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RESUMO

Pesquisas avaliando os parametros do estresse oxidativo da saliva em diferentes
condicOes sistémicas e bucais tém aumentado. No entanto, ndo ha uniformidade
no tempo de coleta de saliva para este tipo de analise. Como a composi¢ao da
saliva varia de acordo com muitos fatores, incluindo o tempo de estimulo
glandular, o objetivo deste estudo foi analisar as variagdes de alguns parametros
do estresse oxidativo da saliva estimulada ao longo de 10 minutos de coleta,
para avaliar possiveis alteracdes das amostras, nos diferentes intervalos. As
amostras de saliva de individuos de ambos os sexos, com idade entre 19 e 38
anos, foram coletadas durante 10 minutos em intervalos de 02 minutos. Para
cada saliva coletada nos diferentes minutos (2, 4, 6, 8 e 10) foram determinados:
a quantidade de saliva produzida, o estado oxidante total (EOT), a capacidade
antioxidante total (CAT) e o indice de estado oxidativo (IEO). Todas as analises
foram realizadas em triplicata e o EOT e o CAT foram determinados utilizando
testes colorimétricos. Os resultados foram analisados com o teste de ANOVA
para medidas repetidas. O teste de esfericidade de Mauchly foi aplicado, e
sempre gue este teste foi violado, as correcdes técnicas necessarias foram feitas
usando o teste de Greenhouse-Geisser. Sempre que o teste F indicou
significAncia estatistica, a analise foi complementada por meio do teste de
comparacao multipla de Bonferroni. Os resultados foram considerados positivos
guando p<0,05. Nao houve diferencas estatisticas entre a quantidade de saliva
produzida nos diferentes tempos de coleta. Foi observado que a concentracao
de oxidantes totais tem maior variacdo ao longo do tempo de coleta da saliva
estimulada, enquanto que a capacidade antioxidante total permanece estavel. O
IEO apresentou variacdo ao longo dos dez minutos. De acordo com o0s
resultados, observa- se que a saliva pode ser coletada como amostra segura a
partir do segundo minuto de estimulacdo. Sugere- se que 0s dois primeiros
minutos de estimulag&o sejam descartados devido a maior variagao, e que seja
estipulado um Unico intervalo de coleta, a fim de diminuir as variacdes das
concentracoes.

Palavras-chave: Saliva, Antioxidantes, Oxidantes, Tempo.



ABSTRACT

Recent research efforts have focused on evaluating the parameters of oxidative
stress in saliva under various systemic and oral conditions. However, there is
typically no uniformity for the saliva collection time for these types of analyses.
Nonetheless, saliva composition has been shown to vary according to many
factors, including the time of glandular stimulation. Thus, here we aimed to
analyze the variations in oxidative stress parameters of stimulated saliva over a
10 min collection period. Saliva samples from individuals of both sexes, aged
between 19 and 38 years, were collected for 10 min at 2 min intervals. The
amount of saliva produced in each 2 min period was measured, as well the total
oxidant state (TOS), the total antioxidant capacity (TAC) and oxidative state index
(OSI). All analyzes were performed in triplicate and the EOT and CAT were
determined using colorimetric tests. The results were analyzed using ANOVA for
repeated measures. Mauchly’s sphericity test was applied and, when violated,
the necessary technical corrections were made using the Greenhouse-Geisser
test. Whenever the F test indicated statistical significance, the analysis was
complemented by the Bonferroni multiple comparison test. We found no
significant difference between the amounts of saliva produced across the
collection times. The concentration of total oxidants was variable over the
stimulated saliva collection time, however, the total antioxidant capacity remains
stable. The OSI increased over the 10 min collection period. Based on our
findings, we recommend that saliva is best collected during the 3rd minute after
stimulation, with the first 2 min of stimulation being discarded due to greater
variation. The single collection interval should be stipulated to allow better inter-
study comparisons.

Key words: Saliva, Antioxidants, Oxidants, Time
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1. INTRODUCAO

A saliva é um fluido biolégico, cuja composicdo € complexa, com
capacidade de desempenhar inUmeras e importantes funcfes para a saude
bucal e sistémica (RUDNEY, 1995; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001,
LAWERENCE, 2002; PUY,2006). Além das suas funcdes fisiologicas, a saliva
tem se mostrado um fluido passivel de mensuracéo, possibilitando o diagnéstico
de doencas, assim como a extracdo de DNA e RNA, de proteinas, a realizacéo
de testes de drogas e a verificagdo de varios parametros do estresse oxidativo
(LAWERENCE, 2002; LAMSTER; AHLO, 2007 LIMA et al., 2010; YOSHIZAWA
et al.,2013).

Estresse oxidativo € o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em
favor dos oxidantes. As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo agentes
oxidantes capazes de causar varios danos em nivel de membrana celular,
proteinas e DNA (SIES, 1991; VALKO, 2007; PHAM-HUY; HE e PHAM-HUY,
2008). Os antioxidantes sdo o mecanismo de defesa do organismo contra os
agentes oxidantes, ao prevenir a acdo desses agentes, bem como reparar 0s
danos por eles causados (VALKO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

Em condi¢cdes de saude, espera-se um equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes. O acumulo de oxidantes pode gerar danos ao organismo, pois nao
h& protecdo contra a acdo deletéria dos mesmos (KORACEVIC, 2001). Varios
eventos, que envolvem processos biolégicos, tém sido associados ao estresse
oxidativo, tais como o envelhecimento e as doencas cardiovasculares, a artrite
reumatoide, o cancer, a doenca Alzheimer, a doenga de Parkinson, dentre
outras. (VALKO, 2007; PHAM-HUY; HE e PHAM-HUY, 2008). Na cavidade
bucal, a doenca periodontal, o liqguen plano, a leucoplasia e o cancer bucal tém
sido relacionados ao estresse oxidativo (DIAB-LADKI; PELLAT e CHAHINE;
2003; MIRICESCU et al., 2011).

A saliva tem sido amplamente utilizada para andlise dos parametros do
estresse oxidativo em diferentes doencas (DIAB-LADKI; PELLAT e CHAHINE;
2003; PHAM-HUY; HE e PHAM-HUY, 2008; MIRICESCU et al.,, 2011). A

composicao salivar, entretanto, pode variar de acordo com alteracées no fluxo
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salivar e tempo de estimulo (DAWES, 1967; DAWES, 1974; POLLAND;
HIGGINS, 2003). Até o momento, ndo h&d um estudo que avalie as alteracdes

nas concentracdes de antioxidantes e oxidantes na saliva.

Por esse motivo, o objetivo do presente trabalho foi analisar as
concentragfes de antioxidantes totais, oxidantes totais e o indice de estresse
oxidativo, contidos em amostras de saliva coletadas ao longo de dez minutos de

estimulo.
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2. OBJETIVO GERAL

Analisar as concentracdes de antioxidantes totais, oxidantes totais e o
indice de estresse oxidativo em amostras de saliva coletadas ao longo de dez

minutos de estimulo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. SALIVA

A saliva € um fluido bioldgico produzido no interior das glandulas salivares.
Em razdo de sua complexa composi¢do, é capaz de desempenhar funcdes
imprescindiveis a manutencdo da saude, como por exemplo: a lubrificacdo dos
tecidos duros e moles da cavidade bucal, a acdo antimicrobiana, a manutencao
da integridade da mucosa, a limpeza, a remineralizacdo dental, a digestdo, a
fonacdo, dentre outras (RUDNEY, 1995; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001,
LAWERENCE, 2002; PUY,2006). Em sua composi¢do, tém-se a presenca de
minerais, eletrélitos, tampdes, enzimas, imunoglobulinas, mucinas e outros
componentes. Quando secretada na cavidade bucal, € denominada saliva total,
pois h4 a juncdo das secre¢des de todas as glandulas salivares com células
epiteliais descamadas, microrganismos, neutrdfilos, proteinas, fluido crevicular
gengival, restos alimentares, secrecdo das vias aéreas superiores e células
sanguineas (RUDNEY, 1995; CARPENTER, 2013; YOSHIZAWA et al.,2013).

O fluxo salivar pode variar individualmente, e, ao longo do dia, pode sofrer
pequenas alteracdes. Considerando-se como normais, os valores do fluxo para
saliva ndo estimulada, acima de 0,1mL/min e para saliva estimulada, de
0,2mL/min (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; LAWERENCE, 2002; ALMEIDA
et al, 2008).

3.1.1. Alteracédo da composicao salivar conforme o fluxo

As glandulas salivares produzem e secretam diferentes conteudos. As
secrec¢Bes podem ser serosas, mucosas ou mistas. A glandula parotida produz
uma secrecao serosa, rica em ions e enzimas. As glandulas menores produzem

uma saliva do tipo mucosa, que contém mucinas (glicoproteinas) e apresenta
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pouca ou nenhuma atividade enzimatica. E, por fim, as glandulas sublinguais e
submandibulares secretam um contetudo misto, contendo saliva dos tipos serosa
e mucosa (HUMPRHEY; WILLIAMSON, 2001).

Em condi¢cdes normais, ou seja, quando nao ha a presenca de estimulo
gustativo ou mecanico, o percentual de contribuicdo das glandulas se distribui
da seguinte forma: as parotidas sdo responsaveis por aproximadamente 20% da
saliva presente na cavidade bucal, a submandibular, responséavel por 65 a 70%,
as sublinguais, 7 a 8% e as glandulas salivares menores, por 10%.
(HUMPRHEY; WILLIAMSON, 2001; ALMEIDA et al.,, 2008). Quando s&o
utilizados estimulos gustativos, como &cidos ou gomas de mascar, h4 um
aumento no fluxo salivar. Nessa condicdo, a saliva passa a ser chamada de
estimulada, pois a composicdo do fluido na cavidade bucal € modificada, de
modo que a maior producado passa a ser das glandulas parétidas, que se tornam
responsaveis por 60% da saliva presente na cavidade oral (HUMPRHEY;
WILLIAMSON, 2001; CARPENTER, 2013).

Diversos fatores sédo capazes de alterar o fluxo salivar. Tais alteracfes
podem variar de individuo para individuo, e também no mesmo individuo em
diferentes circunstancias. A hidratacdo do corpo, o uso de tabaco, a postura
corporal, o uso de medicamentos, a estimulagcdo da saliva, algumas
enfermidades, dentre outros fatores, sdo capazes de gerar alteracfes na
producdo de saliva. (ALMEIDA et al., 2008). O estimulo da saliva gera um
aumento no fluxo salivar e alteracdes na sua composi¢cdo (DAWES, 1967;
DAWES, 1974; POLLAND; HIGGINS; ORCHARDSON, 2003).

As proteinas presentes na saliva sdo afetadas pelo aumento do fluxo
salivar (DAWES, 1969; DAWES, 1974). Componentes como 0s ions sodio,
calcio, magnésio, cloro, bicarbonato, fosfato inorganico, a forga idnica e até o pH,
dentre outros, podem sofrer alteragbes em razdo do aumento do fluxo
salivar (DAWES, 1974; POLLAND; HIGGINS; ORCHARDSON, 2003). Tanto
nas glandulas parétidas quanto nas submandibulares, ha um aumento nos
eletrélitos e no pH, de acordo com o aumento do fluxo salivar (DAWES;
KUBIENIEC, 2004). A composi¢ao da saliva oriunda da glandula submandibular
é fortemente dependente da taxa do fluxo salivar (DAWES, 1974).

Quando ocorre um aumento subito do fluxo salivar, as glandulas séo

capazes de responder prontamente a esse aumento, aumentando a liberagéo de
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alguns eletrélitos e proteinas (FROEHLICH; PANGBORN; WHITAKER, 1987).
Com relacéo ao tempo de estimulo, as glandulas salivares podem manter uma
secrec¢do alta de proteinas por longos periodos de estimulacdo. Por isso, quando
a saliva secretada pela parotida sofre um aumento no fluxo, devido a um
estimulo, ha uma alteracdo na sua composi¢cao, pois ocorre uma variagao nas
concentracbes de calcio e proteinas (DAWES, 1969; DAWES; KUBIENIEC,
2004). Porém, alguns componentes salivares quando estimulados por muito
tempo variam individualmente, de um até quinze minutos, até que haja uma
producao parecida com a saliva ndo estimulada (DAWES, 1967).

Em razdo das mencionadas alteragbes na composicdo da saliva
decorrentes do estimulo, e a relacao das altera¢cdes com a duracao do estimulo,
quando a saliva é coletada para ser utilizada em experimentos ou para fins
diagnésticos, € necessario que se faca uma padronizacdo do tempo de coleta,

da taxa do fluxo e a duracédo da estimulagédo (DAWES, 1974).

3.2. SALIVA COMO MEIO DE DIAGNOSTICO

Além das suas func¢des fisiologicas, a saliva € um fluido biol6égico util no
diagnéstico de doencas. Sua composicdo inclui enzimas, anticorpos, bactérias,
virus, eletrélitos, proteinas e outros componentes, razdo pela qual a saliva tem-
se mostrado uma excelente alternativa para analises clinicas (LAWERENCE,
2002; LAMSTER; AHLO, 2007; LIMA et al., 2010; YOSHIZAWA et al.,2013).

A utilizacdo da saliva para avaliar o risco de carie, mensurando sua
capacidade tampéo e conteudo bacteriano, foi alvo de estudo durante muitos
anos (SPIELMANN; WONG, 2011). Atualmente, a saliva também tem sido
utilizada para o diagnostico de doencas. Recentemente, avancos cientificos e
tecnolégicos descobriram biomarcadores salivares especificos para um certo
namero de condigdes clinicas, incluindo o cancer, as doencas autoimunes e as
doencas cardiovasculares (LAWERENCE, 2002; SPIELMANN; WONG, 2011,
YOSHIZAWA et al.,2013).
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Em relacdo ao exame de sangue, a saliva apresenta vantagens como a
coleta ndo invasiva, a diminuicdo do estresse para o paciente e a baixa
complexidade da técnica de coleta, que ndo requer equipe treinada, podendo ser
coletada pelo préprio paciente. Ha uma diminuicdo dos riscos de contaminacao,
as amostras de saliva apresentam facil armazenamento e transporte, além de
baixo custo (YOSHIZAWA et al.,2013).

Devido aos avanc¢os da microbiologia, imunologia e bioguimica, os testes
com amostras salivares tém sido reconhecidos como um meio pratico e confiavel
para diagnosticos, analises clinicas e estudos incluindo a analise de DNA,
proteinas, bactérias, virus, o monitoramento do uso de drogas, e a analise de
diferentes parametros de estresse oxidativo (SPIELMANN; WONG, 2011).

Os componentes presentes na saliva agem como um “espelho do corpo”,
de sorte que o0 seu uso generalizado e crescente como meio de diagndstico tem
a finalidade de ajudar os pacientes, os pesquisadores e 0s profissionais da area
da saude, pois € um método nao-invasivo e que proporciona amostras confiaveis
(LAWERENCE, 2002; YOSHIZAWA et al.,2013).

3.3. DESENVOLVIMENTO DO ESTRESSE OXIDATIVO

3.3.1. Radicais Livres

Radical livre (RL) € o termo designado a um atomo ou molécula que
possua um elétron desemparelhado na sua Udltima camada eletrbnica
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990 a). Por causa desse elétron
desemparelhado, tais atomos e moléculas apresentam alta reatividade. No
organismo, os RL sdo formados num cenario de rea¢des de Oxido-reducao, em
gue ganham ou perdem o elétron desemparelhado, para que possam se
estabilizar (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os RL séo produzidos de forma endogena e exdégena. A oxidacao é parte

fundamental do metabolismo e da vida aerdbica, na qual o oxigénio € a fonte
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mais comum de RL em sistemas biologicos. Sdo denominados de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO), os radicais livres que possuem o elétron
desemparelhado centrado nos atomos de oxigénio, e de Espécies Reativas de
Nitrogénio (ERN), os RL que apresentam o elétron desemparelhado centrado
nos atomos de nitrogénio. Esses dois tipos de espécies reativas representam as
principais formas presentes no organismo, sendo as ERO as mais importantes
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Um exemplo de fonte enddgena de ERO esta na cadeia de transporte de
elétrons e na gama de enzimas oxidases (BERRY; HARE, 2004; NOHL; GILLE;
STANIEK, 2005). Elas atuam nas diferentes funcbes biolégicas, como no
metabolismo do oxigénio, na fagocitose, na producéo de energia, na regulacao
do crescimento celular, na apoptose, dentre outras (CADENAS, 1989;
JACOBSON, 1996; FLEURY; MIGNOTTE; VAYSSIERE, 2002; BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

A producdo de RL de forma exdgena ocorre através do contato com
fatores externos, tais como a exposi¢céo aos raios ultravioletas, o uso de forma
direta ou indireta de cigarro, xenobidticos e quimioterapicos, pois eles séo
capazes de induzir o aumento de oxidantes no organismo (KOCYGIT; EREL;
GUR, 2001; KOSECIK et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007).

As ERO tém sido constantemente estudadas, uma vez que alteracbes
bioldgicas sdo capazes de produzir um aumento na carga de oxidantes, por meio
do excesso de RL no organismo. Esse aumento esta associado a varios eventos
biolégicos e iniumeras doencas (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008).

As principais ERO sao classificadas em dois diferentes grupos: os
radicalares e os nao radicalares. Dentre os radicalares, os principais séo a
hidroxila, o superéxido, a peroxila, hidroperoxila e a alcooxila; e entre 0os nao
radicalares, estdo o oxigénio singlete, o ozbnio, o peréxido de hidrogénio e o
acido hipocloroso (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BATTINO et al., 1999;
VASCONCELOS et al., 2007).

O radical hidroxila é o mais reativo e também o mais deletério ao
organismo, pois possui uma meia-vida muito curta, e, uma vez formado, ndo ha
um mecanismo de defesa contra ele, consequentemente, o radical acaba
reagindo com uma série de endobidticos, causando modificagcdes no DNA, danos

as proteinas, gerando a inativacdo de enzimas e destruicdo de membranas. O
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radical hidroxila € formado, principalmente, pela reacdo do peroxido de
hidrogénio com metais de transicao (conhecidas como reacbes de Fenton e
Haber-Weiss) e também pela homdlise da dgua por exposicdo a radiacao
ionizante (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007)

O radical superoxido € gerado como resultado de varios processos
celulares na cadeia de transporte de elétrons da mitocondria e do microssomo,
através de enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase, ou ainda pela
reducdo do oxigénio (NOHL; GILLE; STANIEK, 2005). Em meio aquoso é um
oxidante fraco, porém pode formar um tipo de ERN, o peroxinitrito, que €
considerado um 6timo microbicida (VASCONCELOS et al.,2007).

O oxigénio singlete é produzido por rea¢fes fotoquimicas ou por outras
radiacles, e € a forma mais deletéria de oxigénio, pois pode gerar ou fazer um
papel intermediario na toxicidade fotoinduzida do oxigénio em organismos vivos
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O peréxido de hidrogénio é resultado da
dismutacdo do anion-radical superéxido por enzimas oxidases, localizadas nos
peroxissomos ou pela beta-oxidacdo de acidos graxos. Ele é capaz de
atravessar as camadas lipidicas, podendo reagir com a membrana dos eritrocitos
e com proteinas ligadas ao Ferro; e em presenca de Ferro, gera hidroxila e torna-
se altamente téxico para as células (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As reac0Oes do peroxido de hidrogénio séo catalisadas por metais como o
ferro e o cobre; sendo o ferro, o metal de transicdo mais abundante no
organismo. As reacdes de Fenton e Haber-Weiss, que sdo reagfes de oxido-
reducdo catalisadas pelos metais de transicao, levam a reducéo do perédxido de
hidrogénio, com formacédo de subprodutos altamente reativos e danosos ao
organismo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BATTINNO et al., 1999).

O organismo esta sujeito as a¢des constantes das ERO e ERN. Quando
h& um excesso na producdo, principalmente de ERO, ou quando a producéo
perdura por longos periodos, pode ocorrer um efeito toxico, que resulta na
disfuncédo dos processos fisioldgicos, pois sua alta reatividade leva a um ataque
contra as macromoléculas celulares, podendo danificar tecidos e células
(MCCORD, 1993; PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008).
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3.3.2. Antioxidantes

Toda vez que os RL sdo produzidos, 0 organismo possui um mecanismo
de defesa para combaté-los, os antioxidantes (AO). Em condi¢cdes normais, ha
um equilibrio entre acdo dos RL e dos AO. Segundo Halliwel, “antioxidante &
qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdo comparada a
do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidagdo do mesmo” (HALLIWELL, 2000).

Os AO podem ser classificados como enziméticos e ndo enziméaticos,
podendo ser produzidos endogenamente ou obtidos através da alimentacao. As
principais enzimas antioxidantes sdo: a superoxido dismutase (SOD), a catalase,
a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GRX) (GATE et al., 1999).
As enzimas AO estdo envolvidas diretamente na neutralizacdo dos RL, e 0
sistema antioxidante enzimatico estd predominantemente presente no meio
intracelular (VASCONCELOS et al., 2006; VALKO et al., 2007).

A primeira linha enzimatica de defesa contra os RL € a SOD, que catalisa
a reacao do anion superoéxido, formando peroxido de hidrogénio, por redugéo. O
oxidante formado é transformado em agua e oxigénio, pela catalase ou GPx. A
enzima GPx faz a remocédo do perdxido de hidrogénio, e o utiliza para oxidar a
glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG). Além do peréxido de
hidrogénio, a GPx atua sobre peréxidos residuais de acidos graxos, nas
membranas e lipoproteinas, reduzindo também os hidroperoxidos (GATE et al.,
1999; VASCONCELOS et al., 2007).

A GPx integra o grupo de selenoproteinas, que tém seu sitio ativo no
selénio (Se), obtido através da dieta; ligado a metionina, em alimentos de origem
vegetal (selenometionina), e ligado a cisteina em alimentos de origem animal
(selenocisteina). Devido a sua forma de obtencédo hd uma recomendacao de sua
incluséo na alimentacédo (VASCONCELOS et al., 2007; PHAM-HU; HE; PHAM-
HUY, 2008).

A GRx é uma enzima do tipo flavoproteina, sendo dependente da NADPH
e da integridade da via das pentoses. Ela é capaz de regenerar a GSH em GSSG
utilizando NADPH como uma fonte redutora (VASCONCELOS et al., 2007).
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Os AO néo enzimaticos séo classificados em metabdlicos (enddgenos) e
nutrientes (obtidos diretamente da dieta). Os metabdlicos sdo produzidos pelo
organismo, através do metabolismo, como por exemplo: a glutationa, a L-
arginina, a coenzima Q10, a melatonina, o acido urico, a bilirrubina, a
transferrina, dentre outros (GATE et al., 1999; BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; VALKO et al, 2007).

Os nutrientes sdo compostos que nao podem ser produzidos pelo
organismo, por isso, € necessario que haja uma complementacdo nutricional
para que possam atuar na frente de defesa antioxidante. S&o exemplos de
nutrientes: a vitamina E (tocoferol), a vitamina C (acido ascérbico), o
betacaroteno (os carotendides), a ceruloplasmina, metais (selénio, magnésio e
0 zinco) e flavonoides (GATE et al., 1999). Dessa forma, uma dieta balanceada
€ importante para que nao haja uma deplecédo na funcdo AO. O tipo de AO, bem
como a sua ac¢ao, dependeréa do tipo de RL a ser combatido e local de sua acéo
(CADENAS, 1989; HALLIWELL, 1995).

A juncdo dos varios tipos de AO é denominada de capacidade
antioxidante total (CAT), considerada como o equilibrio entre os seus
componentes, de modo que tal cooperagao entre os diversos AO possui uma
acao protetora maior sobre os ataques dos RL do que a acdo individual de cada
AO (HALLIWELL, 1995; GATE et al., 1999).

Em sistemas aerdbicos, é essencial o equilibrio entre agentes oOxido-
redutores (RL) e o sistema de defesa AO. Esse sistema de defesa pode agir em
trés linhas, as quais séo definidas de acordo com a acado que o AO promove.
Uma delas atua como detoxificadora do agente, agindo antes que ocorra a leséo,
ou seja, de forma preventiva. A segunda linha de AO é chamada “limpeza dos
radicais”, pois é capaz de eliminar os RL. E, por fim, a Gltima possui a funcéo de
reparar a lesdo ocorrida (KORACEVIC, 2001; BATTINO et al.,2002).

Os AO com funcao preventiva evitam o inicio das reacdes em cadeia dos
radicais peroxidos, reduzindo a espécie molecular e impedindo a formagéo de
RL, e agem sequestrando os metais de transi¢cao (ferro e o cobre) impedindo-o0s,
também, de participar das reacdes. Os Antioxidantes preventivos sao
constituidos pela catalase, GPx e pelas proteinas que se ligam a metais
(transferrina, ceruloplasmina e albumina) (KORACEVIC, 2001; VALKO, 2007).
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Os AO que realizam a “limpeza dos radicais” sdo capazes de eliminar,
como numa espécie de varredura, os RL do organismo, impedindo, assim, a
iniciacdo e a propagacao das reacdes em cadeia. Nesse subtipo de AO tém-se
o ubiquinol, a vitamina E, a vitamina A, os carotenoides, o acido Urico, o acido
ascorbico, a albumina e a bilirrubina (BATTINO et al., 1999; BATTINO et al.,
2002).

Os AO com funcéo de reparar a lesdo ocorrida interceptam diretamente
os RL, interrompendo a propagacédo das reacdes em cadeia. Integram essa
categoria de antioxidantes a SOD, o &cido urico, as proteinas com grupamento
sulfidrila (tiol), o &cido ascorbico, a alfa-tocoferol, 0 GSH, e a bilirrubina. O acido
arico exerce as duas funcgbes, reparadora e preventiva, a primeira eliminando
radicais de oxigénio, e a segunda formando um complexo estavel com ions ferro
(DAVIES et al., 1986)

3.3.3. Estresse oxidativo

Quando ocorre um desequilibrio entre os oxidantes e AO, devido a falhas
na regeneracdo da CAT, ha o acumulo de RL no organismo, o qual é
denominado de estresse oxidativo (EO). Esse acumulo pode gerar efeitos
prejudiciais ao organismo como, por exemplo, ataques e alteracbes das
macromoléculas celulares, com consequente desenvolvimento de diversos
eventos fisiopatoldgicos. Incluem-se nessas alteragbes: os danos a nivel de
membrana celular (peroxidacédo lipidica), danos ao DNA e as proteinas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990b; SIES, 1991; VALKO, 2007; PHAM-HUY;
HE; PHAM-HUY, 2008).

A peroxidacgéo lipidica € o resultado do ataque dos radicais livres contra
as membranas celulares e lipoproteinas, ocasionando altera¢des na estrutura e
na permeabilidade, podendo levar a expansao do liquido intracelular, e risco de
ruptura da membrana da célula e das organelas, gerando uma possivel morte
celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990b). E gerada ap0s a intera¢&o de uma

espécie reativa com a membrana que pode culminar numa reagcdo em cadeia,
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que apos ser iniciada € capaz de afetar um grande numero de moléculas
lipidicas, resultando na formacéo de produtos citotdxicos e mutagénicos como o
malondialdeido (MDA) e dienos conjugados. Apesar de seus efeitos nocivos ao
organismo, os efeitos da peroxidacéo lipidica nem sempre séo prejudiciais, pois
seus produtos estdo presentes na resposta inflamatoria, por exemplo
(MCCORD, 1993; BATTINO et al., 1999; VALKO, 2007).

O ataque as proteinas ocorre devido a presenca de varios sitios reativos,
e de ligacdo com metais, 0s quais sdo capazes de realizar reacfes de Oxido
reducdo reversiveis. Essas reacfes, por sua vez, geram sinais capazes de
serem reconhecidos por proteases especificas, culminado com a sua
degradacdo e mudancas estruturais, com subsequente perda da atividade
enzimatica (BATTINO et al., 1999). O dano oxidativo ao DNA acontece porque
os RL tém a capacidade de atacar o acucar presente na desoxirribose e nas
bases purinicas e pirimidinicas (constituintes do DNA e RNA), quebrando as
cadeias de DNA, levando a mutacbes e apoptose (ABDI; ALI, 1999,
VASCONCELOS et al., 2007).

3.3.3.1. Doengas sistémicas relacionadas ao estresse oxidativo

O cancer é gerado por um complexo processo que inclui alteracfes
celulares e moleculares, mediadas por varios estimulos enddgenos e exdgenos.
Lesdes oxidativas em DNA estéo presentes no seu desenvolvimento (VALKO et
al., 2006; VALKO et al., 2007). As etapas de iniciacdo e promocéo do cancer
estdo intimamente associadas a defeitos nos cromossomos e a ativacdo de
proto-oncogenes. Sendo essas etapas induzidas pelos RL (ABDI; ALI, 1999).

Um dano comum ao DNA é a formacdo de bases hidroxiladas que
interferem no crescimento normal das células, alterando a transcricdo do gene,
gerando mutacdes génicas (VALKO et al.,, 2006). O dano oxidativo ao DNA
produz uma multiplicidade de modificagdes em sua estrutura, incluindo lesdes
nas bases dos acgucares e rupturas dos filamentos das proteinas do DNA. O uso

de tabaco e inflamacgéo cronica, resultante de doencas nao infecciosas, sé&o
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exemplos de fontes de dano oxidativo ao DNA que podem contribuir para o
desenvolvimento de cancer e outras neoplasias (SHA; KHAND; KHAND, 2015).
A doenca cardiovascular é de etiologia multifatorial, e dentre os fatores de
risco para o seu desenvolvimento tém-se a hipercolesterolemia, a hipertensao,
o tabagismo, diabetes, a ma alimentacdo, o estresse, a idade, a falta de
exercicios fisicos, dentre outros (VALKO et al., 2007; CERIELLO, 2008).

O EO tem sido associado as doencas cardiovasculares, porém, ainda néo
se sabe se sua atuacdo se da como causa primaria ou secundaria. Estudos
mostram essa associacdo em uma variedade de doencas cardiovasculares,
como na aterosclerose, na isquemia, na hipertensdo, nas cardiomiopatias, na
hipertrofia cardiaca e na insuficiéncia cardiaca congestiva (CERIELLO, 2008).

Em doencas neurolégicas, como a doenca de Alzheimer, a doenca de
Parkinson, a esclerose multipla, a esclerose lateral amiotrofica, a perda de
memoria e a depressédo, tém sido investigada a relacdo com o EO (KARLIK et
al., 2015). Na doenca de Alzheimer, o dano oxidativo desempenha um papel
importante na perda de neurbnios e na progressao da deméncia (CHRISTEN,
2000). No cérebro dos pacientes portadores de Alzheimer tem sido encontrado
a presenca de beta amiloide, um peptideo téxico que resulta do EO e
desempenha um importante papel nos processos neurodegenerativos (PHAM-
HUY; HE; PHAM-HUY, 2008).

As doencas inflamatdrias pulmonares, como a asma e a doencga pulmonar
obstrutiva cronica, sdo caracterizadas pela inflamacdo cronica, e pelo EO
(MACNEE, 2001; CARAMORI; PAPI, 2004). Os oxidantes desempenham uma
exacerbacdo da inflamacdo, por meio da ativacdo de diferentes quinases e
fatores de transcricdo (MACNEE, 2001).

A artrite reumatoide € uma doenca autoimune caracterizada pela
inflamacéo crbnica das articulagbes e do tecido que as circundam, com a
infiltracdo de macréfagos e células T ativadas. A patogénese da doenca ocorre
devido a geracdo de ERO e ERN no local da inflamag&o. O dano causado pelo
EO ocorre devido ao aumento dos niveis de prostaglandinas e isoprostanos no
soro e no fluido sinovial (VALKO et al.,, 2007; BUCZKO; ZALEWSKA,
SZARMACH, 2015).

O EO desempenha papel em uma variedade de doencgas renais, como

glomerulonefrite, nefrite tabulo intersticial, insuficiéncia renal crénica, uremia e
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proteindria. A nefrotoxicidade de certas drogas, como ciclosporina, gentamicina,
tracolimus, ocorre, principalmente, através da peroxidacgao lipidica, resultado do
EO (GALLE, 2001).

A degeneracdo macular e a catarata sao relacionadas a idade e ao EO,
responsavel pela alteracdo de varios tipos de células do olho. Sob a acédo dos
RL, ocorre a degeneracdo das proteinas das células oculares, levando a
formacao da catarata. A exposicéo a radiacao, a longo prazo, pode inibir a mitose
da pigmentacéo, danificando os segmentos de fotorreceptores, e essa acao €
associada a peroxidacao lipidica (BEATTY et al., 2000).

De acordo com essa importante associacao entre eventos fisiologicos e
desordens, estudos sobre EO e a CAT tém sido frequentes, e de grande
importancia (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). O EO pode ser mensurado
em diversos fluidos corporais como suor, leite materno, urina, plasma, saliva,
liquido cerobroespinhal, sémen, dentre outros (EREL, 2005; VASCONCELOS et
al., 2007).

3.3.3.2. Doencas bucais relacionadas ao estresse oxidativo

H& um aumento do EO nas doencas que acometem a cavidade bucal, tal
como na doenca periodontal, no cancer bucal, na ulceracdo aftosa recorrente,
no liquen plano e na leucoplasia (DIAB-LADKI; PELLAT; CHAHINE; 2003;
MIRICESCU et al., 2011).

A doenca periodontal, além de uma desordem local, tem sido associada
a doencas como diabetes do tipo 1 e 2, a artrite reumatoide e as doencas
cardiovasculares (ESEN et al.,, 2012; SG et al., 2014). Ela é causada por
bactérias que ocasionam a destruicdo do tecido conjuntivo e do 0sso em torno
da raiz do dente. O ataque bacteriano desencadeia a liberagéo de citocinas, as
quais aumentam a atividade dos polimorfonucleares (PMN). ApGs a estimulagéo
dos PMN pelos antigenos bacterianos, ocorre um colapso respiratério como
resposta do hospedeiro a infeccdo, e nesse momento ha uma grande formacéo

e liberacéo de ERO.
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A liberacdo de RL acaba gerando um dano oxidativo local (IANNITTI; ROTTIGNI,
PALMIERI, 2012; BALTACIOGLU et al., 2014 BUCZKO; ZALEWSKA,;
SZARMACH, 2015).

O liquen plano e a reacéo liquendide bucal tém sido associados ao EO,
pois a inflamacgéo cronica associada aos longos periodos de danos oxidativos
contra as lipoproteinas de membrana, geram mutacbes com potencial
carcinogénico (IANNITTI; ROTTIGNI; PALMIERI, 2012). O MDA, em pacientes
portadores de liquen plano, apresenta um nivel mais elevado, e os AO
apresentam valores reduzidos. O EO, a longo prazo, pode contribuir para o
potencial de malignizacao, tanto no liquen plano como na leucoplasia (KUMAR
SRIVASTAVA et al., 2014).

As ERO sao conhecidas por desempenhar um papel importante nos
estagios de iniciacdo e promocao do cancer. O ataque ao DNA ocorre devido a
acao dos RL, principalmente o radical hidroxila, que é capaz de induzir mudancas
conformacionais no DNA, incluindo quebra de cadeia, modificacdo de bases,
danos aos genes supressores de tumores e expressao de proto-oncogenes
(ABDI; ALI, 1999).

Em pacientes com cancer bucal ha uma diminuicao dos niveis de enzimas
AO, um aumento de peréxido de hidrogénio e do radical superéxido. O cancer
bucal, frequentemente, é precedido por les6es com potencial de transformacéo
maligna, como o liquen plano e a leucoplasia. Tanto o cancer como as lesées
potencialmente malignas estdo associadas ao estresse oxidativo, e, esse por
sua vez, também é capaz de transformar um tecido sadio em tecido neoplasico
(IANNITTI; ROTTIGNI; PALMIERI, 2012; VLKOVA et al., 2012).

3.4. SALIVA E SUA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Dentre as suas inumeras funcdes (digestdo, mastigacédo, atividade
antifingica, atividade antibacteriana, atividade antiviral, Ilubrificagdo
tamponamento, atuacdo no balanco hidrico, degluticdo), a saliva pode ser

considerada a primeira linha de defesa contra o EO na cavidade bucal, pois é
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rica em AO, como acido durico, albumina, acido ascorbico e enzimas
antioxidantes (BATTINO et al., 1999; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001;
GREABU et al.,2007).

Varios eventos que acontecem na cavidade bucal, como a presenca de
inflamacdes gengivais e 0 uso de tabaco, podem gerar um aumento nos RL
(BATTINO et al., 2002; MIRICESCU et al., 2011). Inclusive a mastigacdo de
alguns alimentos pode provocar o aumento desses RL e promover uma
peroxidacao lipidica (CAGLAYAN et al., 2008). Por isso, a saliva tem um papel
importante no controle e modulacdo dos danos oxidativos na cavidade bucal
(GREABU et al.,2007).

As acOes antioxidantes da saliva compreendem a supressao da
peroxidacao lipidica dos alimentos ingeridos, inibindo o potencial mutagénico
dos indutores de ERO e das ERN, que sdo efetivamente eliminados pelos
componentes AO da saliva (GREABU et al.,2007; MIRICESCU et al., 2011).

A glandula parétida é a principal fonte de AO da saliva, quando
comparada com as salivas provenientes das glandulas submandibular e
sublingual (NAGLER, et al.; 2002). Os AO presentes nas glandulas parétidas tém
a funcdo de combater os RL, provenientes da alimentacdo, e, também,
neutralizar as reacdes de Fenton e Haber-Weiss, responsaveis pela liberacdo de
RL (GREABU et al., 2007). A glandula parétida, todavia, tem uma pequena
contribuicdo na saliva total em repouso, somente quando é estimulada, nas
refeicbes, por exemplo, é que ela se torna responsavel pela maior vazao de
saliva na cavidade bucal (ALMEIDA et al., 2008).

A capacidade antioxidante total (CAT) da saliva é a juncdo de todos os
antioxidantes presentes na cavidade bucal, e constitui a primeira linha de defesa
contra os oxidantes ali presentes, apresentando-se reduzida em pacientes com
liqguen plano, cancer bucal, diabéticos e fumantes. Quando a saliva entra em
contato com a fumaca proveniente do cigarro, perde a sua CAT e torna-se um
ambiente produtor de oxidantes (NAGLER et al.; 2002; GREABU et al.,2007;
MIRICESCU et al., 2011).

Na TABELA 1 e na TABELA 2, observam-se, respectivamente, 0s
principais AO enzimaticos e AO ndo enzimaticos presentes na saliva e suas

principais funcgodes.
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TABELA 1- PRINCIPAIS ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS PRESENTES NA SALIVA E SUAS

FUNCOES.
ANTIOXIDANTES FUNCAO AUTOR
ENZIMATICOS
E a enzima antioxidante mais importante Nagler et al.;
Peroxidase Salivar presente na saliva, e também possui uma acao 2002
antibactericida. Na saliva de pacientes fumantes Greabu et al.;
e/ou com cancer bucal apresenta- se reduzida. 2007
Apresenta um papel antioxidante secundario,
Superéxido capaz de atuar como mediador inibitério da Nagler, et al.;
Dismutase (SOD) inflamacdo mediada por neutréfilos. Apresenta 2002
uma reducao em pacientes com céncer bucal.
Ceruloplasmina Liga os ions metalicos. Greabu et al.;

2007

FONTE: A Autora (2015)

TABELA 2 - PRINCIPAIS ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS PRESENTES NA SALIVA E
SUAS FUNCOES.
ANTIOXIDANTE FUNCAO AUTOR
NAO ENZIMATICO

Principal antioxidante encontrado na saliva e no
fluido crevicular gengival, é responsavel por grande  Battino, et al.;

ACIDO URICO parte da atividade antioxidante total da saliva, 2002;
possui uma acao potente na limpeza do &cido Nagler, et al.;
hipocloroso e oxigénio singlete, reage com a 2002

hidroxila e faz ligag@o com os ions ferro e cobre.
Presente na saliva e fluido crevicular gengival,
aparece em menor quantidade quando comparado  Battino et al,;

ALBUMINA ao &cido Urico, possui uma acao preventiva, ao ligar- 2002;
se aos ions metalicos, é um antioxidante de limpeza, Greabu,et al.;
apresenta niveis reduzidos quando em presenca de 2007

estresse oxidativo.

Mesmo em baixas concentracbes apresenta uma
significativa funcao de limpeza, promove regulagdo Battino, et al.;

GLUTATIONA de citocinas na doenca periodontal, tem acdo 2002;
protetora na cavidade bucal contra o estresse Nagler, etal.;
oxidativo induzido por ions metalicos de materiais 2002
dentérios.

Apresenta- se concentrado no fluido crevicular
gengival em relagdo ao plasma, possui uma atuacdo Battino, et al.;

ACIDO parecida com a da albumina, tem a¢fes de limpeza e 2002;
ASCORBICO prevencdo, regenera a vitamina E (tocoferol), em Greabu,et al,;
pacientes fumantes é capaz de evitar o dano 2007

oxidativo causado pela fumaca do cigarro.
FONTE: A Autora (2015)
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3.5. METODOS PARA AVALIAR O ESTRESSE OXIDATIVO SALIVAR

A saliva tem sido muito utilizada em estudos que envolvem a avaliacéo
dos parametros do estresse oxidativo. Observa-se, na TABELA 3, que a maior
parte dos estudos utiliza apenas alguns marcadores do dano oxidativo como o
MDA, por exemplo, ou os AO enzimaticos e ndo enzimaticos separados, e a

CAT, porém, poucos trabalhos avaliam o EOT, a CAT e o IEO juntos.

Segundo Erel (2004), a medicdo da CAT € capaz, ndo apenas, de
mensurar os antioxidantes totais presentes na saliva e refletir com precisdo o
estado dos antioxidantes totais no organismo, como também é utilizada para
avaliar indiretamente a atividade dos RL e, através da avaliacdo do EOT, tem-se
a atividade dos RL. Porém, quando mensurados de forma separada, ndo ha
como definir um desequilibrio entre os sistemas antioxidantes e oxidantes; e
seria interessante mensura-los, uma vez que o dano oxidativo ocorre quando ha
esse desequilibrio (EREL, 2005; VASCONCELOS et al., 2007)

Observa- se, também, na TABELA 3, que ndo ha uma padronizacdo nos
tempos de coleta, muitos trabalhos sequer especificam na metodologia o tempo
em que a coleta da saliva foi realizada. N&o existem trabalhos na literatura que
definam o tempo ideal para a coleta de amostras viaveis para mensura¢do dos
parametros do estresse oxidativo, bem como trabalhos que mostrem o que

acontece na amostra biolégica em diferentes tempos de estimulo.
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TABELA 3- ARTIGOS DA LITERATURA QUE UTILIZAM A SALIVA PARA MENSURACAO
DOS PARAMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO, TEMPOS DE COLETAE

PARAMETRO UTILIZADO.

Autor 5 A partir de  N&o descreve Parametro
minutos 10 minutos
Abdolsamadi et al, 2011 - Acido Urico, SOD,
GPx e peroxidase
Agha-Hosseini et al., 2012 - CAT e MDA
Ahmadi-Motamayel et al., X CAT
2013
Al- Rawi et al., 2011 X Acido Urico, SOD,
GSH
Arana et al.,2006 GSH, GPx, GRX
Baltacioglu et al., 2014 MDA, EOT, CATE
IEO
Brock et al.,2004 X CAT
Buduneli et al.,2006 - GSH, Acido
Ascorbico e CAT
Caglayan et al., 2008 X EOT, CAT e IEO
Cunha-Correia et al., 2014 - SOD, GPx, Acido
Urico
De Sousa et al., 2015 - SOD, MDA, Acido
Urico , Vitamina C,
peroxidase, proteina
total, CAT
Diab-Ladki, Pellat Chahine; Xantina- Xantina
2003 oxidase, proteinas
X totais e CAT
Gilmis et al.,2009 X GSH, GSSG,
Vitamina C, Acido
Urico, CAT
Fonte: A Autora (2015) continua
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TABELA 3- ARTIGOS DA LITERATURA QUE UTILIZAM A SALIVA PARA MENSURACAO
DOS PARAMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO, TEMPOS DE COLETAE

PARAMETRO UTILIZADO. conclusdo
Autor N&o Parametro
descreve
Kamodyova; Tétchova, X CAT, proteinas totais,
2013 peroxidacao lipidica
Karlik et al.,2015 - CAT, oxidacao proteica e
peroxidacao lipidica
Lettrichov4 et al.,2015 X CAT
Liskmann et al., 2007 - Acido Urico , Acido Ascorbico,
mieloperoxidase, CAT
Metgud; Bajaj, 2014 MDA e GSH
Ozcan et al., 2014 MDA
Prabhakar; Dodawad; - CAT e proteinas totais
0sS, 2009
Rai et al., 2012 - MDA, VitaminaC e E
Rai; Hegde; Jose, 2012 X CAT
Sayedda; Ahmed, 2012 X CAT
SG et al., 2014 X MDA
Sheltty et al.,2014 X Glutationa e SOD
Shirzad et al., 2014 X CAT e peroxidacéo lipidica
Tunuloglu, Demirtas, - CAT e proteinas totais
Tunuloglu, 2006
Zaleweska et al., 2014 - Peroxidase, SOD, Acido Urico e
CAT
Yang et al., 2014 X SOD, CAT

Yigla , Berkovich ,
Nagler, 2007

CAT, Acido Urico, peroxidase,
SOD, Albumina, proteinas totais

FONTE: A autora (2015)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Parana, com parecer de numero 872.583. Os individuos participantes foram
convidados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, autorizando

a participacao voluntaria na pesquisa (ANEXO 1).

4.2. Coleta das amostras

Participaram do estudo 19 estudantes da Pés-Graduacdo da UFPR, de
ambos os sexos, com idade entre 19 e 38 anos, sadios, ndo fumantes e que néo
faziam uso de nenhum medicamento.

A coleta da saliva foi realizada no laboratério de Bioquimica Bucal do
Programa de PoOs-Graduacdo em Odontologia da UFPR, entre 9h e 11h da
manha. Os participantes foram previamente orientados para comparecerem em
jejum, bem como terem realizado a higiene bucal, 2h antes da coleta
(NAVAZESH; CHRISTENSEN, 1982).

A saliva foi estimulada através de um pedaco de parafilme (2cm x 2cm),
e coletada, separadamente, a cada dois minutos, até completar 10 minutos. Os
participantes expeliram a saliva em tubos tipo Falcon de 10mL, devidamente
etiquetados com o numero do minuto de referéncia (2”,4”,6”,8” e 10”), de modo
que, ao final, cada individuo coletou 5 amostras de saliva, totalizando 95
amostras para o estudo.

Durante a coleta, os tubos foram armazenados em gelo. Apés a coleta, foi
realizada a medicdo do fluxo salivar com o auxilio de micropipetas.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 9.030 x G (10.000 rpm),
durante 4 minutos, e o sobrenadante foi colocado em microtubos plasticos

estéreis, devidamente identificados com os respectivos tempos de estimulo. As
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amostras de saliva foram armazenadas em freezer, a -20 °C, por um periodo

méaximo de 15 dias até o momento da andlise bioquimica.

4.3. Andlise Bioquimica

Reagentes

Os reagentes o-dianisidina, sulfato de amonio e ferro (Il) e Trolox (acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-Carboxilico) foram adquiridos da empresa
Sigma-Aldrich (Sao Paulo — Brasil). O Alaranjado de Xilenol PA (tetrassédico)
foi adquirido da empresa Cloroquimica (Curitiba — Brasil).

4.4. Determinacédo da Capacidade Antioxidante Total (CAT)

A CAT foi determinada pelo método sugerido por Erel (EREL, 2004),
otimizado para medicdo em saliva, e todas as amostras foram avaliadas em
triplicata. Uma aliquota de saliva de cada amostra foi adicionada a uma solucéo
contendo 75mM de solugéo de Clark e Lubs (160mL de KCI (75mM) e 40 mL de
HClI 37% (75mM), pH final 1,8), 10mM de o-dianisidina e 45uM de
Fe(NHa4)2(S0a4)2:6H20. Posteriormente, foi realizada a leitura das amostras em
leitor de microplaca a uma absorbancia de 450nm.

Apés a leitura, foi adicionada uma aliquota de uma solucédo 7,5uM de
H20:2, preparada na solucao de Clark e Lubs, e apds 4 minutos, uma nova leitura
foi realizada.

A curva padrao foi feita com Trolox em PBS (pH 7,4). Os resultados foram
determinados mediante a diferenca das leituras e expressos em mmol

equivalente de Trolox/L.
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4.5. Determinacédo do Estado Oxidante Total (EOT)

O EOT foi determinado pelo método sugerido por Erel (EREL, 2005),
otimizado para medicdo em saliva, e todas as amostras foram avaliadas em
triplicata. Uma aliquota de saliva de cada amostra foi adicionada a uma solugéo
contendo: 150uM de xilenol, 140 uM de NaCl, 90mL de H2S0425uM e 10mL de
glicerol 1,35M. Posteriormente, foi realizada a leitura das amostras em leitor de

microplaca a uma absorbancia de 550nm.

Apoés a leitura, foi adicionada uma aliquota de uma solucdo contendo:
5mM de Fe(NH4)2(SO4)2 6H20 e 10mM de o-dianisidina em 10mL de H2SOa4

25mM. Apoés 4 minutos, uma nova leitura foi realizada.

A curva padrao foi feita com H202. Os resultados foram determinados

mediante a diferenca das leituras e expressos em umol equivalente de H202/L.

4.6. Determinac&o do indice de Estresse Oxidativo (IEO)

O IEO foi considerado como razéo entre o EOT e a CAT (EREL, 2005).
Para realizar o calculo, a unidade do CAT foi ajustada de mmol equivalente de
Trolox/L para umol equivalente de Trolox/L. O valor do IEO foi calculado da

seguinte forma:

IEO= EOT X100
CAT
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4.7. Andlise Estatistica

Os dados foram tabulados e analisados utilizando o software Statistical
Package for Social Science - SPSS 20.0 (IBM, Chicago, IL). Para a determinacdo
da curva de calibragéo, foi utilizado o teste de regresséo linear. Para tratamento
dos dados, foi utilizado analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas. O
teste de esfericidade de Mauchly foi aplicado, e sempre que este teste foi violado,
as correcoes técnicas necessarias foram feitas usando o teste de Greenhouse-
Geisser. Sempre que o teste F indicou significancia estatistica, a analise foi
complementada por meio do teste de comparacdo mdultipla de Bonferroni. O

limite de significancia estatistica foi fixado em 5% (P<0,05).
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5.RESULTADOS

A média do fluxo salivar estimulado foi determinada para cada intervalo
de tempo. Em média, o fluxo permaneceu constante ao logo dos 10 minutos
(GRAFICO 1). No primeiro intervalo (T2), a média do fluxo foi de 2,62mL/min
(+1,09), posteriormente, no minuto 4, o fluxo diminuiu para 2,04mL/min (+0,86)
e, a partir deste ponto, manteve-se praticamente constante nos tempos T6
(2,17mL/min £0,95), T8 (2,01 mL/min £0,96) e T10 (2,05 mL/min £0,98).

O teste de esfericidade de Mauchly indicou que a suposicdo de
esfericidade se cumpre para o efeito do fluxo salivar ao longo do tempo (x?(9)
=14,59, p>0,05). O fluxo salivar ndo foi afetado nos diferentes intervalos do
estimulo, F (0,91, 0,39) = 2,31, p=0,07, n%=0,151.
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Fluxo salivar estimulado (mL/min)
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Intervalo de tempo (min)

GRAFICO 1- MEDIA DO FLUXO SALIVAR (mL/min) NOS DIFERENTES INTERVALOS
DE ESTIMULO. CURITIBA-PR, 2015.
FONTE: A AUTORA
A concentragéo de antioxidantes totais nas amostras de saliva apresentou

alteracdes ao longo do tempo de estudo (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2 - VALOR MEDIO DAS CONCENTRACOES DE ANTIOXIDANTES TOTAIS
(mM) NAS AMOSTRAS DE SALIVA NOS DIFERENTES INTERVALOS DE
ESTIMULO. CURITIBA - PR, 2015

FONTE: A AUTORA

Entre T2 e 0 T4 houve uma diminuicdo na concentracdo de antioxidantes
totais nas amostras, com um aumento entre os intervalos T4 e T6, e novamente
a queda de concentragédo entre T6 e T10. O teste de esfericidade de Mauchly
indicou que a suposicao de esfericidade se cumpre para o efeito da concentracao
de antioxidantes ao longo do tempo (x?(9) = 8,74, p>0,05). A concentracdo de
antioxidantes totais nao foi afetada nos diferentes intervalos do estimulo, F (1,53,
2,77) = 0,55, p=0,7, n%=0,03.

As concentracdes de oxidantes totais também apresentaram variacées ao
longo do tempo (GRAFICO 3). Houve uma queda na média das concentrages
nos primeiros 2 minutos. Posteriormente, houve um aumento, com estabilizacéo
entre 0 minuto 6 e minuto 8, e novamente a concentragdo tende a aumentar,

porém, com valores inferiores aos observados no T2.

O teste de esfericidade de Mauchly indicou que a suposicdo de
esfericidade n&o se cumpre para o efeito da concentracao de oxidantes ao longo
do tempo (x?(9) = 37,75, p<0,05); por esse motivo, os graus de liberdade foram
corrigidos com a estimacéo de esfericidade de Greenhouse-Geisser (¢ = 0,553).
A concentragéo de oxidantes totais ndo foi afetada nos diferentes intervalos do
estimulo, F (25,23, 12,72) = 1,98, p=0,147, n%=0,099.
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GRAFICO 3- VALOR MEDIO DAS CONCENTRACOES DE OXIDANTES TOTAIS (UM)
NAS AMOSTRAS DE SALIVA NOS DIFERENTES INTERVALOS DE
ESTIMULO. CURITIBA - PR, 2015

FONTE: A AUTORA

A comparagéo entre as concentragdes de oxidantes totais e antioxidantes

totais ao longo dos 10 minutos analisados pode ser observada no GRAFICO 4.
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GRAFICO 4 - COMPARACAO ENTRE AS MEDIAS DAS CONCENTRAGOES DE
ANTIOXIDANTES E OXIDANTES TOTAIS. CURITIBA-PR, 2015
FONTE: A AUTORA

Em relacdo ao indice de estresse oxidativo, foi observado que ha uma
leve tendéncia de aumento ao longo do tempo de coleta (GRAFICO 5).
Primeiramente, houve um declinio entre T2 e T4, e, a partir de T4 até T8, ha um
aumento acentuado no indice. Ja entre T8 e T10, o indice parece tornar-se mais

estavel.
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GRAFICO 5- MEDIA DO INDICE DE ESTRESSE OXIDATIVO NAS AMOSTRAS DE
SALIVA. CURITIBA-PR, 2015
FONTE: A AUTORA

O teste de esfericidade de Mauchly indicou que a suposicdo de
esfericidade se cumpre para o efeito do indice de estresse oxidativo ao longo do
tempo (x?(9) = 13,37, p>0,05). O indice ndo foi afetado nos diferentes intervalos
estudados, F (0,32, 0,36) = 0,88, p=0,48, n%=0,047.

Os resultados obtidos, referentes as concentracdes de oxidantes e
antioxidantes e o indice de estresse oxidativo, ao longo dos 10 minutos, podem
ser visualizados na TABELA 4, mostrando que ndo houve significancia

estatistica nos diferentes tempos de coleta.
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TABELA 4 - MEDIAS E DESVIOS PADRAO DAS CQNCENTRAQOES DE OXIDANTES
TOTAIS, ANTIOXIDANTES TOTAIS E INDICE DE ESTRESSE OXIDATIVO
NOS DIFERENTES TEMPOS DE COLETA. CURITIBA-PR, 2015

Minuto 2 Minuto 4 Minuto 6 Minuto 8 Minuto 10
Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média (DP)

Oxidantes Totais 4,33 (3,03) 2,79 (2,64)  3,44(3,43)  3,43(2,16)  4,13(3,57)

(UM)
Antioxidantes 2,91(2,12) 2,61(1,68) 3,34(3,16) 2,87(2,19) 2,65(1,95)
Totais (mM)
indice de Estresse 0,224(0,244) 0,146(0,145) 0,195(0,231) 0,239(0,251) 0,245(0,209)
Oxidativo

Teste Anova para medidas repetidas
FONTE: A AUTORA



42

6.DISCUSSAO

O presente trabalho analisou as concentragbes de oxidantes totais e
antioxidantes totais presentes na saliva, ao longo de 10 minutos de estimulo, e
foi observado que essas concentracdes permaneceram constantes ao longo do
tempo.

Os dezenove participantes foram escolhidos por conveniéncia, com
preferéncia por individuos saudaveis e sem comorbidades, para que nao
houvesse outras variaveis que pudessem interferir no estudo. Desta maneira,
ndo foram incluidos no estudo individuos fumantes, com doencas, ou que
apresentassem hipossalivacdo, bem como individuos que faziam o uso de
medicamentos e/ou complementacao vitaminica. Pois essas situacdes poderiam
gerar valores destoantes, uma vez que sdo condicbes que podem alterar o
estresse oxidativo.

Com relagéo ao fluxo salivar, ndo houve diferenga significativa ao longo
dos 10 minutos de estimulo. Dong, Puckett Jr. e Dawes (1995) analisaram o
efeito de diferentes frequéncias de mastigacéo sobre a taxa do fluxo salivar, ao
longo de 20 minutos, e constataram que elas nao exerceram influéncia
significativa sobre a taxa do fluxo salivar ao longo do tempo. Semelhantemente,
Polland, Higgins e Orchardson (2003) ndao encontraram, também, relacdo entre
a duracao do estimulo da mastigacdo e as taxas do fluxo salivar durante 90
minutos, pois o fluxo apresentou estabilidade ao longo do tempo.

Ghezzi, Lange e Ship (2000) avaliaram as variagoes do fluxo salivar das
glandulas parétida e submandibular ao longo de seis horas, e observaram que
oscilacbes ocorrem e que, apdés um tempo, ha uma tendéncia a estabilidade dos
valores. No presente trabalho, apesar de ndo serem observadas diferencas
significativas, podemos observar no GRAFICO 1, que depois de dois minutos de
estimulo, o fluxo salivar se torna mais estavel. O aumento do fluxo salivar
observado nos primeiros minutos da coleta, com o declinio subsequente,
seguido de equilibrio ao longo do tempo, foi encontrado também nos estudos de
Dong, Puckett Jr. E Dawes (1995); Polland, Higgins e Orchardson (2003) e
Dawes e Kubieniec (2004). Tal aumento do fluxo salivar, verificado nos primeiros

dois minutos, provavelmente esta associado a resposta rapida das glandulas ao
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estimulo da mastigagdo mecanica (FROEHLICH; PANGBORN; WHITAKER,
1987).

No que diz respeito aos antioxidantes, também n&o foi observada
diferenca estatistica na concentracdo ao longo do tempo. Dawes (1967, 1969 e
1974) avaliou a influéncia do fluxo salivar sobre as concentragcfes de proteinas,
nas glandulas parotidas e submandibulares, constatando que a concentracéo de
proteinas é dependente do fluxo salivar, sendo assim, quando o fluxo aumenta,
as concentracdes salivares de proteina também aumentam.

Por outro lado, Tunuloglu, Demirtas e Tulunoglu (2006) e Prabhakar,
Dodawad e OS (2009) encontraram uma correlacdo entre o aumento da
concentragdo de proteinas concomitantemente com o0 aumento dos
antioxidantes na saliva. Como as proteinas sdo o principal constituinte do
sistema antioxidante (BATTINO et al., 2002), ao aumentar o fluxo, aumenta
também a concentracdo de antioxidantes. No presente trabalho, ndo houve
diferenca no fluxo salivar, e isto pode explicar a manutengdo da concentracao
dos antioxidantes ao longo do tempo de estudo.

A concentracdo de oxidantes também néo sofreu diferenca significativa.
A manutencdo das concentracdes de oxidantes pode estar relacionada a
estimulacdo para coleta da saliva. Rosenhek, MacPherson e Dawes (1993)
mostraram que a dureza da goma de mascar para estimular o fluxo de saliva
influencia o padrdo da mastigacdo, e gera uma modificacdo do fluxo e na
composicdo salivar. No presente trabalho, durante a coleta salivar, o filme de
parafina utilizado foi trocado ao longo dos dez minutos, a cada troca ocorreu uma
alteracdo na consisténcia da parafina, provocando um aumento da mastigacao,
e, como consequéncia, um possivel aumento da peroxidacdo lipidica e da
concentracdo de oxidantes, que, apesar da oscilacdo observada no gréafico 3,
nao apresentou diferenca significativa em suas concentracoes.

O IEO, que mede a razdo entre oxidantes e antioxidantes, também néo
mostrou diferencas significativas. Esen et al. (2012), Baltacioglu et al. (2014)
sugeriram a importancia da avaliacdo do IEO, ao invés de apenas a medigdo
separada de antioxidantes e oxidantes, uma vez que essas concentracoes
sofrem constantes alteracbes. Logo, o IEO €& importante na avaliacdo do
equilibrio entre as concentragfes de oxidantes e antioxidantes. Dentre 0s

trabalhos que utilizam a saliva como amostra para avaliar os parametros do



44

estresse oxidativo, a maioria ndo realiza a mensuracado do IEO. Dos artigos
levantados neste estudo, apenas Caglayan et al. (2008) e Baltacioglu et al.
(2014) realizaram esta medic&o na saliva. Sendo assim, pode-se sugerir que ha
uma necessidade da mensuracéo do IEO para poder avaliar se ha desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes, e considerar um potencial dano causado pelo
estresse oxidativo.

No presente trabalho, a analise de CAT, EOT e IEO nos diferentes tempos
de coleta ndo apresentou diferencas significativas no resultado. De acordo com
o que foi observado, os autores sugerem que, a partir do primeiro intervalo, seja
utilizado o menor tempo possivel de coleta. Apesar de ndo haver diferenca
estatistica do fluxo salivar ao longo do tempo, recomendamos considerar a
variacdo ocorrida no primeiro intervalo, descartando, assim, os primeiros dois
minutos de estimulo, esperando para que haja a estabilizacdo do fluxo salivar
para utilizacdo da amostra. Dessa forma, verificou-se que o tempo de coleta de
3 a 4 minutos € confidvel para se obter uma amostra adequada, dispensando
longos periodos de estimulacédo que podem causar desconforto aos participantes
dos estudos.

Os autores também sugerem que, quando selecionado o tempo para
coleta, em futuros estudos que analisem o estresse oxidativo, 0 mesmo seja
padronizado na metodologia para todos os individuos participantes do estudo,

visando a evitar as alteracdes de concentracfes nos diferentes minutos.
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7.CONCLUSAO

Dentro dos limites do estudo, pode-se concluir que as concentragdes de
oxidantes totais, antioxidantes totais na saliva, bem como o indice de estresse
oxidativo, ao longo dos dez minutos de estimulo, ndo sofreram alteracdes
significativas, podendo ser realizada a andlise salivar em qualquer periodo de

coleta dentro dos dez minutos.
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APENDICE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, José Miguel Amenabar, Josi Karla Amadeu, Aline Lemes e Juliana Schussel,
pesquisadores da Universidade Federal do Parana, estamos convidando o(a) Senhor(a) a
participar de um estudo intitulado “Avaliar a capacidade antioxidante total, estado oxidante total
e indice de estresse oxidativo presentes na saliva em diferentes tempos de coleta e diferentes
temperaturas de armazenamento”. Este estudo visa criar um método de coleta e armazenamento
de saliva para estudos futuros.

a) O objetivo desta pesquisa é avaliar os componentes quimicos presentes na saliva em
diferentes tempos de coleta e diferentes temperaturas de armazenamento.

b) Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario coletar sua saliva durante um periodo de
10 minutos uma Unica vez. A coleta devera ser realizada com intervalo de uma hora apdés a
refeicdo e/ou com mesmo intervalo da Gltima higiene bucal. Para a coleta, devera permanecer
sentado verticalmente em local confortavel e antes do inicio da coleta sera solicitado que degluta
a saliva presente na cavidade bucal. Entdo, apés cada 30 segundos, despejara a saliva
secretada dentro de um recipiente devidamente identificado. O tempo de coleta sera controlado
pelo examinador com o auxilio de um cronémetro digital. A saliva coletada serd armazenada em
freezer para posterior analise. Apés finalizado o estudo, o material sera guardado por 90 dias e
entdo descartado.

¢) Para tanto vocé devera comparecer na clinica da disciplina de Estomatologia do Curso de
Odontologia da Universidade Federal do Parana (Av. Lothario Meissner, 632) para realiza¢do da
coleta que ndo devera tomar mais do que 20 minutos do seu tempo.

d) Apesar de nao haver risco previsivel aos participantes da pesquisa, vocé podera sentir leve
desconforto e ressecamento da boca pelo longo periodo de coleta proposto.

e) Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo: obter a melhor maneira de utilizar a saliva
em estudos cientificos. No entanto, nem sempre vocé sera diretamente beneficiado com o
resultado da pesquisa, mas podera contribuir para o avancgo cientifico.

f) O pesquisador José Miguel Amenabar, professor adjunto da disciplina de Estomatologia da
UFPR, pode ser contatado pelo telefone: 3360-4024 ou pelo email: jamenaba@gmail.com, ou
ainda na clinica de Odontologia da UFPR, localizada na Av. Lothario Meissner, 632, para
esclarecer eventuais duvidas que o(a) Sr.(a) possa ter e fornecer-lhe as informacdes que queira,
antes, durante ou depois de encerrado o estudo. O Sr.(a) podera ainda solicitar outras
informacdes as demais colaboradoras do estudo: Josi Karla Amadeu: jkamadeu@gmail.com
Aline Lemes: all.louise@hotmail.com Juliana Schussel : juiana.schussel24@gmail.com

g) A sua participacéo neste estudo é voluntéria e se vocé nédo quiser mais fazer parte da pesquisa
podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam o termo de consentimento livre
e esclarecido assinado. A sua recusa ndo implicard na interrupcao de seu atendimento e/ou
tratamento, que esta assegurado

Rubricas:
Participante da Pesquisa e /ou responsével legal
Pesquisador Responsavel

Orientador Orientado

andar — Alto da Gloria — Curitiba-PR —CEP:80060-240 Tel (41)3360-7259 - e-mail:
cometica.saude@ufpr.br
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h) As informacdes relacionadas ao estudo poderdo conhecidas por pessoas autorizadas, como
os alunos de pés-graduacéo relacionados ao projeto. No entanto, se qualquer informacéo
for divulgada em relatério ou publicacao, isto sera feito sob forma codificada, para que a
sua identidade seja preservada e seja mantida a confidencialidade.

i) As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa nao séo de sua responsabilidade e
pela sua participacdo no estudo vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro.

j) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um cédigo.

Eu, li esse termo de consentimento e
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicacdo que
recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha
participagéo a qualquer momento sem justificar minha decis&o. Eu entendi o que n&o posso
fazer durante a pesquisa e fui informado que serei atendido sem custos para mim se eu
apresentar algum problema.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

(Assinatura do Participante de pesquisa ou responsavel legal)

Local e data

Assinatura do Pesquisador

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da FUFPR Rua Pe.
Camargo, 280 — 2° andar — Alto da Gloria — Curitiba-PR —CEP:80060-240 Tel (41)3360-
7259 - e-mail: cometica.saude @ufpr.br




ANEXO |

Anexo 1 — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Setor de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
_PARANA - SETOR DE m“m
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -
PARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP

DADOE DO PROJETO DE PESGUISA

Tiulo da Pesquisa: Avaliagdo da capacidade antkidarie tofal, estado culdante fotal @ Indice de estresse
oadativo presentss na sallva em dfiereniss tempos de colsta e dierentes benperaiuras

de ammarenamento.
Peaquisador: Jose Miguel Amenabar Céspedes
Araa Tematlca:
“ersdo: 3

CAAF: 34644214 5 DOO0.0A 02

Inathulgae Proponsnts; Programa de Poe-Graduagdo am Caomsogla
Patrocinador Principal Financlamento Proprio

DAL DO PARECER

Humero oo Pamecer. 572.5585
Cats oz Redatoriac 030112014

Apressntacio do Projstoc

Projeto proveniente do Programa de Pos-Graduagio em Odoniologla, sob resporsablidase o Prof. Jose
Miguel Amenabar Céspedes, Com participaio das mestrandas Jos Karia Amadeu & Allne Loulse LEMES &
colaboragdo de Julana Lucena Schussal. As atividades serdo realzadas no Laboraidno de Blologla Bucal
e selambro ge 2015

Objsttvo da Pesquisa:

—Avallar 3 capackdade animddante tolal, esado mddanie (ol e indlce de esTesse midalvn presanies na
sallva em dferentes f2mpos de cokla & dienantes temperalras de amazenamenta.

— Estapeiecer e validar 3 melhor metndoiodia &e usn da sallva para esiudos de dagnistico.
Avallapio dos Rlacos & Baneficioa:

Este st pade gerar descontonn & ressecamentn da boca devido ao longo prinds de coieta proposio.
Coime Deneficios deverd resuitar na Siagdo de um protoeolo cimizaod g colela & arerenamenio de salva

para estudos de dagnisico.

Comentanos o Conalderagiee sobre a Pesquisa:
6 particpantes devando COMpEnecar em um Onko dia pre estabslecido pam coleta de salva 2

Erdemega. Fom Fedie Cammgo, 561

Balrm! 2™ andar CEM: 30 (280

UF: FH Munksigio:  CLRITIES

Talabofer: |41 0880 FoiE E-mal. s ssdegfule ke
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO

_PARANA - SETOR DE w
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -

s=rdn apordados na olinica ge Odontolpgla da UFPR, onde receberdo as Informacdes necessanas e
aseinardo o TCLE caso concordem em pariiclpar do estudo.

Fartigpardo oo esudo 20 pessaas 0e ambos 06 52x06 Com idades entre 20 & 40 an0s que BEr30 IECIIa00s
por meio de canazes na clinica de Odonbologla da UFPRL As amostras de sallva serdo coletadas em
regpenies descariavels, esbansis, por um periodo de gez minuos. A colsta deve 587 realizada com iInbevaln
de WTa hor apos a refelgdo & Com Mesmo Intenalo da titma higens bucal. O participanie ser orentado a
pemanecer semado vericamenie em local conforizyel & ames do Inldo da

coieta 5erd 50ilcitado que degiuta a sallva presenie na cavidace bucal. EntSo, apts cada 30 5eQuNCas,
despelara 3 sallva secrefada deniro de um reciplems devidamente |dentificado. Uma allguoia da s=aliva de
cada tempo 5213 uilizads para Imediata avallagdo @ o restants 5213 estocado 3 -20 "0 e -30 " em feszs
durame 3, 60 & 90 dias, quando 5730 repeidas a8 analsss. A5 amosinas serdo descanadias apts 90 dlas.

Corfirumcilo do Parscer: 0755330

Consideragies sobre os Termos de apreseniagas obrigatona:
Todces O 12Mos Toram devidamens anaxados.

Facomenidagiiee:
Solciiamos gue 5e{am apreseniados a este CEP, relatdros semesirals & findl, soore o andamenio da

pasquisa, bam como Informacdes relatvas a5 modificagdes oo profocolo, cancalamanto, encemamento &
desting dos conhedmentos obldos, abrawds O3 Plataforna Brasll - R0 modo: PDTIFICA{'.HLE'. Demals

aterapfies & promogacdo g8 prazo devem ser emdadas o modo EMEMDA. Lembrandd que O choncgrama
de evecufdn da pesquisa deve sar aualzado no Sstema Platatorma Brasl ames de enviar solictagio de
proMmogadn de praz.

Conclustes ou Penténcias & Lista de Inadequagies:

Pendéncias atendidas. Sou 08 parecer tavoravdl 3 aprovacso oo proisso.

- E abimgatdno retirar na secretaria do CEPSD uma copla do Termo de Consantimento Livie & Esclarecito
COM canmbo onde constara data de aprovagio por esie CERISD, sendd este modlo reproduzidd para
aplcar jurio 30 panicipanis da pesquisa.

 TCLE devera conter duas vias, uma Ncar com o pesquisador & uma copla icar com o paridpante &
pesquisa {Cara Circular re. 003201 1CONEPICNS).

Erddwiega. Mo Fedie Carsge, R

Balrm 2 endar CEF. 30 DE-240

UF: FH Munisiglo: CLRITIEA

Tbafosfen: |47 )00 P00 E-ral. oot sesdeul b
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Comirumcic do Perscer: 0752530

Sifuacan oo Parscar:
AprmaEto

MHacesalta Aprecha;io da COMEP:
S

Conslderagies Finals a critério do CEP:

CURITIEA, 14 de Movemnbm de 2044

Qo

Assinado por
D& CRISTINA GUBERT
(| CononDenacior)
Efrdwiegt: Fom Fede Camege, 25
Bairmal 2 endee CEF. 90 (-4
UE: PH Munbsiga: CLURITIES
Telabosrsa! | 41)00880- PSR E-mall: comefics smeisulp be

Sagrd Sice =
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