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ASPECTOS BIOQUÍMICOS E MICROBIOLÓGICOS DA CAVIDADE ORAL DE 

CRIANÇAS E JOVENS COM ACOMETIMENTO NEUROLÓGICO E DISFAGIA 

OROFARÍNGEA 

 

RESUMO 

Introdução: Os componentes e o fluxo salivar possuem influência direta na composição da 

microbiota oral de indivíduos com disfagia orofaríngea, sendo que estudos já demonstraram 

acúmulo excessivo de cálculo dental supragengival em indivíduos com disfagia. Objetivo: 

Comparar a higiene oral e os aspectos bioquímicos e microbiológicos da cavidade oral em 

crianças e jovens com acometimento neurológico e disfagia orofaríngea gastrostomizados e não 

gastrostomizados. Método: Participaram deste estudo 40 crianças e jovens com acometimento 

neurológico e disfagia orofaríngea, 18 do sexo feminino e 22 do sexo masculino, na faixa etária 

de 2 a 22 anos de idade (média de idade 8,5 anos). Os participantes foram divididos em dois 

grupos de análise: GRUPO 1 (n=20), composto de indivíduos que usam como via alternativa 

de alimentação a gastrostomia, e GRUPO 2 (n=20), composto de indivíduos com alimentação 

por via oral. Foram realizadas a avaliação da higiene oral, o pH e fluxo salivar, e análise por 

meio da expressão do RNAm pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) de três 

bactérias: Porphyrow2monas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola. 

Resultados: O índice de higiene oral total apresentou mediana geral de 2,5 e apresentou 

diferença estatística significativa entre os dois grupos (Grupo 1: mediana 4 e Grupo 2: mediana 

2) (p=0,0003871). Houve diferença estatística entre os grupos comparando a presença de 

cálculo (Grupo 1: mediana 2 e Grupo 2: mediana 0) (p=0,000001931). Já para a placa bacteriana 

não houve diferença estatística entre os grupos (p=0,2939). O pH apresentou diferença 

estatística entre os grupos (Grupo 1: mediana 7,5 e Grupo 2: mediana 6) (p=0,00002236), 

enquanto o fluxo salivar não apresentou diferença estatística entre os grupos (Grupo 1: mediana 

0,8 Grupo 2: mediana 0,7) (p=0,1168). E, em relação às análises das bactérias, não houve 

associação entre os grupos e foram presentes em 24 crianças e jovens com Porphyromonas 

gingivalis (Grupo 1: 14 e Grupo 2: 10), 24 com Tannerella forsythia (Grupo 1: 14 e Grupo 2: 

10) e 19 com Treponema denticola (Gupo 1: 10 e Grupo 2: 9). Conclusão: As crianças e jovens 

com acometimento neurológico e disfagia orofaríngea e uso de gastrostomia apresentaram pior 

índice de higiene oral, maior presença de cálculos e maior pH na saliva. Quanto às bactérias, 

tanto as crianças quanto os jovens em uso de gastrostomia ou alimentação por via oral, 

apresentaram na cavidade oral as três bactérias analisadas.  

Palavras-chave: Cálculos Dentários, Higiene Bucal, Saliva, Transtorno de Deglutição, 

Transtorno Neurológico. 
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BIOCHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL ASPECTS OF THE ORAL CAVITY 

OF CHILDREN AND YOUNG PEOPLE WITH NEUROLOGICAL IMPAIRMENT 

AND OROPHARYNGAL DYSPHAGIA 

 

ABSCTRACT  

Introduction: The components and the salivary flow have a direct influence on the composition 

of the oral microbiota of children and young people with oropharyngeal dysphagia, studies have 

already demonstrated excessive accumulation of supragingival dental calculus in individuals 

with enteral nutrition. Objective: Comparing the oral hygiene, biochemical and 

microbiological aspects of the oral cavity in children and young people with neurological 

involvement and oropharyngeal dysphagia, gastrostomized and non-gastrostomized. Method: 

Forty children and young people with neurological disorder and oropharyngeal dysphagia 

participated in this study, 18 females and 22 males, aged from 2 to 22 (average age 8.5 years). 

The participants were divided into two analysis groups: GROUP 1 (n= 20), composed of 

individuals who use gastrostomy as an alternative feeding method, and GROUP 2 (n= 20), 

composed of individuals who feed orally. It was made an assessment of their oral hygiene, pH 

and salivary flow and an analysis by means of RNAm expression by the Polymerase Chain 

Reaction (PCR) technique of three bacteria: Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia and 

Treponema denticola. Results: The total oral hygiene index has a general median of 2.5 and a 

statistically significant difference between the two groups (Group 1: median 4 and Group 2: 

median 2) (p = 0.0003871). There was a statistical difference between the groups when 

comparing the presence of calculus (Group 1: median 2 and Group 2: median 0) (p = 

0.000001931). As for bacterial plaque, there was no statistical difference between the groups 

(p = 0.2939). There was statistical difference between the groups (Group 1: median 7.5 and 

Group II: median 6.0) (p = 0.00002236) as for the pH, while there was no statistical difference 

between the groups (Group 1: median 9; Group 2: median 7) (p = 0.1168) as for salivary flow. 

Regarding the analysis of bacteria, there was no association between groups and 24 children 

and young people had Porphyromonas gingivalis (Group 1: 14 and Group 2: 10), 24 had 

Tannerella forsythia (Group 1: 14 and Group 2: 10) and 19 had Treponema denticola (Group 

1: 10 and Group 2: 9).Conclusion: Children and young people with neurological impairment 

and oropharyngeal dysphagia who use gastrostomy feeding had a worse rate of oral hygiene, 

greater presence of calculus and higher pH in saliva. As for bacteria, both children and young 

people who use gastrostomy feeding and the ones who feed orally had the three bacteria 

analyzed in the oral cavity. 

Keywords: Dental Calculus, Deglutition Disorder, Oral Hygiene, Neurological Disorder, 

Saliva. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os acometimentos neurológicos possuem diferentes origens, congênita ou adquirida, 

podendo ocorrer em diferentes períodos da vida, desde a fase neonatal até a velhice. A paralisia 

cerebral (PC), também denominada de encefalopatia crônica não progressiva da infância, é 

considerada um acometimento neurológico e é consequência de uma lesão cerebral ocorrida 

durante o período pré-natal, perinatal ou pós-natal, que provoca alterações sensoriais e/ou 

motoras (REDDIHOUGH; COLLINS, 2003). A PC afeta a qualidade de vida da pessoa e a 

saúde em geral devido ao complexo quadro clínico apresentado. Essa população caracteriza-se 

por alteração de tônus muscular, transtornos de comunicação, de deglutição, diminuição da 

capacidade intelectual e epilepsia (ROSENBAUM et al., 2007; DOUGHERTY, 2009; 

COLVER; FAIRHURST; PHAROAH, 2014). 

Em relação ao acometimento neurológico por causas genéticas, citam-se as síndromes 

genéticas, que são definidas por qualquer alteração do patrimônio genético, abrangendo todas 

as alterações gênicas presentes no indivíduo que podem ser transmitidas a gerações futuras, 

como o aumento ou a diminuição de DNA, seja através de cromossomos inteiros ou frações 

destes, através de deleções, duplicações ou translocações não equilibradas. As síndromes 

genéticas são responsáveis por alterações reprodutivas, malformações, retardo mental, entre 

outros (PINTO JUNIOR, 2002).  

Observa-se que são diversos os sinais e sintomas decorrentes dos acometimentos 

neurológicos, sendo eles desde alterações do desenvolvimento como deficiência mental, déficit 

de atenção, hiperatividade, dislexia, disfagia dentre outros (ROSENBAUM et al., 2007). Dentre 

os sintomas, a disfagia orofaríngea neurogênica é um sintoma com prevalência que varia de 

43% a 99% nos indivíduos com PC, trazendo prejuízos nutricionais, de hidratação, 

complicações pulmonares e no prazer alimentar (PINTO et al., 2016). O comprometimento na 

fase oral e faríngea da deglutição ocorrido pela incapacidade de controlar o alimento na boca 

por ausência de vedamento labial, alteração na coordenação da língua, reflexos orais e 

alterações faríngeas ocasiona prejuízos orofaríngeos que comprometerão, por vezes, a 

eficiência e a segurança da deglutição (BROWN et al., 2008; SUSIN et al., 2012). A avaliação 

da disfagia orofaríngea nessa população tem sido realizada por métodos clínicos distintos e por 

método instrumental como a Videofluoroscopia ou a Nasoendoscopia de deglutição (LAGOS-

GUIMARÃES et al., 2016).  

O fator tempo do trânsito oral do bolo alimentar vem sendo estudado na população com 

acometimento neurológico (COLA et al., 2020) e a literatura evidencia que nessa população o 
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tempo do trânsito oral é maior em indivíduos com necessidade de gastrostomia do que em 

indivíduos sem necessidade de gastrostomia (AFONSO et al., 2018). Os estudos mostram ainda 

que a gastrostomia favorece o ganho de peso, invertendo ou prevenindo a desnutrição, reduz o 

tempo de alimentação, facilita a administração de medicamentos, diminui problemas 

respiratórios e de internações e melhora a qualidade de vida dos cuidadores (GAUDERER, 

2002; Oliveira et al., 2010). 

Nos indivíduos com acometimento neurológico, outro aspecto importante a ser discutido 

é a função de autolimpeza oral, que muitas vezes está comprometida. A higiene bucal é 

realizada de maneira insatisfatória pela dificuldade de coordenação motora desses pacientes. 

Geralmente, pacientes portadores de acometimento neurológico podem apresentar disfunções 

orais frequentes, como reflexos orais patológicos, reflexos primitivos patológicos, sialorreia, 

xerostomia e movimentos anormais de lábios, língua e bochechas, causando danos à saúde oral 

(DOUGHERTY, 2009; NOVAK et al., 2012; REID et al., 2012; ARVEDSON, 2013). 

A disfagia orofaríngea e a higiene oral prejudicada podem afetar o pH e o fluxo salivar, 

pois a redução do fluxo salivar, concomitantemente à redução do pH intraoral, pode predispor 

pacientes à colonização bacteriana por Klebisiella pneumoniae, enterobactéria responsável por 

causar pneumonia e infecções hospitalares (AYARS et al., 1982). Alguns estudos já 

demonstraram que adolescentes com paralisia cerebral apresentaram menor fluxo salivar, 

portanto, menor atividade enzimática, como da peroxidase, amilase e de proteínas totais da 

saliva, além de uma menor capacidade tampão e maior concentração de ácido siálico, 

comparados ao controle, o que poderia aumentar o risco de doenças bucais nessa população 

(SANTOS et al., 2007; SANTOS et al., 2011). 

Outro aspecto importante é que os componentes e o fluxo salivar possuem influência 

direta na composição da microbiota oral de pacientes com distúrbios nutricionais. A doença 

periodontal tem alta prevalência em adolescentes com síndrome de Down, além de apresentar 

efeitos negativos sobre a qualidade de vida desses indivíduos. E tais alterações são 

potencializadas pela gravidade da doença (LOUREIRO et al., 2007).  

A microbiota envolvida nas infecções periodontais é considerada mista, pois diversas 

espécies de micro-organismos exercem papéis específicos na etiopatogênese dessas alterações 

(FAVERI et al., 2009). Dentre esses microorganismos, podemos destacar os anaeróbios Gram-

negativos: Prevotella, Fusobacterium, Porphyromonas, Pseudomonas, Aggregatibacter, 

Campylobacter e Treponema, particularmente as espécies Prevotella intermedia, 

Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 
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actinomycetemcomitans e Tannerella forsythia (FAVERI et al., 2009; RAMSEIER et al., 

2009). 

Os micro-organismos Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema 

denticola são os que apresentam maior relevância no desenvolvimento das doenças 

periodontais, além de determinar um prognóstico mais reservado no tratamento de sítios 

periodontais inflamados colonizados por eles (WARA-ASWAPATI et al., 2009; 

KEBSCHULL; PAPAPANOU, 2011). 

Diante do exposto, este estudo tem como hipótese de pesquisa que as crianças e jovens 

com acometimento neurológico e disfagia orofaríngea e uso de via alternativa de alimentação 

(gastrostomia) apresentam mais alterações na higiene oral, maior pH e fluxo salivar e maior 

presença de bactérias na cavidade oral do que crianças e jovens com via oral de alimentação. 

 



 

 

 

 

2 Objetivo 
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2 OBJETIVO 

 

Comparar a higiene oral, os aspectos bioquímicos e microbiológicos da cavidade oral 

em crianças e jovens com acometimento neurológico e disfagia orofaríngea gastrostomizados 

e não gastrostomizados. 

 

 

 

 



 

 

 

 

3 Método 
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3 MÉTODO 

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

de Marília, UNIMAR, parecer número 3.682.759. Todos os responsáveis pelos indivíduos 

incluídos no protocolo de estudo tiveram ciência e deram consentimento livre esclarecido.  

 

3.2 CASUÍSTICA 

 

Participaram deste estudo 40 crianças e jovens com acometimento neurológico e 

disfagia orofaríngea; destes, 26 com diagnóstico de paralisia cerebral e 14 com diagnóstico de 

síndrome genética, 18 do sexo feminino e 22 do sexo masculino, na faixa etária de 2 a 22 anos 

de idade (média de 8,5 anos). Os participantes foram divididos em dois grupos de análise: 

GRUPO 1 (n=20), composto por crianças e jovens que usam como via alternativa de 

alimentação a gastrostomia, e GRUPO 2 (n=20), composto por crianças e jovens com 

alimentação por via oral. Os critérios de inclusão foram crianças e jovens com acometimento 

neurológico e disfagia orofaríngea confirmados nos prontuários de atendimento. Foram 

excluídos crianças e jovens com condições físicas que impossibilitaram a coleta dos espécimes 

clínicos, com quadro clínico geral instável, com ausência ou erupção incompleta de elementos 

dentários de número 11, 31, 16, 26, 36 e 46 (dentição permanente) ou 51, 71, 55, 65, 75 e 85 

(dentição decídua) necessários para avaliação e uso de antibiótico contínuo. 

A seleção das crianças e jovens ocorreu conforme a presença para atendimento 

ambulatorial e prévia análise de prontuário confirmando o diagnóstico de disfagia orofaríngea. 

E assim foram convidados a participar da pesquisa, recebendo explicações sobre os objetivos e 

o método da coleta. Tais crianças e jovens são acompanhados no Ambulatório de 

Especialidades do Hospital Beneficente UNIMAR –  “Projeto Amor de Criança”. 

 

3.3 MÉTODO 

 

O desenho deste estudo é classificado como primário, prospectivo, transversal, 

observacional, descritivo e analítico.  

O local da coleta foi em consultório odontológico, na clínica de odontologia da 

Universidade de Marília–Unimar e nas dependências do Ambulatório Amor de Criança, 
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mantido pela Associação Beneficente Hospital Universitário, localizado na Rua Dr. Próspero 

Cecílio de Coimbra, 80 – Jd. São Gabriel, na cidade de Marília. 

Inicialmente, fez-se a leitura do prontuário do paciente para a confirmação do 

diagnóstico de acometimento neurológico e disfagia orofaríngea, como também da informação 

sobre a via de alimentação. O diagnóstico médico é feito por exames de imagem e exames 

genéticos como Snp Array e Exoma, conforme a necessidade para cada paciente. A avaliação 

da deglutição é realizada por fonoaudiólogo por meio de avaliação clínica e de exame 

instrumental, a videofluoroscopia da deglutição. Em seguida foi realizada anamnese com os 

responsáveis e coletadas informações referentes aos dados pessoais, e clínicas, como visita ao 

dentista, frequência de escovação, horário da última oferta de alimentação e sobre o uso de 

medicação contínua. 

A avaliação da higiene oral e coleta da saliva foi realizada sempre pelos mesmos dois 

profissionais, um da área de odontologia e outro de enfermagem, ambos treinados e com 

experiencia na área de atuação. A criança ou jovem foi posicionado na cadeira odontológica da 

marca Kavo, modelo Unik, ou mesmo na sua própria cadeira de rodas, conforme a necessidade 

de posicionamento. Durante a avaliação e a coleta, utilizou-se luva estéril, espelho clínico bucal 

odontológico, sonda exploradora odontológica, sugador plástico descartável, seringa tríplice 

acoplada à cadeira odontológica com jato de ar e água, luz do refletor da cadeira odontológica 

e swab. 

 

3.3.1 Índice de Higiene Oral Simplificado 

 

Com o objetivo de qualificação da higiene oral, foi realizada a quantificação do depósito 

de placa bacteriana e cálculo dental em toda a população amostral envolvida. Essa avaliação 

foi realizada pelo mesmo profissional da área de odontologia especializado na área de 

odontopediatria e com experiência de sete anos no atendimento dessa população. Para isso, foi 

aplicado o Índice de Higiene Oral Simplificado (IHOS), proposto por Greene e Vermillion 

(1964), no qual se verificou a existência de placa ou cálculo na superfície vestibular dos 

elementos dentários de números 11 (incisivo central superior direito), 31 (incisivo central 

inferior esquerdo), 16 (primeiro molar superior direito) e 26 (primeiro molar superior esquerdo), 

e na superfície lingual dos elementos 36 (primeiro molar inferior esquerdo) e 46 (primeiro molar 

inferior direito) (Figura 1). Na ausência de um elemento, substituímos por outro do mesmo 

grupo, ou seja, mesma arcada dentária e mesmo quadrante. Apenas os elementos totalmente 

erupcionados foram considerados. Em dentição decídua ou mista, avaliou-se a superfície 
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vestibular dos elementos dentários de números 51(incisivo central superior direito), 71 (incisivo 

central inferior esquerdo), 55 (primeiro molar superior direito), 65 (primeiro molar superior 

esquerdo), e superfície lingual dos elementos 75 (primeiro molar inferior esquerdo) e 85 

(primeiro molar inferior direito). 

A cada superfície selecionada, atribuiu-se um valor de 0 (zero) a 3 (três), correspondente 

à quantidade de placa bacteriana e cálculo dental depositado na superfície dentária (Figura 2), 

de acordo com o que se segue: 

• Zero: inexistência de placa e/ou cálculo; 

• Um: placa e/ou cálculo supragengival presente em até 1/3 da superfície dentária 

exposta; 

• Dois: placa e/ou cálculo supragengival presente em mais de 1/3, porém não mais que 

2/3 da superfície dentária exposta; 

• Três: placa e/ou cálculo supragengival presente em mais de 2/3 da superfície da coroa 

dentária, ou uma faixa contínua e espessa de placa e/ou cálculo subgengival. 

O índice é calculado como sendo o resultado da soma dos valores de cada elemento 

dentário, dividida pelo total de dentes examinados. 

 

Figura 1 - IHOS: avaliação da superfície vestibular dos elementos 11, 31, 16 e 26 e da 

superfície lingual dos elementos 36 e 46. 

 
Fonte: Malmo University Oral Health Database. 
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Figura 2 - IHOS: códigos de 0 (zero) a 3 (três), correspondentes à quantidade de placa/cálculo 

depositado na superfície dentária. 

 
Fonte: Malmo University Oral Health Database. 

 

3.3.2  pH salivar 

 

Foi realizada a análise do pH salivar através de fitas de papel indicadoras de pH 

(Macherey-Nagel (MN)* ou pH-fix*), as quais possuem escala de 0 a 14 e graduação de 1 pH, 

com determinação pelo método colorimétrico, que utiliza uma escala própria para leitura. A fita 

foi introduzida na cavidade oral, na região de mucosa jugal direita do paciente, e permaneceu 

por 20 segundos, em seguida foi removida e o resultado foi comparado através da escala (Figura 

3 e 4). 

Uma única avaliadora fez a leitura do método colorimétrico. Ela foi calibrada, através 

de repetições em exames prévios à pesquisa. Além disso, as leituras de pH pelo método 

colorimétrico foram realizadas sempre nas mesmas condições de luminosidade, sob a luz do 

refletor do equipo odontológico da clínica onde foi realizado o exame (SERRATINE-SILVA, 

2009).  

Os valores de referência para o pH salivar são: 

- pH neutro: =6,5 – 7,0 

- pH ácido: < 6,5 – 7,0 

- pH básico: > 6,5- 7,0 

(GUYTON; HALL, 2011). 
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Figura 3 - Fitas de papel colorimétricas indicadoras de pH (Macherey-Nagel (MN)* ou pH-

fix*).  

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 4 - Introdução da fita na cavidade oral, na região de mucosa jugal direita do paciente. 

 
Fonte: Autoria própria. 
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3.3.3 Fluxo Salivar 

 

 Para a coleta da saliva, os cuidadores/responsáveis foram informados de que os 

indivíduos não poderiam ter ingerido bebidas, alimentos e ter realizado a higiene bucal uma 

hora antes da coleta (CHAVES NETO et al., 2005). 

A coleta foi realizada entre 8:00 e 10:00 horas. Foram utilizados frascos Salivette*, da 

marca Sarstedt, contendo em seu interior um algodão rolete compacto estéril (Figura 5). Esse 

algodão foi introduzido no interior da cavidade oral do indivíduo, na região sublingual, com o 

auxílio de uma pinça clínica de metal estéril, permanecendo por 1 minuto até a completa 

saturação por saliva, sendo colocado novamente no interior do frasco (SANTOS et al., 2016) 

(Figura 6). Ao final das coletas matinais, os frascos foram levados para o laboratório São 

Francisco, que tem parceria com o ambulatório, onde foi realizada a análise de fluxo salivar. 

Os frascos foram centrifugados e a saliva acondicionada em um compartimento inferior 

do frasco, livre de resíduos e devidamente preparado para avaliação. Os resultados de fluxo 

salivar foram expressos em ml/min. 

 

Figura 5 - Frasco Salivette*, da marca Sarstedt, contendo em seu interior rolete de algodão 

estéril. 

 
Fonte: Autoria própria. 
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Figura 6 - Introdução do algodão no interior da cavidade oral do paciente, na região sublingual, 

com o auxílio de uma pinça clínica de metal estéril. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

3.3.4 Reação em cadeia pela polimerase (PCR) 

 

Foi realizada a coleta da saliva por meio de swab oral (Figura 7) e, a partir deste, foi 

investigada a expressão do RNAm pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

dos agentes Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola. 

 Obtenção do swab oral: após a higienização da boca com 100ml de água, a coleta foi 

realizada raspando a face interna das bochechas com swabs estéreis, fazendo movimentos 

circulares por aproximadamente 30 vezes (CUNHA-CORREA, 2016). Esses swabs foram 

cortados e colocados em microtubos de 2ml com gel em seu interior. As amostras colhidas 

foram armazenadas em geladeira a 4°C por período de até 7 dias antes da extração de DNA 

genômico (Figuras 8 e 9). 

 Extração de DNA com o Kit comercial DNA isolation kit (Puregene, Gentra Systems, 

Minneapolis/EUA) (Figura 10): nos microtubos contendo os swabs foram adicionados 300µL 

de solução de lise. A seguir, foi adicionado 1,5µL de proteinase K (20mg/ml) e 100 µL de 

solução de precipitação de proteína. Em seguida, foi acrescido 300µL de isopropanol a 100% e 

0,5µL de glicogênio (20mg/ml) e os tubos sofreram centrifugação a 15.000rpm/3 minutos 

(Figura 11). O sobrenadante foi desprezado e o tubo invertido sobre papel absorvente. Foram 



28 

 

adicionados 300µL de etanol a 70% para lavar o DNA. Os tubos permaneceram abertos por 

15min para evaporação do etanol residual e, a seguir, o DNA foi dissolvido em 20µL de solução 

de eluição do DNA. 

As amostras de DNA extraídas foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1,5% 

em TBE (Tris, ácido bórico e EDTA 0,001 M, pH 8,0) contendo brometo de etídio na 

concentração de 0,5µg/ml de gel e observadas em transiluminador (marca Hoefer, modelo 

MacroVue UV-20) para verificar a integridade da amostra de DNA (Figura 12). As 

concentrações das amostras de DNA obtidas foram mensuradas em espectrofotômetro 

(Ultrospec III, Pharmacia LKB Biochrom Ltd, Cambridge, Inglaterra) no comprimento de onda 

de 260nm. A relação 260/280 igual a 1,8 foi utilizada para caracterizar a pureza do material. As 

amostras ficaram armazenadas a 4°C até sua utilização. 

Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR): a amplificação do gene constitutivamente 

expresso gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi realizada para controle interno 

das reações, a fim de confirmar se houve sucesso no processo de extração de DNA. Para isso, 

o protocolo Invitrogen® foi adotado, onde em um tubo estéril foram adicionados 2,5uL de 

tampão PCR 10X, 0,75uL de MgCl2 (50mM), 0,5uL de DNTP Mix (10mM), 0,6uL de 

oligonucleotídeo iniciador “foward” (2mM), 0,6uL de oligonucleotídeo iniciador “reverse” 

(2mM), 0,5uL da amostra de DNA, 0,2uL de Taq DNA polimerase (5unidades/uL) e água 

destilada e autoclavada para completar o volume final de 25uL (Figura 12). A reação foi 

realizada no termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400, sob as condições de 

94°C por 45 segundos (denaturação), 60°C por 45 segundos (anelamento), 70°C por 1 minuto 

(extensão) e 70°C por 15 minutos (extensão final), por 25 ciclos (BURATINI et. al., 2005)  

O protocolo FIREpol® foi adotado para a amplificação da Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia, Treponema denticola por PCR. Em um tubo estéril foram adicionados 

4uL de Master Mix 5X, 0,6uL de oligonucleotídeo iniciador “foward” (10uM), 0,6uL de 

oligonucleotídeo iniciador “reverse” (10uM), 2uL da amostra de DNA e água destilada e 

autoclavada para completar o volume final de 20uL. A reação também foi realizada no 

termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400, sob as condições de 94°C por 30 

segundos (denaturação), 55°C por 30 segundos (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensão) e 

72°C por 5 minutos (extensão final). 

As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores para a amplificação do GAPDH e das 

bactérias em específico estão apresentadas no Quadro 1 (GUIMARÃES et. al., 2012, 

BURATINI et. al., 2005). 
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Figura 7 - Coleta da saliva por meio de swab oral estéril. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 8 - Obtenção do swab oral raspando a face interna das bochechas com swabs estéreis 

 
Fonte: Autoria própria. 
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Figura 9 - Amostra levada para o interior do tubo 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 10 - Kit comercial DNA isolation kit (Puregene, Gentra Systems, Minneapolis/EUA).  

 
Fonte: Autoria própria. 
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Figura 11 - Centrífuga. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 12 - Transiluminador Hoefer modelo MacroVue UV-20 para verificar a integridade da 

amostra de DNA. 

 
Fonte: Autoria própria. 
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pb: pares de bases 

 

As amostras de DNA amplificadas foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 

1,5% em TBE (Tris, ácido bórico e EDTA 0,001 M, pH 8,0) contendo brometo de etídio na 

concentração de 0,5µg/ml de gel e observadas em transiluminador (Hoefer, Macro Vue UV-20) 

para verificar a expressão ou não dos genes analisados. 

 

 3.3.5 Análise estatística 

 

Os dados foram previamente analisados em relação à presença de normalidade por meio 

do teste de Kolmogorov-Smirnov a 5% de probabilidade. Uma vez não confirmada a presença 

da distribuição normal das variáveis analisadas, optou-se pela utilização das estatísticas não 

paramétricas. Desta forma, aplicou-se o teste de Mann-Whitney para a comparação dos grupos 

em relação a higiene oral, pH e fluxo salivar, sendo apresentados conjuntamente ao valor do 

teste os valores da mediana e intervalo interquartil (IQR) para cada grupo. Para a análise das 

bactérias foi utilizado o teste de Qui-quadrado. Para ambos os testes foi utilizado o nível de 5% 

de probabilidade. Todas as análises estatísticas foram conduzidas utilizando o software R (R 

CORE TEAM, 2019).

Quadro 1 - Sequência de oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação do GAPDH 

e bactérias Porphiromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola.  

Gene-alvo                                             Sequência                                                     Fragmento 

GAPDH                       F 5’ TGT TCC AGT ATG ATT CCA CC 3’                                  850 pb   

                                R 5’ TCC ACC ACC CTG TTG CTG 3’          

                                             

P. gingivalis                F 5’ AGGCAGCTTGCCATACTGCG 3’                                        404 pb 

                               R 5’ ACTGTTAGCAACTACCGATGT 3’        

                              

T. forsythia                F 5’ GCGTATGTAACCTGCCCGCA 3’                                         641 pb 

                              R 5’ TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT 3’    

 

T. denticola               F 5´ TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 3´                              316pb    

                             R 5´ TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA 3´                                                                             



 

 

 

 

4 Resultados 
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4 RESULTADOS 

 

Os resultados serão apresentados em três partes, sendo a Parte I referente à análise do 

índice de higiene oral, placa bacteriana e cálculo dental em ambos os grupos e a comparação 

entre o grupo 1 e o grupo 2. Em seguida, na Parte II, apresenta-se a análise do pH e do fluxo 

salivar em ambos os grupos e entre o grupo 1 e o grupo 2. E, por fim, na Parte III, trata-se da 

descrição e análise das bactérias na cavidade oral e a comparação entre os grupos 1 e 2.  

 

Parte I 

 

Tabela 1 -  Mediana e intervalo interquartil do índice de higiene oral, placa bacteriana e cálculo 

dental em relação aos grupos 1 e 2.  

  Grupo 1 Grupo 2 Total p-valor* 

Higiene Oral  4 (1,68) 2 (0,93) 2,5 (2,4) 0,0003871 

Placa 2,1 (1,08) 1,8 (0,5) 2 (0,7) 0,2939 

Cálculo  2 (0,85) 0 (0,08) 0,55 (2) 0,000001931 

*Teste de Mann-Whitney 

 

Na tabela 1, pode-se observar que o índice de higiene oral foi pior no grupo 1 

(gastrostomizados) (p<0,05). Em relação à presença de placa bacteriana, não se observou 

diferença entre os grupos (p>0,05). Já em relação ao cálculo dental, o grupo 1 apresentou maior 

quantidade de cálculo (p<0,05). 

 

Parte II 

 

Tabela 2 - Mediana e intervalo interquartil do pH e fluxo salivar em relação aos grupos 1 e 2.  

 Grupo 1 Grupo 2 Total p-valor* 

pH 7,5 (1,0) 6 (0,62) 6,75 (1,5) 0,00002236 

Fluxo Salivar 0,8 (0,5) 0,7 (0,72) 0,7 (0,7) 0,1168 

*Teste de Mann-Whitney 
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Na Tabela 2, pode-se observar que o pH da saliva foi maior no grupo 1 (p<0,05). Já o 

fluxo salivar não apresentou diferença entre os grupos (p>0,05). 

  

Parte III 

 

Foi avaliada a presença de três bactérias, Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythia, Treponema denticola, na cavidade oral de 39 crianças e jovens com acometimento 

neurológico e disfagia, pois em um deles não foi possível a obtenção do material genético por 

erro técnico. 

 

Tabela 3 - Frequência absoluta e relativa (%) da presença e ausência das bactérias 

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola nos grupos 1 e 2.  

  

Porphyromonas 

gingivalis 

Tannerella 

forsythia 

Treponema 

denticola 

  Não Sim Não Sim Não Sim 

G1 5 (26,3%) 14 (73,7%) 5 (26,3%) 14 (73,7%) 9 (47,4%) 10 (52,6%) 

G2 10 (50%) 10 (50%) 10 (50%) 10 (50%) 11 (55%) 9 (45%) 

Total 15 (38,5%) 24 (61,5%) 15 (38,5%) 24 (61,5%) 20 (51,3%) 19 (48,7%) 

p-valor* 0,2339 0,2339 0,8759 

*Teste: Qui-quadrado 

 

Na tabela 3, pode-se observar a presença e ausência das bactérias nos grupos I e II. 

Foram presentes 24 crianças e jovens com Porphyromonas gingivalis (Grupo 1: 14 e Grupo 2: 

10), 24 com Tannerella forsythia (Grupo 1: 14 e Grupo 2: 10) e 19 com Treponema denticola 

(Grupo 1: 10 e Grupo 2: 9). Não se observou associação entre a presença dessas bactérias e os 

grupos estudados (p>0,05).  

 

 



 

 

 

 

5 Discussão 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os resultados deste estudo mostraram que o índice de higiene oral é pior nas crianças e 

jovens com acometimento neurológico (paralisia cerebral ou síndrome genética), disfagia 

orofaríngea e uso de gastrostomia. Tal achado pode ser explicado pelo fato de que crianças e 

jovens com acometimento neurológico apresentam déficits que abrangem desde as alterações 

cognitivas e motoras como também por limitações sociais. (JAWADI et al., 2004; 

CARVALHO et al., 2011; MORALEZ-CHAVES et al., 2014; ASHIRY et al., 2016; 

OLIVEIRA et al., 2016; WYNE et al., 2017; MAKKAR et al., 2018).  

Este estudo voltou-se para o déficit da deglutição e tal achado confirmou a hipótese 

deste estudo de que o índice de higiene oral é pior em crianças e jovens com acometimento 

neurológico em uso de via alternativa de alimentação (gastrostomia) quando comparadas às 

crianças e jovens com acometimento neurológico e alimentação por via oral. E evidenciou que 

a variável via de alimentação gastrostomia impactou como aspecto negativo, piorando a higiene 

oral dessa população. Porém, quando se determina a conduta de via alternativa de alimentação, 

é com o objetivo de trazer melhoria na saúde da criança e jovem com acometimento neurológico 

e disfagia. E, diante desse achado, questiona-se por que a via alternativa altera a saúde bucal.  

Uma explicação para esse achado é por meio do índice de higiene oral, que permitiu a 

análise da presença de placa bacteriana e cálculo dental na dentição permanente ou decídua. E 

os resultados evidenciaram que é maior a presença de cálculo nas crianças e jovens que se 

alimentam por via alternativa (gastrostomia). Estudos das décadas passadas já traziam fortes 

evidências sobre o aumento da formação de cálculo dental em pacientes com acometimento 

neurológico e uso de via alternativa de alimentação (LITTLETON et al., 1970; KLEIN; DICKS, 

1984; DICKS et al., 1991; JAWADI et al., 2004). 

O aumento de cálculo dental explica a piora no índice de higiene oral nas crianças e 

jovens com acometimento neurológico, disfagia e uso de via alternativa para alimentação 

(gastrostomia), pois o aumento do cálculo está associado, entre alguns fatores, à não oferta de 

alimentos por via oral, já que os alimentos, quando presentes na cavidade oral, permitem o 

equilíbrio na composição da saliva, como também do pH salivar (HOSHINO et al., 2004; LIMA 

et al., 2017; SAITO et al., 2018). 

Outra explicação é que, em crianças que se alimentam por gastrostomia, a eliminação 

parcial ou total das forças mecânicas intrabucais, que ocorrem durante a mastigação, permite a 

deposição de placa bacteriana patogênica e cálculo dental; esse cenário exerce uma influência 
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negativa nas condições bucais, em particular nos índices de higiene oral em indivíduos com 

gastrostomia (PREVITALI et al., 2009). 

Neste estudo, analisou-se também o pH da saliva e os resultados evidenciaram que as 

crianças e jovens com acometimento neurológico e uso de gastrostomia apresentaram pH mais 

básico quando comparadas às crianças e jovens com acometimento neurológico e alimentação 

por via oral. A literatura também apresenta evidências que corroboram com esse resultado. 

Estudo realizado com 25 pacientes com paralisia cerebral, 15 em uso de gastrostomia e 10 por 

via oral, evidenciou também o pH mais básico nos indivíduos em uso de gastrostomia. E 

concluíram que os parâmetros salivares dos pacientes com paralisia cerebral e submetidos à 

gastrostomia são significativamente aumentados comparados à saliva de pacientes com 

alimentação por via oral. E que tal achado pode explicar o acúmulo excessivo de cálculo dental, 

embora a alimentação seja exclusivamente via gastrostomia (FERREIRA et al., 2016). 

Em outro estudo, os autores relataram que o pH da saliva nos indivíduos em uso de via 

alternativa de alimentação é mais básico devido à ausência de alimentos na cavidade oral. De 

acordo com a literatura, quando o pH da placa está acima de 5,5, o fluido da placa torna-se 

supersaturado e tende a depositar mineral, uma situação que ocorre em pacientes que são 

alimentados por via alternativa (gastrostomia) e sua placa não é exposta a carboidratos 

fermentáveis (HIDAS et al., 2010). 

As evidências em relação ao pH ser mais básico na população com acometimento 

neurológico e uso de gastrostomia, como já citado acima, sugerem que a ausência de alimentos 

na cavidade oral pode levar à mudança do pH da saliva. Tal mecanismo pode ser explicado 

também pela fisiologia da saliva, que apresenta componentes orgânicos e inorgânicos, a parte 

inorgânica modula o processo de desmineralização e remineralização e capacidade tampão da 

saliva e seu pH são modulados por produtos de nitrogênio, como amônia e ureia, bicarbonatos 

e fosfatos (AFRAMIAN et al., 2006, SAITO, 2018).  

Já em relação ao fluxo salivar, também analisado neste estudo, não se encontrou 

diferença entre as crianças e jovens com acometimento neurológico e uso de gastrostomia 

quando comparados às crianças e jovens com acometimento neurológico e via oral de 

alimentação. Em ambos os grupos, o fluxo salivar apresentou-se dentro dos parâmetros da 

normalidade, já que os valores de referência considerados normais para população saudável 

adulta são 0,25-0,35ml/mim e em crianças uma hipersalivação é considerada quando o fluxo 

salivar é superior a 1,6ml/min (FEJERSKOV; KIDD, 2003; KAKODKAR et al., 2006). 

Na tentativa de discutir tal achado, deparou-se com pouca evidência na análise do fluxo 

salivar em crianças e jovens com acometimento neurológico e uso de via alternativa de 
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alimentação. E, na sua maioria, os estudos analisam a quantidade de sialorreia e qual tratamento 

é mais benéfico para essa população (ERASMUS et al., 2009; HEGDE et al., 2009; REID et 

al., 2012; DIAS et al., 2016). Uma tese do ano de 2012 comparou o fluxo salivar de pacientes 

adultos com acometimento neurológico e uso de via alternativa de alimentação e não encontrou 

diferença no fluxo salivar entre os pacientes com uso de via alternativa e via oral de alimentação 

(CORREIA, 2012). 

Os estudos que analisam o fluxo salivar, na sua maioria, são para correlacionar com a 

presença da sialorreia. Alguns estudos referem-se ainda à redução na taxa de fluxo salivar e 

capacidade tampão da saliva, o que leva a supor a possibilidade de comprometimento da 

glândula salivar na paralisia cerebral espástica. E relatam que a presença de sialorreia não é 

devido à produção em excesso da saliva, mas sim devido à presença da disfagia orofaríngea, 

alteração sensorial e disfunção oromotora. Porém, apontam que mais estudos devem ser 

realizados para investigar a possível disfunção autonômica, hipo-hidratação e/ou 

comprometimento da função das glândulas salivares em indivíduos com acometimento 

neurológico (SANTOS et al., 2010, SUBRAMANIAM et al., 2010). 

Assim, pode-se dizer que os achados deste estudo corroboram com a literatura em 

relação ao fluxo salivar não se apresentar aumentado em relação à normalidade, mas, quanto a 

não haver diferença entre as crianças e jovens com acometimento neurológico com e sem 

gastrostomia, não encontraram evidências. Contudo, os achados deste estudo, por não haver 

diferença entre os grupos gastrostomizados e não gastrostomizados, sugerem que o fluxo salivar 

nessa população não é modificado pela presença ou não da via alternativa de alimentação. 

Em relação à análise das bactérias presentes na cavidade oral, os resultados deste estudo 

evidenciaram que as três bactérias estão presentes na cavidade oral das crianças e jovens com 

acometimento neurológico sem diferença entre os grupos com gastrostomia e via oral de 

alimentação. A literatura aponta essas três bactérias geralmente presentes na cavidade oral de 

crianças saudáveis e com acometimento neurológico, como também na cavidade oral de adultos 

(PAPAIOANNOU et al., 2009; CARRADA et al., 2016). Tais bactérias são consideradas 

espécies do chamado “complexo vermelho” e são conhecidas por serem bactérias 

periodontopatogênicas, agentes causadores da periodontite e altamente associados à sua 

gravidade. (BODET et al., 2006; NAKA et al., 2009). E há uma tendência de que, na presença 

das três bactérias, haja relação com a piora do estado de saúde periodontal (MINEOKA et al., 

2008). Outro estudo indica que Porphyromonas gingivalis é um achado raro na saliva de 

crianças e adultos jovens periodontalmente saudáveis, mas frequente na saliva de pacientes 

adultos com periodontite (MÄTTÖ et al., 1997). 
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Diante do que a literatura já evidenciou, este estudo levantou a hipótese de que as 

crianças com acometimento neurológico e uso de gastrostomia apresentariam piora na higiene 

oral e, consequentemente, maior presença de tais bactérias devido ao aumento do cálculo dental. 

Porém, essa hipótese não se confirmou e uma explicação que pode ser levantada é em relação 

ao número da amostra estudada e também pelo exposto, que mesmo a população sem 

acometimento neurológico apresenta tais bactérias na cavidade oral. Um estudo do ano de 1997 

analisou a microbiota oral em crianças com e sem gastrostomia e não encontrou diferença na 

presença das bactérias analisadas, entre elas as três bactérias analisadas neste estudo e concluiu 

que o consumo de alimentos por via oral não é fator determinante para o estabelecimento da 

microbiota oral de crianças (CHEN et al., 1997). 

As evidências científicas relacionadas à análise dessas três bactérias na cavidade oral de 

crianças e jovens com acometimento neurológico e uso de via alternativa de alimentação 

(gastrostomia) são escassas. Um estudo de revisão sistemática e metanálise do ano de 2020 

apresentou que os estudos envolvendo saúde bucal e paralisia cerebral são voltados para análise 

do índice de higiene oral, má oclusão e cárie (BENSI et al., 2020). Outro estudo recente analisou 

a saúde oral em crianças com acometimento neurológico como paralisia cerebral, Síndrome de 

Down e autismo, mas o método envolveu o índice de higiene oral e cárie, sem avaliação de 

bactérias na cavidade oral (MAKKAR et al., 2018). Na sua maioria, são estudos que analisam 

essas três bactérias na cavidade oral de crianças com acometimento neurológico como na 

Síndrome de Down, nos quais se evidencia que a combinação bacteriana mais frequentemente 

identificada é a presença do complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythia, Treponema denticola) (SAKELLARI et al., 2001; MARTINEZ-MARTINEZ et al., 

2013). 

Encontrou-se na literatura um resumo apresentado em anais de congresso que se 

aproxima do método utilizado neste estudo. Porém, por ser resumo, não esclarece todo o método 

utilizado, mas evidencia que indivíduos com acometimento neurológico e uso de via alternativa 

de alimentação apresentam maior prevalência de microrganismos periodontopatógenos do que 

pacientes com alimentação por via oral, tornando necessário o estabelecimento de medidas de 

saúde bucal específicas para esses pacientes (SECAMILLI et al., 2012). 

Assim, diante do exposto, nota-se que existem lacunas nas evidências científicas tanto 

no que está relacionado ao fluxo salivar como nas análises das três bactérias, Porphyromonas 

gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, quando se busca comparar crianças e 

jovens com acometimento neurológico e uso de via alternativa de alimentação. Porém, este 

estudo trouxe respostas que podem auxiliar tanto na compreensão de que são necessárias 
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medidas preventivas no cuidado da higiene oral de crianças e jovens com acometimento 

neurológico e uso de via alternativa de alimentação, como também na confirmação de que 

crianças e jovens com acometimento neurológico e uso de gastrostomia apresentam pior índice 

de higiene oral, maior prevalência de cálculo dental e maior pH salivar devido à ausência de 

alimento na cavidade oral. E tais achados levantam um novo raciocínio, o de que se for possível 

a introdução de alimentos na cavidade oral, mesmo que para estímulos na deglutição de saliva, 

proporcionará mudanças na composição da saliva, no pH e, consequentemente, na saúde oral 

da criança e do jovem com acometimento neurológico e uso de via alternativa de alimentação. 

Todavia, este estudo apresenta limitações que não permitem responder todas as 

perguntas. Uma delas é que não houve o grupo de crianças e jovens sem acometimento 

neurológico, o qual possibilitaria a comparação e melhor compreensão dos achados. E também 

o número da amostra, sendo maior, pode apresentar outras diferenças significativas. Assim, são 

necessários estudos futuros que possam discutir mais tais achados. 

Apesar das limitações, este estudo trouxe contribuições para o aperfeiçoamento nos 

cuidados da saúde dessa população, como a atenção odontológica de rotina e também o olhar 

da equipe multiprofissional, envolvendo médico, fonoaudiólogo, enfermeiro, dentista, 

nutricionista, na busca de maximizar os tratamentos e oferecer melhora na qualidade de vida 

tanto das crianças e jovens com acometimento neurológico como também de suas famílias. 
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6 CONCLUSÃO 

 

As crianças e jovens com acometimento neurológico e disfagia orofaríngea e uso de 

gastrostomia apresentaram pior índice de higiene oral, maior presença de cálculo dental e maior pH 

salivar. Quanto às bactérias, tanto as crianças e jovens em uso de gastrostomia como aqueles que se 

alimentam por via oral apresentaram na cavidade oral as três bactérias analisadas. 
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