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RESUMO

A doenca celiaca (DC) € uma enteropatia sensivel ao gluten, com
manifestacbes sistémicas e bucais que leva ao desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes. Diversos estudos avaliaram o estresse oxidativo em individuos com
DC em tecidos e plasma, no entanto, ndo ha relatos desta avaliacdo na saliva. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi analisar o estado oxidativo da saliva em individuos
com DC. Foi avaliada a saliva de 30 individuos de faixa etaria entre 05 e 33 anos
com DC confirmada através de biopsia endoscopica do intestino delgado. Foi
comparada com individuos sem DC com idade e sexo pareados. As amostras foram
analisadas por meio de métodos colorimétricos para a determinacdo do Estado
Oxidante Total (EOT), Capacidade Antioxidante Total (CAT) e indice do Estresse
Oxidativo (IEO). Os dados obtidos foram tabulados e submetidos ao teste de Mann
Whitney, considerando significancia quando p<0,05. A CAT (0,002+0,001 mM) e o
IEO (0,154+0,304) no grupo de celiacos apresentaram diferencas significativas
guando comparados aos controles (0,007+0,001 mM e 0,012+0,013,
respectivamente). J& o valor do EOT foi semelhante em ambos os grupos, sendo 0s
valores do grupo com DC de 2,524+0,268 pM e do controle 2,492+0,284 uM. Dentro
dos limites do presente estudo pode ser concluido que os individuos com DC
apresentam o estado oxidativo salivar aumentado decorrente de uma menor
capacidade antioxidante.

Palavras-chave: Doenca celiaca. Oxidantes. Antioxidantes. Estresse Oxidativo.
Saliva.



ABSTRACT

Celiac disease (CD) is a sensitive enteropathy to gluten, with systemic and
oral manifestations that lead to an imbalance between oxidants and antioxidants.
Several studies have assessed oxidative stress in individuals with DC in tissues and
plasma but not yet in saliva. Thus, the aim of this study was to analyze the salivary
oxidative status in individuals with CD. Saliva was evaluated in 30 subjects between
05 and 33 years with CD confirmed by endoscopic biopsy from the small intestine.
They were compared with individuals without DC with age and sex matched.The
specimens were analyzed by means of colorimetric methods to determine the Total
Oxidant State (TOS), Total Antioxidant Capacity (TAC) and Oxidative Stress Index
(OSI). Data obtained were tabulated and submitted the Mann Whitney test, a level of
p < 0.05 was considered statistically significant. The TAC (0.002 = 0.001 mM) and
OSI (0154 + 0304) in the celiac group showed significant differences compared to
control group (0.007 + 0.001 mM and 0.012 + 0.013, respectively). The value of the
TOS was virtually the same in both groups, group values with CD were 2524 + 0268
MM and control group 2.492 + 0.284 puM. Within the limits of the present study can be
concluded that individuals with celiac disease have salivary oxidative state altered
due to a decreased antioxidant capacity.

Key-words: Celiac disease. Oxidants. Antioxidants. Oxidative Stress. Saliva.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA CELIACA

A doenca celiaca (DC) € uma doenca crbnica gastrointestinal, associada a
fatores genéticos e ambientais, na qual ha um componente auto-imune de
sensibilidade ao glaten, ocorrendo uma reacao inflamatéria mediada por células T.
Esta reacdo resulta na atrofia das vilosidades do intestino delgado, prejudicando a
absorcdo de nutrientes (RASHID et al., 2011). O gluten € um componente proteico
do trigo, presente nas sementes de muitos cereais (DEWAR; PEREIRA; CICLITIRA,
2004), dispenséavel a dieta e podendo ser substituido por outras proteinas. Essa
enteropatia € uma das mais comuns, afetando um a cada cem individuos, sendo
mais prevalente em caucasianos. Entretanto, estima-se que 90% dos casos ainda
nao foram diagnosticados. (COSTACURTA et al., 2011).

Os sinais e sintomas séo diversos e podem estar associados ou isolados.
Sado eles: dor abdominal, vbmitos, diarreia e perda de peso, anemia, fraqueza
extrema, baixa estatura, osteoporose, irregularidades menstruais, infertilidade,
retardo do crescimento e da puberdade (RASHID et al., 2011). Em geral, estes
sinais e sintomas se manifestam antes dos dois anos de idade, compativel com a
introducédo da dieta rica em gluten. A DC pode ser classificada em: classica, com
predominio dos sintomas gastrointestinais; atipica, um ou dois sintomas nao
gastrointestinais, como baixa estatura e anemia; latente, inicialmente apresentam
biépsia intestinal normal e desenvolvem posteriomente atrofia das vilosidades,
sendo que com a isencdo do glaten retornam ao estado de normalidade;
assintomatico, com apenas resultados sorolégicos e histologicos alterados
(POLANCO, 1995) .

O diagnéstico é realizado com a associacdo de achados clinicos e testes
soroldgicos, como a transglutaminase tecidual (TTG) e teste antiendomisio. Os
pacientes com qualguer um desses testes com resultado positivo devem ser
encaminhados para uma bidpsia endoscopica do intestino delgado para confirmacao
do diagnéstico. Durante a investigacdo e realizagdo dos exames ndo se deve
excluir o gluten da dieta, pois pode gerar resultado falso-negativo, dificultando o
diagnostico definitivo (COSTACURTA et al., 2011).
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Estagios de evolucdo e gravidade foram determinandos por Marsh (1992)
para caracterizar a variagdo do tempo de instalacdo da sensibilidade ao gluten, de

acordo com as caracteristicas histologicas (TABELA 1).

TABELA 1. CLASSIFICAGAO DE MARSH DE LESOES DUODENAIS

Estagio 0 Mucosa pré-infiltrativa

Estégio | Aumento no ndmero de linfécitos intra-epiteliais
(LIES)

Estagio Il Aumento de LIEs. Hiperplasia de criptas

Estagio Il Atrofia parcial das vilosidades

Estagio IV Atrofia total das vilosidades

Apos confirmacdo, serd permitido o inicio do tratamento que consiste na
dieta livre de gluten (DEWAR; PEREIRA; CICLITIRA, 2004). A recuperacéo total da
mucosa intestinal ocorre entre o periodo de um a dois anos apés a dieta sem glaten.
Entretanto, a educacdo alimentar de pacientes celiacos se torna dificultada por
fatores financeiros, rétulos de alimentos néo identificados, dificil acesso a alimentos
sem glaten, dificil entendimento por parte das criangcas a hdo comerem 0 mesmo
gue seus semelhantes e tempo no preparo de alimentos alternativos (KOTZE,
2006).

Quando ndo ha adesédo ao tratamento, a DC pode evoluir se associando a
diversas outras doencas, como: osteoporose, distlrbios neurolégicos, esterilidade,
dermatite herpertiforme e diabetes mellitus (LEPERS et al.,, 2004). Estudos tém
mostrado que a incidéncia global de malignidade € aumentada nos individuos com
DC. O risco de mortalidade é ainda maior quando ha associacdo entre
adenocarcinoma intestinal, e, em seguida, com o linfoma de ndo-Hodgkin. (KELLY
et al., 2015). Apesar de adenocarcinomas do intestino delgado serem mais
incomuns em individuos com DC, o risco € aumentado dez vezes nesse grupo
(GRAINGE; WEST; SOLAYMANI-DODAR, 2012).

Manifestacbes orais da DC podem ser vistas em dentes permanentes.
Deficiéncias nutricionais no momento da formagao do dente tem sido relacionadas a

defeitos como: hipoplasias com cuspides intactas, defeitos de esmalte e dentina,
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corroséo, perda de esmalte e atraso na erupgéo. A prevaléncia desses defeitos em
dentes atingem em torno de 50% dos casos (BONAMICO et al., 2011).

Outra manifestacdo da DC oral sédo as Ulceras aftosas recorrentes. Apesar da
causa exata ainda ser desconhecida, tem sido sugerido que podem surgir como
consequéncia da ma absorcéo de nutrientes, como ferro, acido folico e vitamina B12
(COSTACURTA et al., 2011).

No que diz respeito a alteracdes salivares, a composicdo da saliva de
individuos com DC parece alterada quando comparada a individuos sem a DC,
podendo apresentar uma menor presenca de amilase, IgA secretora e IgM,
capacidade de tamponamento, velocidade do fluxo salivar e concentracdo de célcio
(ACAR et al., 2012).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Quando ha desestabilizacdo entre agentes oxidantes e antioxidantes nos
tecidos esse processo € denominado como estresse oxidativo. H4 uma interferéncia
no controle de oxidagédo-reducdo (REDOX) e na sinalizacdo celular, levando ao
dano molecular (FINK, 2007). As concentracbes dos agentes envolvidos e a
velocidade das reacBes vao determinar a intensidade e patogenicidade desse
desequilibrio (GOW; ISCHIROPOULQOS, 2001). A alteracdo desse equilibrio pode
ser por trauma, estresse, exercicio, nutricdo, doencas degenerativas, distlrbios
imunoloégicos e desequilibrio hormonal, acelerando a formagéo de radicais livres
(COFTA et al.,, 2008). Os radicais livres tem efeito citotoxico e podem estar
relacionados com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (MONTEZANO,;
TOUYZ, 2014), doencas neurodegenerativas (GANDHI; ABRAMOV, 2012), cancer
(GUPTA; PATEL; SHAH, 2014) e processo de envelhecimento (MERKSAMER et al.,
2013).

Para combater esse efeito, 0 organismo possui mecanismos antioxidantes
tanto enzimaticos como ndo enzimaticos (EREL et al.,, 2004; JONES, 1990).
Portanto, o monitoramento do estresse oxidativo pode ser realizado por meio do
resultado do dano produzido em células e tecidos, ou investigando o potencial de
organismos, tecidos ou fluidos de resistir a oxidagdo, ou seja, estudando o
comportamento dos antioxidantes (ABUJA; ALBERTNI, 2001).
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Um estudo demonstrou a relacdo entre estresse oxidativo e DC, através da
acao do gluten contra o equilibrio pré e antioxidante na mucosa intestinal,
provavelmente por uma superproducdo de radicais livres, deixando a capacidade
antioxidante de pacientes com DC reduzida (ODETTI; VALENTINI; ARAGNO, 1998). O
estudo de Stojilikovi¢ e colaboradores (2009) comparou o nivel desses elementos
pela bidpsia do intestino delgado desses pacientes pediatricos com DC e concluiu
gue além dos radicais livres estarem aumentados nos casos com a doenca ativa,
sugerem que o glaten ativa xantina oxidase em enterdcitos, o que resulta em
excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio e progressdo dos danos.
Stojilikovi¢ e colaboradores (2007) demonstraram também que h& aumento do
estresse oxidativo nos individuos com DC nao tratada, utilizando sangue para a

verificacdo do indice.

1.2.1 Espécies Reativas

A espécie reativa que apresenta em sua Ultima camada um numero néo
pareado de elétrons é denominada de radical livre (RL), formado a partir de
reacOes de REDOX (FERREIRA; MATSUBARA, 1997) (FIGURA 1). As fontes mais
comuns de RL em sistemas biol6gicos sdo o oxigénio e o nitrogénio (6xido nitrico),
sendo chamados, respectivamente, de espécie reativa de oxigénio (ERO) e
espécie reativa de nitrogénio (ERN) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O que
diferencia ERO/N e os RL é a reatividade entre eles, a meia vida de cada molécula
e as concentracbes em que estes se apresentam, nos diferentes compartimentos

celulares e teciduais (WINTERBOURN, 2008).
FIGURA 1. REPRESENTAGCAO DE RADICAL LIVRE

MOLECULA ESTAVEL RADICAL LIVRE PY
NUCLED .
@

- .- .
ELETRON O .

~e o0 o o0
v v

MOLECULA INSTAVEL

FONTE: AUTOR (2016)
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As espécies reativas podem ser geradas por processos REDOX, catalisados
por ions de metais de transicdo livre e ions metalicos ligados a enzimas, por
radiacdo ionizante ou por meio de reacdes quimicas e enzimaticas. Portanto, as
fontes celulares s&o importantes para o0 estresse oxidativo, por exemplo, a
formacao de espécies reativas de oxigénio por reducdo incompleta do oxigénio na
cadeia respiratéria mitocondrial. Oxido nitrico sintases sdo um grupo de enzimas
gue transforma a L-arginina em oxido nitrico e L-citrulina. O oOxido nitrico, na
presenca de oxigénio ou de superoxido, € convertido em espécies mais reativas,
como o diéxido de nitrogénio e peroxinitrito (STOREY, 2004).

O Peroxido de hidrogénio (H202) é uma espécie reativa considerada
altamente toxica, pois é capaz de atravessar camadas lipidicas pelas aquaporinas,

3+, e também

reagindo com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe
considerada deletéria, pois participa da reacdo que produz o radical hidroxila
(FERREIRA; MATSUBARA., 1997). J4 os RL mais estudados sdo o superoxido,
formado apds a primeira redugédo do O2 (HALLIWELL,1990); e o radical hidroxila,
mais importante da peroxidacdo lipidica por ser radical livre mais reativo dos
sistemas bioldgicos.

Portanto, o equilibrio entre a producdo de RL e defesa dos antioxidantes
garantem o bom funcionamento de sistemas aerdbicos (SIES, 1991), como
ativadores de moléculas envolvidas na funcéo celular, por exemplo, a transmissao
de sinal de varias expressdoes génicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
Quando a producdo das espécies reativas encontra-se descontrolada, pode ser
prejudicial aos tecidos (BLAKE, 1990; PARKINSON, 1995), danificando as

moléculas extra e intracelulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

1.2.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sédo agentes de mecanismo de defesa para prevenir a
danificacdo do processo de oxidacdo (HALLIWELL, 1995), podendo inibir danos
deletérios causados por RL. Os antioxidantes podem ser enzimaticos e nao
enzimaticos e os sistemas de defesa sdo divididos em quatro subclasses. Os

antioxidantes enzimaticos sédo superoxido dismutase (SOD), catalase, peroxidase
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salivar, glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSH), glutationa S
transferase. E 0os ndo enzimaticos, vitaminas C, vitamina A, vitamina E e acido
arico.

SOD foi descoberto em 1969, isolado de eritrocitos com capacidade de
catalisar a reagcédo de dismutacdo de RL (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). A forma
SOD-cobre-zinco, presente principalmente no citosol, ndo é afetada pelo aumento
de EROI/N; e a SOD-manganés, primariamente na mitocondria, aumenta sua
atividade com o aumento do estresse oxidativo (BABIOR, 1997). Em geral, é capaz
de atuar como mediador inibitorio da inflamacdo mediada por neutrofilos (NAGLER
et al., 2002). A catalase, hemeproteina citoplasmética, € capaz de catalisar a
reducdo do H202 a H20 e 0O2. Podem dar continuidade do efeito de SOD,
eliminando o superéxido liberado, produzindo H202, prevenindo a oxidacdo da
GSH mediada pelo H202 (SCOTT, 1991).

A peroxidase salivar, considerada a enzima antioxidante mais importante
presente na saliva pode catalisar a reacao de peroxidacéo (reduzir H202 a H20),
além de possuir uma acéo antibacteriana. Entretanto, representa apenas 0.01% de
todas as proteinas presentes na saliva (NAGLER et al., 2002). A GSH-Px é uma
enzima antioxidante por apresentar selénio, um cofator antioxidante. Atua
catalisando a reducdo do H202 e dos peroxidos organicos para seus
correspondentes alcodis a custa da conversdao da GSH em GSSG (Glutationa
oxidada) (SHAN; AW; JONES, 1990). Apdés exposicdo da GSH a um agente
oxidante, ocorre sua oxidacao a GSSG. (HALLIWELL, 1995).

Para mensuracao dos niveis de estresse oxidativo, pode-se utilizar o ciclo de
oxidagdo e reducdo da GSSG/GSH, pois a quantidade de GSSG aumentada
representa maior nivel de agentes oxidantes que esse tecido ou célula possui. A
GSH tem acéo protetora na cavidade bucal por agir contra o estresse oxidativo
(NAGLER et al., 2002). Ela auxilia no ciclo antioxidante, na remogédo de
xenobidticos, pode intervir no metabolismo do acido ascérbico e quelar o cobre
(SHAN; AW; JONES, 1990).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos ha os que sdo produzidos pelo
organismo e os que sao adquiridos pela dieta alimentar. Para o sistema de defesa
primério alguns antioxidantes podem interagir diretamente com as espécies reativas
de oxigénio (STOREY, 2004), conhecidos como sistemas de prevencdo, que atuam

impedindo a formacdo dos RL ou espécies ndo RL. Ha outros antioxidantes que
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pertencem aos sistemas varredores que atuam impedindo a acdo desses oxidantes
(CLARKSON; THOMPSON, 2000). Proteinas ou enzimas quelantes, como a
ferritina-complexacdo de metal, transferrina, ceruloplasmina, metalotioneina,
impedem ou minimizam a participacdo do ferro e de cobre (e outros metais
pesados) na geracdo de RL (STOREY, 2004).

As vitaminas C, A e E séo antioxidantes ndo enzimaticos. A vitamina C pode
atuar diretamente nas membranas celulares, impedindo a iniciacdo da
peroxidacao lipidica ou regenerando a vitamina E. Pode também atuar como
antioxidante na fase lipofilica da membrana (FREI; ENGLAND; AMES, 1989), e
como pré-oxidante em dose elevada, ou quando exposta a metal, levando a
lipoperoxidacdo (CHAKRABORTHY et al., 2014). A vitamina E combate
geralmente a peroxidacdo lipidica por facilmente se adaptar a esse ambiente
(FREI, 1994); atua blogueando a etapa de propagacdo da peroxidacao lipidica
dos acidos graxos poli-insaturados das membranas e lipoproteinas além de
interceptar o radical hidroxila. A vitamina A pode inibir a peroxidacao lipidica da
membrana. (FREI; ENGLAND; AMES, 1989).

Outro sistema é o de reparacdo enzimatica, que repara as biomoléculas
danificadas por ERO/N, capaz de impedir a formagdo dos RL, impedir a acao
desses ou favorecer o reparo e a reconstituicdo das estruturas biolégicas lesadas
(HALLIWELL, 1995). Portanto, quando identificamos antioxidantes nos fluidos do
corpo podemos ter ideia da eficaAcia do sistema de defesa local ou sistémica do
individuo (DEVASAGAYAM et al., 2004).

1.3 SALIVA E DOENCA CELIACA

A saliva € um fluido que funciona como solvente das substancias do meio
bucal e mantém Umidas a mucosa e as superficies dos dentes. Ela é produzida e
secretada por trés pares de glandulas maiores: parétida, sublingual e
submandibular, além de centenas de outras glandulas salivares menores que
também contribuem para a sua producdo. Este fluido € composto por
aproximadamente 98% de agua e o restante por compostos organicos e inorganicos
(SPIELMANN; WONG, 2011), sendo eles: eletrdlitos, imunoglobulinas, proteinas,

enzimas, mucinas, ureia, aménia (EDGAR, 1992). Para o fluxo salivar ser
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considerado normal, ele deve estar acima de 0,1 mL/min, e quando esti abaixo
disso é hipofuncdo (SCREEBNY; VALDINI, 1987).

A saliva é considerada "janela sobre o estado de saude" (SEGAL; WONG,
2008), pois ela reflete praticamente todo o espectro de estado normal e de doenca
de um individuo, incluindo as substancias naturais do tecido bucal e uma grande
variedade de moléculas introduzidas ao organismo como, por exemplo, alimentos e
farmacos. A saliva pode ser coletada de forma n&o invasiva e com equipamentos de
baixo custo (HASAN; GHADHBAN; ABUDAL KADHUM, 2012), podendo fornecer
andlise de grandes populagbes (KAUFMAN; LAMSTER, 2002). Diversos estudos
demonstram a saliva como meio para o diagnoéstico de véarias doencas, e a sua
utilizacdo aumentou consideravelmente nos ultimos anos (STRECKFUS; BIGLER,
2002).

A DC é capaz de modificar a composi¢cdo da saliva, assim como outras
doencas sistémicas. E para verificar a incidéncia dessa doengca em uma populacao
pediatrica, um grupo de pesquisadores examinou esses individuos com o objetivo
de encontrar a presenca de auto-anticorpos anti-transglutaminase (anti-tTG) na
saliva, comparar e quantificar a concentracdo dos auto-anticorpos anti-tTG, antes e
apos seis meses do inicio da dieta sem gluten. Verificaram que estes auto-
anticorpos estdo presentes com e sem dieta do gluten, podendo considerar como
um marcador de diagnoéstico adicional (COSTACURTA et al.,, 2011). Ha também
estudos que evidenciam micro-organismos orais que podem degradar o glaten,
podendo servir de protecéo para pacientes em risco de DC (HELMERHORST et al.,
2010).

Estudos tém analisado os componentes da saliva de portadores da DC, como
ela se comporta e 0 que ela poderia nos trazer de informacgdes relevantes. Um
estudo que visou investigar a microbiota salivar e metaboloma de criangas com DC,
sob dieta livre de glaten, com método de cultura, identificou que h& diversos micro-
organismos e alguns compostos organicos volateis, sugerindo que existe
associacdo entre a disbiose oral que poderia afetar o metaboloma oral
(FRANCAVILLA et al., 2014).

Outro estudo importante foi uma pesquisa com 75 pacientes celiacos de
diferentes idades que visou avaliar a concentracdo de ceruloplasmina salivar e
atividade de ferroxidase salivar. Foi utilizada eletroforese em gel de poliacrilamida e
posteriormente coradas para ferroxidase, bem como para a atividade de oxidase.

Foram encontradas concentragcdes aumentadas de ceruloplasmina em todos os
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grupos de pacientes com DC em compara¢cdo com a do grupo de controle. Ja a
atividade ferroxidase salivar revelou diminuicdo estatisticamente significativa entre
0s grupos de pacientes, assim como para grupo controle (HASAN; GHADHBAN;
ABUDAL KADHUM, 2012).

Atualmente, os estudos utilizando a saliva em individuos portadores da DC
sdo escassos, considerando que a saliva pode ser um meio seguro para a
determinacdo do estresse oxidativo. Entretanto, a maioria dos estudos utilizam
amostras de tecidos e plasma para a verificacdo do estado oxidativo nos individuos

com DC.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi analisar o estado oxidativo da saliva de individuos
com doenca celiaca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar o estado oxidante total salivar;
e Mensurar a capacidade antioxidante total salivar;

e Determinar o indice de estado oxidativo salivar.
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3 ARTIGO

Introducéao

A doenca celiaca (DC) € uma doencga cronica gastrointestinal sensivel ao
gluten, associada a fatores genéticos e ambientais (1). A ingestdo ou contato com
esta proteina resulta na atrofia das vilosidades do intestino delgado impedindo a
absorcao de nutrientes (2). O diagndstico € realizado com a associacao de achados
clinicos e testes sorolégicos e confirmado com bidpsia endoscoépica do intestino (3).

Apos confirmacéo, serd permitido o inicio do tratamento que consiste na
dieta livre de gluten (1). Quando ndo ha adeséo ao tratamento, essa doenca auto-
imune pode evoluir se associando a diversas outras doencgas, como: osteoporose,
distarbios neurolégicos, esterilidade, dermatite herpertiforme e diabetes mellitus (4).
Além destas, a incidéncia global de malignidade é aumentada nos individuos
portadores da DC (5).

Estudos demonstraram que o gliten age contra o equilibrio oxidante e
antioxidante. Esse desequilibrio € denominado estresse oxidativo, pois ha uma
interferéncia no controle da oxidacéo-reducédo (REDOX) e na sinalizacdo celular,
levando a um dano molecular (6). A alteracdo desse equilibrio pode ser por trauma,
estresse, exercicio, nutricdo, doencas degenerativas, disturbios imunoldgicos e
desequilibrio hormonal, acelerando a formacdo de radicais livres (7). Os radicais
livres tem efeito citotéxico e para combater esse efeito, 0 organismo possui

mecanismos antioxidantes tanto enzimaticos como néo enziméticos (8, 9).

Para o monitoramento do estresse oxidativo, a maioria dos estudos utilizam
amostras de tecidos ou avaliagdo dos compostos em plasma, ndo havendo estudos
utilizando saliva para a verificagdo de indices de oxidantes e antioxidantes em
individuos com DC. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi analisar o estado

oxidativo salivar de individuos com DC.

World Journal of Gastroenterology
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Materiais e Métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do

Parana sob o numero: 1.041.046.

Populacédo do Estudo

Os pacientes do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Parana com
diagnéstico de DC, de zero a 35 anos de idade foram convidados a participar da
pesquisa. A amostra foi por conveniéncia e 30 individuos néo tabagistas, com boa
condicdo de saude oral e que nao utilizavam medicamentos polivitaminicos foram
recrutados para a coleta de saliva. Todos os individuos foram pareados por sexo e

idade com um grupo controle, totalizando 60 participantes no estudo.

Coleta da Saliva

Amostras de saliva foram coletadas em ambos o0s grupos. A coleta salivar foi
realizada no periodo compreendido entre as 8h00 e 11h30 da manha. A saliva foi
estimulada com auxilio do filme de parafina (Parafiim) e armazenada em um
recipiente esterilizado (Coletor Universal Estéril J.PROLAB, 80 mL), codificado e
transportado refrigerado até o laboratorio para posterior analise. Todos os individuos

passaram por uma breve anamnese e avaliacao intra-oral.

ApGs a coleta, a saliva foi centrifugada a 10.000 RPM (Minispin, Eppendorf —
Life Sciences Biotechnology) durante 4 minutos, sendo posteriormente
armazenada em microtubos de 500uL (Eppendorf — Life Sciences Biotechnology)

devidamente identificados e mantidos a - 20°C por no maximo 15 dias.

Andlise Bioquimica

- Determinacgéo da Capacidade Antioxidante Total (CAT):

World Journal of Gastroenterology



24

A CAT foi determinada pelo método de Erel (8), no qual as reagcbes de
radicais livres sdo iniciadas com a producao do radical hidroxila por meio de reacéo
de Fenton e a velocidade desta € monitorada seguindo a absorbancia de radicais
dianisidil coloridos. A curva padréo foi feita com Trolox em PBS (pH 7,4). Todas as
amostras foram avaliadas em triplicata e os resultados foram determinados

mediante a diferenca das leituras e expressos em mmol Trolox equivalente/L.

- Determinacéo do Estado Oxidante Total (EOT):

O EOT foi determinado pelo método de Erel (10). O método é baseado na
oxidacdo do ion ferroso em ion férrico na presenca de varias espécies oxidantes
em meio acido e a medicéo do ion férrico pelo laranja de xilenol. A curva padrao foi
realizada com H202. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata e os
resultados foram determinados mediante a diferenca das leituras e expressos em

pmol H202 equivalente /L.

- Determinacéo do indice de estresse oxidativo (IEO):

O IEO foi considerado como a relacao entre o EOT e a CAT. Para realizar o
calculo, a unidade do CAT foi ajustada de mmol de Trolox equivalente/L para pymol
de Trolox equivalente/L. O valor do IEO € um valor arbitrario e calculado da
seguinte forma:

IEO = EOT x 100

CAT

Analise estatistica

Os dados coletados foram tabulados e organizados estatisticamente por
meio do programa Statistical Package for the Social Sciences® (versao 19.0; SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA). Os resultados obtidos foram analisados aplicando o Teste
Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade e o teste de Mann Withney para comparar
0s grupos. A significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05.

World Journal of Gastroenterology
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Resultados

O grupo caso de 30 individuos com DC foi formado por 73% de participantes
do género feminino e 27% do género masculino. A idade dos participantes variou
entre 5 e 33 anos de idade (TABELA 2).

TABELA 2. CARACTERISTICAS GERAIS DO GRUPO COM DOENCA
CELIACA (CURITIBA, 2016)

Celiacos (n) %

Numero 30 100
Género

Feminino 22 73

Masculino 08 27
Idade (anos)

5-10 06 20

11-15 10 33,33

16 - 20 o7 23,33

21-25 02 6,66

Maior que 25 05 16,66
Cor

Branca 26 86,66

N&o-branca 04 13,33
Procedéncia

Zona Urbana 28 93,33

Zona Rural 02 6,66
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Os participantes do grupo com DC apresentavam comorbidades como:
diabetes, anemia, Ulcera aftosa, ansiedade, hipertireoidismo, intoleréncia a lactose
(TABELA 3).

TABELA 3. NUMERO DE INDIVIDUOS COM

COMORBIDADES DO GRUPO COM DOENCA
CELIACA (CURITIBA, 2016)

Celiacos (n)
Diabetes 4
Anemia 5
Ulcera aftosa 1
Ansiedade 4
Hipertireoidismo 1
Intoler&ncia a lactose 1

O valor da concentracdo do estado oxidante total foi semelhante em ambos
0s grupos. J4 o grupo de individuos com DC apresentou a concentracdo da
capacidade antioxidante total estatisticamente diminuida quando comparado ao
grupo controle. Quando determinado o indice de estado oxidativo, foi observado que
0 grupo de individuos com DC apresentam um valor dez vezes maior quando

comparado ao grupo controle (TABELA 4).

TABELA 4. MEDIA E DESVIO DO PADRAO DO ESTADO OXIDANTE TOTAL (EOT), DA
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAT) E DO INDICE DE ESTRESSE OXIDATIVO (IEO) NA
SALIVA ESTIMULADA DOS GRUPQOS DE ESTUDO.

Celiacos Controles P
EOT (umol/L) 2,524+0,268 2,492+0,284 0,603
CAT (mmol/L) 0,002+0,001 0,007+0,001 0,000
IEO 0,154+0,304 0,012+0,013 0,037

Teste Mann Withney

World Journal of Gastroenterology
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Discussao

O desequilibrio REDOX pode desencadear diversas desordens sistémicas,
caracterizando o estresse oxidativo (8). Diversos estudos ja comprovaram que a DC
altera o equilibrio entre oxidantes e antioxidantes, pois a gliadina, peptidio do gluten,
possui a capacidade de penetrar nas células conduzindo a ativacao de algumas vias
de transmissao de sinal e a um aumento dos niveis de radicais livres, por isso pode-
se dizer que o gluten esta diretamente relacionado com o estresse oxidativo (11).

A saliva é um meio pratico, ndo-invasivo e Util para 0 monitoramento de
diferentes condic¢des, inclusive do indice de estresse oxidativo (IEO) (12, 13). No
presente estudo verificou-se além desse indice, a capacidade antioxidante total
(CAT) e estado oxidativo total (EOT) na saliva de portadores da DC. Foi possivel
identificar aumento no valor de IEO do grupo caso (TABELA 4), concordando com
os resultados de que o estresse oxidativo é fortemente associado com a DC a partir
de coleta de sangue periférico (14).

Em saliva, o EOT esta aumentado (TABELA 4) entrando em concordancia
também com Boda e colaboradores (14) que demonstraram o excesso de producao
de espécie reativa de oxigénio em amostras de tecidos intestinais biopsiados. As
espécies reativas de oxigénio (ERO) séo produzidas durante processos metabdlicos
nas células e quando a producdo de ERO é maior que a CAT, ocorre o estresse
oxidativo. A peroxidacao lipidica € uma das primeiras consequéncias, modificando a
estrutura da membrana lipidica bicamada, causando perda de elasticidade da
membrana e permeabilidade seletiva, além de perturbacdes das suas outras
funcbBes (15). Esse processo estd presente na patogénese de diversas doencas,
inclusive disturbios gastrointestinais, como a DC (16).

Os antioxidantes poderiam evitar o dano provocado pela peroxidagao
lipidica, entretanto, como o0s celiacos possuem ma absorcao de nutrientes, incluindo
as vitaminas, a CAT é reduzida (17) e permanece o desequilibrio entre oxidantes e

antioxidantes, concordante com resultado do presente estudo (TABELA 4).

World Journal of Gastroenterology
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A mucosa intestinal esta frequentemente em contato com oxidantes (18) e
para o0 mecanismo de defesa ser efetivo deve-se manter elevadas as concentragoes
de antioxidantes, como GSH. Entretanto, os antioxidantes estdo diminuidos tanto
para celiacos (conforme resultados) quanto para Doenca de Crohn, outra doenca
grave do trato gastrointestinal (19).

A recomendacdo para aumentar a concentracdo de antioxidantes é a
ingestdo de frutas e vegetais ricos em vitaminas (20) e a pratica de exercicios
fisicos moderados e frequente que atua no aumento e ativacdo de enzimas
antioxidantes, como, a SOD, levando a reducéo dos niveis de EROs (21).

Vérias comorbidades tem sido descritas em associacdo com a DC,
geralmente auto-imunes. Apesar de ndo estar claro se a DC € uma reacao
secundaria ou primaria em relacéo as outras doencas, sabe-se que as doencas em
individuos com DC ocorrem dez vezes mais quando comparadas com individuos
sem DC, como: doencas dermatolégicas, hepatobiliar, pancreatica, endocrinopatias,
deficiéncias imunoldgicas, sindromes de ma formacgéo, alergia alimentar, entre
outras (4). Sendo assim, justifica-se os individuos do grupo caso apresentarem
diabetes, anemia, Ulcera aftosa, ansiedade, hipertireoidismo, intolerancia a lactose
(TABELA 3). Tanto a diabetes mellitus quanto a anemia podem alterar o indice do

estresse oxidativo pelo aumento da producao de ERO (22, 23).

Diversos estudos tem demonstrado que a DC estd associada a estresse
oxidativo (6), e no presente trabalho foi possivel verificar que os individuos com DC
apresentam também o estado oxidativo na saliva alterado, principalmente em

decorréncia da diminuicdo da capacidade antioxidante total.
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4 CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo pode ser concluido que os individuos
com doenca celiaca apresentam o estado oxidativo da saliva aumentado decorrente

da diminuicdo da capacidade antioxidante.
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APENDICE 1 - MATERIAIS E METODOS

APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Parana com parecer de numero 1.041.046 (ANEXO 1). Os individuos foram
convidados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),

autorizando a participacao voluntaria na pesquisa.

POPULACAO DO ESTUDO

Os participantes do presente estudo sdo pacientes do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Parana portadores de DC atendidos de Agosto de 2015
a Dezembro de 2016.

A amostra foi por conveniéncia. Apés passar pela consulta médica, os

pacientes eram convidados a participar do estudo.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Todo individuo com DC que passava por atendimento médico no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana era convidado a participar, desde
gue 0 mesmo conseguisse realizar a coleta da saliva. ApGs isso, era selecionado
um caso controle de escolas de Curitiba, triagem da Clinica de Odontopediatria e
académicos de Odontologia da Universidade Federal do Parani. Cada controle
possuia a mesma idade e sexo, sem doenca, boa condicdo de saude oral, sem
doenca periodontal ou carie dentaria e ndo fazia uso de medicamento, totalizando
60 individuos participantes da pesquisa, sendo 30 individuos no grupo caso e 30

individuos no grupo controle.
CRITERIOS DE EXCLUSAO
Foram excluidos os participantes que ndo estavam aptos a coletar a saliva,

tabagistas, ruim condi¢do de saude oral, com doencga periodontal ou céarie dentéria

e uso de medicamentos polivitaminicos.
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COLETA DE DADOS

Os dados, como: sexo, idade, medicamentos utilizados pelos individuos

foram coletados mediante questionario realizado previamente a coleta de saliva.

COLETA DA SALIVA

Foi solicitado aos participantes ndo comer, beber ou escovar os dentes por um
periodo de pelo menos uma hora antes da coleta de saliva. As coletas de saliva
foram feitas entre os periodos de 8:00 e 11:30 horas da manha. Antes do inicio da
coleta foi solicitado que deglutissem a saliva presente na cavidade bucal.

A coleta da saliva estimulada foi realizada utilizando-se o método de spitting,
sendo estritamente estimulada com um filme de parafina. A saliva coletada foi
armazenada em recipientes estéreis devidamente identificados. Durante a coleta, e
para seu transporte, as amostras permaneceram em uma caixa de isopor com gelo
até o laboratério de Bioquimica Bucal da Universidade Federal do Parana. As
amostras foram centrifugadas a 9.030 x g (10.000 RPM) durante 4 minutos.

A coleta da saliva dos controles seguiu 0 mesmo protocolo. Todas as amostras
foram armazenadas a - 20°C e analisadas em menos de 15 dias.

Apols a coleta da saliva, prosseguiu-se uma avaliacdo clinica intra oral e breve

anamnese.

ANALISE BIOQUIMICA DA SALIVA

- Determinagéo da Capacidade Antioxidante Total

Determinou-se a CAT pelo método de Erel (2004), no qual as reacdes de
radicais livres sdo iniciadas com a producao do radical hidroxilo por meio de reacdo
de Fenton e a velocidade desta é monitorada seguindo a absorvancia de radicais
dianisidil corado. Uma aliquota de saliva de cada amostra foi adicionada a uma
solucéo contendo 75 mM de solucao de Clark e Lubs [(160 ml de KCI (75 mM) e 40
ml de HCI 37% (75 mM), pH final 1,8)], 10 mM de o-dianisidina e 45 pM de Fe
(NH4)2(S04)2 6H20. Posteriormente, foi realizada a leitura das amostras num

leitor de microplaca a uma absorbancia de 450nm. ApoOs a primeira leitura foi
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adicionada uma aliquota de uma solug¢édo 7.5 uM de H202, preparada na solucdo
de Clark e Lubs, e apdés de 7 minutos, uma nova leitura foi realizada. A curva
padrao foi feita com Trolox em tampéao fosfato basico (pH 7,4). Todas as amostras
foram avaliadas em triplicata e os resultados foram determinados mediante a

diferenca das leituras e expressos em mmol Trolox equivalente/L (FIGURA 2).

FIGURA 2. IMAGEM ILUSTRATIVA REACAO
COLORIMETRICA PARA DETERMINACAO DA
CONCENTRAGCAO DE ANTIOXIDANTES TOTAIS
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FONTE: AUTOR (2015)

- Determinacgéo do Estado Oxidante Total (EOT)

O EOT foi determinado pelo método de Erel (2005). O método € baseado na
oxidacdo do ion ferroso em ion férrico na presenca de varias espécies oxidantes
em meio acido e a medicdo do ion férrico pelo laranja de xilenol. Uma aliquota de
saliva de cada amostra foi adicionada a uma solucdo contendo: 150 yM de xilenol,
140 pM de NaCl, 90 ml de H2SO4 25 pM e 10 ml de glicerol 1,35 M.
Posteriormente, foi realizada a leitura das amostras num leitor de microplaca a uma
absorbéancia de 550 nm. ApGs a primeira leitura foi adicionada uma aliquota de
uma solucéo contendo: 5 mM de Fe (NH4)2(S04)2 6H20 e 10 mM de o-dianisidina
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em 10 ml de H2SO4 25 mM. Apds 4 minutos, uma nova leitura foi realizada. A
curva padrdo foi realizada com H202. Todas as amostras foram avaliadas em
triplicata e os resultados foram determinados mediante a diferenca das leituras e

expressos em pymol H202 equivalente /L (FIGURA 3).

FIGURA 3. IMAGEM ILUSTRATIVA DA REACAO
COLORIMETRICA PARA DETERMINAGCAO DA
CONCENTRAGCAO DE OXIDANTES TOTAIS

FONTE: AUTOR (2015)

- Determinacéo do indice de estresse oxidativo (IEO)

O IEO é considerado como a relacédo entre o EOT e a CAT (HARMA e EREL,
2003). Para realizar o calculo, a unidade do CAT foi ajustada de mmol de Trolox
equivalente/L para pmol de Trolox equivalente/L. O valor do IEO é um valor

arbitrario e calculado da seguinte forma:

IEO = EOT x 100
CAT
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram tabulados e organizados estatisticamente por meio
do programa Statistical Package for the Social Sciences® (versdo 19.0; SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA). Os resultados obtidos foram analisados aplicando o Teste
Shapiro Wilk para avaliar a normalidade e o teste de Mann Withney para comparar

0S grupos. A significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05.



APENDICE 2 - FICHA DE AVALIACAO

FICHA CLINICA
Dados do Paciente CODIFICACAO:
Grupo Caso () Grupo Controle ()

Data: | | | |

Data do diagndstico (se “Caso”): | | |

Nome: Prontuario
Ne:| | Telefone:

Data de Nascimento: | | | | Idade:|

Sexo:|____| (1) Masculino (2) Feminino

Cor:|___| (1) Amarela (2) Branca (3) Indigena (4)Parda (5) Preta

Procedéncia: . Zona Rural (1) Zona Urbana (2): | __|

Grau de parentesco com a crianga de quem respondeu o questionario: | |

(1) Mae; (2) Pai; (3) Avds; (4) Tios; (5) Outros Quem?

Tomou algum medicamento nos ultimos trés meses? | |
(1)Nenhum; (2) Analgésico; (3) Antiinflamatdrio; (4) Antibidtico

Informacgdes do histérico médico, medicamentos, deficiéncia de vitaminas, outras doencas e
informagGescomplementares:
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ANEXO 1 - TERMO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA



UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA - SETOR DE W"“'
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Manifestagbes orais em pacientes com doenga celiaca.
Pesquisador: LUCIANA REICHERT ASSUNGAO ZANON

Area Tematica:

Versédo: 2

CAAE: 41861015.0.0000.0102

Instituigdo Proponente: Programa de Pés-Graduagao em Odontologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.041.046
Data da Relatoria: 08/04/2015

Apresentagio do Projeto:

Manifestagbes orais em pacientes com doenga celiaca

Pesquisadora: Ludana Reichert Assungdo Zanoni

Trata-se de estudo observacional transversal com fins de em que as manifestagdes bucais associadas com
a doenga celiaca. Os fatores a serem analisados serdo: carie dentaria, hipomineralizagdo molar incisivo
(MIH), defeito de desenvolvimento de esmalte

(DDE), lesbes de mucosa bucal e alteragbes nos pardmetros salivares. Para isto sero selecionados 50
participantes portadoras de doenga celiaca

entre 2 e 21 anos assistidos no ambulatério de gastropediatria do Hospital de Clinicas - UFPR. O
diagnostico da doenga celiaca se deu previamente

através do exame positivo para o anticorpo anti-endomisio - (IgA) e confirmagéo definitiva da doenga
através da bidpsia do intestino delgado

associada a sorologia positiva para doenga celiaca, Para efeito de comparag¢ao, um grupo controle formado
por 20 participantes ndo portadoras da

doenga celiaca, irmaos dos pacientes, também serdo selecionadas para o estudo. Esses foram previamente
diagnosticados como néo-celiacos

através de sorologia negativa para o anti-endomisio —anticorpos (IgA). O exame clinico sera realizado por
um examinador previamente calibrado.

Enderego: Rua Padre Camargo, 280

Bairro: 2" andar CEP: 80.060-240
UF: PR Municiplo: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-7259 E-mail: cometica saude@ufprbr
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Comnuagiio do Parecer: 1041046

Indices ceo-d e CPO-D seraio utilizados para o diagnostico de cérie dentaria. A classificagdo de Aine (1986)
serd utilizada para o exame dinico de

DDE. Para a avaliagao da MIH serdo utilizados os critérios da Academia Européia de Odontopediatria
(EAPD). As lesdes de mucosa bucal serdo

divididas de acordo com a Classificagdo Internacional das Doengas (CID). Também sera realizada anélise
salivar para verificar o pH, a capacidade

tampao e o fluxo salivar. Para melhor avaliagdo das manifestagdes bucais sera também aplicado um
questionario previamente testado para o grupo

de pacientes celiacos e para o grupo controle. Os dados obtidos serdo analisados por meio de testes
paramétricos e ndo paramétricos conforme o tipo de variavel a ser analisada.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

O objetivo desta pesquisa sera avaliar as condigbes bucais em pacientes portadores de doenga celiaca.
Objetivo Secundario:

* Avaliar a experiéncia de carie dentaria em pacientes com doenga celiaca em comparagdo a um grupo de
individuos néo portadores da doenga;*

Avaliar a ocorréncia de defeitos de desenvolvimento de esmalte em pacientes com de doenga celiaca em
comparagdo a um grupo de individuos ndo

portadores da doenga;* Avaliar a presenga de hipomineralizagdo molar incisivo em pacientes com doenga
celiaca em comparagado a um grupo de

individuos nao portadores da doenga;* Analisar a presenga de lesdes de mucosa bucal em pacientes com
doenga celiaca em comparagdo a um

grupo de individuos nao portadores da doenga;* Avaliar pardmetros salivares em pacientes com doenga
celiaca e comparar os valores obtidos em

paciente sem a doenga.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Um risco relacionado a esta pesquisa sera a possibilidade de constrangimento do participante ao responder
alguma pergunta do questionario.

Tentara ser minimizado esse risco através da manutengédo do sigilo dos dados por parte do pesquisador e
do direito do participante em ndo

responder alguma pergunta, bem como interromper sua participacdo na pesquisa. Existe o risco
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do participante durante 0 exame bucal sentir um

minimo desconforto. Para minimizar esse risco 0 exame bucal podera ser interrompido a qualquer momento
e retomado com a autorizagao do

participante. Além disso, o tempo de exame bucal ndo devera ultrapassar 10 minutos.

Beneficios:

Dentre os beneficios diretos para os participantes desta pesquisa estdo a melhoria de formas auxiliares de
diagnéstico da doenca celiaca, através

da identificagdo de indicadores bucais para a doenga. O beneficio indireto sera a contribuigdo do estudo
para o tema, proporcionando o

estabelecimento de uma melhor conduta terapéutica por parte dos cirurgides-dentistas frente a DC.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, bem descrita, previamente analisada, com pendéndias a serem atendidas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Todos os documentos exigidos foram analisados.

Recomendagdes:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICAGAO. Demais
alteragdes e prorogacdo de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma
de execugdo da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitagdo de
prorrogagao de prazo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Pendéncias foram corrigidas e atendidas.

E obrigatério retirar na secretaria do CEP/SD uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constara data de aprovagao por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficard com o pesquisador e uma coépia ficara com o participante da
pesquisa (Carta Circular n®. 003/201 1/CONEP/CNS).
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Situacgio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Quando o projeto de pesquisa for realizado num todo ou em parte no Hospital de Clinicas da UFPR: O
pesquisador devera aguardar o Parecer Consubstanciado de Coparticipagéo do CEP/HC APROVANDO o
projeto, para entdo dar inicio a pesquisa.. Se houver necessidade de alteragéo do Cronograma em virtude
desse trAmite, solicitar prorrogagdo de prazo através de emenda, alterando o Cronograma no sistema PB.

CURITIBA, 29 de Abril de 2015

Assinado por:
IDA CRISTINA GUBERT
(Coordenador)
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