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Forte, LFBP. Efeito do estresse sobre os niveis salivares de [-defensina 2 e [3-
defensina 3. [Dissertacdo de Mestrado]. Taubaté: Universidade de Taubaté,
Departamento de Odontologia, 2009. 50p.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do estresse sobre os niveis salivares de p-defensinas
(HBD-2 e HBD-3) em individuos periodontalmente saudaveis. Método: Para esta
finalidade, 75 estudantes da aeronautica foram selecionados e submetidos a uma
avaliacao psicolégica em relagdo a presenga ou nao de estresse. Esta avaliagao foi
realizada por uma psicéloga previamente calibrada e treinada, através de um
questionario previamente validado (questionario de Lipp - ISS). Apds analise do
questionario, os individuos foram divididos em dois grupos (Grupo A - auséncia de
estresse e Grupo B - presenca de estresse). Amostras de saliva ndo estimulada
foram coletadas e os niveis de proteina total — PT (método do acido bicinconimico),
HBD-2 e HBD-3 (ensaio imunoenzimatico - ELISA de captura) foram determinados.
Resultados: Nao foi observada diferenga estatisticamente significante quanto a
dosagem de proteina total salivar entre os grupos avaliados (p=0,4599). As
avaliacbes dos niveis de HBD-2 e HBD-3 também nao sofreram alteragbes
significativas quando da presenca do estresse (p=0,3664 e p=0,3608, HBD-2 e HBD-
3 respectivamente). Conclusao: Em individuos periodontalmente saudaveis, a
presenca de estresse nao induziu a uma alteracéo dos niveis de HBD-2 e HBD-3.

Palavras-chave: Estresse; Proteinas salivares; Saliva; Beta-defensinas; Doencas
periodontais.



Forte, LFBP. Effect of stress on saliva level of B-defensin-2 and B-defensin-3.
[Dissertacdo de Mestrado]. Taubaté: Universidade de Taubaté, Departamento de
Odontologia, 2009. 50p.

ABSTRACT

Objective: Evaluate the effect of stress on saliva level of B-defensins (HBD-2 and
HBD-3) in periodontal health subjects. Method: For this purpose, 75 aeronautic
students were selected to submit to a psychological evaluation under stressful and
non-stressfull situations. This evaluation was performed by a previously trained
psychologist, with the use of a previously validated questionnaire (Questionnaire of
Lipp - ISS). After the questionnaire analysis, the subjects were divided in two groups
(group A — lack of stress and Group B — under stress). Non-stimulated saliva
samples were collected and the total level of protein — PT (method of bicinconimic
acid), HBD-2 and HBD-3 (Enzyme Linked Immunosorbent Assay — ELISA) were
determined. Results: The level of total protein did not show a significant statistic
difference between the groups (p = 0,4599). The analysis of HBD-2 and HBD-3 levels
also did not show a significant alteration under stressful situations (p = 0,3664 and p
= 0,3608, HBD-2 and HBD-3, respectively). Conclusion: In periodontal health
subjects, the levels of HBD-2 and HBD-3 are not affect by the stress.

Keywords: Stress; Salivary proteins; Saliva; Beta-defensin; Periodontal diseases.
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1 INTRODUGAO

Para que ocorra o inicio e progressao da doenga periodontal (DP), os
microrganismos periodontopatogénicos necessitam superar as defesas do
organismo, representadas pela resposta imune inata e adaptativa. Dentre os
componentes da resposta imune inata (primeira linha de defesa do organismo)
incluem as “defensinas”, peptideos presentes na cavidade bucal com atividade
antimicrobiana). Estas defensinas podem ser divididas em dois grandes grupos: a-
defensinas e B-defensinas (Goebel et al., 2000).

As [(-defensinas exercem uma fungao primordial na resposta imune inata e
também na ligagao entre esta e a resposta imune adquirida (Krisanaprakornkit et al.,
2003). Alem disso, estas moléculas tém a capacidade de regular a produgdo de
citocinas, proliferagao fibroblastica e liberagdo de histamina dos mastocitos (Book et
al., 2007).

Na area da periodontia, recentes estudos atribuem um papel fundamental
para as (B-defensinas humanas na manutencdo da saude do periodonto, tendo os
seus niveis alterados com os estagios clinicos da DP (Dommisch et al., 2005;
Vardar-Sengul et al., 2007).

Atualmente, a descoberta e o entendimento de fatores de risco relacionados
com a progressao da doenga periodontal possibilitaram um avango no diagnostico e
na elaboragao de protocolos terapéuticos mais eficazes. Neste contexto, diferentes
autores vém destacando uma possivel associagao entre o estresse e a DP (Wimmer
et al., 2002; Vettore et al., 2003).

O estresse surge em decorréncia a situacdes de conflito nao triviais, que

podem gerar danos fisicos e mentais. Alteragcbes no comportamento (habitos de
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higienizacdo bucal) e fisiolégicos sao descritos como possiveis causas deste
aumento na susceptibilidade para a DP (Roberts et al., 2005). O estresse
psicossocial aumenta os niveis de adrenalina e noradrenalina, que por sua vez
influenciam no crescimento de espécies bacterianas (Roberts et al., 2005). Além
disso, também sido observados em pacientes com estresse, depressao do sistema
imune, decorrente dos altos niveis de glicocorticoides (Genco et al., 1998).

Porém, uma informacao que ainda permanece nao esclarecida na literatura é
se 0s niveis orais de [(-defensinas sdo afetados pelo estado de estresse. Neste
contexto, este trabalho tera a finalidade de comparar e analisar os niveis salivares
de dois subtipos de B-defensina (B-defensina 2 e B-defensina 3) entre individuos
estressados e ndo estressados, buscando desta forma o entendimento da relacéo

entre estresse e DP.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DEFENSINAS: CARACTERISTICAS GERAIS

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa do organismo contra
a acao de microrganismos patogénicos. Na cavidade bucal, diferentes componentes
salivares, tais como peroxidases, lactoferrinas, lisozimas, histatinas, e um peptideo
descoberto posteriormente aos outros citados, denominado defensinas, participam
deste importante processo responsavel pela manutengdo da saude bucal (Levy,
1996; Mizukawa et al.,1999).

As defensinas sdo peptideos com propriedades antimicrobianas, que vém se
destacando atualmente por exercer uma importante atividade contra diferentes
agentes infecciosos, tais como, bactérias, fungos e virus (Diamond et al., 2000;
Lehrer, 2004).

Especificamente, as defensinas sdo peptideos catibnicos antimicrobianos de
baixo peso molecular, produzidos por células epiteliais e polimorfonucleares - PMN
(Goldammer et al., 2004). Seu mecanismo de agao baseia-se na formagao de canais
ou microporos na membrana dos microrganismos patogénicos, ocasionando assim,
um aumento na permeabilidade da bicamada lipidica e consequentemente,
induzindo a sua destruigcdo (Dommisch et al., 2005; Book et al., 2007).

Atualmente este peptideo vem sendo estudado em diversos campos da area
médica como marcadores de doencgas intestinais, renais, pulmonares (Goebel et al.,

2000) e em pacientes com septicemia (Book et al., 2007).
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As defensinas humanas sado classificadas dentro de dois subgrupos: o-
defensinas e B-defensinas. As a- e B-defensinas diferem na posi¢cao e ligacao do
residuo conservado da cisteina. Recentemente, seis a-defensinas (HAD 1-6) e

quatro B-defensinas (HBD 1-4) tem sido descritas na literatura (Dommisch et al.,
2005).

As oa-defensinas sédo produzidas por leucécitos polimorfonucleares (PMN) e
participam do mecanismo de defesa nao dependente de oxigénio, enquanto que as
B-defensinas sao expressas por células epiteliais de diferentes mucosas, incluindo a
mucosa bucal (Vardar-Sengul et al., 2007).

As p-defensinas, além de exercerem uma fungdo primordial na resposta
imune inata, atuam na ligagao entre esta e a resposta imune adquirida, por agirem
como quimiotaticos para linfocitos T (Krisanaprakornkit et al., 2003). Em acréscimo,
estas moléculas tém a capacidade de regular e aumentar a produgao de citocinas
pré-inflamatérias e moléculas de adesdo, além de induzirem a proliferagao
fibroblastica e liberagao de histamina dos mastécitos (Book et al., 2007).

A HBD-1 foi isolada pela primeira vez no plasma de pacientes com doencga
renal em estagio terminal (Bensch et al., 1995). A HBD-2 foi isolada por Harder et al.
(1997), enquanto que a HBD-3 foi por Harder et al. (2001), ambas em peles de
pacientes com psoriase.

A expressao da HBD-1 em células epiteliais orais € constitutiva, enquanto a
HBD-2 é regulada em resposta a estimulagdo por componentes bacterianos (LPS) e
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IFN-y) (Abiko et al., 2003; Kurland et al.,
2006). HBD-1 e -2 demonstram um largo espectro de atividade, atuando contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, aléem de agirem contra fungos e virus

(HIV e Herpes virus) (Krisanaprakornkit et al., 2003; Chang et al., 2005; Dommisch
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et al., 2005). A HBD-3, que também ¢é induzida por componentes bacterianos e
citocinas proé-inflamatorias, parece exercer uma atividade mais especifica contra

microrganismos Gram-positivos e virus (Krisanaprakornkit et al., 2003).

22 A IMPOﬂRTANCIA’DAS B-DEFENSINAS HUMANAS (HBD) NA
MANUTENCAO DA SAUDE BUCAL

Na cavidade bucal, a resposta imune inata desempenha um papel
fundamental para a manutencado de um estado de equilibrio na microbiota bacteriana
e consequentemente na saude periodontal. Dentre os fatores que compdem esta
protecao, destacam-se o epitélio, atuando como uma barreira fisica a invasao de
microrganismos e a saliva, contendo substancias com atividades antimicrobianas. As
B-defensinas destacam-se por atuarem contra um amplo espectro de
microrganismos envolvidos no inicio e progressdo da doenga periodontal (DP)
(Dommisch et al., 2005).

Neste contexto, recentes estudos na odontologia atribuem um papel
fundamental para as B-defensinas humanas (HBD) na manutenc&o da saude bucal.
Isto se deve ao fato deste peptideo exercer uma acgdo antibacteriana contra os
principais agentes etioldgicos relacionados ao processo de carie e doenga
periodontal (Kurland et al., 2006). Assim sendo, a auséncia destes peptideos
antimicrobianos na cavidade bucal pode conduzir a diversas doencas, como a
periodontite ou até mesmo infecgbes oportunistas como a candidose (Kido et al.,

1999; Dale et al., 2001; Dunsche et al., 2001).
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Dunsche et al. (1994) sugerem que a HBD-2 pode servir no futuro como uma
droga antimicotica potente, especialmente em casos de candidose. Harder et al.
(2001) complementam que a HBD-2 & de grande interesse clinico por sua alta
efetividade na morte da Candida albicans, bactérias Gram-negativas e
Staphylococcus aureus.

Pesquisas na area da periodontia relatam a importancia das B-defensinas
humanas na manutengdo de um periodonto saudavel. Dommisch et al. (2005) e
Vardar-Sengul et al. (2007) descrevem niveis alterados desse peptideo de acordo
com o estagio clinico da DP.

As doencas periodontais caracterizam-se como um processo inflamatdrio
cronico que acomete os tecidos periodontais, levando a perda progressiva de
insercdo, com reabsorcdo Ossea e migragcdo apical do epitélio juncional,
constituindo-se hoje como uma das principais causas de perda do elemento dentario
(Albandar & Kingman, 1999).

Dommisch et al. (2005) investigaram a expressao de HBD-1, HBD-2 e HBD-
3 em biopsias de tecido gengival em individuos saudaveis (n=10), com gengivite
(n=10) ou periodontite (n=10). O diagnostico clinico foi confirmado por analise
histologica e a expressdo do RNAm de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 avaliada por RT—
PCR. Niveis similares de expressao foram encontrados dentre as amostras de tecido
saudavel. Nas amostras com gengivite houve maior expressdo de HBD-2 quando
comparada com HBD-1 ou HBD-3, enquanto nas amostras com periodontite, a
expressdo da HBD-2 foi maior que a de HBD-1, entretanto igual ao da HBD-3.
Assim sendo, os autores observaram que no primeiro estagio da inflamagéo

(gengivite) ha maior expressdao da HBD-2 e que em estagios mais avangados
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(periodontite) embora a HBD-2 se mantenha elevada ocorre também a expressao
de HBD-3.

Lu et al. (2005) investigaram a expressdao da HBD-3 em 49 biopsias de
gengiva humana. Para tanto realizaram imunoistoquimica e hibridizagdo in situ, além
de dois corantes para identificar HBD-3 em células de Langehans e de Merkel. Foi
detectado HBD-3 em 90% das amostras nas camadas basal e espinhosa do epitélio
gengival e ndo somente em queratindcitos, mas também em células de Langehans e
de Merkel. Os autores concluiram que a HBD-3 contribui para manter a homeostasia
periodontal através do efeito antimicrobiano e promocdo de resposta imune
adaptativa.

Vardar-Sengul et al. (2007) avaliaram, através de RT-PCR, a expresséo da
HBD-1 e HBD-2 em tecido gengival de 55 individuos divididos em quatro grupos (1-
saudaveis; 2-gengivite; 3-periodontite agressiva e 4-periodontite crbnica). A
expressdo de HBD-1 foi significantemente menor em pacientes com gengivite e
periodontite agressiva e maior nos pacientes com periodontite cronica (todos em
comparagao com o grupo saudavel). A expressdo RNAm de HBD-2 variou de acordo
com a condi¢ao periodontal. Os autores concluiram que os genes de HBD-1 e HBD-
2 em epitélio gengival parecem mostrar diferentes expressbes em pacientes

saudaveis e com diferentes tipos de doenga periodontal.

2.3 ESTRESSE: CARACTERISTICAS GERAIS
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O estresse é o estado de tensdo emocional, desencadeado por uma situagao
subita ou por situagdes conflitantes continuas, o qual inclui a resposta de
componentes fisicos e mentais que produz um quadro psicologico desagradavel
caracterizado por irritabilidade, disturbio do sono e do apetite, dificuldade de
concentragcédo e preocupagao exagerada com relagao a situagdes triviais. Em geral
ha queda no rendimento, diminuicdo da memodria, impoténcia sexual e mudangas
comportamentais (Roberts et al., 2005).

O estresse é dividido fisiologicamente em trés fases. A fase de alerta ocorre
quando o individuo entra em contato com sua fonte de estresse, também conhecida
como estressor e fisiologicamente ocorre liberagdo de corticoides (cortisol) e de
catecolaminas pelas glandulas supra-renais. A fase de adaptagéo ou resisténcia se
caracteriza, basicamente, pela hiperatividade da glandula supra-renal, aumento dos
glébulos brancos no sangue, glicogénese no figado, havendo ainda inibigdo da
insulina e estimulagdo do glucagon. Ocorre quando o organismo tenta se recuperar
do desequilibrio sofrido na primeira fase. Caso o agente estressor se mantenha,
ocorre déficit das reservas de energia e a fase da exaustdo ou esgotamento se

manifesta, podendo ocasionar a morte (Lipp & Novaes, 1996).

As reacgbes de estresse resultam exatamente desse esfor¢go adaptativo. As
doengas, como por exemplo, o estado conhecido por “esgotamento” representa o
custo mental e biolégico do esforgo adaptativo. Inicialmente as alteragbes sé&o
meramente funcionais e posteriormente observam-se também lesbes anatbémicas.
Deste modo, pode-se dizer que as doengas psicossomaticas sao aquelas

determinadas ou agravadas por motivos emocionais (Lipp & Novaes, 1996).

O estresse ocupacional ocorre quando as exigéncias do trabalho superam as

capacidades, os recursos ou as necessidades do trabalhador. A profissdo militar
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pode estar incluida, muitas vezes, no contexto de estresse ocupacional por ter
revelado, ao longo da historia, aspectos marcantes de singularidade. Recursos
humanos altamente qualificados, treinados, motivados, bem equipados e
integralmente dedicados a atividade militar sdo o fundamento da capacitacédo de
qualquer Forgca Armada, refletindo o desejo da prépria sociedade. Dai decorrem as
especificidades da vida militar como, risco de vida, rigor disciplinar e hierarquico,
dedicagao exclusiva, disponibilidade permanente, mobilidade geografica, vigor fisico

e vinculo permanente (Vadenal, 2003).

2.4 A RELACAO DO ESTRESSE COM O DESENVOLVIMENTO DA
DOENCA PERIODONTAL

De acordo com Gjermo et al. (2002), quatro a 19% da populagao da América
Central e América do Sul sado afetados por doenga periodontal severa. Neste
sentido, o envolvimento de fatores de risco, como fumo e diabetes, podem modificar
a resposta do hospedeiro, modificando a progressdao e severidade da doenca.
Outros fatores como estresse, depressao e ansiedade nao tem sido confirmados
como fatores de risco absoluto, mas foram identificados em estudos observacionais
como fatores potenciais que podem afetar a doenga periodontal (Johnson et al.,

1988).

O estresse psicossocial aumenta os niveis das catecolaminas, adrenalina e
noradrenalina, as quais tém mostrado influéncia no crescimento de um grande

numero de espécies bacterianas. Assim, Roberts et al. (2005) determinaram os
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efeitos de crescimento, relacionados ao ferro em 43 microrganismos normalmente
encontrados no biofilme subgengival. Os resultados sugeriram que as catecolaminas
podem exercer seus efeitos nos microrganismos subgengivais pela ativagédo do
mecanismo de ligacdo com o ferro. Tais mecanismos podem desempenhar um
importante papel na resposta dos microrganismos bucais ao estresse o que pode

alterar o curso clinico da doenca periodontal associada ao estresse.

Em acréscimo, niveis elevados de glicocorticoide também sio relatados em
pacientes em estado de estresse. Esses agentes estressores psicossociais podem
desencadear a cascata de eventos fisiolégicos para liberagdo do horménio
corticotréfico no eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, tendo como uma consequéncia
fisiologica a depressao do sistema imune, aumentando assim, a susceptibilidade a
DP (Genco et al., 1998).

Tem sido sugerida uma relagdo entre eventos estressantes e periodontite
embasados, sobretudo pelo fato de que o aumento na producdo de corticdides
possa ter efeitos deletérios sobre os tecidos periodontais. Entretanto, alguns autores
relatam que os fatores psicossociais participem da etiologia da doenga periodontal
apenas quando associados a outros fatores, como pobre higiene bucal e tabagismo

(Genco et al., 1998-1999; LeResche & Dworkin, 2002).

Genco et al. (1999) relataram que ha evidéncias em relacdo ao estresse
psicologico e DP através de um estudo epidemioldgico cross-seccional com 1.426
adultos com idades entre 25 e 74 anos. Este estudo relatou que problemas
financeiros e manifestagcdes de estresse como depressido sao indicadores de risco
significantes para uma maior perda Ossea e periodontal. Além disso, a idade,
género, fumo, diabetes, Porphyromonas gingivalis e Tanerella forsythensis também

s&o indicadores de risco significantes.
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Deinzer et al. (1999) verificaram através de intervencdo experimental, a
relagéo entre estresse académico e inflamagao gengival através da mensuragao de
IL-1B3, que € um componente na destruicdo do tecido periodontal. Treze estudantes
participaram do grupo controle e outros 13 negligenciaram tratamento em dois
quadrantes por 21 dias para indugdo de gengivite experimental, porém mantiveram
excelente higiene oral nos outros dois quadrantes. Foi observado significante
aumento dos niveis de IL-1B tanto nos quadrantes com gengivite experimental
quanto nos quadrantes com boa higiene oral, indicando que o estresse pode afetar a
saude periodontal através da supressdo imune e que a relacdo pode ser mais

pronunciada quando a higiene oral for mais deficiente.

LeResche & Dworkin (2002) afirmam que a literatura cientifica periodontal
contém numerosos estudos sobre a relagdo entre estressores fisicos e psicossociais
e destruicdo periodontal. Estudos em animais e humanos tém sido relatados sob
condigbes experimentais usando métodos observacionais. Em uma série de estudos
laboratoriais usando camundongos Shapira et al. (1999-2000) concluiram que um
estressor emocional (isolamento) e um estressor fisico (frio), comparado com o
controle, tiveram um efeito de aumentar a resposta inflamatéria induzida por

Porphyromonas gingivalis.

Vettore et al. (2003) fizeram um estudo caso-controle sobre estresse e
ansiedade com as caracteristicas clinicas periodontais. Os 79 participantes (46,8 £ 8
anos de idade) foram divididos em trés grupos de acordo com os valores de
profundidade de sondagem (PS): grupo controle (PS < 3mm, n=22), grupo teste um
(minimo quatro sitios com PS > 4mm e < 6mm, n=27) e grupo teste dois (minimo
quatro sitios com PS > 6mm, n=30). O estresse, a condigdo social, a histéria médica

e o grau de ansiedade foram medidos por questionarios. Clinicamente, medidas de
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indice de placa, indice gengival, profundidade de sondagem e perda de insergéo
foram coletadas. Profundidade de sondagem moderada associada a perda de
insercao clinica esteve significativamente associada com ansiedade, mesmo quando
a analise foi ajustada para nivel socioecondmico e consumo de tabaco.

Vadenal (2003) fez um estudo sobre a condicdo dentaria e periodontal de
pilotos da Aviagdo do Exército Brasileiro, residentes na regido do Vale do Paraiba.
Além da avaliacdo clinica, determinou-se indiretamente a presenga de bactérias
periodontopatogénicas pelo teste BANA (Benzoil-DL-Arginina-Beta-Naftilamida) e o
estresse oxidativo pela quantificacdo de radicais livres com auxilio do teste HLB
(Heitan-LaGarde-Bradford). Sessenta pilotos foram selecionados e divididos em dois
grupos, um Aéreo (n=48), cujos integrantes eram ligados diretamente a atividade
aérea (média de 37 hs-v60/2002) e um grupo Terrestre (n=12). As idades variaram
de 25 a 45 anos, com média de 32,6 anos para o grupo Aéreo e de 41 anos para o
grupo Terrestre. A prevaléncia da gengivite foi de 30%, sendo 31,2% para o grupo
Aéreo e 25% para o Terrestre. Apenas o grupo Aéreo exibiu periodontite com
prevaléncia de 15%. A atividade enzimatica de bactérias periodontopatogénicas foi
observada em 81,7% da amostra total, sendo 51,7% reacdes fracamente positivas e

30% reacgdes positivas.

Peruzzo et al. (2008) relataram que embora estudos em animais e humanos
tenham sugerido a influéncia do estresse na susceptibilidade e progressédo da DP,
ha informagdes limitadas a respeito de como o estresse modularia a DP localmente
através do sistema imuno-inflamatoério. Desta forma estes autores realizaram um
estudo com sessenta ratos Wistar para avaliar o efeito do estresse crénico na perda
Ossea resultante da doenga periodontal induzida por ligadura e o impacto deste

estresse sobre os niveis de RNAm de fatores que regulam o processo inflamatorio
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em tecido gengival. Foi observado que o estresse crénico pode afetar a quantidade
de perda 6ssea em sitios com DP significante. Dados deste estudo mostram que a
inflamacgéo, produzida pela ligadura associada ao estresse, elevou os niveis de
catecolaminas, que por sua vez, aumentou significantemente os niveis de RNAm de
IL-18, IL-10, IFN-y e RANKL. Desta forma, os achados confirmam elevados niveis de
citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6/IL-10 e IFN-y) e de fator pro-reabsortivo
(RANKL), e decréscimo do nivel de citocina antiinflamatéria (IL-1ra) em sitios de
destruicao periodontal. Os autores concluiram que o estresse € um importante fator
na etiologia e manutengcédo de muitas doengas inflamatdrias, inclusive DP, indicando

que o estresse pode modular a destruicdo 6éssea na DP.

2.5 ESTRESSE X B-DEFENSINAS

Durante o estado de estresse, niveis elevados de glicocorticoide e glicose sdo
observados. Neste contexto, Aberg et al. (2007) demonstraram, em modelo animal,
que a administragao topica ou sistémica de glicocorticdide foi capaz de diminuir a
expressao de B-defensina 3 em epiderme de camundongo, induzindo um aumento
na susceptibilidade a infec¢des. Ja Froy et al. (2007) mostraram que altos niveis de
glicemia induziram uma diminuicao significativa na expresséo das defensinas.

Portanto, embora haja uma plausivel associacdo indireta/direta entre o
estresse e os niveis de B-defensinas, ndo existem na literatura cientifica atual

trabalhos que avaliem o nivel deste importante peptideo antimicrobiano em
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individuos sobre o estado de estresse. O conhecimento da relagdo (estresse x
defensinas) permitira um melhor entendimento de como o estresse pode atuar como

um fator de risco para o desenvolvimento da DP.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do estresse sobre niveis
salivares de [-defensinas (HBD-2 e HBD-3) em individuos periodontalmente

saudaveis.
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4 METODO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade de

Taubaté — Protocolo # 782/2006 (Anexo A).

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

Para este estudo, foram selecionados 75 alunos (Curso de Formacao de
Sargentos da Escola de Especialistas de Aeronautica-Guaratingueta/SP), sendo
estes divididos em dois grupos (Grupo A: Sem estresse e Grupo B: Com estresse).
O numero de individuos a serem incluidos foi previamente calculado através de um
calculo amostral. Para tanto, um estudo piloto (n=10) foi realizado, adotando
significancia estatistica de 5% (a=0,05) e Power de 0,8. Aplicou-se o teste t de
Student para amostras independentes com o auxilio do Software BioEstat 5.0. De
acordo com os valores sugeridos pelo teste o numero de individuos a serem
incluidos em cada grupo experimental (minimo de 22/grupo) foi determinado.

Os seguintes critérios de inclusdo foram utilizados para a formagao da
amostra do estudo:

- Ter entre 18 e 35 anos de idade;

- Nao ser tabagista ou etilista;

- N&o possuir doengas imunossupressoras;
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- Nao ter sido submetido ao uso local ou sistémico de antibiéticos nos ultimos
seis meses e de antiinflamatoérios nos ultimos trés meses;

- Ser periodontalmente saudavel, conforme critério de Lépez et al. (2002) [n&o
possuir mais que quatro sitios periodontais com profundidade de sondagem

(PS) = 4mm e nivel clinico de insergéo (NCI) = 3mm].

4.2 AVALIACAO PERIODONTAL

Para a avaliacdo periodontal foi utilizado espelho clinico numero cinco
(SSWHITE Duflex® - Brasil), pinga para algoddo (SSWHITE Duflex® - Brasil),
explorador de ponta romba (SSWHITE Duflex® - Brasil) e sonda periodontal
milimetrada (PCPUNC156, Hu-Friedy - USA). Foram analisados os seguintes
parametros periodontais: indice de placa bacteriana (IP) e indice gengival (IG):
avaliacdo em quatro pontos por dente (mésio-vestibular, médio-vestibular, disto-
vestibular e médio-lingual/palatina) utilizando-se os dentes presentes na cavidade
bucal e classificados em escores 0, 1, 2 ou 3 (Silness & Loe, 1964); profundidade de
sondagem (PS) e nivel de insergéo clinica (NIC): medida linear (mm) avaliada em
seis pontos por dente (mésio-vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular, mésio-
lingual/palatina, médio-lingual/palatina e disto-lingual/palatina)

Os parametros periodontais foram determnados por um unico examinador

previamente treinado e calibrado.
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4.3 AVALIACAO DO NIVEL DE ESTRESSE

A avaliacdo e a classificagdo do individuo de acordo com a presenca de
estresse foram realizadas por uma psicéloga mediante aplicagdo de um questionario
previamente validado denominado Inventario de Sintomas de stress para adultos de
Lipp (ISS) — (Lipp & Guevara, 1994).

O ISS é composto por trés partes. A primeira parte € relacionada ao estagio
de alerta do estresse que os voluntarios tenham passado nas ultimas 24 horas de
sua vida. E formado por doze questdes relacionadas com sintomas fisicos do
estresse e trés questbes com sintomas psicolégicos do estresse. O estagio de
resisténcia do estresse, segunda parte do questionario, € composto por dez
questdes sobre sintomas fisicos e cinco questbes sobre sintomas psicoldgicos,
vividos pelos voluntarios na ultima semana. A terceira e ultima parte do questionario,
consiste de doze questdes sobre sintomas fisicos e onze questbes sobre sintomas
psicoldgicos vividos pelos voluntarios no ultimo més e é conhecido como estagio de
exaustdo do estresse (Carvalho et al., 2008).

Apoés a interpretagdo do inventario pela psicologa, e seguindo as instrugdes
do mesmo, os voluntarios foram classificados em dois grupos: (A) Sem estresse ou

(B) Com estresse.

4.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS SALIVARES
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A coleta de amostra ndo estimulada ocorreu no periodo entre 9h e 11h da
manha para evitar efeitos do ciclo circadiano. A ingestdo de alimentos liquidos ou
so6lidos foi suprimida nas duas horas que antecederam o estudo.

Para este procedimento, os individuos permaneceram sentados com a
cabecga ligeiramente inclinada (aproximadamente 45°). Inicialmente, o pesquisador
instruiu cada participante a coletar a saliva ndo estimulada produzida no periodo de
um minuto em um copo descartavel. Essa primeira amostra foi desprezada e em
seguida uma segunda amostra foi coletada em um tubo de plastico tipo Falcon por
um periodo de cinco minutos (Navazesh et al., 2008). O material coletado foi

devidamente identificado e mantido em congelador (-80°C) até o processamento.

4.5 QUANTIFICAGAO DE PROTEINA TOTAL, HBD-2 E HBD-3

4.5.1 Preparo da amostra

Previamente a analise, as amostras de saliva foram descongeladas e
centrifugadas (12.000rpm x cinco minutos - 4°C). Apds este procedimento o
sobrenadante (500ul) foi coletado e transferido para um minitubo tipo Eppendorf. A
este sobrenadante, foi adicionado 500ul de uma solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (PBST), PMSF (1mM) e Coquetel

inibidor de protease (1:1000).
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4.5.2 Quantificagao de proteina total (PT)

A quantificagdo de PT nas amostras salivares foi realizada pelo método do
acido bicinconimico (BCA) empregando-se o Kit comercial “BCA Protein Assay Kit”
(Pierce, Rockford, lllinois, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. Esta detecgéo
colorimétrica baseia-se na reducéo do Cu*? em Cu*' pelas proteinas em um meio
alcalino. A reagao colorimétrica desenvolve-se com a quelagao de duas moléculas
do BCA com uma do ion Cu*". Todo o experimento foi realizado em duplicada e a

absorbancia foi mensurada em um comprimento de onda de 562nm.

4.5.3 Quantificagcao de HBD-2 e HBD-3

As quantificagdes de HBD-2 e HBD-3 na saliva foram realizadas através de
ensaio imunoenzimatico de captura (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
de captura, empregando os Kits comerciais: Human BD-2 ELISA Development Kit e
Human BD-3 ELISA Development Kit (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) seguindo as
instrugdes do fabricante. Esta metodologia baseou-se na especificidade da reagao
antigeno-anticorpo.

Inicialmente, 100ul (0,25ug/ml) de anticorpo especifico (anti HBD-2 ou anti
HBD-3) foram adicionados a cada po¢o de uma placa de poliestireno (96 pogos).
Apos este procedimento, a placa foi incubada por um periodo de 14 horas

(overnight) a 4°C.
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Em seguida, a placa foi lavada (0,05% Tween-20 em PBS) e 300pul de solugéo
de bloqueio (1% BSA em PBS) foram adicionados em cada pog¢o. O tempo de
incubacéo para esta etapa foi de uma hora. Ap6s nova lavagem, 100ul da amostra
foram adicionados nos respectivos pocos. Posteriormente ao periodo de incubacgao
(duas horas) e lavagem da placa, 100ul do anticorpo de detecgéo (0,5ug/ml) foram
adicionados em cada poco, e esta placa foi incubada por duas horas. Ao final do
procedimento de lavagem, 100ul de Avidin-horseradish peroxidase - Avidin-HRP
(diluido 1:2000 em PBS) foram adicionados. Finalmente, apds trinta minutos de
incubacdo, a placa foi lavada e 100yl de uma solugdo contendo o substrato
enzimatico orto-fenilenodiamina (OPD) foram adicionados a cada pogo.

O desenvolvimento de cor em cada pogo foi monitorado com o emprego de
um leitor de ELISA (comprimento de onda: 490nm). A quantificacdo de HBD-2 e
HBD-3 foi realizada plotando os resultados relativos a absorbancia de cada amostra
com uma curva de calibragdo construida a partir de concentragdes conhecidas dos
respectivos antigenos (8-1000pg/ml). Todo o experimento foi executado em

duplicata.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a tratamento estatistico especifico com o
auxilio do software Bio Estat 5.0. O nivel de significancia empregado foi de 5%
(a=0,05). Em cada agrupamento de interesse preparado para analise, a

caracteristica de distribuicido amostral foi testada através do teste de aderéncia
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Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors). Em func&o dos resultados estabelecidos, o teste “t”
de Student foi aplicado para os grupos que apresentaram distribuicdo normal,
enquanto o teste Mann-Whitney foi empregado para os grupos que nao

apresentaram distribuicdo normal.
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5 RESULTADOS

Foram incluidos no presente estudo 75 individuos (22,6+3,8 anos) de ambos
os géneros (39 mulheres / 36 homens). Apos a aplicagdo e interpretacdo do
Inventario de Sintomas de stress para adultos de Lipp (ISS), os participantes foram
classificados em dois grupos (Grupo A: Sem estresse e Grupo B: Com estresse),

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicado e classificagao dos individuos de acordo com a presenca ou
auséncia de estresse

Sem estresse Com estresse
Homens 22 14
Mulheres 4 35
Total 26 49
MI+xDP 23,8%4,7 anos 22,0+2,3 anos

Média de idade; DP — Desvio padrao

Ainda, considerando as diferentes fases descritas para o estresse, os
individuos do grupo B (Com estresse, n=49) foram classificados e distribuidos da
seguinte forma: (1) Fase de alerta: quatro individuos; (2) Fase de resisténcia: 25
individuos; (3) Fase de quase exaustao: cinco individuos e (4) Fase de exaustao: 15
individuos.

Clinicamente, todos os participantes foram submetidos a um exame
periodontal para determinacdo dos seguintes parametros [profundidade de
sondagem (PS), nivel clinico de insercdo (NCI), indice de placa (IP) e indice
gengival (IG)]. O critério de Lépez et al. (2002) [ndo possuir mais que quatro sitios

periodontais com profundidade de sondagem (PS) = 4mm e nivel clinico de insergao
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(NCI) =2 3mm] foi empregado para a definicdo de doenga. Os resultados obtidos para

os diferentes grupos estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores médios de profundidade de sondagem (PS), nivel clinico de
insercao (NCI), indice de placa (IP) e indice gengival (IG) de acordo a condigédo de
estresse dos individuos

Sem estresse Com estresse
(MédiatDP) (MédiatDP)
PS 1,68+0,23 1,68+0,47
NCI 1,3210,45 1,15+0,36
IP 0,70+0,50 0,88+0,47
IG 0,82+0,55 0,94+0,59

5.1 AVALIACAO DE PROTEINA TOTAL (PT)

Inicialmente, foi realizada a dosagem de proteina total salivar pelo método do
acido bicinconimico. Os resultados obtidos com esta andlise ndo mostraram
diferencas estatisticas significativas (p=0,4599) entre os grupos avaliados (A: Sem

estresse e B: Com estresse) (Figura 1).
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Figura 1 — Quantificacédo de proteina total salivar nos diferentes
grupos. Teste “t” de Student

5.2 AVALIACAO DA HBD-2 E HBD-3

Posteriormente a mensuracao protéica, foi realizada a quantificacdo de HBD-
2 e HBD-3 pelo método de ELISA de captura. Os valores obtidos foram expressos e
analisados de duas formas: (1) concentragao total (pg/ml) de HBD-2 e HBD-3 na
saliva coletada e (2) normalizagdo dos resultados em relagcdo a proteina total
presente na saliva (PT/HBD-2 ou PT/HBD-3), buscando assim, uma relagao entre
PT e os peptideos estudados.

Os resultados obtidos com a quantificacdo total ou com os valores

normalizados, ndo mostraram diferengas significativas entre os grupos avaliados
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(HBD-2: Concentragao total, p=0,3664 - Normalizado, p=0,8343 / HBD-3:
Concentragao total, p=0,3608 — Normalizado, p=0,2005).

Porém, embora a realizagdo da normalizagdo dos resultados em fungao da
PT ndo tenha promovido uma mudanga de forma estatisticamente significativa,
houve, interessantemente, uma inversdo do comportamento de ambos os peptideos.

Os resultados obtidos estao ilustrados nas Figuras 2 e 3 para os HBD-2 e HBD-3.
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Figura 2 - (A) Concentragéo total de HBD-2 na saliva entre individuos estressados e ndo estressados

(teste “t” Student), (B) Valores obtidos para HBD-2 normalizados em funcdo da proteina total (teste
Mann-Whitney)
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Figura 3 - (A) Concentragao total de HBD-3 na saliva entre individuos estressados e nao estressados

(teste Mann-Whitney), (B) Valores obtidos para HBD-3 normalizados em fungdo da proteina total
(teste Mann-Whitney)
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6 DISCUSSAO

A doencga periodontal (DP) pode ser definida como uma infecgcéo crénica de
carater inflamatoério que leva a destruicido dos tecidos de suporte dos dentes, com
perda progressiva de insergdo, reabsorcdo Ossea e migragao apical do epitélio
juncional (Van Dyke & Serhan, 2003). Atualmente, a doenga representa a principal
causa de perda do elemento dental, afetando cerca de 10 a 15% da populagao
mundial (Kinane & Bartold, 2007), além de agir como um fator modificador para a
saude sistémica (Seymour et al., 2007).

Para que ocorra o inicio e progressdo da DP, o0s microrganismos
periodontopatogénicos necessitam superar as defesas do organismo, representadas
pela resposta imune inata e adaptativa. Neste contexto, diferentes fatores de risco
podem alterar esta resposta, facilitando assim, o estabelecimento e desenvolvimento
da DP.

Fator de risco € uma parte de uma reacdo em cadeia que implica em um
aumento direto na probabilidade da doenga ocorrer e sua compreensdo é
fundamental para o estabelecimento de medidas preventivas e/ou terapéuticas nas
diferentes patologias (Papapanou et al.,, 1988). O termo “fator de risco” pode ser
definido como caracteristicas pessoais ou comportamentais que, quando presente,
resulta diretamente no aumento da probabilidade da pessoa adquirir uma doenca
(Beck et al., 1997).

Atualmente, diferentes fatores de riscos sao descritos para a DP, destacando-
se: idade, fumo, fatores soécio-econémicos, obesidade, doencas sistémicas como

diabetes e HIV e o estresse.
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O estresse, segundo Boyapati & Wang (2007), € um processo de
componentes fisiolégicos e psicolégicos causado por um estimulo adverso, fisico,
mental ou emocional, interno ou externo, que tende a perturbar o funcionamento de
um organismo e que o organismo naturalmente tem vontade de evitar.

No presente trabalho, a populagcao alvo foi formada por alunos da Escola de
Especialistas da Aeronautica de Guaratinguetd/SP devido a um aumento da
incidéncia desta patologia ter sido relatada entre militares. Nossos achados
confirmam estes dados, uma vez o estado de estresse esteve presente em 65,3%
dos participantes.

Ainda sobre a selecdo dos individuos participantes deste estudo, optamos
pela inclusdo de uma populagao periodontalmente saudavel, empregando para isto,
o critério de Lopez et al. (2002). Com esta escolha, tivemos o objetivo de buscar um
melhor entendimento de como um fator de risco (estresse), poderia modificar as
condigbes fisioldgicas locais e/ou sistémicas em um estagio ainda de saude,
tornando assim, um individuo susceptivel ao inicio da DP.

Os niveis salivares dos peptideos orais B-defensina-2 (HBD-2) e 3-defensina-
3 (HBD-3) foram comparados entre individuos com e sem estresse. A escolha
destes peptideos baseou-se principalmente em dois fatores: (1) importancia dos
mesmos na manutengdo da saude periodontal e (2) possivel relagdo entre
glicocorticoides (horménio produzido em altas quantidades durante o estado de
estresse) e o padrao de expressédo de HBD-2 e HBD-3 em modelo animal.

Inicialmente, realizamos a mensuragao de proteina total (PT) salivar entre os
dois grupos (com e sem estresse). Esta avaliacdo é usada como um marcador do

grau de inflamagédo, tendo os seus niveis alterados quando ha presenca de
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patologias inflamatdrias, como por exemplo, a DP. Os resultados n&do mostraram
diferencas significativas entre os grupos (p=0,4599).

As avaliagdes dos niveis de HBD-2 e HBD-3 foram realizadas de duas
formas: (1) concentragdo total (pg/ml) e (2) normalizados em fungdo da PT. Em
ambas as analises ndo se observaram alteragbes significativas entre os niveis de
HBD-2 e HBD-3 entre os grupos estudados. Porém, embora a realizagcdo da
normalizacido dos resultados em funcdo da PT n&o tenha promovido uma mudanca
de forma estatisticamente significativa, houve, interessantemente, uma inversao do
comportamento de ambos os peptideos.

A normalizagdo dos dados foi realizada em decorréncia a uma tendéncia de
trabalhos atuais envolvendo mensuracao de proteinas salivares e/ou presentes no
fluido gengival, em normalizar os valores obtidos em fun¢cdo da proteina total
(Vastardis et al., 2003), buscando assim, minimizar uma unica interpretacdo dos
resultados, a de concentragcdo, a qual esta diretamente relacionada e podendo
assim, sofrer uma influéncia do fluxo local (salivar/fluido gengival).

Sobre este aspecto, Vernal et al. (2005) realizaram um trabalho com o
objetivo de avaliar os niveis de IL-17 no fluido gengival de pacientes saudaveis e
portadores de doenca periodontal. Interessantemente, os autores encontraram uma
maior concentracdo desta citocina pro-inflamatéria no grupo de individuos
saudaveis. Porém, apds o processo de normalizacédo dos niveis de IL-17 em funcéo
da proteina total presente nas amostras, as diferengas ndo mais foram significativas
entre os grupos. Os autores justificam que nos pacientes com doenga periodontal
com bolsas maiores do que cinco milimetros, o fluxo de fluido gengival é claramente
maior, promovendo assim, uma menor detec¢cdo desta citocina neste grupo de

pacientes.
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Embora as expressdes orais de HBD-2 e HBD-3 sejam consideradas
induzidas principalmente por periodontopatégenos, os quais estao presentes em um
quadro de DP estabelecido (Ouhara et al., 2006), a produ¢ao de HBD-2 e HBD-3
também pode ser modificada, em um menor grau, por bactérias comensais
presentes na cavidade oral (Krisanaprakornkit et al., 2000). Assim, como descrito
previamente, este trabalho buscou avaliar os efeitos do estresse sobre os niveis
salivares de HBD-2 e HBD-3 em um estagio de saude, ou seja, no qual as
produgdes de HBD-2 e HBD-3 estariam sendo regulada dentro de um estado de
homeostasia. E assim, um fator de risco poderia atuar, quebrando este equilibrio
bioldgico.

No presente trabalho, embora o estresse ndo tenha afetado de forma
significativa a produgdo de HBD-2 e HBD-3 em um estado de saude, nao
descartamos ainda, a possibilidade de uma possivel relacdo entre estresse e
defensinas orais. Uma vez que a maior exigéncia de sua produgao ocorra apos o
estabelecimento da DP, o estresse, através de um efeito deletério sobre a resposta
imunoldgica em decorréncia do aumento da produgdo de glicocorticéides, poderia
afetar a expressao deste peptideo, contribuindo assim, ndo para o inicio da doenca
(objetivo deste trabalho), mas sim, em uma maior progressao e gravidade da DP em

pacientes portadores de estresse.
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7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos do presente trabalho, permite concluir que o

estresse nao interfere nos niveis salivares de B-defensina 2 e [3-defensina 3 em

individuos periodontalmente saudaveis.
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ANEXO A — Aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa

PRPPG-Pré-reitoria de Pesquisa e Pés-graduagao

Comité de ética em Pesquisa
Rua Visconde do Rio Branco, 210 Centro Taubaté-SP 12020-040
Tel.: (12) 3625.4143 — 3635.1233 Fax: (12) 3632.2947
cepunitau@unitau.br
UNITAU
DECLARACAO N° 782/2006

Protocolo CEP/UNITAU n° 412/06 (Esse namero de registro deverd ser citado pelo pesquisador nas

correspondéncias referentes a este projeto)

Projeto de Pesquisa: Associagdo entre estresse e parametros microbiolégicos, salivares e
condi¢do clinica periodontal: estudo transversal com estudantes da escola de especialistas
na Aerondutica
Pesquisador(a) Responsével: Sheila Cavalca Cortelli
Pesquisadores/Alunos:

O Comité de Etica em Pesquisa, em reunido de 08/12/2006, ¢ no uso das
competéncias definidas na Resolugdo CNS/MS 196/96, considerou o Projeto acima

aprovado, ap6s atendimento as pendéncias.

Taubaté, 14 de dezembro de 2006

———

Prof. Robison Baroni
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Taubaté

N
vy
&



Autorizo a reprodugédo e divulgagédo total ou parcial
desta obra, por qualquer meio convencional ou
eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que

citada a fonte.

Lilibeth Ferraz de Brito Penna Forte

Taubaté, Marco 2009
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