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LM= Leite materno

LH= Leite Humano

IGA= Imunoglobulina A

IL-1 Interleucina 1

IL-2= Interleucina 2

IL-4= Interleucina 4

IL-6= Interleucina 6
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IL-17A= Interleucina 17 A

TNF= Fator de necrose tumoral
IFN-y = Interferon gama

DP= Doenca periodontal
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IL1-B = Interleucina 1 beta

PGE-2= Prostaglandinas — E2
MMPs= Metaloproteinases de matriz
DM= Diabetes mellitus

HIV= Virus da imunodeficiéncia humana
CMV= Citomegalovirus

SS= Sangramento a sondagem
PS= Profundidade de sondagem
PMG= Posicdo da margem gengival
NIC= Nivel de insercao clinica
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RESUMO

Apesar ndo haver estudos na literatura que discutam a influéncia da
periodontite na composicdo no leite materno (LM), sabe-se que mediadores
inflamatérios da infecgdo periodontal podem agir localmente e a distancia,
influenciando o parto prematuro e/ou de baixo peso ao nascer, por via
hematogénica. Especulando-se que a resposta inflamatoria pode provocar um
aumento plasmatico de leucdcitos, resultando em aumento de células e
citocinas secretadas no LM, apdés o parto, a periodontite poderia influenciar na
qualidade deste, oferecido ao neonato. O objetivo deste estudo foi testar a
influéncia da periodontite materna na composicdo imunologica do LM.
Lactantes selecionadas no ambulatério de puericultura do centro médico da
EBMSP, apds exame periodontal de boca completa, no qual foram registrados
0S principais parametros periodontais, foram divididas em dois grupos: maes
com e sem periodontite. Foram coletadas 17 amostras de leite materno, sendo
14 mulheres com periodontite e 03 sem periodontite, nas quais foram
centrifugadas duas vezes, subsequentemente, a 10.000 RPM por 10-20
minutos, obtendo-se parte soroldgica, armazenadas a -80°C, para avaliacdo
das citocinas por citometria de fluxo com multiplexacdo de beads. Por meio do
processamento de dados e analise ndo paramétrica, ndo foi possivel identificar
diferencas estatisticas significativas entre as citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17A, IFN- y e TNF) avaliadas no leite entre o grupo com e sem periodontite.
Concluiu-se que, ndo foi possivel verificar a influéncia da periodontite na

composicao imunolégica do LM.

PALAVRAS-CHAVE: Citocinas, Periodontite, Leite humano



ABSTRACT

Although there are no studies in the literature discussing the influence of
periodontitis on the composition in breast milk (ML), it is known that
inflammatory mediators of periodontal infection can act locally and at a
distance, influencing premature and/or low birth weight birth, via hematogenous
route. Speculating that the inflammatory response may cause a plasma
increase of leukocytes, resulting in increased cells and cytokines secreted in the
LM, after delivery, periodontitis could influence the quality of this, offered to the
neonate. The aim of this study was to test the influence of maternal periodontitis
on the immunological composition of the LM. Nursing mothers selected from the
childcare clinic of EBMSP medical center were divided into two groups: mothers
with and without periodontitis. Seventeen samples of breast milk were collected,
14 women with periodontitis and 03 without periodontitis, which were
subsequently centrifuged twice at 10,000 RPM for 10-20 minutes, obtaining
serological part, stored at -80°C, for evaluation of cytokines by flow cytometry
with beads multiplexing. Through data processing and non-parametric analysis,
it was not possible to identify statistically significant differences between
cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN- y and TNF) evaluated in milk
between the group with and without periodontitis. It was concluded that, it was
not possible to verify the influence of periodontitis on the immunological

composition of the LM.

KEYWORDS: Cytokines, Periodontitis, Human milk



1. INTRODUCAO

O leite humano € um biofluido complexo e de composicdo variavel,
caracterizado por ser a melhor e mais completa fonte nutricional e de protecéo
para 0s recém-nascidos, recomendado como alimento exclusivo até os seis
meses pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), apresentando beneficios a
salde integral do bindmio mée-filho (1,2). E constituido predominantemente por
nutrientes, substancias imunocompetentes e fatores bioativos que evoluem ao
longo do tempo, a fim de fornecer ao neonato uma nutricdo especifica e
protecdo contra infeccbes, doencas alérgicas e crbnicas, desnutricdo, doencas
digestivas, obesidade e na reducéo do risco de diabetes e hipertensdo. Dessa
forma, auxiliam no desenvolvimento do sistema nervoso central e
estomatognatico, promovem a reducdo da morbidade e mortalidade infantil,
adequando-se as mudancas e necessidades nutricionais, imunologicas e
afetivas da crianca durante o seu crescimento e maturacdo do sistema
imunologico (2,3). Além disso, promove as maes a involucdo uterina mais
rapida, reducdo do sangramento apds o parto, diminuicdo da incidéncia de
cancer de mama e ovario, bem como no combate a osteoporose e
fortalecimento do vinculo com o recém-nascido (3,4).

Ao longo da amamentacdo, o leite materno (LM) sofre mudancas
graduais de acordo com o estagio da lactacdo, refletindo as alteragbes que
ocorrem em seu conteddo (5). Entre os trés e cinco primeiros dias apés o parto
produz-se o colostro, de coloracdo mais amarelada, contendo alta
concentragdo de proteinas e componentes imunoldgicos, incluindo as
imunoglobulinas secretoras, leucécitos, lactoferrina e fatores de crescimento, e
baixa concentracdo de lactose e gorduras, evidenciando o0 seu papel mais
protetor do que nutritivo (6). Apds 5 dias, o colostro é gradualmente substituido
pelo leite de transicdo, que compartilha algumas caracteristicas do estagio
anterior, tornando-se maduro cerca de duas semanas apés o parto, passando a
ter um maior teor de carboidratos e nutrientes necessarios para o0
desenvolvimento fisico e cognitivo da crianca, sendo de extrema importancia
na sua dieta, pelo menos até os dois anos de idade (5).

Os recém-nascidos e lactentes jovens possuem um sistema imunolégico
imaturo, dependente tanto dos fatores protetores do leite quanto do

desenvolvimento de sua propria imunidade inata e adaptativa (7). Dessa forma,
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apresentam uma habilidade limitada quantitativamente e qualitativamente de
resposta contra patdgenos invasivos, estando mais suscetiveis e vulneraveis
as infeccbes do que as criancas e adultos. Essa desvantagem os torna
altamente dependentes da transferéncia passiva de anticorpos materno no
inicio da vida fetal e neonatal, sendo o LM um dos meios para isso (8).
Imunologicamente, o leite humano ¢é formado por substancias
imunomoduladoras, anti-inflamatérias e antimicrobianas, componentes
celulares, fatores de crescimento, horménios e moléculas bioativas que
interagem entre si e com as membranas da mucosa do trato intestinal e
respiratorio superior dos lactentes, proporcionando uma imunidade passiva e o
estimulo necessério para o desenvolvimento e maturacdo do seu proprio
sistema imunoldgico (9).

Dentre os componentes imunoldgicos, destacam-se as imunoglobulinas,
sendo a mais abundante a imunoglobulina A (IgA) secretora, a qual possui o
papel de protecdo das mucosas, atuando localmente no intestino do recém-
nascido como a primeira linha de defesa. Esses anticorpos sao secretados por
plasmadcitos presentes nas glandulas mamarias durante a gravidez e no inicio
da amamentacao, estabelecendo uma integracdo imune entre a mae e o filho,
chamado sistema enteromamario (10). E composto também por células como
macroéfagos, linfécitos e neutréfilos, que possuem capacidade fagocitéaria,
fatores imunomoduladores como as citocinas (interleucinas [2 (IL-2), 4 (IL-4), 6
(IL-6), 10 (IL-10), 17A (IL-17A)], fator de necrose tumoral (TNF), interferon
gama (IFN-y), entre outras) e as enzimas, destacando-se a lactoferrina,
lisozima e lactoperoxidase, essenciais no combate ao metabolismo bacteriano
9).

Alguns fatores influenciam no contetdo imunolégico do LM, induzindo
mudancas na sua composicao, a exemplo do estagio de lactacdo (11), estado
nutricional da mae (12), idade materna (13), idade gestacional ao nascimento
(14), fatores genéticos (15), presenca de infec¢des locais (16,17), assim como
desordens metabdlicas, a exemplo da diabetes (18). De acordo com o estagio
de lactacdo observa-se, ao longo do tempo, a diminuicdo dos mediadores
inflamatorios e anticorpos (11). Ja a mastite, como uma infeccdo mamaria local,
pode causar o aumento da secrecdo de leucOcitos e citocinas plasmaticas
produzidas no LM (16,17). Outros estudos também demonstraram alteracdes

nos constituintes imunomoduladores do LM em resposta a infec¢fes ativas no
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lactente, sobretudo, respiratérias e do trato gastrointestinal, evidenciando a
natureza dindmica da defesa imunoldgica, por sugerir que doencas presentes
nos bebés podem alterar a resposta inflamatdria sistémica das mées (19).

A doenca periodontal (DP), por sua vez, é uma patologia de natureza
infecciosa e imunoinflamatodria, associada a colonizacdo subgengival da
superficie dentaria por uma microbiota predominantemente anaerdbia gram-
negativa, caracterizada clinicamente pela destruicdo dos tecidos de suporte
dental, podendo gerar repercussdes locais e sistémicas (20). Embora a
etiologia priméaria da DP seja a presenca da placa bacteriana que se acumula
nos tecidos dentéarios, seu desenvolvimento depende de fatores ambientais
(perfil socioeconémico, estresse e tabagismo), genéticos e do hospedeiro
(doencas sistémicas, idade, sexo), sofrendo influéncia da resposta
imunoinflamatéria de cada individuo (22). Esta é desencadeada através da
liberacdo de varios produtos téxicos bacterianos, como o lipopolissacarideo
(LPS) presente na parede celular das bactérias, atraindo um infiltrado de
células, resultando na liberacdo de inUmeras citocinas pro-inflamatorias, a
exemplo da IL- 1 beta (IL1- B), IL-6 , TNF e IFN-y, responsaveis por impulsionar
e elevar a producdo de prostaglandinas-E2 (PGE-2) e metaloproteinases da
matriz (MMP), elementos envolvidos na destruicdo da matriz extracelular do
tecido conjuntivo e na reabsorcdo do osso alveolar, caracterizando a
periodontite (20).

Apesar de estar localizada na cavidade oral, a periodontite € capaz de
gerar repercussdes sistémicas, agindo a distancia, na medida em que a
disseminacdo das bactérias periodontopatogénicas e seus produtos dao inicio
a uma cascata inflamatéria, que por sua vez, desencadeia a producdo de
citocinas a nivel local e sistémico, as quais estimulam a producdo de
prostaglandinas, principalmente a PGE-2, e interleucinas IL-1 e IL-6, que
adentram na corrente sanguinea, contribuindo para um estado sistémico
inflamatorio subclinico ou inflamacgéo de baixo grau (21). Este estado configura
a base biologica para a associacdo da periodontite com algumas condi¢des
sistémicas, a exemplo da diabetes mellitus (DM) (21), aterosclerose (22) e
eventos gestacionais adversos, como a prematuridade e o baixo peso ao
nascer (24).

Visto ser a periodontite uma doenca de natureza infecciosa e

imunoinflamatéria, podendo contribuir para desencadear ou perpetuar o estado
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sistémico inflamatério de baixo grau, € plausivel sugerir a possibilidade da
interferéncia dos mediadores inflamatérios advindos de fontes periodontais na
composicdo imunologica do LM, impactando na sua qualidade, e assim, no
amadurecimento do sistema imunologico do neonato. Dessa forma, este
trabalho tem como obijetivo verificar a influéncia da periodontite na composicao
imunologica do LM, por meio da avaliacdo de citocinas, associando-as com a

presenca da periodontite nas parturientes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi do tipo transversal com parturientes selecionadas nos
ambulatoérios de pediatria e puericultura do Centro Médico da Escola Bahiana
de Medicina e Saude Publica (EBMSP), em Brotas, Salvador, BA, Brasil. O
projeto foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da EBMSP, sob ntimero
CAAE 32371620.3.0000.5544 (ANEXO A).

As gestantes selecionadas foram informadas sobre a natureza e os
objetivos do trabalho, explicando os riscos e beneficios aos quais estariam
expostas, de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras do
Conselho Nacional de Saude (Resolucdo n° 466/12), e concordando,
assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE)
(APENDICE A). Em seguida, foram submetidas & entrevista através do
guestionario para obtencdo de dados referentes a identificacdo, condicbes
sécio demograficas, histéria médica e odontolégica e, dados fisicos e
antropométricos (APENDICE B). As informagdes que se referem ao tipo de
parto, indice de Massa Corporea (IMC), semana de conclusdo da gestaco,
sexo e peso do neonato também foram preenchidas. Apds o questionario foi
realizada a coleta do leite materno e as avaliagbes periodontais (APENDICE
C).

A amostra foi dividida em: grupo 1, mdes com periodontite, e grupo 2,

maes sem periodontite.

2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas no estudo mulheres entre 18 e 35 anos, com a presenca
de pelo menos 10 dentes na boca, além dos restos radiculares e terceiros
molares, que tiveram parto a termo (= 37 semanas de gestacao), e que fizeram
acompanhamento do bebé no ambulatério de pediatria e puericultura do Centro

Médico da EBMSP, este com peso superior a 2500g.
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2.3 CRITERIOS DE NAO — INCLUSAO

Nado foram incluidas no estudo mulheres fumantes; com alguma
condicdo sistémica que justifique profilaxia antibiotica antes da sondagem
periodontal; com diagndstico do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sifilis,
HTLV, hepatite B e C, citomegalovirus (CMV), toxoplasmose ou rubéola
durante a gestacdo; diabetes prévia a gestacdo ou diabetes gestacional;

hipertenséo; pré-eclampsia; ou infeccéo urinaria.

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS

2.4.1 Avaliacao Periodontal

No exame periodontal foram avaliados os seguintes parametros clinicos:
auséncia ou presenca do biofilme; verificada dicotomicamente (adaptado de
Loe, 1967) (25); sangramento a sondagem (SS); verificado dicotomicamente;
profundidade de sondagem (PS) - distancia da margem gengival a base do
fundo de sulco ou bolsa; posicdo da margem gengival (PMG) - localizacdo da
margem gengival livre em relacdo a posicao da juncdo cemento-esmalte. O
nivel de insercao clinica (NIC) foi determinado através da soma da PS e a
localizacdo da margem gengival livre em relacéo a posicéao da juncdo cemento-
esmalte. Nos casos de recessao gengival, o valor em milimetros foi registrado
positivo, jA& nos de aumento gengival, o valor foi considerado negativo. Tais
parametros foram registrados em seis sitios por dente (MV, V, DV, ML, L, DL),
utilizando-se uma sonda manual milimetrada [modelo Carolina do Norte,
PCPUNC 15 (Hufriedy®, Chicago, IL, USA)] e gaze, manuseadas por um
cirurgido-dentista previamente calibrado com um padréo-ouro (Coeficiente de
correlacdo intraclasse, 93% IC: 89-95 [NIC]; 87% IC: 81 - 91 [PS]; 100%
[PMG]), sob condicbes de iluminagcdo e assepsia adequadas, estando as

pacientes em posicéo de decubito dorsal.

O diagnéstico da doenca periodontal foi obtido conforme os critérios
preconizados por Gomes- Filho et al. (2007) (26): periodontite — presenca de
pelo menos quatro dentes com um ou mais sitios com profundidade de

sondagem maior ou igual a 4 mm e NIC maior ou igual a 3 mm no mesmo sitio,



15

além da presenca de sangramento a sondagem. As parturientes que nao se

encaixaram nesses parametros foram classificadas como sem periodontite.

2.4.2 Coleta das amostras de leite

Foram coletas amostras de 10ml de leite das méaes que declararam que
seus filhos estavam recebendo exclusivamente LM, independente do grupo as
quais pertenciam, no periodo de 30 a 180 dias ap06s o parto. As amostras foram
provenientes de uma Unica mama, previamente higienizada com clorexidina
0,5% e sem sinais de infec¢do local, coletadas com auxilio de uma bomba
eletronica [G-TECH modelo Compact (Zhejiang e Child, Zhejiang, China)]. Em
seguida, as amostras foram transportadas a -4°C por periodo maximo de 2
horas até o laboratdrio, centrifugadas duas vezes, subsequentemente, a 10.000
RPM por 10 e 20 minutos para obtencdo da parte gordurosa e sorolégica do
leite. ApOs essa etapa de centrifugacdo, o remanescente foi armazenado a -
80°C para avaliacdo da citocinas, por citometria de fluxo com multiplexacéo de
“beads”, que foi realizado no LABIMUNO do Instituto de Ciéncias da Saude
(ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

2.4.3 Determinacdo dos componentes imunoldgicos em

amostras do leite materno

Para determinacdo das citocinas obtidas da parte sorologica do LM,
foram realizados imunoensaios baseados em “beads” por citometria de fluxo

pelo método Cytometric Bead Array (CBA).

Foi utilizando o kit CBA Human Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead
Array CBA, Catalogo #560484, BD Bioscience, San Diego, CA) para a
quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, INF-y e TNF em uma
Unica amostra. Seis populacbes de beads com distintas intensidades de
fluorescéncia sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico para
cada citocina, misturadas para formar o CBA e lidas no canal FL3 do citbmetro
de fluxo FACScalibur (BD). As populacdes de beads foram visualizadas de
acordo com as suas respectivas intensidades de fluorescéncia: da menos

brilhante para a mais brilhante. No CBA, as beads de captura das citocinas sdo
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misturadas com o anticorpo de deteccdo conjugado com o fluorocromo PE, e
depois incubadas com as amostras para formar o ensaio "em sanduiche". Os
tubos para aquisicdo foram preparados com: 50 pL de amostra, 50 pL da
mistura de beads e 50 pL do reagente de deteccdo Thl/Th2 PE (Human
Th1l/Th2 PE Detection Reagent/1 vial, 4mL). O mesmo procedimento foi
realizado para a obtencédo da curva-padréo. Os tubos foram homogeneizados e
incubados por trés horas, em temperatura ambiente, no escuro. Os resultados
foram gerados em graficos e tabelas utilizando-se o software GraphPad Prism

version 9.3.1.

2.4.5 Analise Estatistica

Devido ao baixo n amostral tanto do grupo com periodontite quanto do
grupo sem periodontite, configurando uma distribuicdo ndo normal da amostra,
os dados referentes a caracterizacdo geral, sociodemogréfica, histérico de
parto anterior, consultas e tratamentos odontolégicos durante a gestacéo, e os
parametros clinicos periodontais e fisicos conforme o diagndstico periodontal
foram demonstrados de forma descritiva por meio de médias, desvio-padrdes,
frequéncias absolutas e relativas. Os dados obtidos a partir do processamento
das variaveis imunoldgicas por citometria de fluxo das amostras de LM do
grupo caso e controle, foram comparados por andlise ndo paramétrica,
aplicando-se o teste de Mann-Whitney, com o nivel de significancia adotado de
5%.
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3. RESULTADOS

Neste estudo foram incluidas 17 mulheres, sendo 14 do grupo caso, com
diagnéstico de periodontite, e 03 do grupo controle, sem diagnéstico de
periodontite.

De acordo com a caracterizacdo geral da amostra e o historico
gestacional, a média de idade obtida foi de 27,70 anos (+7,37), evidenciando
ser uma populacdo jovem adulta. A renda familiar média foi de 1139,60 (+
371,40), demonstrando que as voluntarias pertenciam as classes sociais D e E
da cidade de Salvador, Bahia (27). (Tabela 01)

Quanto aos dados fisicos das puérperas selecionadas, observou-se uma
média de indice de Massa Corporal (IMC) de 25,00 kg/m? (+5,58). Porém,
estratificando a amostra de acordo com a classificacdo do IMC, 26,67% das
voluntarias se enquadraram no perfil de obesidade (230 kg/m?), 20% em
sobrepeso (25 - 29,9 kg/m?), 46,67% em peso adequado (18,5 — 24,9 kg/m?) e
6,67% em abaixo do peso (< 18,5 kg/m?) (28). (Tabela 01 e 02)

Em relacdo as caracteristicas gestacionais e o seu histérico médico, a
média da idade gestacional (IG) obtida foi de 39 (+1,62) semanas,
evidenciando que os partos foram a termo, sendo a média do numero de
gestacdes de 2,23 (x1,52). O niamero médio de consultas pré-natal entre a
mulheres foi de 7,58 (+5,30), refletindo um bom acompanhamento obstétrico

(29), e 0 ganho de peso médio na gestacao foi de 7,66 Kg (+9,74). (Tabela 01)

Tabela 1. Caracterizacdo geral da amostra

Variaveis Média Desvio
(n=17) padréo
Idade 27,70 7,37
Renda familiar 1139,60 371,40
IMC (kg/m?) 25,00 5,58
N° gestacbes 2,23 1,52
Idade gestacional (IG) 39,00 1,62

(semanas)
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N° consultas pré-natal 7,58 5,30
Ganho de peso materno 7,66 9,74
(kg)

Segundo a caracterizacdo socio-demografica da amostra, a maioria das
participantes foi classificada como individuos da cor melanoderma (53,3%),
seguido de faioderma (27%) e leucoderma (20%). O nivel de escolaridade com
maior prevaléncia foi ensino médio completo (64,7%), seguido do ensino médio
incompleto (23,5%). (Tabela 02)

Os dados sobre a histéria odontolégica relatado pelas lactantes
evidencia que das 17 participantes, a maior parte (12) nao recebeu assisténcia
odontoldgica durante a gravidez (70,59%), enquanto 5 foram acompanhadas

pelo cirurgido-dentista (29%) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizag&o sécio-demogréfica, histérico de parto anterior, consultas e
tratamentos odontolégicos durante a gestacdo

Variaveis n=17 %
Cor
Melanoderma 8 53%
Faioderma 4 27%
Leucoderma 3 20%

Escolaridade

Fundamental incompleto 1 5,88%

Fundamental completo 1 5,88%

Ensino médio incompleto 4 23,53%

Ensino médio completo 9 64,71%
IMC (kg/m?)

Abaixo do peso 1 6,67%

Peso adequado 7 46,67%

Sobrepeso 3 20%

Obesidade 4 26,67%
Parto anterior

Sim 8 47,06%

Nao 9 52,94%
Consulta odontoldgica

Sim 5 29,41%

Nao 12 70,59%

Tratamento odontoldgico
Sim 5 29,41%
Nao 12 70,59%
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Em relacdo aos parametros clinicos periodontais e numero de dentes
das parturientes avaliadas, observou-se no grupo caso uma média de indice de
placa visivel (IPV) de 60,36% (+0,22), SS de 25,18% (+0,097) e numero de
dentes de 25,64 (+2,74). J& no grupo controle houve uma média de IPV de
65,87% (+0,13), SS de 10,65% (+0,054) e nimero de dentes de 25 (+5,19).
(Tabela 3)

O grupo com periodontite obteve médias de PS 2,69mm (+£0,41), de NIC
2,76 (£0,41), de porcentagem de sitios com PS = 5mm 8,07% (+0,0006) e
com NIC =2 5mm 8,70% (%0,09). O grupo sem periodontite obteve médias de
PS 2,70mm (+0,63), de NIC 2,37 (+0,14), de porcentagem de sitios com PS 2=
5mm 0,00% (+0,00) e com NIC = 5mm 2,05% (+0,03). (Tabela 3)

A média de IMC foi de 25,99 kg/m? (£5,82) no grupo caso, refletindo a
presenca de sobrepeso, enquanto o grupo controle demonstrou um valor de
IMC de 21,02 kg/m? (+1,45), correspondente ao peso adequado (28). (Tabela
3)

No que diz respeito a média da IG no grupo com periodontite foi de
38,71 semanas (+1,72) e o peso do neonato de 3152,10 g (+512,93), enquanto
no grupo sem periodontite a média da IG foi de 39,33 semanas e 0 peso do
neonato de 3341,70 g (+317,58). Em ambos os grupos, as médias da IG e de
peso do neonato estiveram dentro da normalidade (30), seguindo critérios de
inclusédo da pesquisa. (Tabela 3)

Tabela 3. Avaliagdo descritiva dos parametros clinicos periodontais e fisicos conforme o

diagndéstico periodontal
Diagnéstico periodontal

Com Periodontite n=13 Sem Periodontite =3

Variaveis
Média Desvio Média Desvio
Padréao Padréo
IPV (%) 60,36% 0,22 65,87% 0,13
SS (%) 25,18% 0,097 10,65% 0,054
PS (mm) 2,69 0,41 2,70 0,63

NIC (mm) 2,76 0,41 2,37 0,14



PS25mm (%)
NICZ5mm (%)
NUmero de dentes

IMC (kg/m?)

IG (s)

Peso do neonato

@)

8,07%
8,70%
25,64

25,99

38,71

3152,10

512,93

0,00% 0,00
2,05% 0,03
25 5,19
21,02 1,45
39,33 1,52
3341,70 317,58
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Pelo processamento dos dados obtidos, por citometria de fluxo das

dezessete amostras, e posterior analise ndo paramétrica, aplicando-se o teste

estatistico de Mann-Whitney,

nao

foi

possivel

identifica

r

diferencas

significativas entre as citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN- y e TNF)

avaliadas no leite entre o grupo periodontite e o grupo sem periodontite
(Gréfico 1 e Tabela 4).

pg/mL

Gréfico 1. Expressédo das citocinas nos grupos com e sem periodontite
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Tabela 4. Expressao das citocinas nos grupos com e sem periodontite

Citocinas Grupo com Grupo sem Valor de P
Periodontite  periodontite

IL-2 (pg/mL) 7,845 8,23 0,4559
IL-4 (pg/mL) 7,855 8,63 0,3809
IL-6 (pg/mL) 11,11 14,91 0,5088
IL-10 (pg/mL) 7,8 8,5 0,875
1L-17A (pg/mL) 9,745 9,88 0,4441
INF-y (pg/mL) 7,78 8,65 0,2456

TNF (pg/mL) 9,33 9,75 0,9397
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4. DISCUSSAO

A composicdo do LM esti sujeita a alteracdes durante a lactacao,
entretanto, pouco se sabe sobre as alteracbes em seus constituintes
imunologicos. Até o momento, ndo ha estudos na literatura quanto a influéncia
da DP na composi¢cdo imunologica do LH, porém é sugerido que algumas
condicdes, a exemplo do estagio de lactacdo (11), estado nutricional da méae
(12), idade materna (13), idade gestacional ao nascimento (14), fatores
genéticos (15), presenca de infecgbes locais (16,17), assim como desordens
metabdlicas, a exemplo da diabetes (18), podem induzir mudancas no
conteddo imunolégico do LM. Tem sido demonstrado que a DP atua como um
reservatorio crénico de bactérias, desencadeando a producéo local de citocinas
pré-inflamatérias, a exemplo de IL1-B, TNF e IFN-y, e de PGE2 e MMPs, que
adentram a corrente sanguinea, e alcancam locais distantes da cavidade oral
(20), contribuindo para um estado sistémico inflamatorio subclinico ou
inflamacdo de baixo grau (21). Este mecanismo tem configurado a
plausibilidade biolégica de associacdo significativa da periodontite com
condi¢cbes sistémicas, a exemplo das doencas cardiovasculares (22), da DM
(21), além da prematuridade e baixo peso ao nascer (24).

A amostra deste presente estudo foi composta por lactantes
sistemicamente saudaveis, sem diagndstico de infec¢des durante a gestacao e
auséncia de desordens metabdlicas. Tais critérios de exclusdo tornam a
amostra homogénea, excluindo-se a influéncia de tais variaveis, possibilitando
a demonstracéao da interferéncia de outros possiveis fatores no LM. Tuaillon et
al. (17) relataram que a presenca de infeccdes mamarias locais, a exemplo da
mastite em seios de lactantes, podem alterar a composicéo imunoldgica do LM
atraveés do aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias, como a IL-6, IL-8,
IL-17, TNF-a e IFN-y (17). Hunt et al. (16) também observaram alteracées nos
constituintes imunomoduladores do LH, nas quais houve o aumento da
secrecédo de leucécitos e citocinas, como IL-8 (16).

Em relacdo a caracterizacdo geral da amostra, em sua maioria, foi
formada por maes melanodermas e adultas jovens. Tem sido sugerido que a
idade materna pode representar um fator modificador da composi¢cdo do LM
(31), de maneira que, em um estudo transversal, foi demonstrado que grupos

de mées com idade avancada (acima de 35 anos) apresentaram maiores
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concentracdes de IL-1B e IL-6 em relacdo as maes jovens (até 24 anos), mas
nao diferiram do grupo controle (entre 25 e 35 anos). (31)

As caracteristicas sécio-demograficas da populacao estudada, tais como
pertencer as classes sociais D e E, de acordo com o seu rendimento salarial
(32), além de apresentar baixo nivel de escolaridade, reflete uma parcela da
populacdo com baixo poder socio-econdmico e cultural. Essas condicbes
refletem e justificam a méa& qualidade nutricional dessa populagéo,
representando um fator de risco para o sobrepeso e a obesidade (33), 0 que
foram demonstrados no presente estudo por uma média geral de IMC de 25,00
kg/m? caracterizando sobrepeso (28).

Algumas pesquisas associam o0 estado nutricional materno com
alterac6es no perfil imunolégico do LH. Fujimori (34) no seu estudo avaliou a
relacdo do sobrepeso e da obesidade materna com o0s parametros
imunologicos e bioquimicos no colostro humano, no qual observou-se maiores
niveis de IL-6 e TNFa no colostro de mées obesas, demonstrando um perfil
mais inflamatério desse leite. Porém, ndo foram detectadas diferencas
significativas nas concentracdes de IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17A, entre 0S grupos
estudados (34).

Esses resultados sugerem que a obesidade materna pode levar a
alteracdes nos componentes imunolégicos do leite, por ser uma doenca crénica
caracterizada por um estado sistémico inflamatorio de baixo grau, ja que sabe-
se que o tecido adiposo funciona como um tecido secretor de citocinas pro-
inflamatérias, chamadas de adipocitocinas, como TNFa e IL-6, nédo
representando apenas um tecido de reserva energética (35,44). Esse quadro
associa a qualidade nutricional materna, sobretudo, condi¢Bes clinicas de
sobrepeso e obesidade com uma pior qualidade imunologica do LM,
repercutindo em seu papel no desenvolvimento do recém-nascido (34). Além
disso, outros estudos também demonstraram que 0 excesso de peso na
gravidez pode gerar risco para complicagdes durante o parto, tais como DM e
doencas hipertensivas gestacionais, e ap0s o parto, como o desenvolvimento
da obesidade infantil (37).

A amostra deste estudo foi composta também por voluntarias com 1G>37
semanas e com neonatos com peso maior do que 3000 g, tendo recebido um
bom acompanhamento obstétrico, sendo um fator protetor para prematuridade

ou baixo peso ao nascer (38). Alguns estudos demonstram que a IG também
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representa um fator modificador da composi¢cdo do LM. Castellote et al. (39)
demonstraram que amostras de leite de lactantes de bebés prematuros
(parturientes com IG<37 semanas), apresentaram maiores concentragoes de
IgA, IL-8, IL-10 e TNFa, em comparagao com amostras de parturientes a termo.
Ja, Ustundag et al. (40) afirmou haver a diminuicdo das citocinas
imunomoduladoras IL-2, IL-6, IL-8 e TNFa no leite de maes de parto prematuro
(40). Esses resultados demonstram que a composicdo dos fatores
imunoldgicos do LM néo varia apenas de acordo com a duracdo da lactacao,
mas também com a duracéo gestacional (5,6,39).

Na literatura, ha estudos que também associam o perfil socioecondmico
e niveis educacionais mais baixos com uma menor assisténcia a saude,
incluindo o acesso ao tratamento odontolégico e a instrucdo de higiene oral
(41,42). Corroborando com esses achados, apenas 29,41% das parturientes
foram submetidas a consultas ou tratamentos odontolégicos durante a
gestacdo, contribuindo para uma saude bucal precéria e 0 aumento dos riscos
de desenvolver doencas bucais que possam repercutir sistemicamente para
gestante e/ou feto. Este cenario justifica os indices de placa elevados
encontrados em ambas 0s grupos, como também a presenca de periodontite
em 82,4% da amostra. Este grupo apresentou médias de parametros clinicos
periodontais elevadas [SS 25,18% (+£0,097); PS 2,69mm (x0,41); de NIC 2,76
(x0,41); porcentagem de sitios com PS = 5mm 8,07% (+0,0006) e com NIC =
5mm 8,70% (x0,09)], refletindo maior inflamacao, extenséo e grau de perda de
insercao em relacdo ao grupo sem periodontite. Dessa forma, verificou-se que
o critério de diagnéstico de DP estabelecido por Gomes Filho et al. (26),
utilizado nesta pesquisa, caracterizou de maneira fidedigna a presenca de
casos de periodontite em uma populacdo jovem, jA que considera o
acometimento de no minimo quatro sitios em dentes diferentes, exigindo a
presenca simultanea de alteracdo nos trés parametros clinicos (PS, NIC e SS),
necessarios para caracterizar a presenca de inflamagéo, bem como a perda de
insercao periodontal (26).

A meédia do numero de dentes descrita na tabela 3 se mostrou muito
proxima tanto no grupo com periodontite quanto no grupo controle, refletindo a
faixa etaria mais jovem das parturientes. Segundo Freitas Jr et al. (43), por ser

uma doenca de progresséo lenta, os efeitos da doenca periodontal tendem a
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ser mais severos em pacientes idosos, muitas vezes resultando na perda
dentéria (43).

Em relagdo aos parametros fisicos no grupo com periodontite, observou-
se um valor de IMC de 25,99 kg/m? (+5,82), compativel com sobrepeso (29).
Alguns estudos demonstraram associacdo positiva entre mensuracoes de
adiposidade através do IMC com a periodontite (35,44). No presente estudo,
uma vez que a literatura tem demonstrado relacdo entre a obesidade e a
periodontite, pela natureza imunoinflamatéria de ambas as doencgas,
caracterizadas por perpetuar um estado inflamatério subclinico, podendo
contribuir para uma influéncia mutua entre elas (35), o fato de apenas o grupo
com periodontite ter apresentado sobrepeso, poderia justificar a presenca de
uma pior qualidade imunolégica do LM, favorecendo a presenca de um perfil
mais inflamatorio neste grupo.

Os recém-nascidos e lactentes jovens possuem um sistema imunologico
imaturo, dependente tanto dos fatores protetores do leite quanto do
desenvolvimento de sua propria imunidade inata e adaptativa (7). Dessa forma,
apresentam uma habilidade limitada quantitativamente e qualitativamente de
resposta contra patégenos invasivos, estando mais suscetiveis e vulneraveis
as infeccdes do que as criancas e adultos. Essa desvantagem os torna
altamente dependentes da transferéncia passiva de substancias
imunomoduladoras maternas, como as citocinas, no inicio da vida fetal e
neonatal, sendo o LM um dos meios para isso (8).

O LM contém uma variedade de citocinas, destacando-se a IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-y avaliadas neste estudo, caracterizadas por serem
proteinas de baixo peso molecular, secretadas em resposta a um antigeno, que
atuam como mensageiros intercelulares e induzem respostas especificas apés
a ligacdo a um receptor em uma ceélula-alvo, modulando a intensidade e
duracdo da resposta imunoinflamatéria, funcionando como biomarcadores de
doencas inflamatérias (8, 46). As citocinas sdo secretadas no colostro ou no
leite pelo epitélio da glandula mamaria e por leucécitos residentes, sendo uma
pequena parte filtrada do sangue materno (47). Podem ser divididas em
antiinflamatodrias, tendo um efeito imunomodulador, ou em pro-inflamatorias,
gerando um efeito imunoestimulador, variando de acordo com a necessidade e

o desenvolvimento imunoldgico especifico da crianca (39).
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Sabe-se que o perfil das amostras de leite, de maes jovens, sem
infeccbes ou desordens metabdlicas, com parto a termo e peso normal do
neonato sera menos inflamatério e mais imunomodulador (48). De acordo com
achados recentes ha uma diminuicdo global de citocinas pré-inflamatérias e
aumento de citocinas em atividades regulatérias, como a IL-10, que € induzida
de forma constante durante a evolucdo da gestacdo e ao longo da lactacao,
para proteger o recém-nascido de possiveis infec¢des durante o periodo de
imaturidade imunoldgica. (48).

A IL-6, por sua vez, € uma citocina com funcdes pro e antiinflamatoria,
tanto envolvida na diferenciacdo das células produtoras de IgA (50), quanto
associada a inflamacao sistémica (49) e obesidade (34,51), com tendéncia a
ter a sua concentracdo diminuida ao longo da lactacdo (47). J4, a IL-17A € uma
citocina pré-inflamatéria descrita na literatura como indutora de inflamacédo em
doencas autoimunes, tais como artrite reumatoide, llpus eritematoso e
psoriase (48,49). O TNF, sendo uma citocina muito relacionada a inflamacéo
crbnica de baixa intensidade, como na sindrome metabdlica (50), em conjunto
com a IL-6, é encontrado em maior quantidade no colostro devido as mudancas
no corpo da mulher durante a gravidez e o parto. Porém, alto niveis dessas
citocinas resultam em pré-eclampsia e parto prematuro (52). O IFN-y também é
encontrada no LM, geralmente em niveis mais baixos, diminuindo conforme a
lactacdo (39), mas ativados diante de uma infeccao (47), que, diante do seu
papel pré-inflamatério, aumenta a resposta T helper 1 (Thl), por serem
mediadores de macréfagos, ligando-se a inflamacéo (47).

Em relacédo a presenca da IL-2 e IL-4 no LM, n&o ha muito concesso na
literatura sobre o seu papel. Entretanto, pesquisas mostram que o IL-2 e 0
TNFa foram encontrados mais elevados no colostro, e reduzidos nos estagios
posteriores da lactacdo (47,53), estando o IL-2 associado a proliferacédo de
linfécitos T (40). J4, a IL-4 esta mais envolvida na producéo de IgE e inducéo
da resposta de eosinofilos, protegendo o lactente contra doencas respiratorias
(54).

Ha evidéncias na literatura que comprovam a natureza dinamica entre as
concentracfes de citocinas anti e pro-inflamatorias no LM transferidos para o
recém-nascido através da amamentacdo (49). Riskin et al. (19) observaram
alteracbes nos constituintes imunomoduladores do LH em resposta as

infeccbes ativas nos lactentes, sobretudo, respiratorias e do trato
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gastrointestinal, nas quais os niveis de TNF-a aumentaram (19). Ja, Bryan et
al. demonstraram uma diminui¢cdo significativa dos niveis de IL-10 no LM em
lactentes com bronquiolite grave, quando comparados com leites de mées de
neonatos saudaveis (55). Esses estudos comprovam que ha um
balanceamento entre a citocinas anti e pro-inflamatoérias secretadas no LM, a
fim de modular a resposta inflamatéria nos recém-nascidos de acordo com sua
necessidade.

Existem estudos que associam a presenca de doencas autoimunes
maternas com o perfil imunoldgico do LH, tal como a doenca celiaca tratada, na
qual observou-se uma maior quantidade de IL-6 e TNF-a em comparagao ao
grupo controle, demonstrando um perfil mais inflamatério desse leite (56). Em
outro estudo, do tipo transversal, realizado com mé&es que desenvolveram
Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), foi observado uma maior concentracao
de IL-10 e IFN-y no colostro materno, percebendo-se um aumento na
concentracdo de citocinas pré e antiinflamatdérias, evidenciando uma correlagéo
positiva de regulacdo entre as citocinas nesse grupo (57).

Diante das limitacdes deste estudo, apesar de nao terem sido verificadas
diferencas significativamente estatisticas entre as concentracdes das citocinas
(IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN- y) apresentadas nos grupos com e
sem periodontite, pelo reduzido numero de amostras testadas, € plausivel
pensar na possibilidade de uma imunorregulacdo na expressao de citocinas pro
e antiinflamatorias, diante da natureza dindmica do LM, associadas a
inflamacd@o nas lactantes com periodontite, também influenciada pelo estado
nutricional de sobrepeso nas mesmas.

Tratando-se ser um estudo piloto, abordando tema inédito na literatura, a
selecéo de voluntarios bem como a coleta de novas amostras e processamento
dos dados experimentais laboratoriais devem continuar, a fim de se obter
grupos comparaveis e dados concretos que embasem a associacdo da

periodontite com altera¢cdes imunoldgicas no leite materno.
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5. CONCLUSAO

Diante das evidéncias discutidas neste estudo, nao foi possivel verificar

a influéncia da periodontite na composicéo imunologica do LM.
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APENCICE A - TCLE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Periodontite materna e nascimento de bebés prematuros e/ou
com baixo peso: avaliagdo microbioldgica da placenta e resposta imune celular no
leite materno.

As informacbes a seguir descrevem o estudo e o0s seus direitos como
participante. Além do que for aqui esclarecido, o entrevistador poderd responder
qualquer questdo que vocé tenha referente ao estudo. Por favor, leia ou ouca com
atencdo e sempre que achar necessario interrompa para perguntar. Este termo é
composto de duas vias de igual conteudo, sendo a primeira para arquivamento pelo
pesquisador e a segunda para o paciente ou seu representante legal.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Periodontite
materna e nascimento de bebés prematuros e/ou com baixo peso: avaliagcdo
microbioldgica da placenta e resposta imune celular no leite materno.”, realizada pela
Professora Doutora Roberta Santos Tunes e pela aluna Izadora Eloy Balinha.

Objetivo da Pesquisa: O objetivo desta pesquisa serd avaliar as condigdes
periodontais (gengiva e 0sso da boca) das gestantes e verificar se a presenca de
inflamacdo na gengiva pode favorecer a ocorréncia de parto prematuro ou nascimento
de bebés de baixo peso. Além disso, buscard também verificar se na presenca de
inflamacdo na gengiva e 0sso a qualidade o leite materno pode ser alterada.

Justificativa: A importancia deste estudo se da porque a inflamacdo na boca
pode piorar diversas doencas no corpo, como diabetes, e até levar ao nascimento de
bebés prematuros ou com peso inferior ao esperado. As bactérias na boca podem chegar
na corrente sanguinea e irem se instalar dentro do Utero, provocando uma inflamacao
que pode levar ao trabalho de parto antes dos 9 meses.

Procedimentos: Se vocé aceitar participar desta pesquisa, vocé serd submetido a
uma entrevista com perguntas sobre sua salde, habitos de vida e habitos de higiene da
boca. Para verificar se vocé ja tem alguma inflamacdo vaginal que pode acelerar o
trabalho de parto, também sera coletado um pouco de secrecdo de dentro da vagina e
apos o nascimento do bebé, uma pequena porcao de placenta serd removida para exame.
A placenta é o 6rgdo que serve para passar todos os nutrientes para o bebé e protegé-lo
de infeccBes e apds o parto sempre € descartada. Quando a senhora ja estiver recuperada
do parto, sera realizado, também, exame na boca para verificar se tem inflamacdo na
gengiva e 0sso e coletaremos um pouco de placa bacteriana de dentro da gengiva. No
exame laboratorial, serdo coletados 5 ml do seu sangue para avaliar se realmente
existem bactérias da boca no sangue e para verificar como esta o nivel de agUcar, caso a
senhora tenha diabetes gestacional. Posteriormente a pesquisa, vocé podera receber
tratamento no Centro de Especialidades Odontolégicas (CEO) de Feira de Santana, caso
tenha sido diagnosticada inflamagdo no osso. E se tiver inflamacdo na vagina, sera
contatada para tratamento médico no posto mais proximo da sua residéncia. Apés 30
dias do parto, iremos entrar em contato com a senhora por telefone para saber se seu
filho esta sendo alimentado s6 com leite materno. Caso esteja, iremos agendar uma
visita para coletar 3 ml do seu leite para avaliacdo laboratorial

Desconfortos e Riscos: O exame da boca, a coleta do sangue e da secrecdo da
vagina podem gerar certo desconforto e constrangimento por parte da senhora. Porém,
todos os cuidados para minimizar isto serdo tomados. Além disso, todo material
utilizado sera esterilizado ou descartavel, evitando qualquer risco de contaminacdo. O
exame da gengiva pode provocar um pequeno sangramento, mas este cessa rapidamente



e sozinho. O leite materno quando for coletado sera feito em local reservado e com
material também estéril.

Acompanhamento e Garantia de Esclarecimento: Durante a realizacdo da
pesquisa, sempre havera um pesquisador para resolver duvidas eventuais e a qualquer
momento vocés poderdo entrar em contato com os pesquisadores: Dr? Roberta Santos
Tunes (71) 91963858/ (71) 32455183 e Izadora Eloy Balinha (75) 91798657.

Ressarcimento ou Formas de Indenizacdo: Participando desta pesquisa vocé
ndo recebera nenhum tipo de beneficio direto como dinheiro, mas estara contribuindo
para a elaboragdo de uma pesquisa que poderd proporcionar beneficios futuros a
sociedade. Nenhum custo adicional sera cobrado a vocé, pois este sera absorvido pelo
orcamento da pesquisa.

Garantia de Sigilo: Os dados obtidos neste estudo, bem como fotografias que
possam ser tiradas, serdo apresentados em congressos e encontros da comunidade
cientifica e poderdo ser publicados em revistas especializadas. No entanto, a sua
identidade nunca sera revelada. E seu rosto nunca sera mostrado totalmente nas
fotografias (seus olhos seréo cobertos por uma tarja preta).

Liberdade para se recusar a participar da pesquisa: A qualquer momento
vocé podera entrar em contato com os pesquisadores e pedir que os seus dados sejam
retirados da mesma e desistir de participar da pesquisa, sem qualquer prejuizo em
relacdo a garantia de atendimento no Centro de Especialidades Odontolégicas (CEO)
caso tenha sido diagnosticada com periodontite (inflamacéo 0 0sso).

SUA ASSINATURA INDICA QUE VOCE DECIDIU PARTICIPAR DA
PESQUISA COMO VOLUNTARIO E QUE LEU E ENTENDEU TODAS AS
INFOMACOES ACIMA EXPLICADAS.

Nome do voluntario ou representante legal

Documento:

Assinatura do voluntario ou representante legal

Local para impresséo digital

Assinatura do pesquisador

ATENCAO: A SUA PARTICIPACAO EM QUALQUER TIPO DE PESQUISA E
VOLUNTARIA. EM CASO DE DUVIDA QUANTO AOS SEUS DIREITOS
ESCREVA PARA O COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA EBMSP.
Enderego: Av. D. Jodo VI, 274 — Brotas— Salvador - SP. Tel.:(71) 2101-1900



APENDICE B — QUESTIONARIO

Identificagao e Dados Socio Demograficos

Mome:
Diata de nascimeanto: Estado civil:
Cor: Fends farmiliar:
Escolaridade: Profizsao:
Dados fisicos e antropometricos
Peso no inicic da gestagaa: Feso gtusal:
Estatura: Freguencis respiratoria:
Frequéncia cardiaca: hMedia de PA:

Indice de massa corporal (peso antes da gestacao)

Doengas sistemicas anteriores a gestacan:

Historia da gestagao

Mumero de gestagoes:

Cates do parto anterior:

M* de fillvos nascidos vivos:

Aborto espontanec?

Data da ulima menstruacao™

Metodo de concepeao (espontaneo ou induzido):

Qluanios kilos ganhou na gestacao:

Ja teve algum parto premsatoro:

Qeantas consultas fez no pre-natal:

Alguma infeccao durante gestacao™

Cleal?

Lt=ou antibicticos?

Cheando?

Ciabstes gestacional ?

Pre-eclampsia? =

=0 de drogasfitabaco™?

It=o de alcool?

Faoi feito o disgnostico de alguma infecgao durante a gestagao (rubsola,
toxoplasmiose, citomegsalowvires, HIW, HTLY, sifillis)?

Dados do pos-parto




APENDICE C — FICHA DE AVALIACAO PERIODONTAL

Exame periodontal

Controle de biofilme dentério (indice de placa corada)
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

\%
P
L
Vv
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38
Total de sitios: (100%); sitios corados: ( %) Data: / /
Sangramento gengival (sangramento a sondagem)
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
Vv
P
L
\%
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38
Total de sitios: __ (100%); sitios ¢/ sangramento: __ ( %) Data: / /
Profundidade de sondagem (PS), recesséo (R), lesdo de furca (F), mobilidade (M)
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
PS
R
F/IM
PS
R




FIM

PS

FIM

PS

FIM

48 47 46

Diagnostico:

45 44 43 42 41

31 32 33 34 35 36 37 38




ANEXO A — APROVACAO DO CEP

ESCOLA BAHIANA DE

MEDICINA E SAUDE PUBLICA - GREraAl -

Titulo da Pesquisa: influéncia da pencdontile matema na composcdo nutricional e Imunoidgica do leite
humano

Pesquisador: Roberta Santos Tunes

Arca Tomatica:

Veorsdo: 3

CAAE: 32371620.3.0000.5544

Instituicdo Proponente: Fundagso Bahiana para Deservolwmento das Ciénclas
Patrocinador Principal: Frnancamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 4.353.758

Apresentacdo do Projeto:

A doenga periodontal ¢ uma patologia de ongem Infeccosa e inflamatdna.causada pelo acimulo de
microorganismos sobre a superficie dentara supa ou subgengvalmenie. A deenca se instala guando ocoere
um desequiibein entre as defesas do organismo e a agressdo micrcbiana As principals bactérias envalvidas
neste processo sdo as ocalizadas subgenghalmente, ditas perodontopatogénicas, por serem capazes de
desencadear uma resposta infamaidna intensa na regido dos tecidos pencdontais pela dberagdo de varios
produtos toadcos, gue kdec atrar Infilradoe de neutrodlos, macrofagos e infociios, promovendo a lberaclo de
indmeras atocnas nflamatdrias. A literatura | demonstrou que Individuos portadores de periodontite
apresentam nivels plasmaticos de mediadores inflamatorios elevados, além das propnas bactérias e seus
subprodutos, serem capazes de atingir a corente sanguinea, de modo a configurar a plausbitdade
biologica para a associagdo da presenga de inflamagio no periodonio com diversas condgdes sisiémicas, a
exempio do o pario prematuro e nascimento de bebés de baixo peso. Além das alteragles durante a
gestagdo e na sua condusdo, apds o nascimento do bebé, pode-se pensar na possiblidade da imerferénca
dos mediadares inflamatdnos também no lete matermno, influenciando a qualidade do alimenso cfertado a
estes bebés, podendo prejadicar o seu desenvolvimento. A qualdade desie lefte matemo pode ser avalada
por seu aspecto nutricional ¢ imunoldgico. O aleitamento materno constitul um importante suporte
muncidgica que a mie pode fomecer para seu i, ainda muno-incompetente, contra infecobes durante as
prmeros
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meses de vida, aumentando a imunidade contra nfecgbes, e, provaveimente, lambém contribuem para a
maturagdo e a eficiéncia do sistema Imune neonatal. Multos estudos #m mostrado que crangas
amameniada sio menos vulnerdvels a infecgfes. No entanto, o3 mecanismos envolvidos na imunidade
formecido pelo leite humano para o laciente N30 estdo totalmente compreenddos. Algumas publicages tém
Indcado que as Iinfecctes urindrias e mastite podem alterar a qualdade do lefie materno. Desta forma,
parece plausivel sugerr que a pericdontite, presente em algumas mulheres durante a lactagdo, possa
também ser capaz de alterar fatores nuiricionais e imunciogces do leite materno que serd fomecido aos
eodm-Nasados.

Contreacic do Peecar 4 20750

Objetivo da Pesquisa:

Objetrvo Pnmario:

Testar a hipétese de que a presenca de pencdoniite materna possa aberar a qualdade do lette materno
ofertado aos bebds.

Qbjetivo Secundano:

1. Avaliar a influéncia da periodontiie malema na compasicao nutricional do lefle humano, araves da
avaliagdo dos ackdos graxos por cromatografia gasosa.

2. Avaliar a infludncia da periodontiie malemna na composiclo mmunoldgca do lelte humano, através da
avaliagdo de clioanas, quimioanas, fatores de crescimento e imuncglobulnas, por sistema de chometria de
fuxo com muliplexagdo de “beads”.

Avallagdo dos Riscos ¢ Beneficlos:
Segundo a pesquisadora

-Riscos:

Esta pesquisa ndo realizard nenhum tipo de intervenclo terapdutica, clinica ou cinegica, nas parturientes
nem Nes recém-natos. N30 sera realizado nerdum Hipo de tratamento, apenas serdo lefios exames clinicos
periodontals, coleta de amostra do leite matemo, além de um questionario que serd conduzido a
parscipante, apts prévio esclarecimento e assinatura do termo de consertimento. Por ser necessano o
exame clinico odoniologico, as parunentes 1&m o risco de
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contaminagdo oruzada durante avaliagdo. Porém 1odos 0s culdados com a blosseguranga, como utlizagdo
de EPIs para

o profissional @ nstrumentos estéreis, evitando @ exposigdo das participantes a este risco. O exame clinko
periodontal pode causar cerio descondorio e peguenc sangramento, porém este cessa espontaneamente
poucos segundos apds a sondagem. A coleta do lefie serd realizada peld propna pesquisadora e também
pode gerar certo desconforto ou constrangimento, porém serd realzada em area reservada, com uso de
luvas, bomba eletrénica e coletores esiérels. Todas as coletas de dados (questionario, leite e exame
periodontal), serdo realizadas prioritanamente na ccasiio que as paticpantes trouxerem sews Sihos para
consulta no ambulatdno de puericultura da Escola Bahlana de Medicina e Sadde Pablica, mnimizando
possivel mobilzacdo da mesma para partiopar da pesquisa. Caso seja necessano algum desiccamento
adicicnal da participanie, 05 custos ser@o ressarcidos pelos pesguisadores.

Contraacio do Paecer 4 35 8

<Benefices:

Em refacdo aos beneficios, fodas as parcipantes serdo esclarecidas sobee sua condicso da sadde oral e
em casos de dlagnéstico de doenca penodontal, todas serdo encaminhadas para o centro odontologico da
Escola Bahlana de Medicina para triagem, asendimento e tratamento pencdontal na instiukcdo, seguindo o
fuxo de atendmento da mesma. Akdm disso, verifica-se o beneficio coletivo de colaborar com a oéncia para

a impiementacdo de meihor asssiéncia odonitoldgica no programa de pré-natal.

Comentanos e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Avaliago Periodontal-O exame perodontal serd realizado por um crurgido-denista, previamenie calbrado,
scb condigfes de luminagdo & assepsia adequadas, estandd as pacientes em posicdo sentada Este sera
realzado com sonda manual milimetrada e

espelho bucal, em seis sihos por dente, para registro dos seguinies pardmetros clinicos: auséncia ou
presenca do bicdime; sangramento & sondagem; profundidade de scndagem - distdnoa da margem
gengival 3 base do fundo de suloco ou bolsa; e posicdo da margem genglval Jocalzagdo da margem
gengival livre em relagdo A posigdo da junglio cemento-esmaite. O NIC (nivel de insercdo clinica) sera
determinado através

da soma da profundidade de sondagem e a localzagdo da margem gengival bvie em relacdo 4 posigdo da
juncao cemento-esmalte. Apds a avallaglo dos dados periodontals, as pacentes serdo classificadas com o
sem penodontite crdnica, conforme os criténocs de Gomes & Filho (2007)
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periodontite: presenca de pelo menos quatro dentes com um ou mais sitos com profunddade de sondagem
make ou igual a 4mm e NIC maor ou igual a 3emm no mesmo sitio, além ca presenca de sangramento a
sondagem. As parturienies que N30 Se encaixarem Nos chténos descrios aoma serlo consideradas como

sem pencdontie.

Comsnacio do Paacer 430 M8

Coleta das amostras de leite-- As amostras de leite serdo coletadas das mdes que declararem
amamentagdo exclusiva, independentemente do grupo as quais pertengam, no periodo de 30 a 180 dias
apos parto. Serdo coletadas amostras de 10mi de leite, provenientes de uma dnica mama, previamente
higienizada com clorexdding 0,5% e sem sinals de infecgdo local, com o audlio de uma bomba eletrdnica. As
amostras serdo transportadas a 4*C por no maximo 2 horas até o laboraléeio, onde serdo centrfugadas
duas vezes, subsaquentes, 3 10.000 RPM por 10-20 minutos para cbtengdo da parte gordurosa e do soro
do lefe. Apés essa etapa de centnfugacdo, o remanescente serd armazenado a -80°C para avallagdo dos
addos graxos, por cromatografia gasosa, e de ciocinas (IL- 2, IL-4, IL.6, IL-10, IL-17A,TNF, IFN.y),
qumiccinas e falores de oesamento, akém da iImunogicbuina (igA), por sistema de clometria de fluxo com
mestiplexacdo de "beads”, A serem realizados no Nicleo de Pesguisa e Inovacdo (NUP!) da Escola Bahlana
de Medicina e Sadde Pablica (EBMSP),

Periodo de retencdo de amostras— As Schas obtidas através do questionanc e exame pencdontal das
pacienies serdo armazenadas no domicilio dos pesquisadores duranis

todo decorrer da pesquisa e serlio nonendas apds UM PrAZ0 MAXIMO de CINCo anos apts a coleta. As
amos¥as de lefle matemo serdo armazenadas a -B0oC durante a pesquisa, que tem essmatva de duraglo
de dois anos, podendo permanecer em anmazenamento por até anco ancs. O freezer utlizado para este
amazenamentio se localza na EBMSP e encontra-se sob a responsabiidade do NUPI, que concedeu a
aulorzacdo para o uso. O descarte do matenal (leite masemo), que ¢ bioldgico e liguido, serd realizado
atraves do sistema de descarte de residuos bioldgicos da EBMSP.

O recrutamento das pacientes serd realizado na sala de espera do ambulatorio de puercuitura do centro
médico da Escola Bahlana de Medicina e Sadde Pibiica, atraves de abordagem direta &5 pacientes, ¢ a
aplicacdo do questiondrio, exame pericdontal e coleta do ledle materno serdo realzados de forma reservada,
no mesmo ambulaldno, em um dos consultonos Medicos que estiverem disponivels par O uso na ocasilio.
A amostra serd dividida emc grupo 1, mies de cnanca com peso superior 2 25009 elou 37 cu mas
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semanas de gestacdo com diagnéstico de penodoniiie; e grupo 2, mies de cnanga com peso supenor a
25009 e/ou 37 ou mas semanas de gestacdo sem dlagnistico de perodontite.

Consideragdes sobre os Tormos de aprosentagdo obrigatoria:

<Foiha de rosto dewdamentie preenchida e assinada;

<Carta de anuéncia da Sadde Bahiana- apresentada, devidamente assnada e canmbada;
<Cronogramaapresentado, porém necessita de ajusies

<Orgamenie: apresentado no valor de RSS60.489,18, inanciamenio propno;

<TCLE adequado.

Consrsacic do Pacecar 4 20 8

Recomendagbes:

Recomendagdes inchur no cronograma  periodos para envio de relattnos parcials 20 CEP-Bahiana
Conclusdes ou Pendéncias o Lista do inadequagles:

Apds reandise bloétca embasada na Res. 468/12 e documentos afins, as pendéndas assinaladas no
Parecer Consubstanciado de n* 4.280 630 relativas a foram devidamente sanadas garantindo a execucdo
deste projeto dentro da metodologa e cbjetivos proposios.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Dante do exposto, o CEP-Bahiana, de acordo com as arbugies

definidas na Resokugdo CNS n* 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagdo deste peotocolo de  pesquisa dendro dos objetivos e metodologia proposta

Esto parecer fol elaborado baseado nos documentos abatxo relacionados:

InformacOes Basicas | PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 161002020 Aceito
oo Ariercr—|RESPOSTA_AD_PARECER TZ8030H 7610000

ecer Anternior A_AD | | 4280630.0 161 Danieia Costa Aceito
Projgeto Detahado | 'kEZTG_mm_m _periodontie_ ACSID
Brochura materna_na_compesicac_refriconal_e
Irvestigador imunalogica_do_lefte_humano_PARA_J
TCLE / Termos de N | Acasto
Assentimento | E_E_ESCLARECIDO_CEP2020.pat 112008 |Moraes Matos
Justdcatra de
Auséncia

Endereco: AVENIDA DOM JOAD V1. 274

Baireec  BROTAS cep: 402800

ur: sa Muricipio: SALVADOR

Telefone: (THR10%-1023 E-mal: cxptahters sy be
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Commraacic do Peoecer 4 250 ™8

Declaracdo de
Instituicdo e

Carta_de_Anuencia NUPLpa! Danieda Costa

s g Roo

Foiha_de_Rosio_influenca_da_penodo
nifie_materna_na_composicac_ruriclon] 161542
al_e_munologica_do_lelte_humano pdf

[Declaragac do
Irstituxdo e
nkaestutura

fm_dc_muum_m_mdm_g 25052020
BMSP pdf 16:14:16

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreclagdo da CONEFP:

Nao

SALVADOR, 21 de Outubro de 2020

Assinado por:
Roseny Ferroira
{Coordenador(a))

Enderagn: AVENIOA DOM JOAD VY, 274

Beireoc  BROTAS CEP: 40285001

ur: Ba Municipio: SALVADOR

Telstone: (7121001928 E-mal: copitiatesem s be
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ANEXO B - DIRETRIZES PARA AUTORES

INSTRUCOES GERAIS

1. O manuscrito devera ser escrito em idioma portugués, de forma clara, concisa e objetiva.

2. O texto devera ter composicao eletronica no programa Word for Windows (extensédo doc.),
usando-se fonte Arial, tamanho 12, folha tamanho A4, espaco 1,5 e margens laterais direita e
esquerda de 3 cm e superior e inferior de 2 cm, perfazendo um maximo de 15 paginas, excluindo
referéncias, tabelas e figuras.

3. O numero de tabelas e figuras ndo deve exceder o total de seis (exemplo: duas tabelas e
quatro figuras).

4. As unidades de medida devem seguir o Sistema Internacional de Medidas.

5. Todas as abreviaturas devem ser escritas por extenso na primeira citagao.

6. Na primeira citagao de marcas comerciais deve-se escrever o nome do fabricante e o local

de fabricacdo entre parénteses (cidade, estado, pais).

ESTRUTURA DO MANUSCRITO

1. Pagina de rosto

1.1 Titulo: escrito no idioma portugués e inglés.

1.2 Autor(es): Nome completo, titulacdao, atividade principal (professor assistente,
adjunto, titular; estudante de graduacao, pds-graduacdo, especializacao), afiliacdo (instituicdo de
origem ou clinica particular, departamento, cidade, estado e pais) e e-mail. O limite do nimero de
autores é seis, exceto em casos de estudo multicéntrico ou similar.

1.3 Autor para correspondéncia: nome, endereco postal e eletrénico (e-mail) e
telefone.
1.4 Conflito de interesses: Caso exista alguma relagdo entre os autores e qualquer

entidade publica ou privada que possa gerar conflito de interesses, esta possibilidade deve ser
informada.

Observacao: A pagina de rosto sera removida do arquivo enviado aos avaliadores.

2. Resumo estruturado e palavras-chave (nos idiomas portugués e inglés)

2.1 Resumo: minimo de 200 palavras e maximo de 250 palavras, em idioma portugués e
inglés (Abstract).
O resumo deve ser estruturado nas seguintes divisdes:

- Artigo original: Objetivo, Metodologia, Resultados e Conclusdao (No Abstract: Purpose,
Methods, Results, Conclusions).

- Relato de caso: Objetivo, Descricdo do caso, Conclusdo (No Abstract: Purpose, Case
description, Conclusions).

- Revisdo de literatura: a forma estruturada do artigo original pode ser seguida, mas ndo é
obrigatdria.

2.2 Palavras-chave (em inglés: Key words): maximo de seis palavras-chave,
preferentemente da lista de Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) ou do Index Medicus.



3. Texto

3.1 Artigo original de pesquisa: deve apresentar as seguintes divisdes: Introdugao,
Metodologia (ou Casuistica), Resultados, Discussdo e Conclusdo.

- Introducdo: deve ser objetiva e apresentar o problema, justificar o trabalho e fornecer
dados da literatura pertinentes ao estudo. Ao final deve apresentar o(s) objetivo(s) e/ou
hipdtese(s) do trabalho.

- Metodologia (ou Casuistica): deve descrever em seqliéncia logica a populagdo/amostra ou
espécimes, as variadveis e os procedimentos do estudo com detalhamento suficiente para sua
replicagdo. Métodos ja publicados e consagrados na literatura devem ser brevemente descritos e a
referéncia original deve ser citada. Caso o estudo tenha analise estatistica, esta deve ser descrita
ao final da segao.

Todo trabalho de pesquisa que envolva estudo com seres humanos devera citar no inicio
desta secdo que o protocolo de pesquisa foi aprovado pela comissdo de ética da instituicdo de
acordo com os requisitos nacionais e internacionais, como a Declaragao de Helsinki.

O numero de registro do projeto de pesquisa na Plataforma Brasil/Ministério da Saude ou o
documento de aprovagao de Comissdo de Etica equivalente internacionalmente deve ser enviado
(CAAE) como arquivo suplementar na submissdao on-line (obrigatdrio). Trabalhos com animais
devem ter sido conduzidos de acordo com recomendacgdes éticas para experimentacdo em animais
com aprovagdo de uma comissdao de pesquisa apropriada e o documento pertinente deve ser
enviado como arquivo suplementar.

- Resultados: devem ser escritos no texto de forma direta, sem interpretagao subjetiva. Os
resultados apresentados em tabelas e figuras ndao devem ser repetidos no texto.

- Discussdo: deve apresentar a interpretacao dos resultados e o contraste com a literatura, o
relato de inconsisténcias e limitacbes e sugestdes para futuros estudos, bem como a aplicagdo
pratica e/ou relevancia dos resultados. As inferéncias, dedugdes e conclusdes devem ser limitadas
aos achados do estudo (generalizacdo conservadora).

- Conclusdes: devem ser apoiadas pelos objetivos e resultados.

3.2 Relatos de caso: Devem ser divididos em: Introdugdo, Descrigdo do(s) Caso(s) e Discussao.

4. Agradecimentos: Devem ser breves e objetivos, a pessoas ou instituicdes que
contribuiram significativamente para o estudo, mas que ndo tenham preenchido os critérios de
autoria. O apoio financeiro de organizagdo de apoio de fomento e o nimero do processo devem
ser mencionados nesta segdo. Pode ser mencionada a apresentagdo do trabalho em eventos
cientificos.

5. Referéncias: Deverdo respeitar as normas do International Committee of Medical Journals
Editors (Vancouver Group), disponivel no seguinte endereco eletrdnico:
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html.



http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

a. As referéncias devem ser numeradas por ordem de aparecimento no texto e citadas entre
parénteses: (1), (3,5,8), (10-15).

b. Em citagOes diretas no texto, para artigos com dois autores citam-se os dois nomes. Ex:
"De acordo com Santos e Silva (1)...". Para artigos com trés ou mais autores, cita-se o primeiro
autor seguido de "et al.". Ex: "Silva et al. (2) observaram...".

c. Citar, no maximo, 25 referéncias para artigos de pesquisa, 15 para relato de caso e 50
para revisao de literatura.

d. A lista de referéncias deve ser escrita em espaco 1,5, em sequéncia numérica. A
referéncia devera ser completa, incluindo o nome de todos os autores (até seis), seguido de “et
al.”.

e. As abreviaturas dos titulos dos periddicos internacionais citados deverdo estar de acordo
com o Index Medicus/ MEDLINE e para os titulos nacionais com LILACS e BBO.

f. O estilo e pontuacdo das referéncias devem seguir o formato indicado abaixo

Artigos em periddicos:

Wenzel A, Fejerskov O. Validity of diagnosis of questionable caries lesions in occlusal
surfaces of extracted third molars. Caries Res 1992;26:188-93.

Artigo em periodicos em meio eletrénico:

Baljoon M, Natto S, Bergstrom J. Long-term effect of smoking on vertical periodontal bone
loss. J Clin Periodontol [serial on the Internet]. 2005 Jul [cited 2006 June 12];32:789-97.
Available from: http://www.blackwell-synergy.com/doi/abs/10.1111/j.1600-051X.2005.00765.x
Livro:

Paiva ]G, Antoniazzi JH. Endodontia: bases para a pratica clinica. 2.ed. S3o Paulo: Artes Médicas;
1988.

Capitulo de Livro:

Basbaum AI, Jessel TM, The perception of pain. In: Kandel ER, Schwartz JH, Jessel TM.
Principles of neural science. New York: McGraw Hill; 2000. p. 472-91.

DissertacOes e Teses:

Polido WD. A avaliagdo das alteragSes désseas ao redor de implantes dentdrios durante o
periodo de osseointegracdo através da radiografia digital direta [tese]. Porto Alegre (RS):
Faculdade de Odontologia, Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul; 1997.

Documento eletroénico:

Ueki N, Higashino K, Ortiz-Hidalgo CM. Histopathology [monograph online]. Houston:
Addison Boocks; 1998. [Acesso em 2001 jan. 27]. Disponivel em http://www.list.com/dentistry.

Observagoes: A exatiddo das citacdes e referéncias é de responsabilidade dos autores. N&o incluir
resumos (abstracts), comunicacGes pessoais e materiais bibliograficos sem data de publicacdo na
lista de referéncias.



6. Tabelas: As tabelas devem ser construidas com o menu “Tabela” do programa Word for
Windows, numeradas consecutivamente com algarismos arabicos na ordem de citagdo no texto
(exemplo: Tabela 1, Tabela 2, etc) e inseridas em folhas separadas apods a lista de referéncias. O
titulo deve explicativo e conciso, digitado em espaco 1,5 na parte superior da tabela. Todas as
explicacdes devem ser apresentadas em notas de rodapé, identificadas pelos seguintes simbolos,
nesta sequéncia: *,t, ¥, §, ||,,**,T1,¥%. Ndo sublinhar ou desenhar linhas dentro das tabelas,
nem usar espacos para separar colunas. O desvio-padrdo deve ser expresso entre parénteses.

7. Figuras: As ilustragdes (fotografias, graficos, desenhos, quadros, etc) serdo consideradas
como figuras. Devem ser limitadas ao minimo indispensaveis e numeradas consecutivamente em
algarismos arabicos segundo a ordem em que sdo citadas no texto (exemplo: Figura 1, Figura 2,
etc). As figuras deverdo ser inseridas ao final do manuscrito, apds a lista das legendas
correspondentes digitadas em uma pagina Unica. Todas as explicacdes devem ser apresentadas
nas legendas, inclusive as abreviaturas existentes na figura.

a. As fotografias e imagens digitalizadas deverdo ser coloridas, em formato tif, gif ou jpg,
com resolugdo minima de 300dpi e 8 cm de largura.

b. Letras e marcas de identificacdo devem ser claras e definidas. Areas criticas de
radiografias e microfotografias devem estar isoladas e/ou demarcadas. Microfotografias devem
apresentar escalas internas e setas que contrastem com o fundo.

c. Partes separadas de uma mesma figura devem ser legendadas com A, B, C, etc. Figuras
simples e grupos de figuras nao devem exceder, respectivamente, 8 cm e 16 cm de largura.

d. As fotografias clinicas ndo devem permitir a identificagdo do paciente. Caso exista a
possibilidade de identificacdo, é obrigatério o envio de documento escrito fornecendo
consentimento livre e esclarecido para a publicagao.

e. Figuras reproduzidas de outras fontes ja publicadas devem indicar esta condicdo na
legenda, e devem ser acompanhadas por uma carta de permissao do detentor dos direitos.
0OS CASOS OMISSOS OU ESPECIAIS SERAO RESOLVIDOS PELO CORPO EDITORIAL



ANEXO C - ARTIGOS REFERENCIADOS

Os artigos referenciados neste estudo foram encaminhados por e-mail a

banca examinadora e coordenacdo do componente.



