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RESUMO

Obijetivo: avaliar o perfil salivar e sérico ao longo dos trimestres gestacionais ¢ nas fases
folicular e latea em ndo-gestantes. Metodologia: o grupo de estudo incluiu 50 mulheres: 30
gestantes ¢ 20 ndo-gestantes que procuraram o Hospital Universitario de Brasilia para
tratamento odontologico. As participantes responderam a uma ficha de anamnese ¢ foram
avaliadas clinicamente para coleta de dados de saude geral e bucal. A coleta de sangue e
saliva aconteceu sempre no periodo da manhd, obedecendo a critérios padronizados.
Saliva ndo-estimulada foi utilizada para analise do fluxo salivar, concentragdo de proteina
total e atividade da alfa-amilase. Amostras pareadas de soro/saliva foram usadas para
avaliar e correlacionar os niveis de imunoglobulina A (IgA), estradiol, progesterona e
cortisol. Cortisol sérico e salivar também foram correlacionados com a atividade da alfa-
amilase. Os dados foram avaliados através do teste estatistico de Kruskal-Wallis e
correlagdo de Spearman. Resultados: a taxa de fluxo salivar e concentragcdes de proteina
total, durante os 3 trimestres gestacionais € nas fases folicular e lutea, ndo demonstraram
diferengas. A atividade da alfa-amilase salivar foi superior em gestantes (p= 0,02)
expressando maiores valores no segundo trimestre. Concentragdes de progesterona e
cortisol no soro e na saliva se correlacionaram, mostrando elevagdes progressivas ao longo
dos trimestres gestacionais (progesterona p< 0,001; cortisol p= 0,02). Em ndo-gestantes os
niveis de progesterona aumentaram e do cortisol tenderam a reduzir-se da fase folicular
para a lutea. Com a metodologia empregada, ndo foi possivel analisar a concentracdo
salivar e a correlagdo soro/saliva de estradiol. Nao houve correlagdo das concentragdes de
IgA obtidas no soro e na saliva. Nao houve correlacao na analise do cortisol sérico e alfa-
amilase salivar, contudo, ocorreu correlacdo inversa entre os niveis de cortisol salivar e a
atividade da alfa-amilase nos grupos gestante (p= 0,02) e ndo-gestante (p= 0,03).
Concluséo: O fluxo salivar e as concentragdes de proteina total ndo diferiram inter e intra
grupos estudados. Outros parametros analisados (cortisol, progesterona e alfa-amilase)
indicam que podem ocorrer modificacdes na composicdo da saliva integral durante a

gestacao.
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ABSTRACT

Aim: assess saliva and serum profile along pregnancy trimesters and follicular and luteal
phases in non-pregnant. Methodology: the studied group included 50 women: 30 pregnant
and 20 non-pregnant who visited the University Hospital of Brasilia for treatment. The
participants filled a questionnaire and underwent a dental examination in order to obtain
data concerning general and oral health status. Serum and saliva collection occurred
always in the morning, following standardized criteria. Resting saliva was used to assess
saliva flow rate, total protein concentration and a-amylase activity. Serum/saliva paired
samples were used to investigate and correlate immunoglobulin A (IgA) level, estradiol,
progesterone and cortisol. Serum and salivary cortisol was also correlated to alpha-amylase
activity. Kruskal-Wallis and Spearman correlation statistical tests were used to analyze the
data. Results: saliva flow rate and total protein concentration, along the 3 pregnancy
trimesters and during the follicular and luteal phases, did not show statistical differences.
Salivary alpha-amylase activity values were superior in pregnant (p= 0,02) expressing
higher values in the second trimester. Progesterone and cortisol concentrations in the
serum and saliva showed correlation, increasing along the pregnancy trimesters
progesterone p< 0,001; cortisol p= 0,02). In non-pregnant, the levels of progesterone
increased and the cortisol level showed a tendency to decrease from the follicular phase to
the luteal one. The methodology used in the present study did not allow the investigation
of correlation between serum/saliva estradiol. No correlation between serum and saliva
IgA concentration was observed. No correlation was observed when the serum cortisol and
salivary a-amylase were compared; however, an inverse correlation was detected in the
levels of salivary cortisol and alpha-amylase between pregnant (p= 0,02) and non-pregnant
groups (p= 0,03). Conclusion: No differences were found inter and intra the studied groups
regarding saliva flow rate and total protein concentration. Other features (cortisol,
progesterone and alpha-amylase) indicate that alterations on whole saliva composition

might occur during pregnancy.
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INTRODUCAO

O fluido presente na boca em contato com os dentes € a mucosa bucal, referido
como saliva integral, ¢ derivado predominantemente de trés pares de glandulas salivares
maiores: pardtidas, submandibulares e sublinguais. No entanto, o fluido salivar também se
deriva de outras glandulas consideradas anatomicamente menores localizadas em varias
regides da mucosa bucal, como nos lébios, lingua, bochechas, palato e faringe (Lawrence,
2002; Nauntofte et al, 2005). A saliva ¢ composta por cerca de 99% de agua e 1% de
solidos, que sdo principalmente proteinas e eletrolitos. Normalmente, sua produgdo didria
varia de 0,5 a 1,5 litro, num ritmo de aproximadamente 0,5 ml/minuto (Chiappin, 2007;
Humphrey et al, 2001).

As glandulas salivares maiores contribuem com o maior volume da secrecdo e
com o contetdo de eletrélitos da saliva. Paradoxalmente, as glandulas salivares menores
embora participem com a produ¢do de pequeno volume da secrecdo, sdo responsaveis por
grande parte do total das substancias provenientes do sangue (Humphrey et al, 2001).

Cada tipo de glandula secreta um tipo de saliva com caracteristicas especificas
(Chiappin, 2007). A parotida é a mais volumosa das glandulas salivares, sendo puramente
serosa. Quando estimulada produz saliva fina, aquosa e rica em alfa-amilase. As glandulas
submandibulares sao mistas, pois sdo constituidas por células acinares serosas € mucosas,
embora sejam glandulas predominantemente mucosas elas secretam uma saliva rica em
mucina. As sublinguais, as de menor volume entre as glandulas principais, constituem-se
especialmente de células acinares mucosas, portanto produzem secre¢ao viscosa.

As glandulas salivares menores apresentam secre¢do mucosa, em sua maioria
(Nauntofte et al, 2005). Assim, a composi¢do da saliva varia de acordo com os
componentes serosos ou mucosos das glandulas. Basicamente, elas contém minerais,
eletrélitos, enzimas, fatores de crescimento e cistatinas, imunoglobulinas, mucinas e outras
glicoproteinas (Lawrence, 2002). A saliva ¢ estéril quando sai das glandulas salivares, mas
perde esta caracteristica quando se mistura, na cavidade bucal, com o fluido crevicular
gengival, células sangiiineas, microrganismos, produtos microbianos, células do epitélio
bucal, restos alimentares e secregdes originadas nas vias aéreas superiores (Puy, 2006).
Todos esses componentes formam a chamada saliva total ou integral (Nauntofte et al,

2005).



As multiplas fungdes da saliva estdo relacionadas as caracteristicas do fluido e aos
seus componentes especificos. Entre os exemplos de fungdes salivares relacionadas as
caracteristicas do fluido podem ser citados: (a) efeito de lavagem, (b) solubilizagdo de
substancias que ddo sabor aos alimentos, (c¢) formacdo do bolo alimentar, (d) fungdo
digestiva através da alfa-amilase, (¢) diluicdo de detritos, (f) lubrificacdo dos dentes e
tecidos moles bucais, e (g) facilitacdo da mastigacdo, degluticao e fonagdo. As funcdes
relacionadas aos componentes especificos sdo: (a) protecdo do dente pela neutralizacdo de
acidos através de sua capacidade-tampao, (b) manuten¢do de concentragdes supersaturadas
de calcio e fosfato em relacdo a hidroxiapatita, e (c) participagdo na formagao da pelicula
adquirida do esmalte, participando ativamente no processo de desmineralizacdo e
remineralizacdo das superficies dentarias. Assim, a saliva desempenha um papel primordial
na saude bucal e, alteracdes que afetem as funcdes salivares podem comprometer os
tecidos bucais moles e duros e suas fungdes (Nauntofte et al, 2005; Amerogen et al, 2004;

Nicolau, 2003; Humphrey et al., 2001; Edgar, 1992).

No que se refere a passagem de compostos do plasma para a saliva, trés

mecanismos se destacam:

1. Ultra filtragem através das jungdes entre as células acinares em que apenas
moléculas com peso molecular menor do que 1900 Da fazem esse tipo de
transporte. Como exemplo: 4agua, alguns ions, catecolaminas e hormonios
esterdides. A concentragdo desses compostos ¢ de 300 a 3000 vezes menor na
saliva do que no plasma (IBL Imuno-Biological Laboratories, Alemanha 2006;
Chiappin, 2007).

2. Filtragem através dos poros das membranas celulares dos 4cinos. Este tipo de
transporte s6 é possivel para substancias com peso molecular menor que 400
Da, como por exemplo, agua e eletrélitos (IBL Imuno-Biological Laboratories,
Alemanha 2006).

3. Transporte seletivo através da membrana celular decorrente de trés
mecanismos fisiologicos: a) Difusdo passiva de moléculas lipoliticas (exemplo:
hormonios esterdides); b) Transporte ativo através dos canais de proteina
(exemplo: peptideos); c) Pinocitose- ocorre para transportar proteinas maiores,
tais como as enzimas. (Chiappin, 2007; IBL Imuno-Biological Laboratories,

Alemanha 2006; Nauntofte, 2005).



Alteragdes hormonais em mulheres podem afetar a fisiologia de todo o corpo
incluindo a cavidade bucal. Situagdes como: gravidez, periodo menstrual e terapia de
reposicdo hormonal tém efeito direto no metabolismo dos tecidos periodontais (Otomo-
Corgel & Steinberg, 2002).

E unanimidade entre os pesquisadores que as mudangas apresentadas na
composi¢do salivar estdo relacionadas as variagdes hormonais durante o periodo
gestacional. Além disso, pesquisas demonstram alteragdes também no fluxo salivar e na
composicao bioquimica da saliva durante este periodo (Rockenbach et al, 2006; Kivela et
al, 2003; Otomo-Corgel & Steinberg, 2002; Laine, 2002; Salvolini et al, 1998).

Mudangas na composi¢ao da saliva principalmente as ocorridas no final da
gestacdo e durante o periodo de lactacdo podem predispor o surgimento de cérie, erosao
dental e doengas periodontais (Laine et al 2002; Otomo-Corgel & Steinberg, 2002).
Embora seja amplamente sabido que a gravidez torna a mulher mais suscetivel a apresentar
doengas bucais, o efeito da gestacdo na iniciagdo ou progressao da carie e doenca
periodontal ainda ndo esta esclarecido (Laine et al,2002).

Estudos indicam que a doenca periodontal ¢ bastante prevalente durante o periodo
gestacional. De forma geral isso acontece devido a uma higiene bucal deficiente e a
mudancas de habitos dietéticos (Stevens et al, 2007). Porém, alteragdes hormonais que
ocorrem neste periodo podem levar a um aumento da resposta inflamatoria (Otomo-Corgel
& Steinberg, 2002). Varios pesquisadores tém demonstrado a associagdo entre a doenga
periodontal e o nascimento de bebés prematuro e de baixo peso (Goldenberg 2005;
Offenbacher, 2004; Jeffcoat et al., 2003). Vergnes et al. (2007) fizeram uma revisdo de
meta-andlise sobre este tema e concluiram que ha associacdo entre os eventos; porém

devem ser feitos mais estudos para investigar os provaveis mecanismos.

Encontramos poucos e discordantes estudos sobre saliva e sua composi¢ao
durante a gestacao.

Por isso sdo necessarias mais pesquisas para se estabelecer qual a relagdo entre o
estado gestacional ¢ a saliva e, também, como as possiveis modificagdes salivares

interferem no processo de saude/ doenga bucal nesses individuos.



REVISAO DE LITERATURA

1. APLICACOES DIAGNOSTICAS DA SALIVA

Os multiplos componentes salivares ndo apenas protegem a integridade dos
tecidos bucais, mas, igualmente, funcionam como biomarcadores de doengas e condi¢des
sistémicas do individuo (Lawrence, 2002; Wong, 2006). Tais biomarcadores salivares t€ém
sido utilizados na clinica didria para monitorar a saude geral e também para diagnostico
precoce de algumas patologias (Chappin, 2007). Laboratdrios que utilizam saliva como
ferramenta de diagnostico tém realizado grandes avangos nas areas clinicas e da pesquisa,
incluindo a virologia, imunologia, microbiologia, endocrinologia, epidemiologia e forense
(Lawrence, 2002). Como conseqiiéncia dos avangos tecnologicos e laboratoriais na analise
dos seus componentes, a saliva deixou de ter aplicagdo apenas restrita a detectar
caracteristicas relacionadas a saude bucal passando a ser usada como marcador da saude
geral do individuo (Streckfus, 2002).

A utilizacdo da saliva em substituicdo ao método tradicional de analise
laboratorial que utiliza o sangue tem como principais vantagens o fato de oferecer uma
coleta por mecanismo nao-invasivo e sem estresse. Além disso, com treinamento correto, a
coleta pode ser feita pelo proprio individuo, sem necessidade de equipamentos especiais o
que, certamente, reduz os custos (Lewis, 2006). Criancas, idosos e pacientes com
necessidades especiais que necessitam fazer exames periodicamente t€ém se beneficiado
com esta nova metodologia (Kaufman & Lamster, 2002).

Contudo, existem limitagdes na utilizagao da saliva como substituta do sangue. Ha
dificuldade em detectar algumas proteinas na saliva devido a sua baixa concentragdo nesse
fluido em relagdo ao encontrado no sangue; além disso, a metodologia de coleta deve ser
bem padronizada, pois varios fatores externos e ambientais podem interferir no fluxo e na
composi¢ao salivar (Chiappin, 2007; Lewis, 2006).

Atualmente, existem vérias linhas de pesquisa que estudam os componentes ¢ as
funcdes da saliva para o diagndstico, tratamento e prevengdo de doengas sistémicas.
Amostras de saliva tém sido utilizadas para analisar: concentragdo de esterodides,
polipeptidios, anticorpos, alcool e drogas de uso ilicito; doengas imunolédgicas; influéncias

nutricionais e metabolicas e, inclusive para avaliar algumas condi¢gdes neuropsiquicas tais
4



como niveis de ansiedade e estresse através da concentracao de algumas proteinas salivares
(Puy, 2006; Streckfus, 2002; Huphrey, 2001).

Andlises de componentes salivares sdo utilizadas para auxiliar no diagnostico de
doengas sistémicas, tais como: doengas auto-imunes- sindrome de Sjogren (Streckfus et al,
2001); doengas infecciosas virais- Virus da Imunodeficiéncia Humana HIV (Martinez et al,
1999), citomegalovirus, virus Herpes tipos 6, 7 ¢ 8, virus Epstein-Barr (LaDuca et al,
1998; Lucht et al, 1998) ; doengas infecciosas bacterianas como a tlcera péptica causada
pelo H. pylori (Reilly et al, 1997); monitoramento de consumo de drogas (Kaufman &
Lamster 2002); doengas renais (Lloyd et al, 1996), além de disfun¢des enddcrinas ou
monitoramento de hormdnios (Lipson & Ellison 1996; Goldenberg 2005).

Os estudos mais recentes investigam a determinagdo do proteoma salivar como
forma de identificar proteinas que sirvam como marcadores biologicos de doengas

sistémicas (Wong et al., 2006; Xie et al., 2006; Hardt et al., 2005; Huang, 2004).

2. FLUXO SALIVAR

As andlises da fun¢do salivar em relacdo ao fluxo e capacidade tampdo sdo de
extrema importancia pois, com freqiiéncia apresentam correlacdo com atividade de cérie
(Benedetto, 2002). A composi¢cdo da saliva varia de acordo com o fluxo, natureza da
estimulagdo, duragdo, composi¢cdo do plasma e periodo do dia no qual foi feito a coleta-
ritmo circadiano (Chiappin, 2007).

O fluxo salivar ¢ importante, pois promove a limpeza da cavidade bucal, regula a
capacidade tampao, além de gerar atividades antimicrobianas (Seow, 1998). O fluxo
salivar ¢ denominado ndo-estimulado quando nenhum estimulo externo ou farmacologico ¢
utilizado; j& o fluxo estimulado necessita de estimulos mecanicos, gustatorios ou agentes
farmacologicos (Nauntofte et al, 2005).

Para a analise dos componentes bioquimicos da saliva o ideal ¢ utilizar saliva
integral ndo-estimulada (Lewis, 2006).

Existe uma grande variabilidade individual nas taxas do fluxo salivar. Os valores
aceitos como normais para a taxa de fluxo de saliva ndo-estimulada deve ser acima de 0,1
ml/min (Humphrey et al., 2001).

O fluxo salivar e a composigdo da saliva podem ser alterados em funcdo da idade

e variagdes hormonais decorrentes de condi¢des clinico/fisioldgicas como gestagdo e
5



climatério. Alteracdo do fluxo salivar durante a gestacdo ¢ um tema controverso. Ha
autores que sugerem uma hiperestimulacdo das glandulas salivares neste periodo (Puy,
2006), por outro lado existem pesquisas que demonstram diminui¢do na taxa do fluxo
(Hugoson, 1972; Kullander & Sonesson, 1965); e, ainda existem trabalhos que ndo
observaram diferngas no fluxo salivar durante a gestagdo (Rockenbach et al, 2006, Kivela

et al, 2003; Laine et al, 2000).

3. PROTEINAS SALIVARES

As proteinas sdo os principais componentes organicos da saliva, elas participam
como primeira linha de defesa contra microrganismos patogé€nicos. Muitos componentes
protéicos da saliva tém sido estudados tais como: proteinas ricas em prolina, amilase,
albumina (um grupo abundante de proteinas); imunoglobulinas, lisozimas, lactoferrina,
lactoperoxidase, histatinas (grupo de proteinas que exercem atividade antimicrobiana);
estaterina para homeostase de calcio; mucinas responsaveis pela lubrificacdo e cistatinas-
antivirdtica ¢ antibacteriana (Tenovuo, 1998; Huang 2004; Xie et al, 2006). O
desequilibrio na quantidade e na constituicdo dessas proteinas na saliva pode gerar
afeccdes bucais tais como carie e doencas periodontais, mas também pode ser um
indicativo de alguma alteragao sist€émica importante (Nauntofte et al, 2005).

Porém, ndo ha estudos conclusivos sobre a interferéncia do estado gestacional na
composi¢do protéica e na fun¢do da saliva em humanos. Alguns estudos relatam aumento
da concentracdo de proteinas totais na saliva durante todo o periodo gestacional (Hugoson,
1972). Em oposicao, outras pesquisas demonstram uma diminui¢do nas concentracdes de
proteina total e nos niveis de acido sialico durante a gestagdo (D’Alessandro et al.,1989;

Laine et al.,1988; Laine et al., 2000).

4. IMUNOGLOBULINA A

As imunoglobulinas pertencem a classe das gamaglobulinas, s3o proteinas
plasmaticas que exibem propriedades imunoldgicas. Embora outras proteinas do soro
possam participar dos fendmenos imunoldgicos, elas ndo apresentam o mesmo grau de

importancia das gamaglobulinas. As imunoglobulinas sdo classificadas, de acordo com



suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas, em cinco sub-grupos representados pelas
letras A, D, E, G e M (Souza et al., 2003).

A imunoglobulina A secretora (IgAs) constitui o isotipo de imunoglobulina
predominante nas secre¢des externas como lagrima, suco gastrico e saliva. E considerada a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra patégenos que colonizam ou invadem
superficies banhadas por secre¢des externas ou mesmo mucosas.

A IgA representa a segunda imunoglobulina mais abundante do soro e
predomina na saliva sob a forma dimérica (IgAs) que resiste melhor a proteolise de
ambientes como a boca (Martinez et al, 2007). O isotipo IgAs é responsavel por mais de
85% do total das imunoglobulinas na saliva e ¢ produzido diretamente pelos linfocitos B
presentes nas glandulas salivares. As IgAs sdo secretadas no fluido intersticial, entram nas
células acinares e ductais das glandulas salivares e subseqiientemente sdo conduzidas para
a saliva. O restante 5-15% das imunoglobulinas salivares pertencem principalmente aos
isotipos IgG e IgM derivadas do fluido crevicular gengival ou do plasma (Chiappin et al.,
2007).

A imunoglobulina A secretora ¢ um importante parametro para se avaliar o status
imune da mucosa com a vantagem de ser mensuravel por métodos ndo-invasivos € sem
desconforto para o paciente. Ela ¢ a principal classe de imunoglobulina encontrada nas
secrecdes mucosas € ¢ responsavel por impedir a entrada de uma infinidade de agentes
infecciosos, alérgenos ambientais e substincias carcinogénicas, além de cooperar com
varios mecanismos de protegdo inatos (Martinez et al, 2007). A principal fungdo do
anticorpo IgAs, na boca, parece ser limitar a aderéncia microbiana e a penetracao de
antigenos estranhos dentro da mucosa, além de aglutinar bactérias e neutralizar toxinas,
enzimas ¢ virus (Marcotte, 1998). Ha relatos da inexisténcia de correlagdao direta entre
nivel de IgA do soro e quantidade de IgA nas secregdes externas, indicando que os
individuos podem apresentar alteragdes isoladas em qualquer destes compartimentos
(Souza et al, 2003; Tomasi, 1972).

A nefelometria tem sido utilizada em laboratorios de andlises clinicas para
mensuracao de IgA. Este método minimiza problemas metodologicos por ser padronizado
¢ automatizado (Souza et al, 2003).

Pesquisas realizadas em saliva de gestantes demonstraram aumento da IgAs
durante toda a gestacdo e, em especial, no terceiro trimestre gestacional e no pds-parto

(Rockenbach et al, 2006; Annie et al, 1991; Widerstrom et al, 1984).



5. ESTEROIDES

A dosagem de esterdides no soro sangiiineo ja ¢ feita como rotina na maioria dos
laboratdrios pela técnica de quimioluminescéncia. Esta técnica tem sido considerada como
sendo aproximadamente dez vezes mais sensiveis que outros enzima-imunoensaios
(ELISA, radioimunoensaio, etc). Por ser mais sensivel, na detec¢do de proteinas, foi
escolhida como metodologia de trabalho no presente estudo para avaliagdo da
concentragdo de esterodides (progesterona, estradiol, cortisol) no soro e na saliva

(Mallmann, 2003; IBL Imuno-Biological Laboratories, Alemanha 2006 ).

Colesterol ¢ o precursor de cinco classes de hormodnios esteroides
(glicocorticoides- cortisol; mineralocorticdides- aldosterona e hormonios sexuais-
androgénos, estrogenos e progestagenos.

Os hormdnios sdo geralmente secretados no sangue ¢ entdo circulam pelo corpo
para produzir efeitos exclusivamente nas células-alvo. Eles agem da mesma maneira que a
chave e a fechadura com receptores especificos encontrados somente nos tecidos-alvos.

Os hormonios esteroides sdo transportados pelo sangue de seus sitios de sintese
até seus 6rgaos alvo. Devido a sua hidrofobicidade, eles devem ser complexados com uma
proteina plasmatica. Esta fracdo ligada representa a parte dos hormodnios esteroides
presente no plasma ou no soro sangiiineo e ¢ biologicamente inativa. O hormoénio
biologicamente ativo corresponde a pequena fracdo de esterdide livre encontrada no soro
sangiiineo. Conseqiientemente, qualquer medida das concentracdes de esterdides no soro
ou no plasma serd principalmente um reflexo do “hormodnio inativo”. Apenas uma pequena
e indeterminada porcentagem do resultado obtido na mensuragdo serd de hormoénio
biologicamente ativo. Contudo, as concentracdes de esterdides no sangue e na saliva ndo
sdo completamente equivalentes. Enquanto a quantificacdo sérica representa os niveis
totais de esterdides ligados e livres, os valores salivares refletem apenas os esteroides livres
que sdo biologicamente ativos no plasma (Lu et al, 1999; Lipson & Ellison 1996).

Os esterdides na urina também estdo presentes na forma livre, fragdo ndo-ligada,
porém os metabolitos dos esteroides urinarios podem reagir de forma cruzada com os
anticorpos usados nas analises laboratoriais de imunoensaio. Além disso, os esterdides
urindrios livres sdo usualmente mensurados em urina de até 24 horas e a técnica de coleta

ndo ¢ facil (Chiappin et al., 2007).



Os niveis de hormonios esterdides salivares podem refletir a concentracao de
esterdides livres na circulagdo sanguinea em vez de medir os niveis totais de hormonio na
circulagdo, os quais sdo confundidos pela presenca de esteroides ligados a proteina (Lewis,
2006). Adicionalmente, as concentragdes de esterdides na saliva ndo dependem do fluxo
salivar (Boever et al., 1990).

Hé uma diversidade de estudos que analisaram a saliva em diferentes condigdes:
durante as fases do ciclo menstrual (Bao, 2003; Gandara, 2007; Yu-cai et al, 1999; Lipson
& Ellison 1996; Groschl et al, 2001), no monitoramento dos niveis de esterdides durante a
reposi¢ao hormonal na menopausa (Chatterton, 2005), na dosagem hormonal durante a
gestagdo (McGregor, 1999), nos programas de fertilizacdo in-vitro e até mesmo para
predizer a ocorréncia de parto prematuro através de dosagens hormonais (Goldenberg,
2005; McGregor, 1995).

Contudo, existem algumas limitacdes na dosagem de esterdides salivares.
Primeiro, o periodo da coleta de saliva deve ser bem definido porque os esterdides
salivares sofrem variagdes com o ritmo circadiano sangiiineo. Segundo, a estabilidade dos
esterdides na saliva ¢ restrita porque a matriz salivar contém varias enzimas em altas
dosagens que podem decompor os esteroides. Além disso, microrganismos como
Streptococcus sp sdao capazes de destruir alguns componentes salivares (Grdosch et
al.,2001).

Adicionalmente, devem ser tomadas algumas precaucdes durante a coleta e a
armazenagem das amostras de saliva para que ndo haja erro na dosagem de esterdides.
Grosch et al (2001) estudaram o nivel de estabilidade da progesterona e do cortisol em 15
individuos adultos e saudaveis. Foram avaliadas a influéncia da higiene dental, da ingestao
de alimentos (fatia de limao, copo de leite e fatia de pao) e da armazenagem das amostras
de saliva. Nao observaram influéncias negativas da higiene dental ou da ingestdo de
alimentos na estabilidade destes hormdnios, exceto para a progesterona apos o consumo da
fatia de limao. Concluiu-se, também, que repetidos congelamentos e descongelamentos das
amostras levaram a uma pequena reducdo (cerca de 5%) nos niveis de cortisol devido a

adesao das moléculas na superficie do tubo continente.



5.1- ESTRADIOL E PROGESTERONA

Os dois tipos de hormonios sexuais ovarianos sdo os estrogénios e as progestinas.
O mais importante dos estrogénios ¢ o hormonio estradiol, enquanto a progestina mais
importante ¢ a progesterona. Os estrogenos promovem, principalmente, a proliferagdo e o
crescimento de células especificas no corpo, que sdo responsaveis pelo desenvolvimento da
maioria das caracteristicas sexuais secundarias femininas. As progestinas estdo
relacionadas, quase inteiramente, com a preparacdo final do utero para a gravidez e das
mamas para a lactagdo (Guyton & Hall, 2002).

Os anos reprodutivos normais da mulher caracterizam-se por alteragdes mensais
nos indices de secre¢ao nos hormonios femininos. Este padrao ritmico ¢ denominado ciclo
sexual feminino, ciclo ovariano ou ciclo menstrual. A duracdo média é de 28 dias e
aproximadamente neste periodo, os hormdnios gonadotroficos da hipdfise anterior fazem
com que novos foliculos comecem a crescer nos ovarios- fase folicular ou estrogénica. Um
dos foliculos ovula, comumente, no 14° dia do ciclo. Durante o crescimento dos foliculos,
o0 estrogénio ¢ secretado. Apds a ovulacao, as células secretoras do foliculo transformam-se
num corpo lateo. As células luteinicas comegam a secretar grande quantidade de
hormoénios femininos progesterona e estrogénio- fase lutea ou luteinica. Apos duas
semanas, o corpo liteo degenera, em conseqiiéncia os hormdnios ovarianos (estrogeno e
progesterona) diminuem apreciavelmente, iniciando-se a menstruacdo. Segue-se, entdo
novo ciclo ovariano (Guyton & Hall, 2002).

Analises pareadas, na saliva, de progesterona e estradiol podem ser uteis para

monitorar a fertilidade (Lewis, 2006).

5.1.1- ESTRADIOL

Em ndo-gestantes saudaveis, os estrogénios sdo secretados em quantidades
significativas apenas pelos ovarios, embora sejam também, secretadas diminutas
quantidades pelo cortex adrenal. Durante a gravidez, a placenta também secreta elevada
quantidade de estrogeno (Guyton & Hall, 2002).

Estrona, B-estradiol e estriol sd3o os trés mais importantes estrégenos produzidos
no corpo humano. Por causa das suas respectivas posi¢des na seqiiéncia da biossintese, a

estrona € citada como E1, o estradiol como E2 e o estriol como E3. No estado de nao-
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gravidez, a estrona e o B-estradiol sdo produzidos pelos ovarios em quantidades de apenas
100 a 200 microgramas por dia, e o estriol ¢ apenas um escasso subproduto do
metabolismo da estrona. O principal estrogeno secretado pelos ovarios € o -estradiol, sua
poténcia estrogénica ¢ 12 vezes a da estrona e 80 vezes a do estriol (Guyton & Hall, 2002).

Durante a gravidez, no entanto, a placenta ¢ a principal fonte de estrogenos, e o
estriol ¢ produzido em miligramas, ao passo que a estrona e o estradiol sao produzidos em
microgramas, sendo o estradiol excretado em menor quantidade.

O estriol produzido pela placenta ¢ sintetizado a partir de um hormoénio chamado
DHEA - (desidroepiandrosterona), suprido pela mae ou pelo cortex adrenal do feto. Por
causa da participacao do feto na formacao do estriol, a medi¢do desse hormonio pode ser
um sensivel indicador do bem-estar da placenta e/ou do feto.

A placenta torna-se também a principal fonte de progesterona, produzindo entre
300 e 400 miligramas por dia, durante o terceiro trimestre. O estriol € a progesterona sao,
portanto, os principais esterdides sexuais presentes durante a gravidez. Estudos em
gestantes sugerem que mudancgas na propor¢do de estriol salivar para progesterona salivar
no final da gestacdo podem prever a iniciagdo do trabalho de parto espontineo

(McGarrigle, 1984).

5.1.2- PROGESTERONA

A progesterona ¢ produzida no cortex das glandulas adrenais em ambos os
géneros como precursora de outros hormonios esteroidais sintetizados nesse local. Em
mulheres ndo-gestantes a maior parte de progesterona ¢ produzida pelo corpo luteo no
ovario, durante a segunda metade do ciclo menstrual (fase lutea).

Durante a gravidez, a placenta também secreta grande quantidade de
progesterona, especialmente depois do quarto més de gestacao (Guyton & Hall, 2002).

A concentracdo de progesterona varia significantemente durante a gravidez. Apos
0 parto os niveis reduzem rapidamente atingindo valores semelhantes aos encontrados
durante o ciclo menstrual (IBL Imuno-Biological Laboratories Alemanha, 2006).

Pode ser medida no soro - concentragao total- e na saliva-fragdo livre (IBL Imuno-
Biological Laboratories Alemanha 2006). A progesterona ¢ metabolicamente estavel na

saliva e tem sido utilizada em aplicacdes variadas (Lewis, 2006).
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5.2- CORTISOL

O eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) ¢ um dos sistemas primarios de
resposta ao estresse em mamiferos. Ele ¢ um sistema neural e enddcrino integrado que
desempenha um papel importante regulando a liberagdo de glicocorticdides, dos quais o
mais predominante ¢ o cortisol. O cortisol ¢ o produto final de uma “cascata
neuroenddcrina” que se inicia com a estimulagdo de células no hipotadlamo. Essas células
liberam hormonio liberador de corticotrofina (CRH) que, por sua vez, estimula a liberagao
de hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) proveniente da glandula pituitaria. O ACTH ¢
secretado no sangue circulante de onde ¢ captado por receptores no cortex das glandulas
adrenais, estimulando a sintese ¢ a secre¢ao de cortisol (Johnson et al., 1992).

Independentemente e em consonincia com outros sistemas psicologicos, o cortisol
desempenha papel importante nos processos de liberacdo de energia, imunidade,
crescimento, fungdes reprodutoras e processos cognitivos e afetivos. Além disso, o cortisol
desempenha um papel vital na regulagao da resposta ao estresse. Juntamente com outros
sistemas de sensibilidade ao estresse, como o sistema medular simpatoadrenal (SAM), o
cortisol prepara o corpo para a sobrevivéncia, através da estocagem de energia, suprimindo
sistemas fisioldgicos ndo-essenciais e orquestrando respostas comportamentais a situagoes
ou eventos estressantes (Egliston et al., 2007).

Cerca de 90 a 95% do cortisol no plasma ligam-se a proteinas plasmaticas,
particularmente a globulina denominada globulina de ligagdo do cortisol (CBG), e, em
menor grau a albumina (Guyton & Hall, 2002). Apenas 5 a 10% do total de cortisol no
sangue encontram-se na forma livre, fracdo biologicamente ativa do hormoénio (IBL
Imuno-Biological Laboratories Alemanha, 2006).

A ligacdo dos esteroides adrenais as proteinas plasmaticas pode servir de
reservatorio para diminuir as rapidas flutuagdes nas concentragdes de hormdnio livre,
como poderia ocorrer, por exemplo, com o cortisol durante breves periodos de estresse e de
secre¢do episodica de ACTH. Essa fungdo de reservatdrio também pode ajudar a garantir a
distribui¢@o relativamente uniforme dos hormonios adrenais nos tecidos (Guyton & Hall,
2002).

O cortisol livre circulante difunde-se para a saliva passivamente e quase que
instantaneamente, sendo que as concentracdes do cortisol livre no plasma e na saliva estdo

fortemente correlacionadas (Bakke et al., 2004).
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A maioria dos métodos de imunoensaios utilizados na determinagao do cortisol no
soro detecta o cortisol total (ligado e livre), ao passo que a dosagem do cortisol na urina e
na saliva quantifica apenas o cortisol livre. Os niveis de cortisol livre, tanto urinario como
salivar, aumentam rapidamente quando as concentragdes séricas do cortisol total atingem
25ug/dl (700nmol/l), excedendo a capacidade de ligagdo da CBG (Castro, 2003).

Situacdes que elevam as globulinas transportadoras dos esterdides, tais como
gravidez e uso de estrégenos, apresentam maiores aumentos dos valores do esterdide total
que do esterdide livre. Similarmente, em condi¢des de baixos niveis de CBG, como ocorre
na insuficiéncia hepatica e hipotireoidismo, as concentragdes de cortisol livre sdo mantidas
normais apesar da redugdo dos niveis do cortisol plasmatico. Esse fato deve ser levado em
consideracdo quando se analisa a correlag@o entre o cortisol no sangue e na saliva (Castro
& Moreira, 2003).

A dosagem do cortisol salivar, que avalia a fragdo livre do hormonio, tem se
tornado cada vez mais aceita. Varios estudos demonstram que niveis detectaveis de cortisol
na saliva refletem os niveis de cortisol sangiiineo (Nierop, 2006b; Gozansky, 2005). A
utilizagdo da saliva como biomarcador vem se mostradando util para o estudo do ritmo
circadiano do cortisol e para a avaliacdo de insuficiéncia adrenal, nos primeiros dias de
vida de recém-nascidos a termo e pré-termo. Adicionalmente, admite-se que a
determinagdo do cortisol salivar possa ser utilizada para avaliar o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) em alteracdes da funcdo cognitiva, em situacdes de estresse,
ansiedade, depressdo, sindrome do panico, na avaliacdo da privagdo de sono em pacientes
trabalhadores noturnos e naqueles com fadiga cronica (Castro & Moreira, 2003).

Uma vez que o cortex adrenal ¢ muito sensivel ao estresse, ndo ¢ surpresa que a
venopunc¢ao, para a coleta de sangue, pode levar a um aumento, transitorio, nos niveis de
cortisol. Essa consideragdo ¢ importante principalmente quando se quer coletar amostras
em criancas. A técnica de dosagem de cortisol na saliva revela-se util e importante para
analisar amostras deste esterdide em criangas (Groschl et al, 2001).

A medida do cortisol salivar independe da taxa de fluxo de saliva (Chiappin et al,
2007). As amostras de saliva sdo obtidas por procedimento simples, ndo invasivo, livre de
estresse, podendo ser realizadas por pessoas ndo treinadas em ambulatério ou na propria
residéncia do paciente. Estas amostras podem ser coletadas varias vezes ao dia, permitindo
a avaliacdo dinamica da secre¢do de cortisol livre. Além disso, as amostras do cortisol

salivar sdo estaveis em temperatura ambiente por uma semana e podem ser transportadas
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ao laboratorio pelo correio ou pelo portador, sem nenhuma perda da atividade do cortisol
(Castro & Moreira, 2003).

Os ensaios para cortisol salivar devem ser padronizados e interpretados com base
em valores de corte, obtidos em cada laboratorio, utilizando amostras de controles normais
da populacdo e comparando com o grupo de pessoas a serem estudadas. Os laboratorios de
pesquisa ou laboratérios comerciais devem, desta forma, realizar a validacdo de seus
ensaios para dosagem de cortisol salivar, tornando-os mais disponiveis a pratica clinica
(Castro & Moreira, 2003).

Durante uma gestagdo saudavel, os niveis de cortisol salivar come¢am a aumentar
ap6s a 25% e a 28" semanas gestacionais, alcancando, ao final da gestacdo, concentragdes
que podem chegar ao dobro das encontradas em mulheres ndo-gestantes (Allolio et al,
1990). Cerca de uma semana apds o parto, os niveis de cortisol voltam ao normal.
Fisiologicamente, as concentra¢des do cortisol total como do cortisol livre estdo elevadas
principalmente de manha e a noite. Este ritmo circadiano ¢ preservado durante a gestagcao
(Allolio et al, 1990, Kirschbaum & Hellhammer, 1994). Os altos niveis de cortisol
encontrados em gestantes nao atravessam livremente a placenta (Gitau et al.,2001).

A fisiologia do cortisol pode ser estudada em condi¢des basais e como reagdo a
estressores especificos (De Weerth & Buitelaar, 2005). A determinagao das alteragdes nos
niveis de cortisol basal e da reatividade do cortisol ao estresse durante a gestacdo ¢
importante uma vez que esses niveis hormonais poderdo, possivelmente, afetar o

desenvolvimento fetal (Van den Bergh et al, 2005).

6- ALFA-AMILASE

A enzima alfa-amilase ¢ produzida por células serosas das glandulas pardtidas e
submandibulares. Ela ¢ uma das principais proteinas da saliva e ¢ responsavel por 10- 20%
do total de proteinas produzidas pela glandula parétida (Nater et al., 2005). A alfa-amilase
ndo ¢ apenas responsavel pela iniciagdo da digestdo na cavidade bucal, mas também
interage com certas espécies de bactérias, e desempenha papel, ainda ndo completamente
esclarecido, na modula¢do da adesdo bacteriana as superficies bucais (Nauntofte et al,
2005).

Estudos em animais e humanos concluiram que elevacdes nas concentragdes de

alfa-amilase sdo indicativas de ativagdo autonomica. H4 evidéncias de que os niveis de
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alfa-amilase aumentam em resposta a estresses fisicos, tais como esforco fisico, exposicao
a camara de alta pressao ou exposi¢do ao frio. Adicionalmente, estudos mais recentes t€ém
demonstrado um aumento nos niveis de alfa-amilase em resposta a estresse psicoldgico e
psicossocial (Nater et al, 2005; Nater et al, 20006).

A respeito da secre¢@o de alfa-amilase, as duas vias do sistema nervoso autdénomo
ndo agem independentemente. Resultados de estudos com animais sugerem que ambas as
ativacdes- simpatica e parassimpdtica- levam a um aumento nos niveis de alfa-amilase
(Nater et al, 2005). Contudo, estudos que investigam separadamente as duas vias ndo se
aproximam de uma situagdo real In vivo. Em pesquisas que combinam estimulagdo
simpatica e parassimpdtica, ha elevacdes bem marcadas nos niveis de alfa-amilase
(Kyriacou et al., 1988).

Estudos em animais provaram que fontes de estresse, durante a gestacdo,
provocam liberagdo hormonal alterada no eixo HPA e no eixo medular simpatoadrenal
alterando, assim, os niveis de cortisol e de alfa-amilase respectivamente. Ha evidéncias
que, no final da gravidez, as catecolaminas (norepinefrina e epinefrina) do plasma mostram
aumento moderado apds estresse e o eixo HPA torna-se hiperativo apds experiéncias de
alto estresse com liberagdo atenuada de ACTH- principalmente cortisol (Neuman, 2001).
Porém os mecanismos bioldgicos do estresse relacionados ao estado gestacional em
humanos necessitam serem mais bem elucidados.

Apesar da mensuragdo de cortisol livre na saliva ter provado ser util para avaliar a
funcdo e a reacdo do eixo HPA, ndo foi encontrado ainda um biomarcador apropriado da
atividade medular simpatoadrenal (SAM). A alfa-amilase salivar surge como uma
substancia potencial na determinagdo da atividade autondmica visto que a secre¢do
produzida pelas glandulas salivares humanas ocorre em resposta a estimulagdo de
neurotransmissores ¢ as glandulas salivares sdo inervadas tanto por inervagdo simpatica
como parassimpatica. Geralmente, uma estimulacao simpatica (via norepinefrina) leva a
um baixo fluxo salivar e a um aumento na concentragao de proteinas salivares, tais como a
alfa-amilase; enquanto que na estimulagdo parassimpatica (via acetilcolina) ha um aumento
no fluxo salivar ¢ a uma baixa concentragdo de proteinas (Castle et al, 1998). A
estimulagdo de um receptor freqiientemente complementa o outro receptor (Humphrey et
al, 2001).

Nierop et al (2006a) mediram os niveis de cortisol livre na saliva, alfa-amilase

salivar, batimentos cardiacos e pardmetros psicologicos em 30 gestantes no inicio do
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segundo trimestre gestacional, 30 gestantes no inicio do terceiro trimestre gestacional e 30
mulheres ndo-gestantes na fase folicular do ciclo menstrual. Os resultados demonstraram
que houve uma cobertura de cortisol mais prolongada durante o segundo trimestre
gestacional. Os menores niveis de alfa-amilase foram encontrados em gestantes no terceiro

trimestre € os maiores niveis, nas mulheres nao-gestantes.

Poucos estudos analisaram parametros séricos e salivares nos trimestres
gestacionais comparando com os de ndo-gestantes nos 2 tempos fisiologicos do ciclo
ovariano (fases folicular e latea). Apesar de alguns autores demonstrarem existir alteragdes
em diversos parametros salivares durante a gestagdo, ndo ha um consenso na literatura
sobre as alteracdes na saliva, e na saude bucal durante a gestacdo. Da mesma maneira ha
discordancia nas correlagdes entre parametros salivares e sangiiineos. Assim, sao
necessarios mais estudos para auxiliar a sensibilidade e especificidade da utilizagdo da

saliva como marcador diagndstico e o entendimento de alteragdes salivares em mulheres.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar parametros salivares e séricos ao longo dos 3 trimestres gestacionais
e compara-los com os de nao-gestantes nas duas fases do ciclo menstrual- folicular e

latea.

Objetivos especificos

»  Verificar a dinamica dos parametros salivares - fluxo salivar, concentragao
de proteina total, atividade da alfa-amilase, IgA, niveis de estradiol, progesterona e
cortisol- nos 3 trimestres gestacionais.e nas fases folicular e lutea do ciclo menstrual.

»  Correlacionar os niveis de IgA, estradiol, progesterona e cortisol na saliva e
no soro nos trimestres gestacionais e nas duas fases do ciclo menstrual.

»  Correlacionar a atividade da alfa-amilase com os niveis de cortisol salivar e

sérico em gestantes e ndo-gestantes.
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METODOLOGIA

Trata-se de um estudo longitudinal realizado de margo de 2007 a marco de 2008.
Foi conduzido no Hospital Universitario da Universidade de Brasilia (HUB/UnB) onde se
desenvolve um Projeto de Extensdo de agdo continua denominado: “Impacto da atengdo
odontologica as gestantes e a experiéncia de céarie no beb&”. Através deste projeto
multidisciplinar estdo integrados os servicos de Odontologia e Ginecologia ¢ Obstetricia do
referido hospital.

O trabalho de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia sob o protocolo n° 040/2007. Todas as participantes
que aderiram, voluntariamente, ao programa leram e assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido (Anexos 1 e 2).

1- CASUISTICA

O grupo de estudo constou de 50 mulheres: 30 gestantes (10 incluidas no primeiro
trimestre e 20 incluidas no segundo trimestre gestacional) e 20 nao-gestantes, todas
provenientes do Distrito Federal e que procuraram o Hospital Universitario de Brasilia para
tratamento odontologico.

As participantes responderam um questionario estruturado utilizado no projeto de
extensdo multidisciplinar acima referido (Anexos 3 e 4). ApoOs esse procedimento foi
realizado exame clinico-odontoldgico e agendada a coleta de sangue e saliva. A dindmica

da pesquisa seguiu o fluxograma apresentado na Figura 1.
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Figura 1- Diagrama de fluxo da pesquisa

1.1- GRUPO GESTANTE:

Foram selecionadas 30 gestantes: 10 encontravam-se no primeiro trimestre
gestacional (entre 11 e 16 semanas de gestacdo) e 20 cursavam o segundo trimestre (entre
18 e 28 semanas).

Para a selecdo das gestantes foram considerados os seguintes critérios de inclusio:

e Bom estado de saude geral (ndo podiam ser classificadas como gravidez de alto

risco)

e Acompanhamento pré-natal e o parto previstos para ocorrer no HUB/UnB

e Idade: entre 20 e 39 anos

e Naio fazer uso de medicamentos sistémicos

e N3do fumantes

19



Foram realizadas coletas de sangue e saliva em cada trimestre gestacional de

modo que o material estudado foi composto por 10 amostras de sangue e 10 de saliva do

primeiro trimestre; 30 amostras de sangue e de saliva coletadas no segundo trimestre e 30

amostras de cada material correspondentes ao terceiro trimestre gestacional (entre 31 a 37

semanas) perfazendo um total de 70 amostras de sangue e 70 de saliva. Na Figura 2 estd

demonstrado o esquema metodoldgico de obtengdo das amostras de soro e saliva.

50
mulheres

v

Gestantes

30

10

Primeiro Trimestre

Amostras de
saliva e soro

10 + 20

Segundo Trimestre

Amostras de
saliva e soro

4

30

Terceiro Trimestre

Amostras de
saliva e soro

v

N&o Gestantes

20

A

20

Fase folicular

Amostras de
saliva e soro

A

20

Fase lutea

Amostras de
saliva e soro

Figura 2- Esquema metodoldgico de obtencao das amostras de soro e de saliva

1.2- GRUPO NAO-GESTANTE:

Foi formado por 20 mulheres ndo-gestantes que procuraram o Servigo de

Odontologia do HUB/UnB. Este grupo funcionou como controle. Estavam em idade fértil e

preenchiam os seguintes critérios de inclusao:

e Bom estado de saude geral

e Idade: entre 20 e 39 anos
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Ciclo menstrual regular

N3o tiveram aborto recente

e N3do usuarias de medicamentos sistémicos
e Na3o usuarias de contraceptivos

N3do fumantes

As coletas de sangue e de saliva destas mulheres foram realizadas em dois
momentos fisioldgicos especificos do ciclo menstrual, nas fases folicular e lutea. A
primeira coleta correspondeu sempre a fase folicular (7 a 10 dias apés o primeiro dia de
sangramento menstrual) e a segunda a fase latea (14 a 16 dias apds a primeira coleta).
Desta maneira, as coletas corresponderam ao mesmo ciclo ovariano. Foram obtidas 20
amostras de sangue e de saliva na fase folicular e 20 amostras de sangue e de saliva
coletadas na fase lutea, perfazendo um total de 40 amostras de sangue e 40 de saliva

(Figura 2).

2- ANALISE DA SAUDE BUCAL

O exame clinico-odontolégico das pacientes foi realizado pela pesquisadora, de
forma detalhada, com o auxilio de: espelho clinico, sonda exploradora, pinga clinica e

rolinho de algodao anotando-se os achados no odontograma (Anexos 3 e 4).

Foram realizadas radiografias panoramicas das pacientes para avaliar o estado de
saude bucal. Para obten¢do das radiografias foram tomados cuidados previstos pelo

Ministério da Satde na portaria n® 453 de 1998.

3- COLETA DE SANGUE

A coleta de sangue teve como objetivo analisar as concentragdes séricas de
estradiol, progesterona, cortisol e IgA. Era realizada pela manha, entre 7 e 8 horas, antes da
coleta da saliva que foi obtida no mesmo dia.

Para a coleta, estando a paciente em jejum, obtinha-se 10 ml de sangue em tubo
vacutainer, por puncdo de veia periférica. As amostras foram imediatamente processadas
para obtencao do soro e analisadas nos Setores de Bioquimica e de Imunologia do Centro
de Patologia Clinica do HUB/UnB.
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4- COLETA DE SALIVA

Saliva ndo-estimulada foi coletada sempre no periodo matutino entre 07h30min e
08h30min (para minimizar o ritmo circadiano) e com a paciente em jejum por um periodo
minimo de 8 horas. As pacientes foram instruidas a ficarem sentadas nas cadeiras
odontoldgicas por 2 minutos, para relaxar. As participantes foram esclarecidas que, durante
a coleta de saliva, evitassem fazer movimentos com a lingua, bochechas ou labios.
Decorridos os dois minutos, as participantes eliminavam a saliva na cuspideira a fim de
desprezar os residuos iniciais.

A partir desse momento a coleta foi iniciada no ponto zero. Foram feitos ciclos de
3 minutos, nos quais as pacientes mantinham a saliva na cavidade bucal. Ao final deste
periodo, elas deveriam expelir a saliva residual em tubo Falcon® de polipropileno de 50 ml.
A acdo era repetida mais 2 vezes; o tempo total de coleta foi de 9 minutos.

Amostras que apresentavam cor avermelhada (indicativo de contaminag¢dao por
sangue) ou muito turvas eram descartadas para evitar erro no resultado.

As amostras de saliva foram aliquotadas, com micropipeta manual (Marca
Gibson™), em tubos tipo Eppendorf graduado com capacidade para 1,5 ml. Parte das
amostras foi levada imediatamente ao Centro de Patologia Clinica do HUB/UnB para a
determinagdo dos esteroides (estradiol, progesterona, e cortisol), IgA e alfa-amilase. A
outra parte foi armazenada em freezer a -80°C, para posterior analise das concentracdes de

proteina total.

5- FLUXO SALIVAR:

A medida da taxa de fluxo da saliva integral ndo-estimulada foi realizada
imediatamente apds a coleta medindo-se o volume, em mililitros, de saliva presente no

recipiente e dividindo-se pelo tempo de coleta em minutos.

6- CONCENTRACAO DE PROTEINA TOTAL

A determinagdo da concentragdo de proteina total foi realizada pela pesquisadora
no Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em Doenga de Chagas, na Faculdade de
Medicina da UnB. Utilizou-se para esta analise o protocolo de ensaio de acordo com o

método de Bradford (Bradford, 1976) tendo a albumina bovina como padrdo para plotagem
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dos resultados obtidos com analise das amostras. Amostras de saliva foram diluidas, em
agua destilada, na propor¢ao de 1:100. Apos a dilui¢do foram tomados 100 pl de cada
amostra, utilizando pipeta multicanal e adicionados em pogos de placa de microtitulagao
com 96 pocos. Em seguida, em cada poco com as amostras foi adicionado o reagente de
Bradford. As analises de cada amostra foram realizadas em triplicata. Nas determinagdes
foram incluidas amostras contendo apenas agua e reagente que funcionaram como controle
negativo (branco). As placas foram incubadas por 10 minutos, em temperatura ambiente e
levadas para leitura no espectofotometro (Synergy HT, Biotek, USA) com programa
acoplado a um computador.

A leitura foi realizada com absorbancia de 560 nm e os resultados expressos em

pg/ml.

7- ATIVIDADE DA ALFA-AMILASE

Para a determinacdo da alfa-amilase, as amostras de saliva foram centrifugadas e o
sobrenadante foi separado, diluido em agua destilada na propor¢do de 1:100 (1%). As
amostras foram analisadas em um espectrofotdmetro para bioquimica modelo Architect C
8000 (Abbott Clinical Chemistry, Wiesbaden, Alemanha) a 404 nm com reagentes e
calibradores fornecidos pelo proprio fabricante. Utilizou-se o cloronitrofenil-a-maltotriose
(CNPG3) como substrato.

Os resultados foram expressos em U/I.

8- CONCENTRACAO DE ESTRADIOL, PROGESTERONA E CORTISOL

Para a determinagdo das concentragdes de estradiol, progesterona e cortisol as
amostras de saliva foram centrifugadas e o sobrenadante separado para andlise dos
referidos esteroides.

Os niveis de estradiol, progesterona e cortisol no soro e na saliva foram
determinados por quimioluminescéncia (Immunolite 2000, Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Los Angeles, USA) com reagentes e calibradores fornecidos pelo proprio
fabricante. Utilizou- se 10ul de soro /saliva e a curva de calibragdo variou de 20 a 2000

pg/ml para estradiol; 0,2 a 40 ng/ml para a progesterona e 1 a 50 pg/dl para o cortisol.
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9- IMUNOGLOBULINA A

Para a quantificacio de IgA utilizou-se o método de Nefelometria com o
equipamento Behring Nephelometer II (Dade Behring - USA) e com reagentes e
calibradores fornecidos pelo proprio fabricante.

As amostras de saliva foram centrifugadas e o sobrenadante separado para analise

da imunoglobulina. Os resultados foram expressos em mg/dl.

10- ANALISE ESTATISTICA

O teste de chi-quadrado e o teste exato de Fisher foram empregados para se
avaliar duas variaveis qualitativas.

Quando as distribui¢des das varidveis quantitativas ndo apresentavam distribuicao
normal foram realizados testes ndo paramétricos. O teste de Kruskal-Wallis comparou uma
variavel qualitativa, composta por mais de duas categorias, com uma variavel quantitativa,
ou seja, este teste compara 2 ou mais amostras independentes em relagdo a uma variavel de
interesse. O teste de correlagdo de Spearman foi utilizado quando foram comparadas duas
variaveis quantitativas.

Regressao logistica foi realizada com a percepcao de xerostomia como variavel
dependente e as varidveis parageusia e fluxo salivar como independentes. A variavel
significativa teve a razdo de chance (odds ratio) com seu respectivo intervalo de confianca
de 95% registrado.

A hipotese nula (Ho) foi rejeitada quando o valor de p foi <0,05. Para os célculos

estatisticos foi empregado o software SPSS (versdo 15; SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

24



RESULTADOS

ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA

ANALISE GERAL DOS GRUPOS

O grupo gestante constou de 30 mulheres acompanhadas durante os trimestres
gestacionais. Considerando os 3 periodos gestacionais obtiveram-se 70 amostras de saliva
e 70 de soro. O grupo nao-gestante, composto de 20 mulheres, avaliado nas fases folicular
e lutea forneceu 40 amostras de saliva e 40 de soro (Figuras 1 e 2).

As gestantes encontravam-se na faixa etaria compreendida entre 20-39 anos e as
nao-gestantes entre 23-39 anos (Tabela 1). Houve prevaléncia da terceira década (21-30

anos), nao existindo diferencas entre as idades em ambos os grupos (p=0,59).

Tabela 1- Faixa etdria de gestantes e ndo-gestantes

Idade Gestantes Nao-gestantes
(anos)

n % n %
20-30 23 76,6 14 70,0
31-40 7 23,3 6 30,0
Total 30 100,0 20 100,0

Teste de chi-quadrado (X*) = 0,28; valor de p = 0,59

ANALISE DA SAUDE BUCAL

O exame clinico-odontologico das participantes foi baseado numa ficha clinica
padronizada (Anexos 3 e 4). Foram realizadas radiografias panoramicas para identificar
perda dssea alveolar, presenca de raizes residuais e dentes inclusos.

A analise comparativa e descritiva de dados obtidos da anamnese odontologica

contida no questiondrio estruturado estdo referidos na Tabela 2.
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Tabela 2- Andlise comparativa de dados do questionario estrutural aplicado em gestantes e
ndo-gestantes

Gestantes N&o-gestantes Teste
Variavel n=30 n=20 Chi-quadrado
" % " % Valor de p

Escovagdes ao dia

1 vez 0 0 6 30,0

2 vezes 13 433 13 65,0 <0,001

3 vezes 17 56,6 1 5,0
Uso de fio dental

Todos os dias 5 16,6 2 10,0

Pouco freqiiente 22 73,3 18 90,0 0,247

Nao usa 3 10,0 0 0
Sangramento gengival 24 80,0 5 25,0 <0,001
Odontalgia 9 30,0 0 0 <0,01*
Xerostomia 15 50,0 0 0 <0,001*
Parageusia 19 63,3 0 0 <0,0001*

* Teste exato de Fisher.

Sangramento gengival foi relatado por 24 (80%) das gestantes e por apenas 5
(25%) das ndo-gestantes. Quanto a queixa de odontalgia, xerostomia e parageusia,
observou-se que nenhuma das ndo-gestantes apresentavam estes sintomas, o que nao se
repetiu no grupo das gestantes, em que 9 (30%) queixaram-se de odontoalgia; 15 (50%) de
xerostomia e 19 (63,3%) de parageusia (Tabela 2). A parageusia caracterizou-se por uma
sensacdo de paladar desagraddvel na boca; 17 (89,5%) das gestantes percebiam um gosto
amargo e 2 (10,5%) ndo souberam identificar o gosto. A varidvel parageusia foi

significativa para predizer a percepc¢ao de xerostomia (Regressao logistica p<0,0001).

Os dados do exame clinico-odontolédgico e radiografico estdo expressos na Tabela
3. Verificou-se que 10 (33,3%) gestantes e 13 (65%) ndo-gestantes ndo apresentavam
dentes cariados enquanto que 14 (46,6%) das gestantes e 5 (25%) das ndo-gestantes
apresentava 1 a 3 dentes com les@o de carie. Lesdes periapicais ndo foram observadas em
17 (56,6%) gestantes e em 14 (70%) nao-gestantes. Notou-se, contudo que 10 (33,3%) das
gestantes e 3 (15%) das ndo-gestantes apresentavam pelo menos uma lesdo periapical.

Célculo supra-gengival estava presente em 17 (56,6%) das gestantes e em 5 (25%) das
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ndo-gestantes. Perda Ossea alveolar foi notada em 9 (30%) das gestantes e em 4 (20%) das
ndo-gestantes. Raizes residuais estavam presentes em 8 (26,6%) de gestantes e em 2 (10%)
de ndo-gestantes. Outras varidveis analisadas e comparadas de dados do exame clinico-

odontologico e radiografico estdo expressas na Tabela 3.

Tabela 3- Andlise comparativa de dados do exame clinico-odontoldgico e radiografico
em gestantes e ndo-gestantes

Variavel Gestantes Nao-gestantes
N=30 N=20 Valor de p
n % n %

n° de dentes cariados

0 10 33,3 13 65,0

1-3 14 46,6 5 25,0 0,16

4-7 5 16,6 2 10,0

8-10 1 3,3 0 0
Lesdes periapicais

0 17 56,6 14 70,0

1 10 33,3 3 15,0

2 1 3,3 3 15,0 0,15

3 2 0,6 0 0
Célculo supra-gengival 17 56,6 5 25,0 0,03
Perda 6ssea alveolar 9 30,0 4 20,0 0,43
Raizes residuais 8 26,6 2 10,0 0,28*
Extracdes indicadas 11 36,6 2 10,0 0,04
Dentes inclusos 6 20,0 4 20,0 1,0*

* Teste exato de Fisher.

FLUXO SALIVAR

Na Tabela 4 esta expressa a analise descritiva do fluxo salivar em gestantes e nao-
gestantes.
A avaliacdo do fluxo da saliva integral ndo-estimulada realizada no grupo gestante

em cada um dos 3 trimestres gestacionais ndo demonstrou diferengas significativas. Da
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mesma maneira ndo se observaram diferencas quando estes resultados foram comparados

com o fluxo salivar do grupo nao-gestante obtidos na fase folicular e lutea (Figura 3).

Tabela 4- Analise descritiva das variaveis fluxo salivar, concentragao de
proteina total e atividade da alfa-amilase em amostras de saliva

de gestantes e ndo-gestantes

Variavel Grupos n Mediana Meédia DP
Fluxo salivar T1* 10 0,26 0,26 0,13
(ml/min)

T2 30 0,20 0,22 0,09
T3 30 0,20 0,24 0,13
C1** 20 0,22 0,336 0,24
C2 16 0,26 0,27 0,11
Proteina total T1 10 1436,41 1426,80 208,59
(hg/mD) T2 28 1566,40 1583,83 261,56
T3 28 1558,87 1579,62 252,16
Cl 18 1656,40 1663,96 137,02
C2 18 1835,74 1847,12 476,37
Alfa-amilase T1 10 33731,80 45753,00 27945,63
) T2 28 78831,35 76469,84 4837791
T3 30 36151,05 47570,16 31925,01
Cl 18 33287,00 37281,50 24373,94
C2 16 30446,00 32134,84 17833,11

*T1, T2, T3- 1°, 2° e 3° trimestres gestacionais respectivamente

**C1; C2 fase folicular e fase lutea de ndo-gestantes respectivamente
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Figura 3- Analise comparativa do fluxo salivar entre os trimestres gestacionais (T) e nas

fases folicular e lutea (C) em nao-gestantes (teste Kruskal-Wallis, p= 0,29)

CONCENTRACOES DE PROTE{NA TOTAL

Andlise descritiva das concentracdes de proteina total salivar em gestantes e nao-
gestantes estd na Tabela 4.

As andlises realizadas em cada trimestre gestacional e nas fases folicular e lutea
de ndo-gestantes demonstraram que ndo houve diferengas significantes na concentragdo

das mesmas entre os trimestres e fases do ciclo menstrual (p= 0,115), Figura 4.
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Figura 4- Andlise comparativa da concentracdo de proteina total entre os trimestres
gestacionais (T) e nas fases folicular e lutea (C) em ndo-gestantes (teste

Kruskal-Wallis p=0,115)

ATIVIDADE DA ALFA-AMILASE

A andlise descritiva das concentragdes de alfa-amilase obtidas em amostras de
saliva de gestantes e ndo-gestantes pode ser observada na Tabela 4.

Comparagdes realizadas entre os periodos gestacionais € o ciclo menstrual
mostraram diferencas estatisticas significantes (p= 0,025) em que, maiores concentragdes
ocorreram durante os trimestres gestacionais cujos valores foram diferentes entre si e
superiores aqueles obtidos nas fases folicular e lutea. Adicionalmente, na analise dos
trimestres gestacionais observou-se que a atividade da enzima foi mais evidente no
segundo trimestre. Em ndo-gestantes os momentos avaliados, fase folicular e lutea,

expressaram resultados semelhantes (Figura 5).
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Figura 5- Anélise comparativa da atividade de alfa-amilase entre os trimestres gestacionais
(T) e nas fases folicular e lutea (C) em ndo-gestantes (teste Kruskal-Wallis

p=0,025)

ESTEROIDES

Na Tabela 5 estdo expressas as analises descritivas e comparativas de

progesterona e cortisol obtidas em soro e saliva de gestantes e ndo-gestantes.
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Tabela 5- Analise descritiva e comparativa das medianas das variaveis estradiol, progesterona, cortisol e IgA salivares e séricas em

gestantes e nao-gestantes

Gestantes Nao-gestantes
Trimestres Fases
Variavel
1° 2° 3° Folicular Lutea
n=10 n=30 n=30 n=20 n=20
SOro saliva SOro saliva SOro saliva SOro saliva SOro saliva
Progesterona
23,15 0,355 39,65 0,487 >40 1,065 0,351 <0,2 7,46 0,218
(ng/ml)
Cortisol (pg/dl) 21 <1 24 1,015 27,8 1,205 16,35 1,11 13,4 <1
IgA (mg/dl) 255 11,3 146,5 14,4 161 17,2 244 16,2 254 18,0
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Em nosso material, a analise estatistica do estradiol ndo foi realizada devido a

limitagao do método de quimioluminescéncia para leitura deste esterdide na saliva.

As concentragdes de progesterona no soro € na saliva mostraram elevagoes
progressivas ao longo dos trimestres gestacionais. O mesmo se observou em nao-gestantes,
ou seja, houve aumento deste hormonio da fase folicular para a lutea tanto no soro como na
saliva (Figura 6).

As elevagdes nos niveis de progesterona salivar ao longo dos momentos
analisados, em ambos os grupos de estudo, tiveram resultados estatisticamente

significantes (p< 0,0001), Figura 7.
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Figura 6- Andlise descritiva e comparativa dos niveis de progesterona salivar e sérico entre

os trimestres gestacionais (T) e as fases folicular e lutea (C) em ndo-gestantes
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Figura 7- Analise descritiva e comparativa de progesterona salivar entre os trimestres

gestacionais (T) e as fases folicular e lutea (C) em nao-gestantes (teste Kruskal-

Wallis p< 0,0001)

A andlise do cortisol indicou elevagao dos niveis séricos e salivares em gestantes
quando comparados ao grupo ndo-gestante. A andlise estatistica demonstrou diferenca na
dindmica dos valores do cortisol sérico e salivar em todos os momentos analisados (Tabela
5 e Figura 8).

No soro, ao longo dos trimestres gestacionais, observou-se elevacao progressiva,
estatisticamente significante dos niveis de cortisol (p< 0,0001). Igualmente, os valores
encontrados na saliva acompanharam a elevagao sérica (p = 0,021).

A Figura 9 demonstra as alteragdes ocorridas com valores salivares do cortisol.
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Figura 8- Andlise descritiva e comparativa dos niveis de cortisol salivar e sérico entre os

trimestres gestacionais (T) e as fases folicular e lutea (C) em ndo-gestantes
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Figura 9- Andlise descritiva e comparativa de cortisol salivar entre os trimestres
gestacionais (T) e as fases folicular e lutea (C) em ndo-gestantes (teste Kruskal-

Wallis p= 0,021)
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IMUNOGLOBULINA A

As andlises descritivas e comparativas dos resultados obtidos na determinacao da
IgA no soro e na saliva, nos 3 periodos gestacionais e nas fases do ciclo menstrual, estao
expressas na Tabela 5 e Figura 10.

Embora a andlise dos niveis salivares de IgA estivessem dentro do padriao de
referéncia, houve tendéncia a elevacao ao longo dos trimestres gestacionais. Porém, nao se
notou diferenga estatistica nas variagdes ocorridas nos periodos estudados (p= 0,145).
Igualmente, em nao-gestantes a IgA salivar mostrou tendéncia a elevacdo da fase folicular

para a lutea, mas sem significancia estatistica (Figura 11).
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Figura 10- Analise descritiva e comparativa dos niveis de IgA salivar e sérico entre os

trimestres gestacionais (T) e fases folicular e lutea (C) em nao-gestantes
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Figura 11- Analise descritiva e comparativa de IgA salivar entre os trimestres gestacionais
(T) e as fases folicular e latea (C) em ndo-gestantes (teste Kruskal-Wallis

p=0,145)

ANALISES DE CORRELACAO

SORO vs SALIVA

A Tabela 6 mostra os dados de correlagdo do cortisol e da progesterona no soro e

na saliva.
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Tabela 6- Analise ndo paramétrica de correlagdo das concentragdes de cortisol e progesterona em amostras de soro ¢

saliva

Analise de correlagdo de Spearman

Grupo avaliado Momgnt? da Progesterona Cortisol IgA
avaliagdo
n Valor de p n Valor de p n Valor de p

Primeiro Trimestre 10 0,026 10 0,679 8 0,485

Gestante Segundo Trimestre 30 <0,001 30 0,047 26 0,777

Terceiro Trimestre 30 -k 30 <0,0001 26 0,790

Nao-gestante Fase Folicular 20 -k 20 0,006 18 0,076

Fase Litea 15 0,020 15 0,036 15 0,388

* Ao menos uma das variaveis é constante.



Foram correlacionadas as concentracdes de progesterona do soro e da saliva.
Correlagdes nos niveis da progesterona no soro € na saliva foram observadas no primeiro
trimestre (Figura 12) e no segundo trimestre gestacionais (p=0,02 e p< 0,001
respectivamente). No terceiro trimestre gestacional ndo foi possivel analisar a correlagdo
soro/saliva uma vez que os resultados obtidos no soro eram registrados como valores
iguais ou maiores que o limite méximo da curva de calibragdo. Portanto foram expressos
valores agrupados/constantes (> 40 ng/ml).

Em relacdo ao grupo ndo-gestante, houve correlagdo soro/saliva na fase lutea
(p=0,02). Na fase folicular a correlagdo nao foi possivel uma vez que os valores obtidos na
saliva eram expressos como valores iguais ou inferiores ao menor valor da curva de

calibragdo (< 0,2 ng/ml)- Tabela 6.
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Figura 12- Correlagao das concentragdes de progesterona em saliva e soro em gestantes do

primeiro trimestre (Teste de correlagdo p < 0,02)

Foram correlacionadas as concentragdes de cortisol encontradas no soro e na
saliva.

Observou-se correlacdo no segundo e no terceiro trimestres gestacionais. A
correlagdo soro/saliva foi mais evidente no terceiro trimestre (p<0,0001), Tabela 6 e Figura
13. Correlacao também foi obtida na analise do cortisol salivar e sérico do grupo nao-

gestante tanto na fase folicular (p=0,006) quanto na fase latea (p=0,036), Tabela 6.
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Figura 13- Comparagdo das concentragdes de cortisol em saliva e soro em gestantes do

terceiro trimestre. (Teste de correlagdo p < 0,0001)

Em relagdo a IgA, correlagdo soro/saliva ndo foi obtida em nenhum dos
momentos avaliados, tanto em gestantes como em ndo-gestantes. A Figura 14 ilustra a

analise na fase folicular de ndo-gestantes.
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Figura 14- Correlagdo das concentragdes de IgA na fase folicular (Teste de correlagdao p=
0,076)
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ALFA-AMILASE vs CORTISOL

Foram realizadas correlagdes da alfa-amilase com cortisol no soro ¢ na saliva.

A correlagdo ndo foi significativa quando se analisou o cortisol sérico e a amilase
salivar Tabela 7.

Correlagdes inversas foram observadas nos resultados do cortisol e alfa-amilase
salivares. A analise dessas correlagdes mostrou-se significativa tanto no grupo gestante

(p=0,02) como no grupo nao-gestante (p=0,03), Tabela 7.

Tabela 7- Analise ndo paramétrica de correlagdes entre cortisol e amilase salivar

Analise de correlagdo de Spearman

Amostras Cortisol salivar vs Cortisol sérico Vs
avaliadas Amilase salivar Amilase salivar
n Valor de p r Valor de p r
Gestantes 70 0,02* -0,26 0,14 -0,18
Nao-gestantes 40 0,03* -0,39 0,15 -0,28

* Resultados que obtiveram correlagdo inversa estatisticamente significante

FLUXO SALIVAR vs ALFA-AMILASE E CORTISOL SALIVAR

A analise das correlagdes entre fluxo salivar e atividade da alfa-amilase nao foi
significativa tanto no grupo gestante como nao-gestante. Da mesma maneira, fluxo e

cortisol salivares nao exibiram correlacao (Tabela 8).

Tabela 8- Anélise ndo paramétrica de correlacdo entre fluxo salivar e alfa-

amilase e fluxo salivar e cortisol salivar

Analise de correlagdo de Spearman

} Fluxo salivar vs
Amostras avaliadas ) )
Amilase salivar

Fluxo salivar vs

Cortisol salivar

n Valorde p Valor de p
Gestantes 70 0,652 0,540
Nao gestantes 40 0,619 0,634
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DISCUSSAO

Apesar de suas multiplas funcdes, mediadas por componentes organicos e
inorgdnicos, a saliva ainda necessita de maiores estudos que venham esclarecer seu
verdadeiro papel na manutencdo da satide bucal e como indicador do estado de satde/
doenga (Leone & Oppenheim, 2001; Choe et al, 1983).

Alteragdes hormonais em mulheres podem afetar sua fisiologia sistémica
incluindo a da cavidade bucal. Além de efeitos no metabolismo do tecido periodontal, a
gestagdo, o ciclo menstrual e a terapia de reposicdo hormonal podem, em curto prazo,
induzir alteragdes no fluxo salivar e nos componentes bioquimicos da saliva (Laine, 2002;
Salvolini et al, 1998). Estudos prévios tém demonstrado resultados conflitantes quando se
avaliam os componentes salivares no periodo gestacional e/ou durante o ciclo ovariano da
mulher (Laine et al, 2000; D’Alessandro et al, 1989; Hugoson, 1972). Um dos fatores que
podem interferir na analise desses resultados ¢ que a composicao da saliva difere quando
produzida espontaneamente, apds estimulo ou quando se avalia saliva integral e saliva de
diferentes glandulas. Da mesma maneira, caracteristicas da populacdo estudada em cada
trabalho como: fatores genéticos, demografia, habitos alimentares, entre outros, dificultam

a comparacao dos resultados.

Apesar da mensuragdo da saliva estimulada ser importante para avaliar a
capacidade funcional da glandula, a saliva total ndo-estimulada predomina durante a maior
parte do dia e durante o sono, além de ser importante na manutencdo da saude bucal
(Rockenbach et al, 2006; Salvolini et al, 1998). Por isso, neste estudo, optou-se por utilizar
a saliva total ndo-estimulada, obtida de gestantes e ndo-gestantes, para avaliar o fluxo
salivar, concentracdo de proteina total, atividade da alfa-amilase, niveis de esteroides
(estradiol, progesterona e cortisol) e de IgA. Esses pardmetros salivares foram descritos ¢
comparados em cada um dos 3 trimestres gestacionais e nas fases folicular e lutea de ndo-
gestantes. Apds esta comparagdo, os resultados dos esteroides e da IgA salivares foram

correlacionados com aqueles obtidos em amostras de soro nos mesmos periodos.
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A andlise desses perfis permitiu demonstrar diferengas na composi¢ao salivar de
mulheres gestantes e nao-gestantes e correlacionar valores de parametros salivares e

Séricos.

A faixa etaria dos grupos estudados foi similar. Desta maneira, a variavel idade
ndo deve ter participado nas diferengas observadas nos estudos dos pardmetros salivares e
séricos avaliados.

A andlise descritiva dos achados clinicos nos 2 grupos, obtidos através do
questionario estruturado, mostrou que estes eram diferentes em algumas caracteristicas.
Embora o numero de escovagdes diarias fosse maior no grupo das gestantes e que o uso de
fio dental fosse semelhante nos 2 grupos, as gestantes relataram maior indice de
sangramento gengival e apresentaram maior freqiiéncia de calculo supra-gengival e
odontoalgia. Quanto ao nimero de lesdes de carie, nao houve diferenga estatistica entre os
grupos analisados, apesar de ambos apresentarem altos indices, necessitando de
tratamentos restauradores. Nao ¢ possivel inferir os resultados obtidos como conseqiiéncia
do estado gestacional uma vez que tais alteragdes bucais sdo conhecidamente multifatoriais

(Lenander-Lumukari & Loimaranta, 2000).

A coleta de saliva integral ndo-estimulada ¢ um método pratico e mais
representativo das condicdes fisiologicas das secrecdes bucais, sem a interferéncia de
fatores externos (Chiappin et al, 2007). A coleta da verdadeira saliva ndo-estimulada ¢ de
dificil obtengdo, sofrendo influéncia de estimulos ambientais os quais podem determinar
uma ampla variedade de padrdes do fluxo salivar (Rockenbach et al, 2006).

Em média, o fluxo de saliva nao-estimulada é de 0,3 ml/min (Humphrey et al,
2001). Considerara-se como valores normais de referéncia o fluxo salivar nao-estimulado
de 0,1- 0,5 ml/min (Rockenbach et al, 2006; Edgar 1992). Esse dado concorda com nossos
resultados uma vez que as médias do fluxo salivar obtidas tanto em gestantes como em
nao-gestantes variaram de 0,22 a 0,33 ml/minuto.

A modificacdo do fluxo salivar durante a gestacdo ¢ um tema controverso. Puy
(2006) sugeriu que ha uma hiperestimulagdo das glandulas salivares durante a primeira

metade da gravidez e durante a menstruacdo. Esses resultados diferem dos de outros
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autores que observaram diminui¢do na taxa do fluxo de saliva estimulada e ndo-estimulada
no final da gestacdo (Hugson, 1972; Kullander & Sonesson, 1965) e redugdao do fluxo
salivar em gestantes quando comparados com mulheres ndo-gestantes (Widerstron &
Bratthall, 1984). Contudo, em nenhum dos trabalhos apresentados, os niveis do fluxo
salivar ficaram abaixo daqueles aceitaveis, ou seja, menor que 0,1 ml/min. Portanto, nos
trabalhos revisados nao se caracterizou hipossalivacao durante o periodo gestacional.

No nosso estudo ndo foram observadas diferenga estatisticamente significante
entre o fluxo salivar de mulheres gestantes durante os 3 periodos gestacionais e nao-
gestantes nas fases folicular e latea do ciclo menstrual. Os resultados estdo de acordo com
estudos prévios que utilizaram saliva total estimulada (Kivela et al. 2003; D’ Alessandro et
al, 1989; Marder et al., 1972) e ndo-estimulada e ndo demonstraram alteragdo significante
no fluxo salivar durante a gestagdo e no periodo poés-parto (Rockenbach et al., 2006; Laine
et al., 2000, Laine et al, 1988).

Apesar dos limites do fluxo salivar ndo estarem alterados durante a gestagao, 50%
das gestantes analisadas relataram sentir sensa¢do de boca seca- xerostomia- depois que
engravidaram. Offenbacher et al (1996) afirmam que mulheres gravidas podem apresentar
ressecamento persistente da mucosa, caracterizando dessa forma um quadro de xerostomia
durante o periodo gestacional.

Adicionalmente, 63,3% das gestantes relataram parageusia, referida como
sensagdo de sabor desagradavel, principalmente sensacdo de gosto amargo. Encontrou-se
um trabalho na literatura que demonstrou associacao significativa entre diminui¢do do
fluxo salivar durante a gestagdo e presenca de sabor desagradavel (Gonzalez et al, 2001).
Diferentemente desse estudo, a parageusia na presente investigacdo estava associada a

sensacao de boca seca e ndo com diminuicao do fluxo salivar.

Na saliva as proteinas se apresentam em diversas formas como: imunoglobulinas,
lisozimas, enzimas, mucinas, outras glicoproteinas e oligopeptideos (Edgar, 1992). A
concentragdo de proteina pode estar relacionada com a idade, dieta, fluxo salivar, tipo,
duracdo do estimulo populagdes especificas e condigdes fisiopatologicas (Siqueira, 2005;
Nauntofte et al, 2005; Nicolau et al, 2003; Humphrey et al, 2001). A alfa-amilase é a mais
abundante enzima salivar, contribuindo com cerca de 40- 50% do total das proteinas

salivares (Nauntofte et al, 2005).
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Na presente investigacdo, as determinagdes das concentracdes de proteina total
salivar nao demonstraram diferencas quando os trimestres gestacionais e as duas fases do
ciclo menstrual foram comparados, estando dentro dos valores de referéncia (IBL Imuno-
Biological Laboratories Alemanha, 2006).

A atividade da alfa-amilase apresentou diferengas significantes entre gestantes e
nao-gestantes em que os valores se incluiram entre aqueles de referéncia: 11.900 — 305.000
U/I (IBL Imuno-Biological Laboratories Alemanha, 2006).

Salvolini et al (1998) compararam saliva ndo-estimulada de gestantes e nao-
gestantes ¢ demonstraram aumento na concentragdo de proteina total e alfa-amilase no
primeiro e no segundo trimestre gestacional quando comparados com gestantes de 40
semanas (final da gestacdo) e mulheres ndo gestantes. Concordando com os achados de
Salvolini et al (1998), observamos maior atividade da enzima no segundo trimestre; a
atividade enzimatica da alfa-amilase foi menor no terceiro trimestre ¢ em nao-gestantes.

Hugoson (1972) observou aumento na concentragao de proteina total em saliva
estimulada de parotida durante a gestagdo. O autor sugeriu que tal fato poderia
corresponder a alteragdes no conteido da alfa-amilase a qual representa o maior
componente da pardtida. Esses resultados diferiram daqueles descritos por Laine et al
(1988) que estudaram as alteragdes da saliva humana integral estimulada em mulheres
durante os trimestres gestacionais, no periodo de lactacdo e apds a lactagdo. Nao
observaram alteragdes significantes na concentracdo de proteina total, nem na atividade de
alfa-amilase salivar durante os referidos periodos.

D’Alessandro et al (1989) estudaram 107 gestantes dividindo-as em trimestres
gestacionais e compararam com mulheres no puerpério e ndo-gestantes; observaram que as
variagdes na atividade da alfa-amilase, nesses grupos ndo foi significante, porém houve
uma diminui¢do nas concentra¢des de proteina total em gestantes ¢ mulheres no puerpério,

quando comparadas com nao-gestantes.

A imunoglobulina A ¢ a forma isotipica dominante de gamaglobulina em todas as
superficies mucosas e atua como um sistema de defesa, de primeira linha, contra a invasao
microbiana. Este componente imunologico inibe a aderéncia dos microrganismos a
superficie das células da mucosa e impede a penetragdo nos tecidos organicos (Souza et al,

2003).
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Durante a gravidez, ndo se tem constatado aumento dos niveis séricos de
imunoglobulinas IgA, IgG ou IgM. Rocklin et al (1979) realizaram revisdo da imunologia
materno-fetal e concluiram que os varios componentes da imunidade permanecem
basicamente intactos durante o periodo gestacional. As opinides divergem visto que, Laine
(2002) sugere que as alteracdes hormonais relacionadas a produgdo de estrogeno e
progesterona poderiam alterar os niveis de IgA salivares devido a modulagdo do sistema
imune neste periodo fisioldgico.

Rockenbach et al (2006) relataram aumento dos niveis de IgA na saliva quando
compararam grupos de gestantes e ndo-gestantes. Widerstrom & Bratthall (1984), em
estudo longitudinal, observaram, utilizando saliva total estimulada, maior concentracao de
IgA salivar em gestantes que em ndo-gestantes. Os autores ndo notaram diferenca
estatisticamente significante quando compararam os niveis de IgA nas fases menstrual,
folicular e lutea.

Em oposigdo a essas observagdes, Donat et al (1977) ndo demonstraram
diferengas nos niveis de I[gA em gestantes.

Na presente pesquisa, os niveis séricos, em todos os momentos avaliados,
mostraram valores dentro dos limites normais de referéncia: 60 a 400 mg/dl (Dade
Behring”). Da mesma maneira, os indices de IgA salivar estavam incluidos entre os
valores ditos de referéncia: 6 a 30 mg/dl (Dade Behring®™) de acordo com informagdes de
Rockenbach et al (2006).

Nao houve diferenca estatistica nas variagdes obtidas nos periodos. Porém,
observou-se tendéncia a elevacao gradual ao longo dos trimestres gestacionais. Em nao-
gestantes, a [gA salivar mostrou tendéncia a elevar-se da fase folicular para a lutea.

Na revisdo da literatura, ndo encontramos valores salivares consensuais de
referéncia. A implantagdo de uma padronizacdo internacional para a faixa da IgA salivar
poderia contribuir para reduzir as variagdes encontradas nos trabalhos.

O intervalo dos valores considerados como de referéncia ¢ amplo, refletindo a
larga variagdo da faixa de normalidade. Desta maneira, ¢ dificil usar este pardmetro salivar
como marcador para diagnostico de doenga sistémica e monitorar a saude geral (Lawrence,

2002).

Nenhuma correlagdo nas concentracdes de IgA obtidas no soro e na saliva durante

os trimestres gestacionais e em nao-gestantes foi detectada. Diversos autores ja relataram
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inexisténcia de correlacao direta entre nivel de IgA no soro e quantidade de IgA nas
secrecOes externas, indicando que os individuos podem apresentar alteragdes isoladas em

qualquer destes compartimentos (Souza et al, 2003; Donat, 1977; Tomasi, 1972).

Durante a gestacao, as concentragdes de esterdides livres e conjugados/ligados a
proteinas no sangue sdo rapidamente alteradas, isso faz com que mulheres gestantes se
constituam num grupo conveniente para o estudo da correlagdo de esterdides em saliva e
soro (Meulenberg & Hofman, 1989).

Adicionalmente, gestantes formam um grupo ideal para se estudar os efeitos
hormonais na saliva porque a gestacdo representa uma condi¢do fisioldgica com vérias
alteracdes e adigdes hormonais. Informac¢des bem documentadas mostram que alteragdes
hormonais fisioldgicas e mesmo patoldgicas, ocorridas durante a gestagao podem se refletir
na secrecdo salivar (Marder et al, 1972).

Os componentes da saliva tém sido analisados por varios métodos laboratoriais:
calorimétrico/ espectrofotométrico, extragdo em fase sélida e imunoensaios como a técnica
de quimioluminescéncia. Esta técnica tem se mostrado conveniente para analise de
alteragdes hormonais salivares e séricas (IBL, Imuno-Biological Laboratories, Alemanha
2006).

As andlises salivares, na maioria das vezes, sdo feitas com o objetivo de estudar
um grupo de moléculas, tais como as proteinas, hormonios ou para detectar ¢ mensurar um
componente isolado. Muitos estudos nao utilizam o procedimento sugerido com reagentes
comercialmente disponiveis, mas freqiientemente adaptam kits comerciais desenvolvidos
para ensaios no soro ou no plasma modificando a técnica para obter um método apropriado
para a saliva. Nesses casos, os resultados das analises sdo possiveis de serem obtidos, mas
os valores de referéncia devem ser bem definidos (Chiappin et al, 2007). Ainda ndo ha nos
laboratérios de anélises clinicas e nos artigos revisados niveis de referéncia padronizados
para expressar os valores normais de esterdides na saliva durante as fases do ciclo
menstrual e principalmente durante a gestacao.

Um dos objetivos deste trabalho, ao avaliar os esteroides, foi determinar a
correlacdo dos hormoénios- estradiol, progesterona e cortisol- estudados na saliva com
aqueles presentes no soro. O método de quimioluminescéncia ja ¢ utilizado como rotina

nas andlises séricas hormonais no Laboratério de Imunologia do Centro de Patologia
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Clinica do HUB/UnB, desta maneira ele foi adaptado para o estudo dos esterdides na
saliva.

Foi determinado um curto periodo de tempo (no maximo 30 minutos) entre as
coletas de sangue e saliva para que ndo houvesse influéncia do ritmo circadiano na

mensurac¢ao dos parametros referidos.

A baixa concentragdo de estradiol na saliva tem tornado a mensuragdo deste
esteroide particularmente dificil apesar de técnicas recentes mostrarem tendéncia na
redu¢do de interferéncias para obtencao de valores mais exatos. Adicionalmente, ha
referéncias de reagdo cruzada com particulas protéicas de hormonios sexuais e
corticosteroides, levando a inadequada precisdo nos resultados (Yu-cai et al, 1999).
Reagdes cruzadas de metabolitos de esteroides urindrios ja foram descritas em analise de
imunoensaio na urina (Chiappin et al, 2007).

Embora a quimioluminescéncia seja considerada boa técnica para mensurar
esteroides, ndo foi possivel nesta pesquisa avaliar, com eficacia, os niveis de estradiol na
saliva uma vez que alguns valores mostravam-se conflitantes com aqueles obtidos na
avaliacdo sérica. Possivelmente, particulas na saliva mimetizaram o epitopo antigénico

interferindo na especificidade da reagao.

Progesterona ¢ metabolicamente estavel na saliva (Lewis, 2006). Na gestacao o
grande aumento de progesterona no sangue reflete-se nas concentragdes salivares. Da
mesma maneira, durante o ciclo menstrual, quando as concentra¢des deste hormdnio sdo
menores, ainda podem refletir os niveis séricos (Meulenberg & Hofman, 1989; McGarrigle
et al, 1984).

Nossos resultados demonstraram aumento progressivo dos niveis de progesterona
salivares acompanhando a elevacdo sérica fisiologica durante os trimestres gestacionais e,
em ndo-gestantes, da fase folicular para a lutea. Desta maneira, a progesterona salivar
mostrou tratar-se de um biomarcador capaz de refletir as alteragdes séricas.

Tem-se sugerido que elevagdo nos niveis de estrogenos e progesterona no sangue
durante a gestacdo se relaciona com alteragdes periodontais uma vez que ha aumento na

concentragdo desses hormonios sexuais no tecido gengival, saliva, soro e fluido crevicular
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gengival. Isso poderia explicar a exacerbacdo da resposta inflamatdria no tecido gengival
(Otomo-Corgel & Steinberg, 2002). Vittek et al (1982) demonstraram a presenga de
receptores especificos para estrogeno e progesterona no tecido gengival. Esta ¢ uma
evidéncia bioquimica direta de que hormodnios sexuais podem atuar nesse tecido.
Muramatsu & Takaesu (1994) encontraram aumento da concentragdo dos hormonios
sexuais na saliva, no primeiro més de gestacao, alcancando seu pico aos nove meses, junto
com o aumento na contagem de Prevotella intermedia. Com isso, o niimero de areas
gengivais com sangramento ¢ vermelhiddo aumentou até um més apos o parto. Existe
também evidéncia de concentracdo dos hormonios sexuais no fluido crevicular gengival,
promovendo um meio de cultura adequado para os patdégenos periodontais (Otomo-Corgel
& Steinberg, 2002). No nosso estudo, o grupo de gestante relatou maior ocorréncia de
sangramento gengival (80%) em relagdo ao grupo nao-gestante (25%). Porém, ndo ¢
possivel concluir que o aumento dos niveis de progesterona na saliva esteja diretamente
associado a esta manifestacao clinica.

Estima-se que a propor¢ao dos niveis de progesterona salivar corresponderia entre
0,82% e 2,1% do total da concentracdo sérica (Yu-cai et al, 1999). Os resultados referentes
a progesterona salivar, obtidos neste estudo, corresponderam ao intervalo percentual
referido, quando se comparou com os niveis séricos. Contudo, ha estudos que discordam
sobre a verdadeira concentracdo de progesterona na saliva e sobre a correlagdo entre os
niveis salivares e séricos (Evans, 1986; Choe et al, 1983).

Correlagdo soro/saliva foi notada na andlise das amostras obtidas nos 2 grupos
analisados. Limitacdes na analise da correlagdao soro/saliva para a progesterona ocorreram
no terceiro trimestre gestacional e na fase folicular em ndo-gestantes em virtude de alguns
resultados obtidos, nestes momentos, estarem acima (terceiro trimestre gestacional) ou

abaixo (fase folicular) do limite de leitura fornecido pelo aparelho.

A mensuracdo do cortisol salivar tem sido amplamente considerada como
alternativa na determinag@o dos niveis deste hormdnio no plasma ou no soro. Amostras de
saliva sao facilmente obtidas, podendo ser coletadas varias vezes ao dia, permitindo, assim,

a avaliag@o dinamica da secrecao de cortisol livre (Castro & Moreira, 2003).
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Diversos autores tém sugerido que as concentracdes de cortisol livre na saliva
independem do fluxo salivar (Chiappin et al., 2007; Castro & Moreira, 2003). Igualmente,
em nosso estudo o fluxo salivar e cortisol salivar ndo se correlacionaram.

Tem sido estabelecido que niveis detectaveis de cortisol na saliva refletem, com
precisdo, as concentragdes de cortisol sangiiineo (Nierop, 2006a; Gozansky, 2005). Isto se
deve ao fato de que o cortisol livre circulante difunde-se passiva e rapidamente para a
saliva de maneira que os valores do cortisol livre no plasma e na saliva estdo fortemente
correlacionados (Bakke et al, 2004; Meulemberg & Hofman, 1990).

Nesta pesquisa, também foi possivel correlacionar os niveis de cortisol salivares e
séricos tanto no grupo gestante quanto nao-gestante. Em gestantes esta correlagdao foi mais
evidente no terceiro trimestre.

A determinagdo dos niveis de cortisol salivar durante a gestacdo tem ganhado
atencdo nos ultimos anos, pois estudos relatam que altos niveis de cortisol na saliva e
elevacdo das respostas ao estresse psicologico, detectados no final da gestagdo, podem
predizer o risco da mulher desenvolver depressdo pos-parto (Nierop et al, 2006b).

Shea et al (2007) avaliaram a resposta do cortisol salivar em um grupo de 66
gestantes entre 25 a 33 semanas gestacionais- segunda metade da gestagdo. Trinta e trés
classificadas como deprimidas/ ansiosas ¢ 33 saudaveis. O cortisol salivar nao diferiu entre
0s grupos, porém gestantes que faziam uso de antidepressivos mostraram menores niveis
de cortisol na saliva o que esta associado a uma diminui¢do na resposta do eixo HPA
decorrente do uso do medicamento.

De Weerth & Buitelaar (2005) estudaram cortisol salivar de 119 gestantes na 32*
semana gestacional e compararam com as mesmas mulheres 9 meses apds o parto.
Constataram um aumento nos niveis de cortisol salivar ao longo da gestagdao. Concluiram
que o cortisol salivar ¢ um marcador potencialmente 1til para estudar a associagdo entre
estresse psicossocial pré-natal e desencadeamento do parto.

Em concordancia com os estudos apresentados observamos elevacdo progressiva,
estatisticamente significante, do cortisol no soro ao longo dos trimestres gestacionais.
Igualmente, os valores encontrados na saliva acompanharam a elevagdo sérica. Maiores
valores de cortisol salivar e sérico foram observados no ultimo trimestre gestacional.

Para o grupo nao-gestante, correlagdo soro/saliva foi observada nos valores do

cortisol, que foi mais elevado na fase folicular. Kirschbaum et al (1999) relataram padrao
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de resposta do cortisol mais evidente na fase latea, contudo as mulheres estavam

submetidas a estresse psicossocial.

Embora o cortisol livre na saliva tenha sido sugerido como parametro de valor
para avaliar a funcdo adreno-hipofisaria, ndo foi encontrado ainda um biomarcador
apropriado que reflita atividade medular simpatoadrenal (SAM). A alfa-amilase salivar tem
sido lembrada como uma substancia potencial na determinacdo da atividade autondmica e,
portanto como um indicador confiavel, ndo-invasivo, de alteragdes corporais relacionadas
ao estresse (Nater et al, 2006). As glandulas salivares sao inervadas tanto por fibras
nervosas simpaticas como parassimpaticas, de maneira que, a secre¢do de saliva produzida
ocorre em resposta a estimula¢do de neurotransmissores (Humphrey et al., 2001).

Um baixo fluxo salivar ¢ um aumento na concentragdo de proteinas salivares, tais
como a alfa-amilase decorre de estimulagao simpatica- via norepinefrina; enquanto que um
aumento no fluxo salivar e a uma baixa concentragdo de proteinas deve-se a estimulagdo
parassimpatica- via acetilcolina (Castle et al., 1998). Entretanto os mecanismos
relacionados ao neuroeixo que conduzem a aumento da atividade da alfa-amilase devido ao
estresse nao sao completamente entendidos.

A mensuragdo de alfa-amilase salivar pode ser realizada sem a necessidade de se
avaliar o fluxo salivar, uma vez que este ndo interfere na ativa¢do da enzima (Van Stegeren
et al, 2008; Rohleder et al, 2006). Da mesma maneira, no presente estudo, nao foi
encontrada correlagdo entre atividade da alfa-amilase e taxa do fluxo salivar obtidos em

gestantes e ndo-gestantes.

Ha evidéncias de que altos niveis de estresse e ansiedade durante a gestagao estiao
associados com varias conseqliéncias negativas tais como: parto prematuro, recém-nascido
com baixo peso e depressdo pos-parto (Van den Bergh et al, 2005; Wadhwa et al, 1993).
Apesar dos estudos demonstrarem que o estresse ¢ um fator de risco significativo deve ser
considerado que nem todas as gestantes que relatam altos niveis de estresse irdo
desenvolver complicagdes (Nierop et al, 2008).

Pesquisas na area biomédica e de psicologia utilizam o cortisol salivar e a alfa-
amilase como marcadores fisioldgicos e psicologicos do estresse psicossocial (Gordis et al,

2008; Van Stegeren et al, 2008; Nater et al, 2006; Kirschbaum et al, 1999).
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Nos ultimos anos publicagdes tém demonstrado a aplicabilidade nas
determinagoes do cortisol salivar em testes clinicos da atividade adrenal e em estudos
psicologicos como indice de estresse ou depressdo endogena (Shea et al, 2007; Nierop,
2006b; Meulenberg & Hofman, 1990). Adicionalmente, outras linhas de pesquisas recentes
investigam o papel da alfa-amilase salivar para avaliar os niveis de estresse psicossocial
(Nater et al, 2006; Nierop et al, 2006a; Nater et al, 2005). Assim, cortisol e alfa-amilase
sdo considerados marcadores neuro-enddcrinos com importante papel no estabelecimento
da resposta humana para eventos causadores de estresse.

Embora alguns estudos analisem a resposta da alfa-amilase salivar e do cortisol na
reagdo ao estresse indicando elevacao concomitante, trabalhos ainda devem ser feitos para
avaliar o real caminho pelo qual esses sistemas interagem, especialmente quando os dois
estdo ativados. Algumas referéncias na literatura ndo demonstram correlacdo bem
estabelecida entre alfa-amilase e pardmetros como cortisol salivar e batimentos cardiacos
(Nater et al, 2006; Nater et al, 2005).

Um dos objetivos deste trabalho foi correlacionar os niveis de cortisol sérico e
salivar com a atividade da alfa-amilase em gestantes e ndo-gestantes e obter mais
informagdes sobre a relacdo desses parametros durante a gestacdo e nas fases do ciclo
menstrual da mulher.

A revisdo da literatura ndo indicou referéncias que correlacionassem o cortisol
sérico e a atividade alfa-amilase salivar. No presente estudo, ndo se notou correlagio entre
estes dois parametros.

Varios estudos na literatura avaliam, independentemente, o cortisol salivar ¢ a
atividade da alfa-amilase, porém poucos os correlacionam, mostrando resultados
conflitantes (Gordis et al, 2008; Van Stegeren et al, 2008; Nater et al, 2005).

Correlagdo inversa foi notada entre o cortisol salivar e a alfa-amilase em
gestantes, enquanto o cortisol na saliva elevou-se a medida que avangou a idade
gestacional, a alfa-amilase, ao contrario, mostrou reducdo do segundo para o terceiro
trimestre gestacional. Esses achados concordam com aqueles encontrados por Nierop et al
(2006a ; 2008) que também observaram maiores niveis de cortisol salivar no terceiro
trimestre gestacional e maior atividade da alfa-amilase no segundo trimestre.

Nierop et al (2006a) compararam os niveis de cortisol salivar com a alfa-amilase
durante a gestacdo, mas ndo os correlacionaram. Os autores mediram os niveis de cortisol

livre na saliva, alfa-amilase salivar, batimentos cardiacos e parametros psicoldgicos em 30
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gestantes no inicio do segundo trimestre gestacional, 30 gestantes no inicio do terceiro
trimestre gestacional e 30 mulheres ndo-gestantes na fase folicular do ciclo menstrual.
Todas as mulheres foram submetidas a testes de estresse psicossocial. Os resultados
demonstraram que houve uma cobertura de cortisol mais prolongada durante o segundo
trimestre gestacional possivelmente associado a vulnerabilidade ao estresse de gestantes
neste periodo. Além disso, a reducao da atividade da alfa-amilase encontrada nas gestantes
pode refletir um processo protetor do sistema nervoso auténimo durante a gestagao.

Porém, sdo necessarias mais investigagcdes para elucidar os exatos mecanismos
psicobiologicos envolvidos nas respostas bioquimicas ao estresse psicossocial, durante a

gestacao.

Os resultados mostram que a saliva tem se definido como um biomarcador
promissor. E importante que o pesquisador ou o clinico estejam cientes das possiveis
diferengas geradas pelos diversos ensaios para interpretarem adequadamente os intervalos
de referéncia. Assim, a utilizacdo da saliva para diagnostico necessita de mais estudos a
fim de padronizar os métodos de andlise, validar os resultados e definir valores de

referéncia em diferentes populagdes para torna-la disponivel a pratica clinica.
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CONCLUSAO

Quando analisamos ¢ discutimos o perfil salivar e sérico de mulheres ao longo dos

trimestres gestacionais e na fase folicular e lutea foi possivel concluir que:

O fluxo salivar e as concentracdes de proteina total ndo demonstraram diferencgas

inter grupo nem ao longo dos trimestres gestacionais e nas fases do ciclo menstrual.

A atividade da alfa-amilase salivar nos 3 trimestres gestacionais foi superior a obtida
nas fases folicular e lutea. A atividade desta enzima foi maior no segundo trimestre

gestacional.

Concentracdes de progesterona no soro e na saliva se correlacionaram, mostrando
elevacdes progressivas ao longo dos trimestres gestacionais e da fase folicular para a

latea.

Concentragdes de cortisol no soro e na saliva se correlacionaram. Em gestantes,
houve elevacdes progressivas do cortisol sérico e salivar ao longo dos trimestres. Em
nao-gestantes os niveis do hormonio sérico e salivar reduziram da fase folicular para

a latea.

Nao houve correlagdo nas concentragdes de IgA obtidas no soro e na saliva, nem

diferengas nos valores obtidos nos periodos analisados.
Nao houve correlacdo na analise do cortisol sérico ¢ alfa-amilase salivar.

Foi observada correlagdo inversa entre os niveis de cortisol salivar e a atividade da

alfa-amilase nos grupos gestante e ndo-gestante.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu fui convidada a

participar do “Estudo de parametros salivares e sanguineos em gestantes” no Hospital
Universitario de Brasilia que tem como objetivo avaliar alguns parametros salivares e
sanguineos em mulheres gestantes e ndo-gestantes tais como: niveis de hormdnio e
concentragdo de proteinas no sangue e na saliva. Os pesquisadores responsaveis pelo estudo
sdo: Prof* Dr* Soraya Coelho Leal e Dr* Aline Lauria Pires. Responderei um questionario
sobre minha saude geral e serdo feitos exames clinicos odontologicos. Serdo coletadas
amostras de sangue e saliva para andlises laboratoriais. A amostra de sangue sera coletada no
Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Brasilia, por profissional
especializado, que fard pun¢do da veia do braco. A coleta da saliva sera feita apds acumulo da
mesma na boca e em seguida expelida em recipiente adequado.

Receberei tratamento odontoldgico sempre que necessario. Serdo feitas inclusive
restauragdes em caso de cérie e serd realizada limpeza dos meus dentes a cada consulta de
retorno. Se necessario, serdo realizadas radiografias odontoldgicas com a finalidade de
diagnosticar algumas doencas bucais. Para a realizacdo das radiografias, estarei protegida com
colete de chumbo abdominal e protetor de tiredide de acordo com normas de biosseguranca.

Caso eu participe do programa, sera necessario comparecer a Clinica de Odontologia do
Hospital Universitario de Brasilia-UNB, uma vez a cada trimestre durante a minha gestacao.

Poderei ter todas as informacdes que quiser e poderei ndo participar do projeto ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo em atendimentos posteriores. Nao
receberei qualquer valor em dinheiro pela minha participacdo no estudo, mas terei a garantia
de que todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo serdo de minha
responsabilidade. Meu nome ndo aparecerda em nenhum momento da pesquisa, pois serei

identificada com um numero.

Dr* Aline Lauria Pires Nome da Participante
Prof* Dr* Soraya Coelho Leal
Telefone: 99732445 e-mail: alinelauria@unb.br
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu fui convidada a

participar do “Estudo de pardmetros salivares e sanguineos em gestantes” no Hospital
Universitario de Brasilia que tem como objetivo avaliar alguns pardmetros salivares e
sanguineos em mulheres gestantes e ndo-gestantes tais como: niveis de hormdnio e
concentracdo de proteinas no sangue e na saliva. Os pesquisadores responsaveis pelo estudo
sdo: Prof* Dr* Soraya Coelho Leal e Dr* Aline Lauria Pires. Responderei um questionario
sobre minha satde geral e serdo feitos exames clinicos odontologicos. Serdo coletadas
amostras de sangue e saliva para andlises laboratoriais. A amostra de sangue sera coletada
no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario de Brasilia, por profissional
especializado, que fara puncdo da veia do braco. A coleta da saliva sera feita ap6s aciimulo
da mesma na boca e em seguida expelida em recipiente adequado.

Receberei tratamento odontologico sempre que necessario. Serdo feitas inclusive
restauragdes em caso de carie e serd realizada limpeza dos meus dentes a cada consulta de
retorno. Se necessario, serdo realizadas radiografias odontoldgicas com a finalidade de
diagnosticar algumas doencas bucais. Para a realizacdo das radiografias, estarei protegida com
colete de chumbo abdominal e protetor de tiredide de acordo com normas de biosseguranga.

Caso eu participe do programa, serd necessario comparecer a Clinica de Odontologia
do Hospital Universitario de Brasilia-UNB uma vez para: exame clinico/tratamento e coleta
de sangue e saliva.

Poderei ter todas as informagdes que quiser e poderei ndo participar do projeto ou
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo em atendimentos posteriores.
Nao receberei qualquer valor em dinheiro pela minha participagdo no estudo, mas terei a
garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de
minha responsabilidade. Meu nome nao aparecera em nenhum momento da pesquisa, pois

serel identificada com um numero.

Dr* Aline Lauria Pires Nome da Participante
Prof® Dr* Soraya Coelho Leal
Telefone: 99732445 e-mail: alinelauria@unb.br
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“ ANEXO 3
HUB

Hospital Universitario de Brasilia Prontuario n°

Divisao de Odontologia

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu fui convidada a participar do

“Programa de Aten¢do Odontoldgica a Gestante e ao Bebé” no Hospital Universitario de Brasilia que tem como
objetivos: orientar gestantes quanto a importancia da prevengdo da cérie e da doenca periodontal, através de
palestras educativas; recuperar ¢ manter a saide bucal das gestantes através de atendimento clinico;
acompanhar o desenvolvimento/satude bucal do bebé, a partir do 3° més de vida até dois anos de idade.

Para isto, responderei um questionario sobre minha saude geral e serfo feitos exames clinicos
odontologicos. Receberei tratamento odontoldégico de urgéncia, se necessario; serfo feitas restauragdes
provisorias em caso de carie e sera realizada limpeza dos meus dentes. Meu filho ao nascer também participara
do Programa até os dois anos de idade, onde serdo feitos acompanhamentos periddicos (de trés em trés meses)
com o cirurgido-dentista. Os objetivos s@o: fazer exames clinicos, instru¢do de higiene bucal, aplicacdes de
flGor e restauracdes, se necessario.

Para participar do Programa, precisarei comparecer a Odontoclinica do Hospital Universitario de
Brasilia-HUB, todas as vezes que for marcada consulta durante a minha gestagdo e a cada trés meses a partir da
data de nascimento do meu filho. Fui informada de que as duas faltas as consultas, sem justificativa prévia,
implicardo em meu afastamento do programa.

Concordo que a Universidade de Brasilia utilize as informagdes e dados referentes ao meu caso,
mantidos privacidade e sigilo, para fins de estudo e aprendizado, apresentacdo em congressos, publicagdes em
livros e revistas e outras atividades cientificas tanto no pais como no exterior, respeitando a legislacao vigente.

Poderei ter todas as informagdes que quiser e poderei ndo participar do projeto ou retirar meu
consentimento a qualquer momento.

Assinatura da paciente:

Assinatura do Cirurgido-dentista:

Brasilia / /

1- IDENTIFICAGCAO DA PACIENTE

Nome:

Data de nascimento:  / / Naturalidade: Nacionalidade:
Estado civil: RG:

Ocupagio: Grau de escolaridade:

Pai:

Mae:

Enderego:

Bairro: Cidade: UF: CEP:

Telefones para contato:

67




2- ANAMNESE

2.1- HISTORIA MEDICA ATUAL

Data prevista parao parto: [/ / ‘ Idade gestacional: semanas
Tratamento médico atual:

Medicamentos:

Fumo: ( )sim |Alcool: ( )sim ( )ndo freq. Outros habitos:

( )ndo freq.

Peso: Altura:

Assistiu a palestra: ( )sim () ndo

2.2- APARELHOS E SISTEMAS

Sistema cardiorespiratorio ‘ Hipertensdo, angina, infarto, asma...
Sistema gastrointestinal ‘ Ulcera, colites, refluxo, cirrose...
Sistema neuromuscular ‘ Convulsdes, desmaios, mialgias...
Sistema osteoarticular ‘ Febre reumatica, osteoporose...
Sistema genitourinario ‘ Calculo renal, infecg@o urinaria...
Sistema enddcrino ‘ Diabetes, hiper ou hipotireoidismo...
Alergias ‘ Anestésico, penicilina, iodo...

Doencas infecto-contagiosas ‘ Hepatite, tuberculose, DST, Aids...

Doengas neoplasicas ‘

Disturbios circulatérios ‘ Hemorragias, trombose...

Anemia, transfusdo de sangue, cirurgia... outros

Filhos Cesaria Normal Abortos

No inicio da gestagdo teve enjoos matutinos? ( )sim ( )ndo

Observagoes:
2.3- ANTECEDENTES FAMILIARES (patologias)
Pai: ‘ Mae: ‘ Irmaos:

3- HABITOS ALIMENTARES

Esta fazendo algum tipo de dieta durante a gravidez? ( )sim () ndo

Esta sendo acompanhada por médico ou nutricionista? ( )sim ( ) ndo

Aumentou a freqiiéncia de consumo de alimentos agucarados durante a gestacdo? () sim/ freq. ( )ndo

A sua dieta alimentar € rica em fibras? ( )sim ( )ndo

Quantos copos de dgua vocé toma por dia?

Qual o intervalo de tempo entre as refei¢des, em média?

Vocé “belisca” entre as refeigdes? ( )sim () ndo O que vocé come?

Tem preferéncia por: ( )doce ( )salgado ( ) alimentos pastosos ( ) alimentos solidos ( ) carnes

Freqiiéncia por dia:  ( )café ( )refrigerante ( )cha ( )suconatural ( )leite ( ) carnes
( )massas ( )legumes/verduras ( ) frutas ( ) doces
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4- HISTORIA ODONTOLOGICA

Realizou algum tratamento odontoldgico nos ultimos 6 meses? ( )sim () ndo

Vocé ja fez tratamento de gengiva (periodontal)? ( )sim ( )nlo

Vocé usa fio dental? ( )ndo ( )raramente ( )asvezes ( )todos os dias

Depois da gravidez vocé diminuiu o nimero de escovacdes didrias? ( )sim ( ) ndo

Quantas vezes vocé escova os dentes por dia?

Voce higieniza a lingua? ( )sim ( )ndo

Vocé usa alguma solugao para bochecho (Plax, Cepacol, Listerine...): ( )sim Freq.  ( )ndo

Sua gengiva sangra? ( )ndo ( ) quando usa fio dental ( )naescovagdo ( )espontanecamente

Respira pela boca durante o dia? ( )sim ( )ndo

Teve sensac¢do de boca seca depois do inicio da gravidez? ( )sim ( )ndo

Depois que vocé engravidou notou gosto diferente na boca? ( )sim ( )ndo ( )amargo ( )doce

5- EXAME FISICO

PA mmHg ‘FC bpm |FR rpm Temperatura °C

4.1- EXTRABUCAL

ATM

Linfonodos

Simetria Facial

Lébios

Glandulas

Pele

Aparéncia Geral

4.2- INTRABUCAL

Mucosa labial

Mucosa jugal

Palato

Regido retromolar

Lingua saburra

Freios

Assoalho

Higiene Bucal: ( )boa ( )regular ( )ruim

Placa visivel:  ( )sim ( )ndo

Calculo visivel: ( )sim ( )ndo

Sangramento gengival: ( )asondagem ( )aotoque ( )ndo

Recessdo gengiva: ( )sim ( )ndo Dentes:

Sensibilidade dentaria: ( )sim ( )ndo  Dentes:

Mobilidade dentaria: ( )sim ( )ndo  Dentes:

Sinais de bruxismo: ( )sim ( )ndo
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Data

Procedimento

Assinat.

Dentista

Assinat.

Paciente
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ANEXO 4

Hospital Universitario de Brasilia

Divisao de Odontologia

Prontuario n°

1- IDENTIFICACAO DA PACIENTE

Nome:

Data de nascimento:

/

Naturalidade:

Nacionalidade:

Estado civil:

RG:

Ocupagao:

Grau de escolaridade:

Pai:

Mae:

Enderego:

Bairro:

Cidade:

UF:

CEP:

Telefones:

72




2- ANAMNESE

2.1- HISTORIA MEDICA ATUAL

Fase do ciclo menstrual: ‘ Ciclo( ) regular ( )irregular Quantos dias?
Tratamento médico atual:

Medicamentos:

Fumo: ( )sim ( )ndo freq. ‘ Alcool: ( )sim ( )ndo freq. | Outros habitos:
Peso: ‘ Altura:

2.2- APARELHOS E SISTEMAS

Sistema cardiorespiratorio | Hipertensdo, angina, infarto, asma...
Sistema gastrointestinal | Ulcera, colites, refluxo, cirrose...
Sistema neuromuscular | Convulsdes, desmaios, mialgias...
Sistema osteoarticular | Febre reumatica, osteoporose...
Sistema genitourinario | Célculo renal, infec¢do urinaria...
Sistema enddcrino | Diabetes, hiper ou hipotireoidismo...
Alergias | Anestésico, penicilina, iodo...

Doengas infecto-contagiosas | Hepatite, tuberculose, DST, Aids...

Doengas neoplasicas |

Disturbios circulatorios | Hemorragias, trombose...

Anemia, transfusdo de sangue, cirurgia... outros

Abortos
Observagoes:
2.3- ANTECEDENTES FAMILIARES (patologias)
Pai: ‘ Mae: ‘ Irmaos:

3- HABITOS ALIMENTARES

Esta sendo acompanhada por médico ou nutricionista? ( )sim ( )ndo

A sua dieta alimentar € rica em fibras? ( )sim ( )ndo

Quantos copos de dgua vocé toma por dia?

Qual o intervalo de tempo entre as refei¢cdes, em média?

Vocé “belisca” entre as refei¢des? ( )sim () ndo O que vocé come?

Tem preferéncia por: ( )doce ( )salgado ( )alimentos pastosos ( ) alimentos sélidos ( ) carnes

Freqiiéncia por dia:  ( )café¢  ( )refrigerante ( )chd ( )suconatural ( )leite ( ) carnes
( )massas ( )legumes/verduras () frutas () doces
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4- HISTORIA ODONTOLOGICA

Realizou algum tratamento odontoldgico nos ultimos 6 meses? ( )sim () ndo

Vocé ja fez tratamento de gengiva (periodontal)? ( )sim ( )ndo

Vocé usa fio dental? ( )ndo ( )raramente ( )asvezes ( )todos os dias

Quantas vezes vocé escova os dentes por dia?

Vocé higieniza a lingua? ( )sim ( )ndo

Vocé usa alguma solugdo para bochecho (Plax, Cepacol, Listerine...): ( )sim Freq.  ( )ndo

Sua gengiva sangra? ( )ndo ( )quandousafio dental ( )naescovacdo ( )espontaneamente

Respira pela boca durante o dia? ( )sim ( )ndo

Normalmente, vocé tem a sensagdo de boca seca? ( )sim ( )ndo Quando?

Normalmente, vocé sente gosto diferente na boca? ( )sim ( )ndo ( )amargo ( )doce

Queixa Principal:

5- EXAME FiSICO

PA mmHg ‘ FC bpm |FR pm Temperatura

°C

4.1- EXTRABUCAL

ATM

Linfonodos

Simetria Facial

Labios

Glandulas

Pele

Aparéncia Geral

4.2- INTRABUCAL

Mucosa labial

Mucosa jugal

Palato

Regido retromolar

Lingua saburra

Freios

Assoalho

Higiene Bucal: ( )boa ( )regular ( )ruim

Placa visivel: ( )sim ( )ndo

Célculo visivel: ( )sim ( )ndo

Sangramento gengival: ( )asondagem ( )aotoque ( )ndo

Recessdo gengiva: ( )sim ( )ndo  Dentes:

Sensibilidade dentaria: ( )sim ( )n3o  Dentes:

Mobilidade dentaria: ( )sim ( )nd3o  Dentes:

Sinais de bruxismo: ( )sim ( )ndo
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Procedimento
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Dentista

Assinat.
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