadores. O quadro 4 e as Figuras
de 5 a 15 mostram as descri¢Oes e as imagens dos exames de USG em cada paciente

com suas respectivas terapias, respectivamente.



Quadro 4- Andlise dos exames de USG
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Terapias | Pacientes Laboratérios Decrigéo Diagnéstico Sugestivo
Glandulas parétidas e submandibulares de dimensdes normais, contornos regulares e Auséncia de alteracao
Tomovale Centro de - P ) . . .
p3 DiagnGstico por ecotextura caracteristica. Auséncia de linfonodomegalias cervicais. Exame sem morfolégica das glandulas
Img em LTI:')J A anormalidades detectaveis pelo método. Achado adicional: glandula tirecide com salivares maiores e Inflamacéo
g parénquima heterogéneo sugerindo tireoidite. da glandula tiredide
Tomovale Centro de | . - " . ) ) - :
. - Glandulas pardtidas, sublinguais e submandibulares de dimensGes normais, contornos e . "
P4 Diagnéstico por - A . - L Auséncia de anormalidade
ecotextura caracteristica. Auséncia de linfonodomagalias cervicais.
Imagem LTDA
Associagdo Santa o - ) " ~ )
f’: ~ |Glandulas pardtidas e submandibulares de dimens@es normais, contornos regulares e - "
P5 Casa Saude de Sao - Auséncia de anormalidade
EENMs ) ecotextura caracteristica.
_ José dos Campos
(n=5)
Auséncia de alteracao
Tomovale Centro de |Glandulas parétidas, submandibulares e submandibulares de dimensdes normais, morfolégica das glandulas
P6 Diagnéstico por  |contornos regulares e ecotextura caracteristica. No sitio nodal 1A & esquerda, nota-se um salivares maiores e
Imagem LTDA linfonodo hipoecogénico de contornos regulares, medindo 1,9x0,6x1,0 cm. Linfonodomegalia cervical a
esquerda, de aspecto reacional
Tomovale Centro de | Parétidas de forma, contornos, textura e dimensées normais.
P7 Diagnéstico por  |Glandulas submandibulares e sublinguais de forma, contornos, textura e dimensdes:  Auséncia de anormalidade
Imagem LTDA normais. Auséncia de leséo expansiva cistica ou sélida no interior das glandulas salivares.
Tomovale Centro de | _ . - ) . ~ )
) - Glandulas parétidas e submandibulares de dimensdes normais, contornos regulares e - "
P1 Diagndstico por - P . ) L Auséncia de anormalidade
ecotextura caracteristica. Auséncia de linfonodomegalias cervicais
Imagem LTDA
Tomovale Centro de | . . - ) . . . ~ .
) - Glandulas pardtidas, sublinguais e submandibulares de dimensdes normais, contornos - "
P3 Diagnéstico por . - - X - Auséncia de anormalidade
regulares e ecotextura caracteristica. Auséncia de linfonodomegalias cervicais.
Imagem LTDA
DMys T
omovale Centro de | _ . - . . . . ~ .
(n=4) ) - Glandulas pardtidas, sublinguais e submandibulares de dimensGes normais, contornos . "
P4 Diagnéstico por - P ) X . Auséncia de anormalidade
regulares e ecotextura caracteristica. Auséncia de linfonodomegalias cervicais.
Imagem LTDA
- ~ ~ . Auséncia de alteragéo
Parétidas com textura heterogénea e redugdo da ecogenicidade. morfolégica das Ianfjulas
Tomovale Centro de |Glandulas submandibulares e sublinguais de forma, contornos, textura e dimensdes ) d ) 9 X
) ‘o . P < - . . L « - salivares linguais e
P5 Diagnéstico por  |normais. Auséncia de leséo expansiva cistica ou sélida no interior das glandulas salivares. . .
P X - } . submandibulares e sugestivo de
Imagem LTDA  |Auséncia de adenomegalias nas diferentes cadeias cervicais. . . o
. A = . sialoadenite cronica das
Pardtidas com textura heterogénea e reducéo da ecogenicidade. N X ™
glandulas salivares parétidas
Glandulas submandibulares e sublinguais de dimensdes normais, contornos regulares e . ~
- A L . ~ . Auséncia de alteragéo
ecotextura caracteristica. Glandulas parétidas de dimensdes normais, contornos regulares J
o o . . ; X morfolégica das glandulas
P2 Plani Diagnosticos |e ecotextura caracteristica, notando alguns linfonodos intraglandulares bilaterais de salivares maiores e
Médicos LTDA  |aspecto habitual medindo até 0,7 cm. No sitio nodal IIA & direita, nota-se um linfonodo . h s
N - : e Linfonodomegalia cervical a
hipoecogénico de contornos regulares, hilo gorduroso preservado, sem calcificacdes, o
) direita
medindo 1,8 x0,9 cm.
AlOm Glandulas pardtidas, submandibulares e sublinguais com dimensdes normais, contornos Auséncia de alteracao
(n=3) Haovida Diagnéstico regulares e textura homogénea. N&o ha sinais de dilatacéo ductal nas glandulas salivares morfolégica das glandulas
P3 p . 9 . |citadas. Nédulo sélido, hipoecogénico, com contornos regulares e limites bem definidos, salivares maiores e
— Hospital Sao José ) X - - - . ) N
medindo 13 x 8 x 12 mm, localizado no espaco submandibular direito em intimo contato.  Linfonodomegalia cervical a
com a glandula submandibular, sem vascularizagéo ao Doppler. direita
Moderna Medicina | Glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais com dimensées e morfologia
P5 Diagnéstica LTDA | |preservadas. Nenhum sinal de dilatagéo ductal foi evidenciado nessas estruturas. Auséncia de anormalidade

Digen-Image

Linfonodos nas regides adjacentes mostraram auséncia de sinais anormais.

Legenda: Andlise dos exames de ultrassonografia.
Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 5 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P3eenwvs

46

GSM Direito Esquerdo
-~ : 13.0 MHz
w 2>
|- Q-ugpnbim;-.;- ——
- - — ".———
~ =
PAROTIDA ESQ
©
=)
—
k=
@
o
—_ GL SUBLING GL SUBLING ESQ
@© — . i
> S
(@]
=
ie)
>
n
S
>
2
©
[
©
e
o]
>
n

Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P3eenms.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 6 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P4eenwvs
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P4eenws.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 7 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P6eenwvs
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P6eenms.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 8 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P7eenwvs
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P7eenms.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 9 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P1 DMHB
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P1 DMHB.
Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 10 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P3 DMHB
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P3 DMHB.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 11 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P4 DMHB
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P4 DMHs.
Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 12 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P5 DMHB
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P5 DMHB.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 13 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P2 AIOm
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P2 AIOm.
Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 14 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P3 AIOm
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Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P3 AlOm.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 15 - Ultrassonografia das glandulas salivares maiores (GSM) do P5 AIOm

GSM Direito Esquerdo

Parétida

PAROTIDA E

PAROTIDA D

Sublingual

GL. SUBMANDI E

GL. SUBMANDI D

Submandibular

1 D2.62cm

Legenda: Imagens de USG das glandulas salivares maiores (GSM) do P5 AlIOm.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2 Parametros Salivares

A tabela 1 mostra os resultados dos efeitos das terapias propostas nas
propriedades fisico-quimica e microbiologica da saliva e os critérios estabelecidos
para as suas interpretacoes, estando de acordo com as especificidades quantitativas
e qualitativas obtidas no teste de saliva.

Em relacdo a TFS, constatamos que todos os pacientes com SD exibiam
reducédo de fluxo salivar. Antes da aplicagdo das terapias, a hipossalivagao foi
encontrada nos seguintes pacientes: P6eenmws, P9eenvs, P31, P4re € P2aiom. Dentre
as terapias, o AIOm favoreceu um ligeiro aumento de producéo de saliva em 100%
dos pacientes, seguido pelo DMus (75% dos pacientes) e EENMs (43% dos
pacientes). Ademais, a hipossalivacao encontrada nos referidos pacientes tratados foi
eliminada; todavia, esses mesmos pacientes permaneciam com reducédo de fluxo
salivar apos as terapias preconizadas.

No tocante ao valor pH, ndo houve variagcdo de normalidade antes e apés as
terapias com DMus e AIOm. Em contrapartida, verificamos que os pacientes P3eenms
e P7eenvs mostraram valores elevados, em particular, antes da terapia com EENMs.

Sobre a CT foi aumentada nos pacientes tratados com EENMs (n=7; 71% dos
pacientes), seguida pelas terapias com DMus (n=4; 50% dos pacientes) e AIOm (n=7,;
43% dos pacientes). Além disso, todos o0s pacientes mostravam valores de
normalidade, variando entre valor limitrofes (valor de referéncia: pH: 4,0 a 5,0) e
normal (valor de referéncia: pH: 5,1 a 7,0) apds as terapias de cada sujeito de
pesquisa. Dentre as terapias, os pacientes P3eenms € P4eenwms (2/7; 29%), P1ue e P3mB
(2/4; 50%) e P4aiom € P5aiom (2/7; 29%) alteraram os valores de limitrofe para normal
da CT. Em contrapartida, 14% dos pacientes tratados com EENMs tiveram a CT
afetada, variando os valores de normal para limitrofe.

Cabe destacar que os niveis de concentracdo do CS foram analisados de
acordo com a idade e género do paciente. ApoOs as terapias, a variagdo de aumento
de niveis CSmatinal € CSnotumo foi menor na EENMs (43% e 0% dos pacientes) e maior
no AIOm (50% e 71% dos pacientes), respectivamente. Entretanto, nenhum paciente

usuario de AIOm foi detectado niveis elevados de CS, em ambos os periodos. Dois
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pacientes tratados com EENMs (P4) e DMus (P2) excederam os niveis de normalidade
NO CSmatinal.

Em relacdo a identificagdo de Pseudomonas aeruginosa, nenhum paciente
mostrou positividade antes das terapias. Diante desse fato, presumiu-se a irrelevancia
de repetir essa analise apés as terapias indicadas, uma vez que nossos pacientes

mostravam boa saude geral e bucal durante o processo de execucédo deste estudo.
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Tabela 1 — Resultados dos parametros salivares dos pacientes com SD, antes (n=23)
e apos (n=17) as terapias com eletroestimulacdo neuromuscular de superficie
(EENMs; n=6), dispositivo mastigatério com hiperboloide (HB; n=4) e aparelho
intraoral de avangco mandibular (AIOm; n=7)

A&,_, @&\ @é\o TFS (%) de pH %) CcT %) CSatinal %) CSpoturno %) PA
Q# @@e © Antes  Apds t Antes Apos det Antes  Apds de t Antes Apos de t Antes Apos de Antes  Apds
EENMs;.) 43% 14% 1% 43% 0%

Pleenws 21 H 03 ¢ 04 ¥ ¢ 76 N6IN ¥ 55N 61 N 4 094 4 7404 ¢ ¢ 0058 N 0028 N ¥ Negativo
P2 eenms 18 H 02 ¥ 02 ¥ () 68 N524% ¥ 57N 49 L ¢ 0117 N 0039 N & 0097 N 0018 ¥ ¥ Negaivo
P3eenws 20 M 05 % 05 % () 81 ¢+ 56N ¢ 41 L 53 N 4 0683 N 0074 ¥ ¢ 0045 N 0023 & ¥ Negatvo
P4 eenws 26 H 02 % 024 () 71 N63N ¢ 50L 56 N 4 0106 ¢ 079% 4+ 4+ 0844 ¢t 002 ¢ ¢ Negatvo
PSeenns 25 M 03 ¥ 06 ¥ + 65N67N 4+ 61N 62 N 4 008 ¥ 0106 + 4 0106 N 0017 ¥ ¥ Negaivo (A)
P6 genns 21 H 01 % 05 ¢+ 4+ 68 N60N ¢ 47 L 49 L ¢ 0073 4 0041 & ¢ 0100 N 008 N ¥ Negativo
P7eenms 22 M 06 ¥ 06 ¥ () 71 N67N ¥ 52N 51 N ¥ 0129 ¥ 0039 + ¢ o 0022 ¥ (/) Negatvo
P8eenms 28 H 03 4+ (OO O 794 OO () 54N (O () () 019 N () () () 0061 N () (h (/) Negatvo
P9eenms 29 H 01 % () () () 62N () () 52N () () () 0108 ¥ () () () 005 N (0] (h (/) Negatvo

HB (14 75% 25% 50% 50% 50%

Plug 25 H 05 ¢ 05 ¢ () 65 N66N 4+ 49 L 51 N 4 058 N 0178 N ¥ 0191 N 0021 ¥ ¢ Negatvo

*P2ug 20 H 02 ¢ 04 ¥ ¢ 78 NT75N ¥ 58N 52 N ¢ 0050 ¢ 1302 4+ 4 0054 N 0106 N t  Negativo

P3 s 19 H 01 % 06 ¥ t 73 N69N ¢ 43 L 51 N 4 0132 N 0047 N ¢ 0174 N 0031 N ¥ Negativo
P4 g 18 H 01 % 04 ¥ t 63 N61N ¢ 67N 59 N ¢ 0073 N 0177 N 4 0093 N 0142 N t Negaivo (A)
P5 g 19 H 02 4% (O O () 74 NOO () 61N () () () 025 N () () () 0050 N ) (h (/) Negatvo
P6 g 18 H 03 4+ (O O () 70N OO () 56N () () () 0138 N () () () 005 N ) (h (/) Negatvo
PTws 24 H 05 % (O O () 75N OO () 54N () () () 0076 ¥ () () () 0136 N ! (h (/) Negatvo

AlOmy.) 100% 43% 43% 50% 1%

P1 aiom 18 M 05 % 08 ¥ 4+ 71 N68N ¥ 52N 52 N () 0444 N 0015 ¥ ¢ 0039 N 0058 N t  Negativo

P2 aiom 18 M 01 % 02 ¢ 4+ 63 NG67N 4 47 L 45 L ¥ 0382 N SI () () 0054 N 0301 4 ¢ Negatvo

P3pom 29 M 04 ¥ 06 ¢+ + 68NT7IN t 53N 62 N t 0254 § 0028 ¢ ¢ 0072 N 095 4 t Negaivo

P4 piom 18 M 02 ¥ 03 ¢ 4+ 67 N62N ¢ 50L 56 N 4 0087 N 0328 N 4 0046 N 0467 4+ + Negaivo (A)

PSaom 27 M 02 ¥ 04 ¢+ + 73NGSN ¥ 46 L 51 N ¢t 0130 ¢ SI () () 0035 N 002 & ¥ Negaivo

P86 aiom 18 M 02 ¢ 04 % ¢+ 76NT72N ¥ 53N 53 N () 0172 N SI () () 0044 N 0035 N } Negatvo

P7pnom 23 M 04 08 ¢ ¢+ 71 N73N ¢ 71N 68 N ¢ 008 ¥ 011 ¢+ ¢+ 0023 ¢ 0165 N t  Negativo

Legenda: Sindrome de Down (SD); Taxa de Fluxo Salivar (TFS); Capacidade Tampao (CT); cortisol
salivar matinal (CSmatinal); Cortisol Salivar noturno (CSnoturno ); Pseudomonas aeruginosa (PA);
Normal (N); valor limitrofe (L); (SI) exame néo realizado devido a quantidade insuficiente de amostra
de saliva; Homens (H); e Mulheres (M).(*) hipossalivac&o; (4 preta) concentracéo elevada e (¥ preta)
concentracdo baixa; ( 4 azul) valor comparativo diminuido; ( w azul) valor comparativo diminuido; (-)
valores semelhantes; (% de) porcentagem de pacientes com valores aumentados apés a terapia; (/)
exame nao realizado devido a interrup¢éo da terapia ou resultado comparativo inconclusivo; (I) Andlise
do CS néo realizado antes da terapia proposta; (p) a identificagdo da PA na pés-terapia nao foi realizado
em detrimento dos resultados negativos para presenca de coldnicas de Pseudomonas aeruginosa em
todos os pacientes, antes das terapias propostas, ndo sendo necessério a repeticdo do referido exame
laboratorial. Valores de referéncia (Gomes et al., 2020): TFS (mL/min): fluxo normal (N; > 1,0), valor
limitrofe (L; até 1,0), fluxo reduzido (< 0,7) e hiposalivacao (< 0,1); Valor de pH: normal (variagéo: 5,3 a
7,8); CT: normal (pHfinal = 5,1 a 7,0), valor limitrofe (pHfinal = 4,0 a 5,0) e baixo (pHfinal < 4,0);
CSmatinal (mg/dL): * Adolescentes feminino e masculino, idades de 12 a 19 anos (variacdo normal:
0,021 a 0,883), * Homens adultos, idade de 20 a 30 anos (variagdo normal: 0,112 a 0,743), * Mulheres
adultas, idade de 20 a 30 anos (variagdo normal: 0,272 a 1,348); CSnoturno (mg/dL): * Adolescentes
feminino e masculino, idades de 12 a 19 anos (variagcéo: < 0,028 a 0,259), * Homens adultos, idade de
20 a 30 anos (variagao: < 0,028 a 0,308); Mulheres adultas, idade de 20 a 30 anos (variagdo: < 0,028
a 0,359).

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3 Céalculo Amostral e Analise Estatistica

Nos pacientes com SD e AOS, o teste de Wilcoxon (signed-rank test) revelou
que a correlagdo entre cada terapia e as varidveis exploratorias do parametros
salivares; enquanto que, o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn foram
usados para comparar as trés terapias propostas com 0s parametros salivares
estudados.

Comparando os valores dos parametros salivares antes e apds cada terapia, o
teste de Wilcoxon revelou que houve diferenca estatisticamente significante na TFS
da terapia com AIOm (p = 0,0225) e valor de pH (p = 0,0346) e niveis de CSn (p =
0,0360) da terapia com EENMs (Tabela 2).

Segundo o teste Kruskall-Wallis seguido pelo teste de comparag¢do multipla de
Dunn, constatamos que houve significAncia estatistica nas variagcdes dos niveis de
CSn entre as terapias com EENMs, DMus e EENMs (p = 0,0223). Quando
comparamos as trés terapias, comprovamos que a diferenca significativa (p = 0,0058)

foi encontrada entre as terapias com EENMs e AIOm (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 2 - Valores de probabilidade de associacao entre a variavel categérica de cada
terapia e as variaveis exploratorias dos parametros salivares pelo teste de correlacéo
de Wilcoxon

Tabela 2 - Valores de probabilidade de associagdo entre a variavel categérica de cada terapia e as variaveis exploratérias dos parametros salivares
pelo teste de correlagdo de Wilcoxon.

Parametros EENMs DM.s AlOm
Salivares \'J Esperanga Variancia p-valor V Esperanga Varidncia valor p V Esperanga Variancia p-valor
TFS 0 5,0000 7,5000 0,1003 0 3,0000 3,5000 0,1814 0 14,0000 35,0000 0,0225
valor pH 27 14,0000 35,0000 0,0346 9 5,0000 7,5000 0,2012 20 14,0000 35,0000 0,3525
CT 7 14,0000 35,0000 0,2719 5 5,0000 7,5000 11,0000 8 14,0000 35,0000 0,3525
CSm 14 14,0000 35,0000 1,0000 4 5,0000 7,5000 0,8551 6 5,0000 7,5000 0,8551
CSn 21 10,5000 22,7500 0,0360 7 50000 75000 05839 3 14,0000 35,0000 0,0759

Legenda: EENMs, eletroestimulagdo neuromuscular de superficie; DMss, dispositivo mastigatério com hiperboloide; AIOm: aparelho intraoral de
avang¢o mandibular; TSF, taxa de fluxo salivar; CT, capacidade tampéo; CSm, cortisol salivar matinal; e CSn, cortisol salivar noturno.

* Nivel de significancia quanto o p-valor € menor que 0,05 («=0,05).

Legenda: Valores de probabilidade de associacéo entre a variavel categdrica de cada terapia e as
variaveis exploratérias dos par@metros salivares pelo teste de correlagdo de Wilcoxon.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 3 - Valores de probabilidade de associacdo entre as trés terapias e as
variaveis exploratérias pelo teste de Kruskal-Wallis

EENMs vs DMHB vs AIOM

Teste de Kruskal-Wallis

TSF valor pH CT CSm CSn
K (valor observado) 0,1733 4,8195 0,4916 2,0286 7,6084
K (Valor critico) 5,9915 5,9915 59915 59915 59915
p-valor 0,9170 0,0898 0,7821 0.3627 0,0223

* Nivel de significancia quanto o p-valor € menor que 0,05 (a=0,05).

Legenda: Valores de probabilidade de associagdo entre as trés terapias e as variaveis exploratorias
pelo teste de Kruskal-Wallis.
Fonte: Elaborada pela autora.



Tabela 4 — Comparacgdes multiplas pareadas usando teste de Dunn, apos as
terapias

Amosltra Frequéncia Soma das ordenacdes Média das ordenacBes Grupos
EENMSs (CSn) 7 38,5000 5,5000 A
DMz (CSn) 4 39,0000 9,7500 A
AIOm (CSn) 7 93,5000 13,3571
p-valores
EENMs (CSn) HB (CSn) AlOm (CSn)
EENMs (CSn) 1 0.2036 0,0058
DM:e (CSn) 0.2036 1 0.2805
AIOm (CSn) 0,0058 0.2805 1
* Nivel de significancia quanto o p-valor € menor que 0,05 (a=0,05).
Diferengas significativas
. EENMs (CSn) HB (CSn) AIOm (CSn)
EENMSs (CSn) Nao Nao Sim
DM.s (CSn) Nao Nio Nao
AlOm (CSn) Sim Néao Nao

Legenda: ComparagGes multiplas pareadas usando teste de Dunn, apés as terapias.
Fonte: Elaborada pela autora.
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6 DISCUSSAO

Pessoas com SD tém dificuldades de destreza manual devido ao déficit
cognitivos de grau variado, levando a problemas de higiene bucal causados por
acumulo de biofilme dental e detritos. Essa condi¢éo favorece o desenvolvimento de
carie e doenca periodontal. A preservacao da saude geral e bucal é influenciada pelas
propriedades fisico-quimicas e microbiolégica da saliva, principalmente na SD, por
isso, consideramos este fluido como um importante veiculo biolégico neste estudo. E
vélido reforcar que a coleta de amostras de saliva é um procedimento ndo-invasivo e
de facil obtencdo, sendo recomendado para este publico-alvo. Considerando as
dificuldades de manuseio e comando de voz nos pacientes com deficiéncia
neuropsicomotoras, o uso de uma bomba de aspiracdo para coleta de saliva foi
necessario para a obtencédo adequada das amostras. Apds as analises, constatamos
gue todos os pacientes tiveram reducdo na producdo de saliva antes e apds as
terapias propostas, com relacdo aos valores normais de referéncia (Gomes et al.,
2020). Essa alteracao poderia ter ocorrido devido a disfuncéo sinptica e/ou alteragao
da atividade neuronal na sintese de neurotransmissores do sistema nervoso
autbnomo, responsavel pela secrec¢do salivar, acometendo principalmente as
glandulas salivares maiores.

ApOs as terapias, constatamos um aumento da TFS, eliminando a condigéo de
hipossalivagdo nos P6eenms, P3ne, P4us € P2aiom e reduzindo o grau de severidade
da alteracdo quantitativa da saliva. Cabe destacar que o AIOm teve estatisticamente
melhor efeito sobre producdo de saliva em relacdo ao DMws e a EENMSs.
Provavelmente, a elevacdo da TFS, especialmente nas terapias com AIOm (100% dos
pacientes) e DMus (75% pacientes), ocorreu devido aos estimulos mecanicos sobre
as glandulas salivares por meio de movimentos mastigatérios com o uso do DMHus
melhorando a qualidade respiratéria e do sono com o uso do AIOm, ativando
receptores do sistema nervoso parassimpatico e favorecendo o desempenho das
unidades morfofuncionais das glandulas salivares, denominada adendmeros. Essas

estruturas sao responsaveis pela sintese e secrecéo salivar.
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A literatura tem descrito alteracdes no parénquima das glandulas salivares e nos
parametros fisiolégicos dessas glandulas em individuos com sindrome de Down
(Gomes et al., 2020). Odeh et al. (2013) identificou auséncia congénita de glandulas
salivares maiores, particularmente as submandibulares e atrofia glandular. Em nossos
estudos, o exame de USG, com e sem Doppler, foi recomendado para diagnosticar
anormalidades morfoloégicas de glandulas salivares parotida, sublingual e
submandibular. Dentre os 23 pacientes atendidos, 12 puderam realizar esse exame
onde todos pacientes mostraram auséncia de anormalidade morfolégica das
glandulas salivares maiores e somente 1 paciente (P5#g) tinha diagndéstico sugestivo
de sialoadenite crénica na glandula salivar parétida, em ambos os lados.
Linfoadenomegalia cervical do lado direito (P2aiom € P3aiom) € esquerdo (P6eenwvs) e
sugestivo de processo inflamatdério na glandula tiredide (P3eenws) foram evidenciados.
Os demais pacientes (n=11) ndo realizaram o exame em detrimento a algumas
intercorrénias pessoais e logisticas, como estado de saude geral instavel e dificuldade
de transporte publico. Essas alteragbes podem ser de origem infecciosa, uma vez que
esses individuos apresentam alta suscetibilidade a infec¢gbes recorrentes devido as
desordens nos mecanismos moleculares do sistema imunoldgico. Em adicdo, nossos
pacientes tinham AOS, sendo provavelmente resultante das anormalidades das vias
aéreas associadas a hipotonia orofacial (Ram., Chinen, 2011). Esses fatores podem
prejudicar a depuracado de secrec¢des e facilitar o processo de infecgéo oral.

Com relacao ao pH, o paciente P3eenwvs teve o pH salivar reduzido apos a terapia,
mantendo-se dentro da faixa de normalidade. Consideramos que esse equilibrio
possa ser um fator dificultador para progressao de doencas bucais, tais como carie,
periodontite e halitose. Baliga et al. (2013) , reforcam que o pH salivar elevado indica
pacientes com propensdo a formacdo de calculo salivar e pode influenciar no
desenvolvimento de doencas periodontias. Frente as terapias, houve significancia
estatistica na diminuicdo do pH salivar apos aplicacdo da EENMs, resultando num
melhor equilibrio do tamponamento da saliva.

Um outro fator de destaque foi a melhora da CT nos pacientes submetidos
especiamente as terapias com EENMs (71% dos pacientes) e DMus (50% dos
pacientes). A EENMS mostrou melhor desempenho em relagdo a qualidade da saliva
guando comparada com os dispositivos mecanicos (DMus € AIOm). Isso poderia estar

relacionado com a emissao efetiva de corrente elétrica que resultou no aumento de
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recrutamento das unidades motoras dos musculos mastigatérios e da excitabilidade
celular das unidades secretoras terminais (células acinares e mioepiteliais) das
glandulas salivares maiores e menores. Assim, podemos inferir que esses pacientes,
especialmente os tratados com EENMs, mostraram melhor resisténcia a cérie, apesar
de continuarem com reducéo de fluxo salivar.

Estudos demonstraram que pacientes com SD tem baixa prevaléncia de cérie
(Domingues et al., 2017; Lee et al., 2004) .Esse fato parece ser devido a protecéo
imune causada pela elevada concentracdo salivar de IgA especifica anti-
Streptococcus mutans (Lee et al., 2004; Gufran et al., 2019, Willis et al., 2021). Outros
autores tém relatado diferentes niveis de microrganismos cariogénicos na saliva de
criancas com SD. E sugerido que criangas com SD poderiam ter um menor perfil de
Streptococcus mutans cariogénico ou diferencas na acidogenicidade/acidoduricidade
de cepas que poderiam estar associada com a baixa prevaléncia de céarie dentaria
nessa populacdo (Domingues et al., 2017)

A respeito do cortisol, esse hormdnio esteroide é produzido na camada
cortical da glandula suprarrenal, sendo diretamente envolvido na resposta ao estresse
psicolégico e/ou fisico (Granger et al., 2009; Elder et al., 2014). Noventa por cento do
cortisol plasmatico estéo ligados a globulina ligante do cortisol (CBG; cortisol-binding
globulin), 5% estéo ligados as proteinas de ligacdo genéricas, como albumina e a-1
glicoproteina, e 5% estdo sem ligacdo ou livres. Segundo (Blair et al., 2017), a
atividade biolégica de um hormdnio é determinada pela concentragdo de hormonio
livre. Portanto, a mensuracdo de niveis de cortisol € mais recomendada na saliva do
gue no sangue, visto que o cortisol livre encontra-se mais disponivel no fluido salivar.
Esse biomarcador é fortemente utilizado para estudar o funcionamento do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (Bella et al., 2011; Supe-Domi¢ et al., 2018). A
mensuracdo do cortisol salivar (CS) pode ser realizada com seguranca e
reprodutibilidade, uma vez que € um procedimento clinico ndo-invasivo e apresenta
niveis semelhantes aos séricos. Este tem sido utilizado como um dos principais testes
de diagndstico para avaliar a suscetibilidade ao estresse.

E importante enfatizar que a secrecdo de cortisol segue um ritmo circadiano
forte para pessoas saudaveis, sendo detectada em maior concentracao no periodo da
manha com declinio ao longo do dia (Supe-Domié et al., 2018). Assim, os niveis de

cortisol seguem as seguintes fases: (12 fase) aumento acentuado dos niveis de cortisol
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30 minutos apés o despertar e um acentuado declinio nas proximas 3 horas; (22 Fase)
um gradual declinio do cortisol durante o resto do dia apresentando a menor
concentracdo na primeira metade do sono e (32 fase) um aumento gradual nos niveis
de cortisol até o despertar (Elder et al., 2014; Fekedulegn et al., 2018).

ApOs as terapias, os pacientes P4eenvs € P21B tiveram aumento dos niveis de
CSmatinal; €m contrapartida, o paciente P4eenwms exibia reducdo dos niveis de CSnoturno.
Quando comparamos as terapias de forma isolada, constatamos que houve diferenga
significativa na diminuic&o dos niveis de CSnoturno €m pacientes tratados com EENMs.
Segundo Sesay et al. (2013), a reducéo prolongada de niveis de CS pode conduzir a
fadiga, perda de peso excessivo e fraqueza muscular.

Todavia, quando comparamos as terapias entre elas, detectamos significancia
estatistica no aumento dos niveis de CSnowmo €m pacientes tratados com AlIOm.
Assim, pacientes que foram tratados com AIOm mostraram maior suscetibilidade ao
estresse, considerando-se que 0s mesmos exibiam uma maior variacdo dos niveis
de CS durante o dia e ndo podemos afirmar com precisdo se essa terapia teve
influéncia direta sobre essa variacao.

Sobre a identificacdo da Pseudomonas aeruginosa, nenhum paciente mostrou
positividade antes das terapias propostas. Assim, inferimos que nossos pacientes
tinham escasso risco para desenvolver pneumonia aspirativa. Diante desse fato,
presumiu-se a irrelevancia de realizar essa andlise apoOs as terapias propostas, uma
vez que todos os pacientes selecionados mantiveram boa saude geral e bucal durante
0 processo de execucao desse estudo.

Em relacdo a limitacdo desse estudo, o impacto da pandemia causada pela
COVID-19 foi significativo na execucdo satisfatoria dessa pesquisa. Alguns pacientes
com SD interromperam tanto as terapias ja iniciadas quanto os exames laboratoriais
para testes de saliva. Entretanto, os resultados obtidos foram suficientes para poder
concluir esse estudo.

Levando-se em conta essas informacdes e 0 aumento da expectativa de vida da
pessoa com SD nos ultimos anos, a busca de conhecimento sobre condutas
terapéuticas orofaciais e seus efeitos sobre a saliva tém despertado forte interesse na
area de Medicina Oral para Pacientes com Necessidades Especiais (MOPE). Dentre

as suas vantagens, esse veiculo biolégico destaca-se pela sua natureza nao invasiva,
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facilidade de coleta, armazenamento e envio de espécimes bem como a possibilidade
de se obterem varias amostras.

Diante disso, recomendamos que o teste de saliva poderia ser inserido como
método alternativo para investigar as condigcbes bucais e gerais de pacientes,
especialmente naqueles com deficiéncia neuropsicomotora e/ou com perda de
capacidade funcional em relacéo aos cuidados pessoais e a mobilidade. Esse método
poderia ser aplicado como protocolo de andlise para monitorar a evolucéo de algumas
doencas ou dosagens de medicamentos e/ou para auxiliar na preconizacdo de

terapias em prol de um equilibrio do ecossistema oral.
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7 CONCLUSAO

Nesse estudo, pudemos concluir que a reducdo do fluxo salivar permaneceu
nos pacientes com SD e AOS apdés as terapias propostas, entretanto, o AIOm seguido
do DMwus, mitigaram a severidade dessa alteracdo. A EENMs teve melhor
desempenho em relacdo a qualidade da saliva quando comparado com as demais
terapias, dentre as quais 0s pacientes tratados com AIOm mostraram alta
suscetibilidade ao estresse, em particular, no periodo noturno. Nenhum paciente tinha
risco de pneumonia por aspiragcao, antes das terapias. Nenhuma anomalia congénita
de glandulas salivares maiores foi evidenciada, todavia alteracfes adquiridas foram

observadas em alguns pacientes com SD e AOS.
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APENDICE A - Andlises estatisticas

Comparacao de duas amostras pareadas - EENMs

Nivel de significancia (%): 5

p-valor: p-valor assintotico

Tratamento dos empates: Hollander & Wolfe
Correcao de continuidade: Sim

Dados faltantes: remoc¢do das unidades
|Te5te de Wilcoxon signed-rank / Testeﬂ

TFS: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

\Y, 0,0000
Esperanca 5,0000
Variancia (V) 7,5000
p-valor (bilateral) 0,1003
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacado do teste:

HO: ndo ha diferenca significante

Ha: ha diferenga significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, nao rejeita-se a hipdtese nula HO.
O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 10,03%.

CSmat: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

Vv 14
Esperanca 14,0000
Variancia (V) 35,0000
p-valor (bilateral) 1,0000
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacao do teste:

HO: nao ha diferenca significante

Ha: ha diferenca significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipdtese nula HO.
O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 100,00%.
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pH: antes x
depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

\ 27

Esperancga 14,0000

Variancia (V) 35,0000
p-valor (bilateral) 0,0346
alfa 0,05

Uma aproximacao toi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacgdo do teste:
HO: ndo ha diferenca significante

Ha: ha diferenca significante
Como o p-valor calculado € menor que o nivel de significancia alfa=0,05, deve-se rejeitar a hipdtese nula HO
em favor da hipdtese alternativa Ha.

O risco de rejeitar a hipdtese nula HO quando ela é verdadeira é menor do que 3,46%.

CSnot: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

Y 21

Esperanca 10,5000

Variancia (V) 22,7500
p-valor (bilateral) 0,0360
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretagao do teste:
HO: ndo ha diferenca significante

Ha: ha diferenca significante
Como o p-valor calculado € menor que o nivel de significancia alfa=0,05, deve-se rejeitar a hipdtese nula HO em

favor da hipdtese alternativa Ha.
O risco de rejeitar a hipdtese nula HO quando ela é verdadeira é menor do que 3,60%.
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CT: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

\ 7
Esperanga 14,0000
Variancia (V) 35,0000
p-valor

(bilateral) 0,2719
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretagdo do teste:

HO: ndo ha diferenca significante

Ha: ha diferenga significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, n3o rejeita-se a hipdtese
nula HO.

O risco de rejeitar a hipdtese nula HO quando ela é verdadeira é de 27,19%.

Comparagao de duas amostras pareadas -
HB

Nivel de significancia (%): 5

p-valor: p-valor assintdtico
Tratamento dos empates: Hollander &
Wolfe

Correcgao de continuidade: Sim
Dados faltantes: remocgao das unidades

TFS: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste

bilateral:

Vv 0,0000
Esperanga 3,0000
Variancia (V) 3,5000
p-valor (bilateral) 0,1814
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.
Interpretacdo do teste:

HO: nao ha diferenca significante
Ha: ha diferenca significante
Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipdtese
nula HO.

O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 18,14%.
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CSmat: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste

bilateral:

Vv 4
Esperanga 5,0000
Variancia (V) 7,5000
p-valor (bilateral) 0,8551
alfa 0,05

Uma aproximagao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacado do teste:

HO: ndo ha diferenca significante

Ha: ha diferenga significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipétese
nula HO.

O risco de rejeitar a hipotese nula HO quando ela é verdadeira é de 85,51%.

pH: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

Vv 9
Esperanga 5,0000
Variancia (V) 7,5000
p-valor (bilateral) 0,2012
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretagdo do teste:
HO: nio ha diferenca significante
Ha: ha diferenca significante
Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipdtese nula HO.
O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 20,12%.
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CSnot: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

Vv 7
Esperanga 5,0000
Variancia (V) 7,5000
p-valor (bilateral) 0,5839
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacdo do teste:

HO: ndo ha diferenca significante
Ha: ha diferenca significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipdtese nula HO.
O risco de rejeitar a hipotese nula HO quando ela é verdadeira é de 58,39%.

CT: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

\ 5
Esperancga 5,0000
Variancia (V) 7,5000
p-valor

(bilateral) 1,0000
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacdo do teste:
HO: n3o ha diferenca significante
Ha: ha diferenga significante
Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipdtese nula
HO.
O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 100,00%.
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pH: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste

bilateral:

\Y 20
Esperanga 14,0000
Variancia (V) 35,0000
p-valor (bilateral) 0,3525
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacdo do
teste:

HO: nao ha diferenga
significante

Ha: ha diferenca
significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, nao rejeita-se a hipdtese nula HO.

O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 35,25%.
CSnot: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste

bilateral:

Vv 3
Esperanca 14,0000
Variancia (V) 35,0000
p-valor (bilateral) 0,0759
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacgao do
teste:

HO: nao ha diferenca
significante

Ha: ha diferenca
significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, nao rejeita-se a hipdtese nula HO.

O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 7,59%.
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CT: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

\% 8
Esperanca 14,0000
Variancia (V) 35,0000
p-valor (bilateral) 0,3525
Alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacao do teste:

HO: ndo ha diferenga significante

Ha: ha diferenca significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05,
nao rejeita-se a hipdtese nula HO.

O risco de rejeitar a hipotese nula HO quando ela é verdadeira é de 35,25%.

Comparagao de duas amostras pareadas - AlOm

Nivel de significancia (%): 5

p-valor: p-valor assintético

Tratamento dos empates: Hollander & Wolfe
Corregdo de continuidade: Sim

Dados faltantes: remocgao das unidades

TFS: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

Vv 0

Esperancga 14,0000

Variancia (V) 35,0000
p-valor (bilateral) 0,0225
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacao do teste:

HO: ndo ha diferenca significante

Ha: ha diferenca significante

Como o p-valor calculado é menor que o nivel de significancia alfa=0,05, deve-se rejeitar a hipdtese nula HO
em favor da hipdtese alternativa Ha.

O risco de rejeitar a hipdtese nula HO quando ela é verdadeira é menor do que 2,25%.
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CSmat: antes x depois

Teste de Wilcoxon signed-rank / Teste bilateral:

Vv 6
Esperancga 5,0000
Variancia (V) 7,5000
p-valor (bilateral) 0,8551
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.
Interpretacao do teste:

HO: n3o ha diferenca significante
Ha: ha diferenga significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipétese nula HO.

O risco de rejeitar a hipotese nula HO quando ela é verdadeira é de 85,51%.

Comparagao de mais de duas amostras (ndo-pareadas) - EENMs x HB x AIOm
TFS (ap6s(EENMs x HB x AIOm))

Teste de Kruskal-Wallis:

K (Valor observado) 0,1733

K (Valor critico) 5,9915

GL 2
p-valor (bilateral) 0,9170
alfa 0,05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacdo do teste:
HO: nao ha diferenca significante
Ha: ha diferenga significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, nao rejeita-se a hipdtese nula HO.

O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 91,70%.
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CSmat (apos(EENMs x HB x AIOm))

Teste de Kruskal-Wallis:

K (Valor observado) 2,0286
K (Valor critico) 5,9915
GL 2
p-valor (bilateral) 0,3627
alfa 0.05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretagdo do teste:
HO: ndo ha diferenca significante
Ha: ha diferenga significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipdtese nula HO.

O risco de rejeitar a hipdtese nula HO quando ela é verdadeira é de 36,27%.

pH (apds(EENMs x HB x AlOm))

Teste de Kruskal-Wallis:

K (Valor observado) 4,8195
K (Valor critico) 5,9915
GL 2
p-valor (bilateral) 0,0898
Alfa 0.05

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretacdo do teste:
HO: nao ha diferenga significante
Ha: ha diferenga significante

Como o p-valor calculado é maior que o nivel de significancia alfa=0,05, ndo rejeita-se a hipdtese nula HO.

O risco de rejeitar a hipétese nula HO quando ela é verdadeira é de 8,98%.



84

CSnot (ap6s(EENMs x HB x AIOm))

Teste de Kruskal-Wallis:

K (Valor observado) 7,6084
K (Valor critico) 5,9915
GL 2
p-valor (bilateral) 0,0223
0,05

alfa

Uma aproximacao foi utilizada para calcular o p-valor.

Interpretagdo do teste:
HO: ndo ha diferenca significante

Ha: ha diferenca significante

Como o p-valor calculado é menor que o nivel de significancia alfa=0,05, deve-se rejeitar a hipdtese nula HO em favor da hipdtese alternativa Ha.

O risco de rejeitar a hipdtese nula HO quando ela é verdadeira € menor do que 2,23%.

Empates foram encontrados nos dados e as corregdes apropriadas foram aplicadas.

Comparacdes multiplas pareadas utilizando o procedimento de Dunn / Teste bilateral:

Amostra Frequéncia Soma das ordenagdes Média das ordenagdes
EENMs (CSnot(Apos)) 7 38,5000 5,5000
HB (CSnot(Apos)) 4 39,0000 9,7500
AlOm (CSnot(Apos)) 7 93,5000 13,3571

p-valores:

EENMs (CSnot(Apos))

HB (CSnot(Apds))

AlOm (CSnot(Apos))

EENMs (CSnot(Apos))
HB (CSnot(Apds))
AlOm (CSnot(Apds))

Diferencas significativas:

1
0,2036
0,0058

0,2036
1
0,2805

0,0058
0,2805
1

EENMs (CSnot(Apos))

HB (CSnot(Apds))

AlOm (CSnot(Ap0ds))

EENMs (CSnot(Apos))
HB (CSnot(Apds))
AlOm (CSnot(Apds))

Sim
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muscular, bem como a melhora nas variaveis fisiologicas do sono, que sédo influenciadas pela condigéo
muscular hipoténica. Como indicadores secundarios de resultado teremos como mensurar a efetiva adeséo
de cada terapia e como cada uma delas influenciou as alteragées musculares e respiratorias do sono nos
grupos estudados.

Objetivo da Pesquisa:

Realizar um ensaio clinico randomizado controlado, avaliando as fun¢gdes dos musculos mastigatorios e as
variaveis fisiolégicas do sono apés as terapias com eletroestimulagédo neuromuscular de superficie
(EENMs), hiperboloide (Hb), bandagem terapéutica facial (BTf) e aparelho intraoral (AIO) em pacientes com
sindrome de Down

Objetivo Secundério:

- Obter os padrées da atividade elétrica dos mlsculos masseter direito e esquerdo (porgdo superficial),

temporal direito e esquerdo (porgao anterior) e supra-hidideo em pacientes com sindrome de Down, por
meio da eletromiografia de superficie;

- Avaliar a atividade elétrica dos musculos masseter direito e esquerdo (porgao superficial), temporal direito
e esquerdo (porgao anterior) e suprahidideo em pacientes com sindrome de Down, apos eletroestimulagéo
neuromuscular, uso de hiperboloide, bandagem terapéutica facial e aparelho intraoral, por meio da
eletromiografia de superficie;

- Obter os padrées das variaveis fisiologicas do sono em pacientes com sindrome de Down, por meio de
polissonografia basal (inicial);

- Avaliar as variaveis fisiologicas do sono em pacientes com sindrome de Down, apods uso de hiperboloide,

eletroestimulagédo neuromuscular, bandagem terapéutica facial e aparelho intraoral, por meio de
polissonografia;

- Avaliar o volume de fluxo salivar, pH e as concentragdes de cortisol e alfa-amilase na saliva em pacientes
com sindrome de Down, antes e apds as terapias propostas;

- Avaliar os indicadores inflamatérios (IL-1ra, IL-1beta, IL-2, IL-10, INF-gama e TNF-alfa) da cavidade oral
com a finalidade de estabelecer os padrées antes e apos as terapias propostas;

- Avaliar os niveis bucais de Pseudomonas aeruginosa, espécie bacteriana selecionada como indicadora de
risco para ocorréncia de pneumonia aspirativa, antes e ap0s as terapias propostas.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

as terapias: A eletroestimulag@o neuromuscular de superficie pode oferecer sensagao de desconforto devido
ao estimulo elétrico aplicado sobre os musculos estudados, e nao oferece riscos previsiveis; O hiperboloide
nao oferece desconforto e nem riscos previsiveis; O aparelho
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ANEXO B- Producéo Cientifica

VAR P Evaluation of the salivary parameters after therapies with neuromuscular
electrostimulation and intraoral appliance in Down Syndrome

Nudi RS*, Dutra MTS, Giaennasi LC, Dicieri-Pereira B, Amorim 1BO, Koga-lto CY, Selgado MAC,
Gomes MF
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA / ICT-UNESP-SJC.

Nio ha conflito de interesse

The aim will be to evaluate the therapeutics effects of the neuromuscular clectromechanical stimulation
and intra-oral appliance on the physicochemical and microbiological properties of saliva in patients
with Down syndrome (DS} and obstructive sleep apnea (OSA). We also will analyze the morphological
features of major salivary glands. Patients with DS and OSA will be recruited in this study. Follow, they
will be divided into three groups of therapy: sSNMES (surface neuromuscular electrical stimulation),
hyperbolide mastication apparatus (HBMA), and MAOA (mandibular advancement oral appliance).
These therapeutic protocols will be applied for 60 days. Before and after these therapies, saliva testing
will be carried out, including salivary flow rate, pH value, buffer capacity, salivary cortisol levels
(morning and night) to verify stress susceptibility, and identification of Pseudomonas aeruginosa species
to determinate risk for occurrence of aspiration pneumonia. Furthermore, ultrasound and magnetic

resonance imaging will be accomplished to verify the morphological features of the major salivary

dibular and sublingual glands. Posteriorly, sample power, analyric

glands, including parotid, sub;

calculation and comparative analysis will be done.

Considering that people with SD bhas commonly hypotonia of masticatory muscles and changes in
salivary parameters, we infer that the purpose therapies may promote a quantitative and qualitative
improvement of this biological fluid and, consequently, lead to an appropriate oral health,

(Apoio: FAPs - Fapesp N° 2017/06835-8)
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