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RESUMO

Os defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE) constituem anomalias estruturais do
esmalte, que ocorrem durante o processo de amelogénese nos periodos pré-natal, natal e pos-
natal. Ainda persistem lacunas quanto a etiologia dos DDE, porém condi¢des adversas ao
nascimento (CAN), como o baixo peso ao nascer (BPN), nascimento pré-termo (NPT) e/ou
restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) tém sido apontadas como possiveis fatores de
risco para esse desfecho. Alteracoes na homeostase do cdlcio, mineral importante para
formacdo dos dentes, diante de CAN podem fundamentar essa associagdo. No entanto, o
desequilibrio imunolégico materno, infec¢des bacterianas e morbidades, como a hipertensao
durante a gravidez ainda ndo foram estudas como potenciais preditoras da ocorréncia de DDE.
Um dos principais componentes imunolégicos maternos responsdveis pela embriogénese — a
quimiocina RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted) —
ainda ndo foi investigado em relacdo ao seu papel na amelogénese. Assim, este trabalho testou
a hipétese de que fatores perinatais estariam associados a ocorréncia de DDE no bebé. Para
isso, foram realizados dois estudos de coorte prospectiva em uma amostra de 327 gestantes e
seus bebés, com dados extraidos da coorte de pré-natal — BRISA. No primeiro estudo, cujo
objetivo principal foi analisar o papel da quimiocina RANTES no DDE, foi realizada anélise
com equacdes estruturais, considerando o efeito direto da RANTES em gestantes na
ocorréncia de DDE na crianga; e o efeito indireto, mediado pelo NPT. Foi ainda avaliado o
efeito da variavel latente situagdo socioecondmica sobre o0 DDE na crianga. Os resultados nao
apontaram efeito dos fatores socioecondmicos € do NPT sobre o DDE na crianca, mas
demonstraram que os niveis séricos da RANTES exercem efeito direto e negativo sobre a
ocorréncia de DDE (CFP= -0,160; P=0,021), sugerindo que o componente imunoldgico
materno intefere no processo de amelogénse. No segundo estudo, investigou-se a associagdo
entre infec¢Oes bacterianas maternas e a ocorréncia de DDE no bebé, por meio de andlise de
inferéncia causal com escore de propensdao, em amostra dessa mesma coorte. Nao foi
identificada associagdes entre esses eventos. Conclui-se que o periodo gestacional precisa ser
monitorado quanto aos efeitos na saide dos dentes do bebé.

Palavras-chave: Recém-Nascido Prematuro. Nascimento Prematuro. Quimiocina CCLS.

Hipoplasia do Esmalte Dentério. Infeccao. Infec¢des do Sistema Genital.
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ABSTRACT

Enamel development defects (DDE) constitute structural enamel anomalies, which occur
during the process of amelogenesis in the prenatal, natal, and postnatal periods. There are still
gaps regarding the etiology of DDE, but adverse conditions at birth (ACB) such as low birth
weight (LBW), preterm birth (NPT) and / or intrauterine growth restriction (IUGR) have been
identified as possible risk factors for this outcome. Alterations in calcium homeostasis, an
important mineral for tooth formation, in the face of ACB can support this association.
However, maternal immune imbalance, bacterial infections and morbidities such as
hypertension during pregnancy have not yet been studied as potential predictors of the
occurrence of DDE. One of the major maternal immune components responsible for
embryogenesis - chemokine (RANTES) (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed
and Secreted) - has not yet been investigated for its role in amelogenesis. Thus, this paper
tested the hypothesis that perinatal factors would be associated with the occurrence of DDE in
the baby. For this, two prospective cohort studies were performed on a sample of 327
pregnant women and their infants, with data extracted from the prenatal cohort - BRISA. In
the first study, whose main objective was to analyze the role of chemokine RANTES in DDE,
a structural equation analysis was performed, considering the direct effect of RANTES in
pregnant women on the occurrence of DDE in the child; and the indirect effect, mediated by
TPN. The effect of the latent socioeconomic situation on DDE in the child was also evaluated.
The results did not indicate the effect of socioeconomic factors and TPN on the DDE in the
child, but demonstrated that the serum levels of RANTES have a direct and negative effect on
the occurrence of DDE (CFP = -0.160; P = 0.021), suggesting that the component maternal
immune system is involved in the process of amelogenesis. In the second study, we
investigated the association between maternal bacterial infections and the occurrence of DDE
in the baby, through analysis of causal inference with propensity score, in a sample of this
same cohort. No associations were identified between these events. It is concluded that the
gestational period needs to be monitored regarding the health effects of the baby's teeth.

Keywords: Premature Newborn. Premature Birth. Chemokine CCLS. Enamel Hypoplasia.

Infection. Genital System Infections.
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1INTRODUCAO

Os Defeitos de Desenvolvimento do Esmalte (DDE) sdo uma anomalia da
estrutura do esmalte dentdrio resultando em um esmalte defeituoso, afetando ndo sé a
arquitetura celular da matriz organica, como o processo de mineralizacdo e matura¢ao durante
a amelogénese. Os DDE caracterizam-se pela presenca de féssulas ou sulcos na superficie
dentaria e também alteracdoes de coloracao (KOBAYASHI et al., 2017). Clinicamente, os
DDE podem ser classificados em trés tipos: opacidade demarcada, a opacidade difusa e
hipoplasia. Opacidade ¢ um defeito qualitativo envolvendo alteracdo na translucidez do
esmalte, enquanto a hipoplasia é um defeito quantitativo associado com uma reducdo da
espessura do esmalte (FDI, 1992).

O processo de formacdo do esmalte dos dentes deciduos ocorre entre a vida intra-
uterina a partir (sexta semana) e o primeiro ano de vida pds-natal (COBOURNE, SHARPE,
2003; CAMPOS, CRUZ, MELLO, 2004; SEPPALA et al., 2006; RYTHEN et al., 2010;
THESLEFF, 2014). Portanto, os DDE podem ser considerados biomarcadores de estresse que
ocorridos nos periodos pré, neo e pds-natais, conforme a Hipdtese de Barker, na qual se
estipula que os eventos ocorridos em periodo passado t€ém consequéncias em épocas
posteriores.

Pela 6tica de David Barker, os DDE representam condi¢des ambientais adversas
que repercutem nos dentes. A etiologia dos DDE ainda ndo estd completamente elucidada,
porém tem sido associada, dentre outros fatores, ao nascimento pré-termo (NPT)
(JACOBSEN et al., 2014). Esta relacao, entretanto, ndo € consenso na literatura (PITIPHAT
et al., 2014; WONG et al., 2014).

A hipotese central para a associagdo entre NPT e DDE fundamenta-se na alteragcdo
da homeostase do célcio, mineral importante para formacao dos dentes, desde 0 momento da
concepgdo até o periodo pds-natal (NELSON et al., 2013; ZAIDI et al., 2015). Estudos
anteriores demonstraram que a ingestdo materna de substancias quimicas, tais como fluoretos
e tetraciclina sdo associados a uma maior prevaléncia de DDE (LUNARDELLI, PERES,
2005; NEEDLEMAN et al., 1991).

Ha ainda indicios de que alteracdes metabdlicas e nutricionais, tanto no periodo
pré-natal, quanto pds-natal, estdo associadas ao maior risco de DDE em modelos animais
(VOGEL et al., 2012; YADAYV et al., 2012) e em humanos (LV, GAO, 2009; SABANDAL et
al., 2015). Outros autores, porém, nao identificaram associa¢des com defici€ncias nutricionais

(PINHASI et al., 2006).
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O histérico de doencas infecciosas e congénitas em criancas foi sugerido como
um fator predisponente para o DDE nas denticoes decidua e permanente. Mas as
investigacdes ainda ndo sdo conclusivas (CHAVES, ROSENBLATT, OLIVEIRA, 2007;
ARROW, 2009; FORD et al., 2009; BHATIA et al., 2012).

Também ainda ndo se sabe se as infeccdes no trato urogenital — vaginose
bacteriana (VB) e infec¢do do trato urindrio (ITU) — e outras infeccdes durante a gravidez
interferem no processo de formagdo do esmalte do bebé. Porém, hd evidéncias de associacao
entre essas infeccoes e o NPT (BRABANT, 2016; BRETELLE, 2016; LEE, 2015;
SCHNEEBERGER, 2012; WITKIN, 2015). O NPT, por sua vez, € considerado um potencial
fator de risco para a ocorréncia de DDE (CORREA-FARIA et al., 2013; PINHO et al., 2012;
VELLO et al., 2010). E possivel, portanto, que as infeccdes bacterianas maternas aumentem
as chances de NPT e levem a maior ocorréncia de DDE na denti¢ao decidua.

Outra questdo ainda ndo estudada € se a resposta imunoldgica materna durante a
gestacdo estaria relacionada a ocorréncia de DDE. O sistema imunolégico apresenta dois tipos
de resposta: a inata e a adaptativa (AAGAARD-TILLERY, SILVER, DALTON, 2006). A
resposta inata € responsavel por uma reacdo nao especifica aos antigenos, enquanto a resposta
adaptativa € extremamente especifica aos antigenos (AAGAARD-TILLERY, SILVER,
DALTON, 2006). Neste contexto, a modulacdo de quimiocinas e seus receptores controlam
seletivamente o recrutamento de populacdes diferentes leucdcitos, portanto exercem um papel
relevante no equilibrio imunoldgico (SYKES et al., 2011, 2012).

Portanto, as quimiocinas sist€émicas exercem papel na tolerancia imunoldgica
durante a gravidez. A associacdo entre RANTES e complicacdes da gravidez, como o NPT,
foi evidenciada em modelos humanos (KR()LAK-OLEJNIK, OLEJNIK, 2012;
MARITATI, COMAR, ZANOTTA et al., 2017; NG et al., 2006) animais (TINSLEY et al.,
2009). Os niveis elevados de RANTES correlacionaram-se com uma resposta Th1 (T-helper
1) exacerbada e o aumento do NPT (ATHAYDE et al., 1999). Porém a diminui¢do da
RANTES jé esteve associada a abortos espontaneos recorrentes € menor concentracdo no
corddo umbilical foi considerado um fator associado ao NPT (KR()LAK—OLEJNIK,
OLEJNIK, 2012).

A presenca de DDE na denticdo decidua tem sido identicado como um fator de
risco para o desenvolvimento da cdrie dentdria e a este evento tém sido atribuidas alteragdes
estéticas, de sensibilidade dentdria e de impacto na qualidade de vida. Portanto, € salutar

conhcer a prevaléncia, frequéncia, distribuicio e identificar de possiveis fatores de risco deste
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agravo, para que se possam estabelecer iniciativas e a diminui¢cdo dos prejuizos advindos
destes defeitos.

O presente estudo testou as seguintes hipdteses: 1) Alteragdes nos niveis séricos
de RANTES em gestantes t€m efeito direto e indireto (mediado pela ocorréncia de NPT) na
presenca de DDE na denti¢do decidua dos bebés; e 2) Infeccdes bacterianas maternas durante
a gestacdo podem causar DDE de origem intrauterina. Dessa forma, busca-se analisar fatores
gestacionais e perinatais que possam interferir no processo de secre¢do e maturacdo do
esmalte dos dentes do bebé, a exemplo dos fatores socioecondomicos, NPT e alteracdes dos
niveis de quimiocinas reguladoras das respostas imunoldgicas/inflamatéricas, como a

RANTES.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o papel de fatores gestacionais e perinatais nos Defeitos de

Desenvolvimento do Esmalte (DDE) em bebés de 15-36 meses de idade.

2.2 Objetivos Especificos

v

Caracterizar a populacio do estudo quanto aos fatores socioecondmicos, de saude
reprodutiva e perinatal;

Analisar os efeitos direto e indireto da quimiciocina RANTES dosada na gravidez sobre a
incidéncia de DDE nos bebés;

Analisar o efeito mediador do nascimento pré-termo (NPT) na associagdo entre a
RANTES e DDE no bebg;

Estudar o efeito das infeccdes bacterianas ocorridas na gravidez sobre a incidéncia de

DDE nos bebés.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Amelogénese e DDE

Os dentes desenvolvem-se a partir de uma série de interagdes sucessivas e
reciprocas entre epitélio dentdrio e mesénquima, que sao mediadas por moléculas e caminhos
de sinalizacdo (PISPA, THESLEFF, 2003; THESLEFF, MIKKOLA, 2002; TUCKER,
SHARPE, 2004). A formagao dos dentes consiste em eventos celulares especificos que se
dividem em diferentes fases (CLEVERS, 2006; TUCKER, SHARPE, 2004):

1) Fase morfogenética: ocorre no inicio do estdgio de campanula, principalmente,
porque as células do epitélio interno cessam a divisdo nas regides das futuras
cuspides e da borda incisiva, causando uma dobra no epitélio, a qual
determinard a anatomia da coroa dos dentes (BHASKAR, 1978;
KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004; TEN CATE, 2001);

2) Fase de diferenciagdo: o epitélio interno do esmalte interage com as células do
tecido conjuntivo adjacente, as quais se diferenciam em odontoblastos
(BHASKAR, 1978; KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004). Essa etapa
€ caracterizada por uma mudanga na aparéncia das células do epitélio interno
do esmalte (KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004). As células, que
antes eram cuboidais e com nucleo grande e centralizado, passam a ser
cilindricas, € com o nucleo mais préximo ao extrato intermedidrio
(BHASKAR, 1978). Essas células s@ao denominadas pré-ameloblastos e sua
diferenciacdo prossegue até a formacdo da primeira camada de matriz
dentindria, quando passam a ser denominadas ameloblastos (BHASKAR,
1978);

3) Fase secretora: os ameloblastos depositam uma matriz extracelular complexa,
composta de amelogenina, ameloblastina, esmalina e outras proteinas
(KATOH, 2005; VEEMAN, AXELROD, MOON, 2003; OBARA, SUZUKI,
TAKEDA, 2006). Em seguida, a matriz é parcialmente mineralizada e o
esmalte tem uma aparéncia translicida;

4) Fase de maturacdo: A maturacdo do esmalte ocorre apds estar formada boa
parte da espessura da matriz do esmalte na superficie incisiva ou oclusal
(BURRIDGE, WENNERBERG, 2004; WRIGHT et al., 2015). Nesse periodo,

ainda ocorre a formagdo da matriz do esmalte nas por¢des cervicais da coroa
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(BHASKAR, 1978). Durante a maturacdo do esmalte, os ameloblastos sdo
levemente reduzidos em comprimento e estdo intimamente ligados a matriz do
esmalte (ARANA-CHAVEZ, 2004). As células do extrato intermediario
perdem a sua forma cuboidal e disposi¢cdo regular, adquirindo um aspecto
fusiforme (BHASKAR, 1978). Nesse estigio, hd a diminuicdo do alto
conteddo inicial de amelogeninas. Essa etapa € chamada maturacdo pré-
eruptiva, que serd complementada, quando o dente irromper (BURRIDGE,
WENNERBERG, 2004; WRIGHT et al., 2015); e

5) Fase de protecdo: Nesse periodo ¢ formado um revestimento epitelial
estratificado do esmalte, chamado epitélio reduzido do esmalte. Sua funcdo é
proteger o esmalte maduro, separando-o do tecido conjuntivo até que o dente
irrompa (BHASKAR, 1978; KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004).

Cada dente tem seu desenvolvimento bem definido e que consiste de quatro a

cinco estagios até alcancar a morfologia e maturacdo funcionais adequados (Figuras 1).

CRONOLOGIA — Formacao dos Germes Dentais

Incisivos e Caninos Deciduos 6% a 8 semana de vida intrauterina
1° Molar Deciduo 8% e 9* semana de vida intrauterina
2° Molar Deciduo 10* e 11? semana de vida intrauterina

O esmalte ¢ um tecido com capacidade de registrar distirbios metabdlicos,
durante o tempo de formacio do dente (RYTHEN et al., 2010). O esmalte dentério é um
marcador bioldgico dos eventos metabdlicos e fisioldgicos ocorridos durante o periodo em
torno do nascimento e no primeiro ano de vida (CAMPOS, CRUZ, MELLO, 2004; RYTHEN
et al., 2010). Pode-se distinguir o esmalte prenatal e pés-formado e estimar a datacdo de um
distirbio (SEOW).

Linhas incrementais acentuadas resultam de varios tipos de estresse, devido a
causas fisiologicas ou patoldgicas (GUSTAFSON, 1959). A aparéncia morfoldgica difere das
linhas de Retzius que sdo de origem desenvolvimentista (GUSTAFSON, 1959; HELMCKE,
SCHULZ, SCOTT, 1963).

A linha neonatal (LNN) é encontrada em todos os dentes deciduos (esmalte e
dentina), é descrita como uma estrutura hipomineralizada (MASSLE, SCHOUR, 1946). O
NNL representa uma pausa de crescimento no esmalte e € visto como um marco bioldgico de

nascimento (SCHOUR, 1936). O esmalte formado antes do LNN é chamado esmalte pré-natal



18

e parece ter uma estrutura mais homogénea em comparacio com o esmalte pds-natal
(MASSLER, SCHOUR, 1946; NOREN, 1983).

Macroscopicamente, esmalte dental normalmente tem uma sombra uniforme de
cor translicida esbranqui¢ada e uma superficie lisa brilhante, no entanto, na clinica, defeitos
no esmalte sdo freqiientemente vistos. Os defeitos de desenvolvimento do esmalte sdo desvios
da aparéncia normal do esmalte, clinicamente originando da disfuncdo do 6rgdo do esmalte
(CLARKSON, 1989). A classificacio dos defeitos baseia-se na aparéncia clinica
macroscépica. Os trés principais tipos de defeitos sao opacidade demarcada, opacidade difusa
e hipoplasia do esmalte (CLARKSON, 1989).

A opacidade demarcada envolve alteracdo na translucidez do esmalte, em vdérios
graus. O esmalte defeituoso € de espessura normal, com superficie lisa. Apresenta limite claro
e distinto de esmalte normal adjacente e pode apresentar cor branca, creme, amarela ou
marrom. As lesdes variam em extensdo, posicdo na superficie do dente e distribuicdo na
cidade bucal (FDI, 1992).

A opacidade difusa envolve alteragdo na translucudez do emsalte, em vérios graus.
O esmalte defeituoso € de espessura normal e ao erupcionar, tem superficie relativamente lisa,
e sua coloracdo € branca. Pode ter distribui¢ao linear, manchada ou confluente, sem limite
claro com o esmalte normal adjacente. As linhas sd@o brancas de opacidade que seguem as
linhas de desenvolvimento dos dentes. As manchas sdo irregulares e sombreadas de
opacidades desprovidas de margens bem definidades. O termo confluente refere-se a
manchamento difuso numa area branco-giz, estendendo-se das margens distaios, e pode cobrir
a superficie por inteiro ou estar restrita a drea localizada (FDI, 1992).

E um defeito envolvendo a superficie do esmalte e associado com a reducio
localizada na espessura do esmalte. Pode ocorrer na forma de: (a) fossulas — unicas, multiplas,
rasas ou profundas, difusas ou alinhadas, dispostas horizontalmente na superficie; (b) sulcos —
Unicos ou multiplos, estreitos ou amplos (mdximo de 2 mm) ou (c) auséncia parcial ou total
de esmalte sobre uma 4rea considerdvel de dentina. O esmalte pode ser translicido ou opaco
(FDI, 1992).

Os disturbios do desenvolvimento no esmalte sdo vistos tanto nas denti¢Oes
primdrias como permanentes e podem ter vérios antecedentes etioldgicos diferentes, alguns
cronoldgicos, isto €, podem estar relacionados a um periodo especifico durante a formagao do

esmalte.
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3.2 Possiveis fatores etiologicos do DDE

3.2.1 Citocinas durante a gravidez

O sistema imunoldgico apresenta dois tipos de resposta: a inata e a adaptativa
(AAGAARD-TILLERY, SILVER, DALTON, 2006). A resposta inata € responsavel por uma
reacdo ndo especifica aos antigenos, enquanto a resposta adaptativa é extremamente
especifica aos antigenos (AAGAARD-TILLERY, SILVER, DALTON, 2006). Durante a
gestacdo, ha mudancas nas citocinas mediadoras dessas respostas para que o feto ndo seja
rejeitado e o equilibrio imunolégico seja mantido (SYKES et al., 2011, 2012). Porém, esse
processo € mais dificil diante de infec¢des sistémicas e morbidades, como a eclampsia, pré-
eclampsia e hipertensao (MATSUOKA, 2001).

As células T desempenham um papel central na imunorregulacdo e
imunoestimulacdo. As células T-helper (Th) podem ser classificadas em células Th1l e Th2
(SAITO, SAKALI 2003). A gravidez normal gera mudangas na relacdo Th1/Th2 em direcdo a
reacoes do tipo Th2 (MIRAHMADIAN et al.,, 2008; SYKES et al., 2012). As citocinas
relacionadas ao Tipo Th1 podem produzir um meio pré-inflamatério. O excesso de citocinas
de tipo Th1 — IL-2, TNF-a, IFN-y e RANTES — tem sido relacionado a prejuizos para o feto e
associado com a pré-eclampsia (MIRAHMADIAN et al., 2008; SZARKA et al., 2010). As
células Th2 estdo envolvidas na regulagdo do desenvolvimento de células Thl e a manutencao
de um ambiente anti-inflamatério (SYKES et al., 2012; WARNING, MCCRACKEN,
MORRIS, 2011). As células Th2 tém capacidade para proteger contra a rejei¢do, portanto,
desempenha um papel fundamental durante a gravidez (SYKES et al., 2012; WARNING,
MCCRACKEN, MORRIS, 2011).

Dentre essas citocinas com acdo na relacdo Th1/Th2 destaca-se a RANTES, uma
quimiocina com efeito durante a embriogénese. Quimiocinas sdo familias de proteinas que
possuem a capacidade de induzir quimiotaxia — atrac@o celular em dire¢cdo a um gradiente
quimico -, e desempenham um papel critico na geracao da inflamacdo celular em resposta aos
patégenos invasores e processos patoldgicos associados a infeccdo ou a doencgas imunes
(ALDINUCCI, COLOMBATTI, 2014; CHARO, RANSOHOFF, 2006).

A migracdo leucocitdria € uma das funcdes bioldgicas mais importantes para as
quimiocinas (GRASSO, PAPARINI, AGUERO et al., 2014). Além disso, as mesmas
contribuem para o recrutamento leucocitario por integrinas ativadas (moléculas expressadas

por leucécitos que mediam a adesdo para células endoteliais e proteinas da matriz


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paparini%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24492467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ag%C3%BCero%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24492467

20

extracelular) e promovem a migracdo dos leucécitos aderidos ao endotélio, através da matriz
extracelular por um processo denominado haptotaxia — migracdo celular para um gradiente de
maior adesividade (RAMHORST, GUTIERREZ, CORIGLIANO et al., 2007).

As quimiocinas também exercem um papel relevante como reguladores da
ativacdo leucocitdria, pois possuem um amplo espectro de acgdo: atracdo de linfdcitos,
mondcitos, eosindfilos, basofilos, e células NK (natural killers), regulacdo dos linfdcitos,
processo inflamatério, hematopoiese, imunidade antitumoral (GRASSO et al.,, 2014;
RAMHORST et al., 2007).

A acdo de quimiotaxia exercida pela RANTES € mesma compartilhada pela
MCP-1 (Proteina Quimioatratante de Mondcitos 1), sendo a exocitose a diferenca entre estas
duas moléculas, pois esse fendmeno é bem menos pronunciado na liberacio de RANTES
(SCHALL et al, 1988). A principal acdo fisioldgica da RANTES ¢ atrair e recrutar linfocitos
T CD4+ e linfécitos supressores CD8+. Portanto, age como um ativador, independente de
antigeno, das células T, mediante respostas celulares como abertura dos canais de célcio e
liberagdo de citocinas (NG et al., 2006).

RANTES estd envolvida no processo de apoptose com a despolariza¢do celular
induzida pelo influxo prolongado de cdlcio (Ca++) e liberagdo de citocinas inflamatdrias
promotoras de adesdo/agregacdo celular, especialmente através de proteoglicanos conhecidos
como glicosaminoglicanos (GACs) (APPAY, ROWLAND-JONES, 2001). O complexo da
ligacdo dos GACs com quimiocinas € importnte para a ligacdo das quimiocinas com seus
receptores € a interagdo quimiocina/GACs potencializa a atividade de citocinas quimiotaticas.
O receptor com maior afinidade a RANTES é o receptor CCR5 (APPAY, ROWLAND-
JONES, 2001).

Em altas concentracoes a RANTES induz a diminui¢cdo da afinidade da proteina
tirosina quinase, sinalizando uma via celular que leva a ativagdo e proliferacdo de células T
(APPAY, ROWLAND-JONES, 2001). O aumento da expressao da mesma estd associado a
uma ampla variedade de processos inflamatérios como rejei¢ao de transplantes, aterosclerose,
artrite, dermatites atOpicas, atopias respiratorias como asma, reacdes de hipersensibilidade
tardia, glomerulonefrite, endometriose, Doenca de Alzheimer e tumores malignos (LA SALA
et al., 2012).

RANTES também participa durante a gestagdo, das mudancas nas citocinas
mediadoras das respostas imunoldgicas para que o feto ndo seja rejeitado e o equilibrio
imunolégico seja mantido (SYKES et al., 2011, 2012). A interacdo das citocinas TNF-a e

IFN-y possui um efeito sinérgico na produgdo de RANTES nas células endoteliais e nos
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fibroblastos evidenciando que a combinagdo destas duas citocinas Thl seja um fator
determinante para a regulacdo da sua producdo pelo aumento de mRNA (RNA-mensageiro)
desta quimiocina (MARFAING-KOKA et al., 1995).

A associagdo entre RANTES e complicacdes da gravidez foi evidenciada em
modelos humanos e animais. Os niveis elevados de RANTES correlacionaram-se com uma
resposta Thl exacerbada. A diminuicdo da concentracdo desta quimiocina no liquido
amnidtico é observada com o avanco da idade gestacional e o aumento da mesma esteve
associado ao nascimento pré-termo, quando comparado com pacientes a termo (ATHAYDE
et al., 1999). Porém a literatura diverge, quanto aos achados relacionados a essa quimiocina,
pois a diminui¢do da mesma j4 esteve associada a abortos espontaneos recorrentes € menor
concentracdo no corddao umbilical foi considerado um fator associado ao nascimento pré-
termo (KROLAK-OLEJNIK, OLEJINIK, 2012).

A concentracdo de RANTES também ja esteve aumentada no liquido amnidtico
durante o trabalho de parto e infeccdo bacteriana da cavidade amnidtica induzida por
endotoxinas bacterianas, fato que promove a quimiotaxia de mondcitos e linfocitos
(ATHAYDE et al., 1999). Niveis séricos mais elevados de RANTES foram observados em
recém-nascidos, cujas as maes apresentaram infec¢do do trato urindrio, durante a gravidez
(SCHLUTTER et al., 2014). Além disso, um outro trabalho reforca esse achado de que
aumento significativo da concentracdo sérica de RANTES em recém-nascidos esteve
associado aos quadros de infec¢des graves (MARITATI, COMAR, ZANOTTA, 2017).
Portanto, esta quimiocina pode ser considerada um marcador interessante no diagndstico de
infeccdes sistémicas.

Ja foi observado que, os altos niveis de progesterona presentes, durante a gravidez
promovem a produgdo de RANTES em niveis que possam ser necessarios para a indugao
local de uma resposta imune tolerogénica. Porém, os mecanismos moleculares que levaram a
tolerancia imune, os mecanismos celulares e moleculares definitivos subjacentes as interagdes
mae-feto ainda ndo estdo bem estabelecidos.

Quanto a papel da RANTES na embriogénese, infecgdes sistémicas e
complicagdes adversas ao nascimento, os resultados divergentes podem ser devido as

diferencas na técnica, no material biol6gico e no momento da dosagem.

3.2.2 Infec¢des Bacterianas
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Duas das principais infeccdes bacterianas que podem ocorrer durante a gestacio
sdo a VB e as ITU. A VB é uma modificacio da flora vaginal caracterizada pela diminuicao
dos lactobacilos, aumento do pH vaginal e da colonizacdo de vdarios microorganismos
anaerdbios facultativos, principalmente Gardenerella vaginalis, Prevotella sp, Bacteroides sp,
Mobiluncus sp, cocos gram-positivas cocos, Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum
(CAUCI, 2004; KRAUSS-SILVA, 2014).

Ha indicio de que a VB, durante a gestagdo, aumenta o risco de aborto
espontaneo, NPT, infeccao fetal e neonatal (LEITICH et al., 2003). Um possivel mecanismo
para a associagdo entre essa infeccdo e NPT € a estimulacdo bacteriana da sintese de
prostaglandinas. Isso pode ocorrer através de fosfolipase A2 e C (BEJAR, 1981) ou como um
resultado de endotoxina bacteriana introduzida no fluido amnidtico, estimulando as células
deciduais a produzirem citocinas e prostaglandinas (COX, MACDONALD, CASEY, 1989).
A VB também pode atuar de forma indireta sob o NPT, através de substancias tais como a IL-
1, TNF-a e fator de ativacao plaquetaria (PAF) (ROMERO et al., 1992; YOON, 2000).

Cerca de 80% das gestantes sofrem dilatagdo do trato urindrio associada a ligeira
hidronefrose, causada em parte por uma redu¢do do ténus muscular liso, desaceleragdao do
peristaltismo ureteral e relaxamento do esfincter. Uma possivel explicacdo para isso é a
elevacao dos niveis de progesterona circulantes (SCHNARR, SMAILL, 2008; JEYABALAN
LAIN, 2007). Além disso, o aumento do tutero comprime a bexiga e eleva a pressdo
intravesical, o que pode resultar em refluxo vésico-ureteral e retenc¢do de urina na bexiga apos
a miccdo. Portanto, esse mecanismo anti-refluxo cria condi¢des favordveis para o crescimento
e infeccdo bacteriana.

A infecgdo urindria pode associar-se a diversas complicacdes maternas, incluindo,
hipertensio/pré-eclampsia e anemia (LOH, SIVALINGAM, 2007; SCHIEVE et al., 1994).
Além disso, a infeccdo urindria j4 foi apontada como fator de risco para desfechos adversos ao

nascimento — NPT, BPN e RCIU (LOH, SIVALINGAM, 2007; SCHIEVE et al., 1994).

3.2.3 Condic0Oes gestacionais adversas ao nascimento

Considera-se NPT quando a crianga nasce antes das 37 semanas de gestacdo
(KRAMER, 1987). O baixo peso ao nascer pode ser considerado, como as criangas que
nascem com peso inferior a 2500 gramas. Ambas as condi¢des neonatais sdo apontadas como

possiveis fatores de risco para o DDE.
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O dltimo trimestre € o periodo gestacional em que hd maior formacgdo de reservas
maternas de cdlcio e fosforo (TSANG, DONOVAN, STEICHEN, 1976), portanto sugere-se,
que criangas pré-termo tenham menor disponibilidade desses minerais durante a fase de
maturagdo dentdria. Entdo, essa condicdo de menor aproveitamento metabdlico desses
minerais pode perturbar fungdo dos ameloblastos e a sintese do esmalte (ZAIDI et al., 2015).
Porém, essa alteracdo da homeostase do célcio € influenciada por fatores pré e/ou pds-natal,
entdo, ja foi proposto que esse mecanismo ndo é motivado apenas pela desnutri¢do
intrauterina, mas, também, por uma série de condi¢des médicas que podem contribuir para
essa insuficiéncia mineral (NELSON et al., 2013).

Numa coorte prospectiva, realizada com 377 criangas observou-se que o NPT e a
hospitalizagdo, durante o primeiro ano de vida, foram fatores associados a ocorréncia de
DDE, porém este estudo possui perda seguimento superior a 30%, a amostra € de
conveniéncia e avaliou o desfecho como uma variavel dicotdmica (WAGNER, 2016). Este
resultado diverge do encontrado no trabalho de Corréa-Faria e colaboradores (2013), no qual
o maior risco de desenvolver DDE foi associado a menor idade materna e ndo amamentacao,
mas € possivel que o desenho do estudo caso-controle, o pequeno tamanho e grande
variabilidade da idade na amostra estudada, possam ter interferido para a ndo associagdo entre
DDE e NPT.

Ao avaliar a relacdo entre defeitos de desenvolvimento do esmalte e o peso da
crian¢a ao nascer em 3 grupos de criancas [de muito baixo peso ao nascer (<1500 g), baixo
peso ao nascer (1500-2500) e peso normal (>2500 gramas), a prevaléncia de DDE no grupo
de muito baixo peso ao nascer foi maior em relacdo aos demais grupos e foi observado que
quanto menor 0 peso ao nascer, maior a tendéncia de desenvolver DDE.

Foi obervado num estudo caso-controle com amostra de 193 criancas que a
prevaléncia de hipoplasia do esmalte foi maior (71%) entre as criangas nascidas com baixo
peso em relac@o ao grupo controle (15%). Além disso, no grupo de baixo peso, os defeitos de
esmalte foram associados com doengas ocorridas no periodo perinatal, criangas que recebram
ventilagdo de suporte e nascidas com menos de 32 semanas de gestacao.

Segundo Li (1995), ao estudas a prevaléncia e distribuicdo de hipoplasia do
esmalte em 1344 criancas chinesas de 3 a 5 anos, foi obervado que as crincas com BPN
mostraram maior prevaléncia de DDE (40%), em relacdo as criancas com peso normal. Ja
Rugg-Nunn (1998) observou num estudo transversal com 390 meninos com idades entre 2, 4
e 6 anos que o BPN e presenca de doencas na infancia estiveram significativamente

associados ao desfecho.



24

No estudo de Lunardelli & Peres (2006), a prevaléncia de defeitos foi maior no
grupo de criangas com baixo peso ao nascimento (62%) quando comparada com as criangas
com peso normal (46%); no entanto essa diferenca nado foi estatisticamente significativa.

Um estudo transversal realizado com 381 criangas, entre 3 € 5 anos obervou-se
que NPT e fatores socio-econdmicos ndo foram associado a ocorréncia de DDE, porém foi
associado ao BPN (CORREA-FARIA et al., 2013). Neste trabalho o desfecho foi avaliado
como uma varidvel numérica, porém apresenta como limitacdo, o desenho do estudo
transversal, considerado frigil para inferir associagdes.

Um estudo transversal realizado com 1221 criancas, com idade entre 6 e 36 meses
obervou-se que o BPN foi associado a maior ocorréncia de hipoplasia. Porém, esse estudo
apresenta algumas limitacdes ao ndo considerar na anélise fatores perinatais que interferem na
exposi¢cao do estudo como: hipertensdo, pré-eclampsia, diabetes, infec¢des durante a gravidez
(MASUMO, ASTR@M, 2013).

Vell6 e colaboradores (2010), ao investigar associa¢do entre fatores neonatais e
DDE, em 102 criangas observou-se que a baixa idade gestacional, baixo escore de Apgar,
nutri¢do parenteral, intubacdo orotraqueal estiveram associados ao risco de desenvolver DDE.
Além disso, o fumo materno, o BPN e idade materna foram considerados fatores de risco para
o desfecho, mas nao o NPT.

Numa coorte restrospectiva, na qual foram avaliadas 205 criancas entre 12-60
meses, observou-se que o NPT ndo foi associada com DDE, porém a frequéncia foi maior
(PINHO et al., 2012). Esse resultado diverge dos achados de Takaoka e colaboradores (2011),
no qual a frequéncia de DDE foi mais elevada em criangas pré-termo (TAKAOKA et al.,
2011).

Perbece-se, porém, diferencas metodoldgicas considerdveis entre os estudos
como: a escolha do desenho do estudo, o tamanho da amostra, critérios diagnésticos e
abordagem analitica. A consideracdo de possiveis fatores de confusdo nos estudos variou
amplamente, isso dificulta a comparac¢do dos resultados entre os trabalhos. Além disso, os
critérios de inclusao, nao inclusao e exclusao dos individuos estudados sao muito distintos.

Além desses fatores perinatais que podem influenciar o desenvolvimento das
denticdes decidua e permanente, existem outras varidveis apontadas como possiveis
intervenientes neste processo: a saide materna, a ingestao de medicamentos (JACOBSEN, et

al., 2013; SEOW, 2014), tabagismo e dlcool (NEEDLEMAN et al., 1991).

3.2.4 Outros fatores
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Fatores Socioeconémicos

A associacdo entre baixa situa¢do socioecondmica e DDE tem sido explicada pela
nutricdo inadequada e condi¢cdes médicas (CAUFIELD, LI, BROMAGE, 2012). Segundo
Massoni e colaboradores (2007), o fator nutricional também exerce influéncia sobre o DDE,
como um reflexo da condicdo socioecondmica do individuo, desde a gestacdo. Para esses
autores, baixo nivel educacional dos pais aumenta as chances de DDE na denti¢do decidua
dos seus filhos entre 16 e 18 meses de idades.

Outro estudo com populagdo infantil brasileira apontou que eventos adversos ao
longo do curso da vida, como baixo nivel socioecondmico podem estar associados com DDE

(CHAVES, ROSENBLATT, OLIVEIRA, 2007).

Uso de medicamentos

Numa revisdo sistemdtica, na qual foram incluidos trabalhos que estudaram a
relacdo entre farmacos quimioterapéuticos, antibidticos, formacos asmdticos, anti-epilépticos,
antivirais, antifingicos e antiparasitarios e hipoplasia molar-incisivo, ndo foi possivel realizar
a metandlise, devido as diferentes metodologias utilizadas pelos pesquisadores dos estudos
selecionados (SERNA et al., 2016). Portanto, em pequisas com humanos, ¢ dificil separar o
efeito dessa varidvel dos efeitos das febres e infec¢Oes nas quais se utilizam esse antibidtico
(SEOW, 2014). Estudos com medicamentos precisam ser vistos com cautela diante da grande
possibilidade de problemas na aferica¢do das doses, tempo de uso e interagdes das drogas.

Os produtos quimicos e drogas medicamentosas podem afetar os ameloblastos,
incluindo o fldor, tetraciclinas e drogas citotoxicas. A ingestdo de tetraciclinas durante os
periodos de formacgdo do dente j4 foi associada aos manchamentos dentais € DDE (OWEN,
1963). Em alguns estudos, aponta-se que a amoxicilina pode interferir nos estagios secretores
da amelogénese ou pode reduzir a expressdo génica das proteinas da matriz (como as
amelogeninas) ou diminuir a atividade das proteinases que hidrolizam as proteinas da matriz
(FINCHAM, MORADIAN-OLDAK, SIMMER, 1999; PAINE et al., 2000). Contudo, os
mecanismos moleculares de acdo ainda ndo sdo claros. Um estudo realizado em ratos, no qual
se investigou os efeitos da administracdo cronica de amoxicilina/dcido clavulanico sobre o
DDE observou que esse medicamento afeta a fun¢do dos ameloblastos, especialmente na fase

da maturacdo (HONG et al., 2005).
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A exposi¢do durante o periodo pré-natal as drogas anti-eplépticas, conhecidas
pelos efeitos teratogénicos, associou-se ao maior risco de desenvolver DDE nas denti¢des
decidua e permamente, apds ajuste para uso de antibidtico e fumo materno (JACOBSEN et
al., 2013). Porém, o uso materno de antibacterianos, anti-alérgicos e medicamentos ani-asma
durante a gravidez ndo foi associado a hipoplasia molar-incisivo na denticdo decidua
(ELFRINK, 2013).

Um estudo transversal realizado com 745 criangas, no qual foi avaliada associag¢ao
entre drogas anti-asmdtica e opacidades difusas em primeiros molares permanentes, apontou
que as criancas com prescri¢do de medicamentos asmaticos inalados antes dos 3 anos de idade
ndo apresentaram um risco global aumentado de opacidades demarcadas no primeiro molar
permanente, mas pareciam ter um risco aumentado de opacidades demarcadas severas
(GUERGOLETTE et al., 2009). Enquanto, em um caso-controle com 140 criangas, o uso de
drogas anti-asmdticas apresentou-se como um risco global para o DDE em primeiros molares
permanentes, além disso as lesdes hipopldsicas graves foram mais comuns nos molares
afetados e a ocorréncia de DDE foi significativamente maior para o sexo feminino
(MASTORA et al., 2017).

O uso de anti-neoplésicos ja foi associado ao maior risco de DDE. Dois trabalhos
descreveram a hipoplasia do esmalte, como um evento comum em criangas que receberam o
tratamento antineopldsico, enquanto, Pajari e colaboradores (1988) relataram a presenca de
opacidades como o defeito mais comum no esmalte. Bagattoni e colaboradores (2014)
relataram que os defeitos do esmalte foram encontrados mais freqiilentemente em criangas

tratadas com quimioterapia do que em um grupo controle.
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4 ASPECTOS METODOLOGICOS

4.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo proveniente de uma coorte do pré-natal que integra a
pesquisa intitulada “Fatores etioldgicos do nascimento pré-termo e consequéncias dos fatores
perinatais na saide da crianga: coortes de nascimento em duas cidades brasileiras — BRISA”
(THOMAZ et al., 2015; SILVA et al.,, 2016; PEREIRA et al.,, 2016). Esta pesquisa foi
desenvolvida pelo Programa de Pds-Graduagdao em Satde Coletiva da Universidade Federal
do Maranhdo e Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto com o propdsito inicial de
identificar fatores de risco para o BPN e NPT (SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2015).

A amostra de gestantes entre 22 e 25 semanas de idade gestacional foi avaliada
(baseline) e seguida quando do nascimento dos bebés (1° seguimento) e quando os bebés

tinham entre 15 e 36 meses de idade (2° seguimento).

4.1.1 Populagdo e amostra em estudo

A amostra deste estudo foi de conveniéncia. As gestantes foram contatadas por
membros da equipe de trabalho nos servigos publicos e privados de ateng¢do pré-natal do
municipio de Sdo Luis e por demanda espontanea. As gestantes eram cadastradas e agendadas
para comparecer ao Centro de Pesquisas Clinicas (CEPEC) da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA) para a realizagc@o das entrevistas quando estivessem entre 22 e 25 semanas
de gestacdo, periodo que permite melhor visualiza¢do do feto e exclusdo dos casos de aborto.
A coleta de dados para a coorte do pré-natal (n=1447), 1° seguimento (n=1381) e 2°
seguimento (n=865) ocorreu entre fevereiro de 2010 e a marco de 2013 (Figura 1).

Para o primeiro artigo, o total de bebés incluidos na coorte, 109 nasceram pré-termo,
sorteando-se 218, entre os demais nascidos a termo. Dessa forma, 327 gestantes e seus bebés
foram incluidos neste estudo. Foram dosados os niveis séricos de citocinas no baseline de
todas as maes de criancas com BPN e NPT e em uma amostra de controles na proporcao de

2:1. Ja no segundo artigo, foi incluida, toda a amostra presente até o 2° seguimento (n=865).

4.1.2 Critérios de inclusao, ndo inclusdo e exclusiao
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Foram incluidas todas as maes e seus filhos pertencentes a coorte de pré-naal
BRISA, cujos bebés nasceram com menos de 37 semanas de idade gestacional e o dobro da
amostra de maes/bebés nascidos a termo. Para que a gestante fosse incluida nesta coorte, era
necessdrio que estivesse com 22 a 25 semanas de gestacdo por ocasido de sua entrada no
estudo, para a coleta de dados, e que tivesse uma ultrassonografia obstétrica de antes da 20?
semana de gestacao.

Nao foram incluidos gemelares e mulheres que se recusassem a assinar o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido.

Para o primeiro artigo, mulheres cujas citocinas ndo puderam ser dosadas e os
bebés que ndo tivessem sido acompanhados por ocasido do nascimento e/ou no segundo ano
de vida foram considerados como perdas.

4.1.3 Célculo do Poder da Amostra:
ARTTIGO 1:

Estimou-se que essa amostra teria poder de 80% para identificar odds ratios
significantes de 2,1, considerando-se probabilidade de erro tipo I de 5%, prevaléncia de 12%
de exposicdo entre os controles.

ARTIGO 2:

Estimou-se que uma amostra minima de 821 sujeitos (bindmio mae-bebé) teria
poder de 85% para identificar riscos relativos significantes de 1,7 considerando na propor¢ao
de 2:1 entre expostos e ndo expostos, prevaléncia de 16% de DDE na denticdo decidua
(PINHO et. al, 2011), nivel de confiangade 95%, efeito de desenho (deff) de 1,2 e excesso de

20% para compensar possiveis perdas.

4.2 Instrumentos e Técnicas de Coleta de Dados e Variaveis do Estudo

Neste estudo, foram utilizados dados de trés momentos distintos:
- Pré-natal (Entrevista com a gestante utilizando questiondrio estruturado e dosagem de
citocinas séricas,):
o Jdade da mae;
e (Classe econOmica da familia; atividade remunerada; anos de estudo da mae; renda
familiar;
e Coleta de sangue e dosagem de RANTES;

e Corrimento Vaginal;
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e Infeccdo do Trato Urinario;

e Sffilis;
- Nascimento (Entrevista com a puérpera utilizando questiondrio estruturado, coleta de dados
do prontudrio da mulher e do bebé):

e NPT e BPN;

e Historia de hipertensdo, diabetes e infec¢gdes bacterianas durante a gestacao;

e Uso de antibidtico durante a gestacao;

e Numero de consultas de pré-natal;
- 2°/3° Ano de vida (Entrevista com a mae sobre a satde da crianc¢a utilizando questionario
estruturado e exame odontoldgico da crianga utilizando ficha clinica especifica):

e Idade da crianga;

e DDE, segundo o indice de DDE modificado (FDI, 1992).

A varidvel resposta do presente estudo foi DDE, caracterizada pela proporcao de
superficies dentdrias com DDE em relacdo ao numero total de superficies presentes em
criancas 15-36 meses de idade. Para isso, cada crianca foi examinada em uma cadeira
odontoldgica portatil, sob luz artificial, apds secagem dos dentes com jatos de ar, utilizando-
se sonda WHO-621 e espelho bucal, previamente esterilizados e acondicionados
individualmente. Os exames odontolégicos foram realizados por cinco dentistas previamente
treinados (kappa>=0,8).

Os defeitos de esmalte foram avaliados de acordo com trés aspectos clinicos:
hipoplasia do esmalte, opacidades difusas e opacidades demarcadas, nos tercos gengival e
incisal dos dentes presentes. Para essa variavel serd considerado o percentual de dentes com
DDE, ja que as criangas incluidas apresentam grande variabilidade de idade. Os cddigos
apresentados nas fichas foram: 0-Normal; 1-Opacidade demarcada; 2-Opacidade difusa; 3-
Hipolasia; 4-Outros defeitos; 5-Opacidade demarcada e difusa; 6-Opacidade demarcada e
hipoplasia; 7-Opacidade difusa e hipoplasia; 8-Todos os trés defeitos; 9-Excluidos; 10- ndo se
aplica, pois o dente ndo existe; e 11-ndo foi possivel examinar. Considerou-se DDE quando a
crianga apresentasse alguma dessas condicoes.

As varidveis explicativas que representavam as caracteristicas maternas e da
crianca foram:

e Caracteristicas sociodemograficas [idade da made, em anos; idade da crianga, em anos;

classe econdmica da familia, segundo a Associacdo Brasileira de Estudos e Pesquisas-
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ABEP (A/B; C ou D/E) (ABEP, 2010); atividade remunerada (sim ou ndo); anos de
estudo da mae (até 8 anos e > 8 anos); renda familiar (em saldarios minimos e em
quintis)];

e A varidvel RANTES foi dosada no sangue entre 22* e 25* semana de gravidez. Todos
os reagentes utilizados foram a partir do kit de citocinas Th1/Th2/Th17 adquiridos
pela Becton Dickinson Biosciences (San José, CA, EUA). O citometro foi calibrado
de acordo com as recomendagdes do fabricante. Depois de uma leitura da curva
padrdo e a curva de amostra, os dados foram analisados com o conjunto de software
FCAP (Becton Dickinson, San José, CA, EUA) e os valores sdo reportados como
pg/mL.

e As varidveis consideradas como eventos adversos ao nascimento foram o NPT e o
BPN. O nascimento pré-termo foi definido como todo recém-nascido abaixo de 37
semanas gestacionais (KRAMER, 1987), sendo avaliada a partir de ultrassonografia
realizada no primeiro trimestre da gravidez. BPN foi definido como bebés nascidos
com peso inferior a 2500 gramas

e Condicdes de saude na gestagdo: 1) Hipertensdo durante a gravidez (sim ou ndo); 2)
Diabetes durante a gravidez; 3) Uso de medicamento durante a gravidez (sim ou nao);
4) Numero de consultas pré-natais (0-3 consultas, 4-5 consultas e 6 ou mais

consultas);

4.3 Modelos Teoricos

Foram propostos dois modelos tedricos.

1> A quimiocina RANTES ¢ essencial para a resposta imunoldgica,
desenvolvimento e maturagdo do feto, porém ainda ndo se sabe qual o papel da RANTES
sobre a odontogénses. Porém, menores niveis séricos de RANTES j4 foram considerados
fatores de risco para o NPT e sepse. A literatura aponta o NPT, como um fator de risco
importante para a etiologia do DDE. E possivel que essa quimiocina exerca efeito direto sobre
o DDE e/ou indireto, mediado pelo NPT.

Para este modelo tedrico, foram incluidas também os fatores sGcioecondomicos € a
idadade da crianga. Para avaliar a situacido socioecondmica foi criada uma latente com as
varidveis referentes a mae (classe econdmica, anos de estudo da mae, ocupacdo da mae e

renda familia).
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2°: As infecgdes bacterianas durante a gestagdo aumentam o risco de desenvolver
DDE no bebé, mesmo apds ajuste para as caracteristicas sociodemogréficas (classe econdmica
e idade da mae e da crianca) e condi¢cdes de saide na gestacdo (doencas hipertensivas,

diabetes, nimero de consultas pré-natais e uso de antibiéticos) e BPN.

4.4 Analise Estatistica

Para investigar o efeito da RANTES sobre DDE em criancas de 15 a 36 meses foi
incialmente proposto um modelo tedrico, que foi testado por Modelagem por Equacdes
Estruturais (MEE). As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software STATA/SE
14.0 (Stata Corp, College Station, Texas, EUA) e Mplus versdao 7 (Muthén & Muthén, Los
Angeles, EUA). Inicialmente foi realizado anélise descritiva.

O modelo de equagdes estruturais consiste em dois sub-modelos: o modelo de
mensuragdo, que estabelece como os constructos sao medidos; e o modelo estrutural, que
analisa 0 modelo tedrico como um todo, onde as associagdes entre as varidveis sao
determinadas, estimando cargas fatoriais padronizadas. As varidveis latentes, que definem os
constructos, sdo representadas por circulos ou elipses e as varidveis observadas sao
representadas por quadrados ou retangulos.

A elaboracdo de uma varidvel latente € feita no modelo de mensurag@o, onde os
indicadores da variavel latente sdo especificados. Uma boa variavel latente apresenta validade
convergente, verificado pelas cargas fatoriais padronizadas com valores elevados (superior a
0,60). Além disso, as correlacdes entre indicadores ndo devem ser excessivamente altas (>
0,85), demonstrando que cada indicador mede aspectos distintos do constructo (KLINE,
2004). Cargas fatoriais negativas indicam associa¢do inversa e cargas positivas indicam
associacao direta (MARCHIONI et al., 2005).

Os coeficientes padronizados do modelo estrutural serdo interpretados da seguinte
forma: coeficientes com valores préximos a 0,10 indica um efeito pequeno, 0,30 efeito médio
e superior a 0,50 indica um efeito forte (KLINE, 2004).

O ajuste dos modelos serd analisado de acordo com os seguintes indices de
qualidade de ajuste: Qui-quadrado (X2); erro médio quadratico de aproximacao (Root Mean
Square Error of Approximation — RMSEA); limite superior do intervalo de confianca de 90%
do RMSEA; indices incrementais Comparative Fit Index (CFI) e Tucker-Lewis Index (TLI); e
Weighted Root Mean Square Residual (WRMR). Os modelos serdo considerados bem

ajustados quando o valor do X2 for maior que 0,05; RMSEA menor que 0,5; limite superior
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do IC90% do RMSEA menor que 0,08; CFI e TLI maiores que 0,90; e WRMR menor que 1,0
(COOK, KALLEN, AMTMANN, 2009).

Para investigar se as infec¢Oes bacterianas, durante a gravidez interferem no DDE
dos bebés foi realizada a inferéncia causal. Inicialmente foi elaborado um modelo tedrico de
causalidade estabelecido por meio de Directed Acyclic Graphs (DAG). Nestes graficos, foram
consideradas a varidvel de exposicao principal, dependente e confundidoras. Estabeleceu-se
entre todas as varidveis relagdes de causa e efeito representadas por setas. Cada varidvel no
DAG foi representada por um circulo e por cores, as quais possuem significados diferentes:
em amarelo e com simbolo “P>” dentro do circulo tem-se a varidvel exposicdo; em azul e com
a letra “I” dentro do circulo tem-se a varidvel resposta; em azul tem-se a varidvel que €
ancestral ao desfecho; e em vermelho tem-se a varidvel que € ancestral em relagdo ao
desfecho e exposicdo, sendo as varidveis indicadas no ajuste minimo. Para a elaboracio
desses modelos gréficos foi utilizado o programa Dagitty versdo 3.2 (TEXTOR, HARDT,
KNUPPEL, 2011).

Para a definicdo do conjunto minimo de varidveis a serem ajustadas nas anélises
foi considerando o critério da porta de trds (backdoor) (CORTES, FAERSTEIN,
STRUCHINER, 2016). A estimativa do efeito das infec¢des bacterianas sob o DDE-iu em
criangas foi realizada utilizando-se o método de pareamento por escores de propensdo. Este
método permite a obtenc¢do de um grupo controle com caracteristicas observdveis semelhantes
aquelas existentes no grupo de tratamento. Apds a obtencdo desses grupos, estimaram-se as
diferencas médias entre os grupos de tratamento e de controle em relacdo as varidveis de
resposta. Neste trabalho, a presenca de infeccdo materna durante a gestacdo foi considerada
como o grupo de tratamento. A estimacdo por escore de propensdo foi conduzida usando
modelo de regressdo de Poisson com variancia robusta. Foram consideradas significantes as

varidveis com p-valor < 0,05.

4.6 Consideracoes Eticas

As avaliacOes odontoldgicas das criangas ja estavam previstas na coorte BRISA,
tendo sido j4 aprovado em Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HU/UFMA (parecer n°
223/2009). O exame odontoldgico foi realizado em cadeira odontoldgica, em sala climatizada,
sem quaisquer procedimentos invasivos. Os responsaveis pelas criangas foram informados
sobre a pesquisa e apds explicacdes e esclarecimentos sobre o trabalho as criancas foram

convidadas a participar. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi requerido antes
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do inicio da coleta dos dados, sendo facultada a desisténcia sem qualquer prejuizo para as
criancas ou suas mades em qualquer etapa da pesquisa. Todos os procedimentos foram

efetuados de acordo com as normas de biosseguranga.
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5 RESULTADOS

Artigo a ser submetido na Clinical Oral Investigation:

RANTES E DEFEITOS DE DESENVOLVIMENTO DO ESMALTE NO BEBE: anilise

com equacoes estruturais de uma coorte brasileira (BRISA).

Elisa M. Costa, Erika Barbara A.F. Thomaz, Judith Rafaele Oliveira Pinho, Cecilia
Claudia Costa Ribeiro, Claudia Maria Coelho Alves, Vanda Simoées, Rosangela Batista,
Ricardo Cavalli, Marco Antonio Barbieri, Heloisa Bettiol, Antonio Augusto Moura da

Silva

RANTES E DEFEITOS DE DESENVOLVIMENTO DO ESMALTE NO BEBE: anlise
com equacoes estruturais de uma coorte brasileira (BRISA).

Resumo

Objetivo. Pouco se sabe sobre o efeito de fatores imunoldgicos maternos sobre a etiologia dos
defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE). E possivel que a quimiocina RANTES
(Regulated on Activation Normal T Cell Expressed and Secreted), importante para a
embriogénese, tenha também efeito na amelogénese. Objetivou-se estudar o papel da
quimiocina RANTES na ocorréncia de DDE mediada pelo nascimento pré-termo (NPT).
Materiais e métodos. Trata-se de um seguimento longitudinal da amostra de um estudo de
caso-controle aninhado a uma coorte, na qual o bindmio mae-crianca (327) foi avaliado em
trés momentos: pré-natal (entre 22 e 25 semanas de idade gestacional), por ocasido do
nascimento do bebé e quando a crianga tinha entre 15 e 36 meses de idade. As variaveis
explicativas incluidas nesse estudo foram: situacdo socioecondmica, niveis séricos da
quimiocina RANTES, NPT e idade da crianga. O desfecho (DDE) foi avaliado de acordo com
o indice de DDE modificado, de forma numérica. Foi realizada a andlise com equagdes
estruturais para avaliar o efeito direto e indireto dos niveis séricos de RANTES na gestante na
ocorréncia de DDE no bebé, estimando-se as cargas fatoriais padronizadas (CFP),
considerando 0=5%. Resultados. Foi observado efeito direto e negativo da RANTES sobre o
desfecho (CFP=-0,160; P=0,021). Essa associa¢do nao foi mediada pelo NPT (CFP=0,007;
P=0,551). Conclusdo. A resposta imunoldgica materna pode ser considerada um fator
potencialmente relevante para a ocorréncia de DDE na denticdo decidua. Relevancia Clinica.
Os achados desse estudo apontam para a necessidade de maior controle da saude da mulher na
gestacdo a fim de reduzir problemas no esmalte dentdrio do bebé.

Palavras-Chave: Recém-Nascido Prematuro. Nascimento Prematuro. Quimiocina CCLS.
Hipoplasia do Esmalte Dentério.
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INTRODUCAO

A formacdo da denticdo decidua ocorre na vida uterina e apés o nascimento do bebé!.
Durante o desenvolvimento dos dentes, uma série de fatores podem afetar a funcdo
amelobldstica e resultar em defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE)!, podendo ser de
origem intra ou extrauterina’. Portanto, os DDE podem ser considerados biomarcadores de
estresse, ocorridos nos periodos pré, neo e pds-natais, conforme a Hip6tese de Barker, na qual
se estipula que os eventos ocorridos em periodo passado tém consequéncias em épocas
posteriores®.

Perturbagdes durante os estdgios de secrecdo, transi¢do e maturagdo do esmalte dental
podem levar a alteracdes no desenvolvimento deste tecido duro!. Estas podem ser
classificadas em trés tipos: opacidade demarcada, opacidade difusa e hipoplasia®. Opacidade é
um defeito qualitativo envolvendo alteragdo na translucidez do esmalte, enquanto hipoplasia é
um defeito quantitativo associado a uma reducio da espessura do esmalte’.

Fatores socioecondmicos®”, problemas nutricionais®, durante a infincia e nascimento
pré-termo (NPT)*!” tém sido associados ao DDE. Uso de medicamentos, hipertensio e
infeccdes sistémicas durante a gravidez'!"'* tdm sido apontados como potenciais fatores risco
para desenvolver DDE. Além disso, revisdo sistemdtica com metandlise identificou a presenca
de DDE como fator de risco para a ocorréncia de cdrie dentaria'*.

Apesar do crescente nimero de trabalhos sobre essa temdtica, ainda ndo estd bem
elucidado o papel da resposta imunoldgica materna sobre a ocorréncia de DDE na crianca. A
RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted), uma citocina
reguladora do grupo das quimiocinas, embora tenha uma acdo consistente na gestacio e
embriogénese'>!®, ainda ndo foi estudada na odontogénese. No entanto, mesmo com alguma
incerteza®>'>!3, o NPT é considerado um fator de risco para o DDE!!'"18  podendo ser
potencialmente influenciado pela acdo de citocinas como a RANTES.

RANTES apresenta uma forma de agir autécrina. E produzida pelos linfécitos CD4+ e
CD8+ e sua sintese € aumentada na presenga de concentragdes fisiologicas de
progesterona'>!®, Um dos efeitos principais da RANTES ¢é a inducdo e o recrutamento de
células T reguladoras, e desempenha papel importante na inflamacao, progressao do cancer e
cicatrizagdo de feridas'®?°. A interacdio entre os niveis dessa quimiciona e a remodelacio
6ssea também tem sido estudada®'.

Menores niveis séricos de RANTES foram considerados fatores de risco para o NPT e
sepse’?, porém esta quimiciona € bastante versatil, se a mesma for liberada em quantidade
excessiva, isso pode interferir negativamente na gravidez'”. Niveis elevados de RANTES
foram associados 2 hipertensdo na gravidez?*? e a sua presenca no liquido aminiético foi
relacionada a eventos de infec¢do sistémica'®.

Estudar possiveis fatores etioldgicos pré-natais do DDE, € extremamente relevante
para o controle e a reducdo dos prejuizos advindos destes agravos, como a cérie dentéria.
Porém, os estudos que avaliaram a associacdo fatores pré-natais € DDE usaram abordagem
tradicional de regressao multipla. A modelagem de equacdes estruturais (MEE) € ferramenta
mais adequada para estudar fendmenos complexos de multicausalidade, como o DDE**?3,
sendo possivel explorar caminhos diretos e indiretos.

A hipotese central deste trabalho € que alteracOes nos niveis séricos de RANTES na
gestacdo exercem efeito sobre o DDE de origem intrauterina na denti¢do decidua, mediadas
pelo NPT. Portanto, o objetivo deste trabalho € analisar os efeitos direto e indireto da
RANTES sobre o DDE.
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MATERIAIS E METODOS
Desenho de Estudo

Este € um acompanhamento longitudinal da amostra de um estudo de caso-controle

aninhado a uma coorte prospectiva de gestantes na cidade de Sdo Luis-MA — coorte
BRISA?0%.

Participantes e Amostragem

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo, sob parecer n° 223/2009. Somente
participaram mulheres que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A cidade de Sao Luis, capital do estado do Maranhdao (MA), situa-se em uma ilha
localizada no litoral norte do estado, regido Nordeste do Brasil, uma das regides mais pobres
do pais, onde apenas 50% das residéncias sdo ligadas a rede de esgotos e 75% recebem édgua
encanada. O Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) da cidade é 0,768, ocupando a 249?
posicdo no Brasil. Sua populagdo em 2010 era de 1.014.837 habitantes e possuia renda per
capita de R$ 805,36, equivalente a U$ 351,698,

A coleta dos dados do BRISA ocorreu em trés etapas: baseline, de fevereiro de 2010 a
junho de 2011; primeiro seguimento (T1), de janeiro a dezembro de 2010 e no segundo
seguimento (T2), de setembro de 2011 a marco de 2013. Na coorte original foram incluidas
1447 gestantes entre 22 e 25 semanas de idade gestacional (TO/baseline). Foram
acompanhadas 1381 (93,94%) mulheres por ocasido do nascimento do bebé (T1). Para esse
estudo, foram incluidas todas as gestantes que pariram criancas pré-termo € uma amostra
obtida por sorteio casual simples sem reposicdo das gestantes cujos filhos nasceram a termo,
na propor¢do de 2:1, totalizando 327 diades (gestantes e seus filhos) — 109 pré-termo e 218 a
termo. Essa amostra foi reavaliada quando as criancgas tinham entre 15 e 36 meses de idade
(T2). (Figura 1).

Estimou-se que essa amostra teria poder de 80% para identificar odds ratios
significantes de 2:1, considerando-se probabilidade de erro tipo I de 5%, prevaléncia de 12%
de exposicdo entre os controles.

Figura 1: Fluxograma da coorte pré-natal BRISA, Sdo Luis — MA, 2010 a 2013.

Gestantes entrevistadas no baseline
(n=1447)

Maes ndo entrevistadas no primeiro
seguimento (n=66)

Maes e criancas entrevistadas no
primeiro seguimento (n=1381)

1054 mulheres nio tiveram a citocina
dosada no sangue no basiline

Maes e Criangas incluidas no estudo
(327)
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Fonte: O Autor, 2018.
Coleta de Dados e Variaveis

As varidveis explicativas que representavam as caracteristicas maternas e da crianga
foram coletados no baseline: 1) Caracteristicas sociodemograficas [classe econOmica da
familia, segundo a Associacdio Brasileira de Estudos e Pesquisas-ABEP (A/B; C ou D/E)*
[ABEP, 2009]; 2) Atividade remunerada da gestante (sim ou ndo); 3) Anos de estudo da
gestante (até 8 anos e > 8 anos); 4) Renda familiar (em saldrios minimos e em quintis); 5)
Niveis séricos da quimiocina RANTES (categorizada segundo a mediana da amostra 7489,00
pg/ml). O processamento da quimiciona no sangue coletado, entre 22% e 25* semana, foi
através do equipamento luminex. Todos os reagentes utilizados foram a partir do kit miliplex
adquiridos pela Merck (USA). O citometro foi calibrado de acordo com as recomendacgdes do
fabricante. Os valores sdo reportados como pg/mL.

No T1 foram colatadas: 1) NPT, definido como o nascimento antes de 37 semanas
gestacionais®’, segundo a data da dltima menstruacio.

No T2 foi realizado o exame clinico odontolégico para avaliacdo da varidvel resposta
(DDE de origem intrauterina — DDE-iu), caracterizada pelo nimero presente de dentes com
hipoplasia do esmalte, opacidades difusas e/ou opacidades demarcadas, segundo os critérios 1
a 8 (1-Opacidade demarcada; 2-Opacidade difusa; 3-Hipoplasia; 4-Outros defeitos; 5-
Opacidade demarcada e difusa; 6-Opacidade demarcada e hipoplasia; 7-Opacidade difusa e
hipoplasia; e 8-Todos os trés defeitos) do indice de DDE modificado®. Considerou-se de
origem intrauterina todos os defeitos presentes no terco incisal/oclusal dos dentes®>. Para
isso, cada crianca foi examinada em uma cadeira odontoldgica portitil, sob luz artificial, apds
secagem dos dentes com jatos de ar, utilizando-se sonda WHO-621 e espelho bucal,
previamente esterilizados e acondicionados individualmente. Os exames odontolégicos foram
realizados por cinco dentistas previamente treinados (kappa > 0,8).

Modelo Teérico Proposto

O modelo tedrico proposto sugere que condi¢Oes socioecondOmicas desfavoraveis
levariam a alteracdes na resposta imunoldgica materna, avaliada pela RANTES durante a
gestacdo, aumentando o risco de NPT?**, um potencial fator de risco para DDE!'7-!® Esta
quimiocina afeta a resposta imunolégica, desenvolvimento e maturagio do feto!'®?!, e tem sido
associada ao NPT?. Dessa forma, testam-se efeitos diretos dessa quimiocina na gravidez
sobre a ocorréncia de DDE-iu, bem como efeito indireto, mediado pelo NPT, ajustados para
as condi¢des socioecondmicas da familia e idade da criancga (Figura 2).

Para avaliar a situagdo socioecondmica foi criada uma latente com as varidveis
referentes a mae (classe econdmica, anos de estudo da mae, ocupacio do chefe da familia e
renda familia). As demais varidveis incluidas no modelo estio como observadas.

Figura 2. Modelo teérico considerando RANTES como preditora da cdrie do DDE em
criancas de 15 a 36 meses de idade.
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Fonte: O Autor, 2018.

DDE: defeitos de desenvolvimento do esmalte.
NPT: nascimento pré-termo.
SES: situacao sécio-econdmica.

RANTES: Regulated on Activation Normal T Cell Expressed and Secreted.

Processamento e Analise Estatistica

Nas andlises, inicialmente foram estimadas as frequéncias absolutas e percentuais e
para as varidveis categdricas, bem como médias (+ desvios-padrao) ou medianas (+ desvios
interquartilicos), respectivamente, para varidveis numéricas com distribui¢do simétrica ou
assimétrica. Para isso foi utilizado o programa Stata 14.0 (Stata Corp., College Station,
United States).

Para investigar o efeito da RANTES sobre DDE em criancas de 15 a 36 meses foi
inicialmente proposto um modelo tedrico, que foi testado por Modelagem por Equacdes
Estruturais (MEE). As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software STATA/SE
14.0 (Stata Corp, College Station, Texas, EUA) e Mplus versdao 7.0 (Muthén & Muthén, Los
Angeles, EUA).

O modelo de equagdes estruturais consiste em dois sub-modelos: o modelo de
mensuragdo, que estabelece como os constructos sao medidos; e o modelo estrutural, que
analisa o modelo tedrico como um todo, onde as associa¢Oes entre as varidveis sdo estimadas
por cargas fatoriais padronizadas. As varidveis latentes, que definem os constructos, sdo
representadas por circulos ou elipses e as varidveis observadas sdo representadas por
quadrados ou retangulos.

A elaboracdo de uma varidvel latente € feita no modelo de mensuragdo, onde os
indicadores da varidvel latente sdo especificados. Uma boa varidvel latente apresenta validade
convergente, verificado pelas cargas fatoriais padronizadas com valores elevados (superior a
0,60). Além disso, as correlagdes entre indicadores nao deve ser excessivamente alta (> 0,85),
demonstrando que cada indicador mede aspectos distintos do constructo®. Cargas fatoriais
negativas indicam associagiio inversa e cargas positivas indicam associacdo direta’.

Os coeficientes padronizados do modelo estrutural serdo interpretados da seguinte
forma: coeficientes com valores préximos a 0,10 indica um efeito pequeno, 0,30 efeito médio
e superior a 0,50 indica um efeito forte®’.

O ajuste dos modelos serd analisado de acordo com os seguintes indices de qualidade
de ajuste: Qui-quadrado (X?); erro médio quadratico de aproximacio (Root Mean Square
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Error of Approximation — RMSEA); limite superior do intervalo de confianga de 90% do
RMSEA; indices incrementais Comparative Fit Index (CFI) e Tucker-Lewis Index (TLI); e
Weighted Root Mean Square Residual (WRMR). Os modelos serdo considerados bem
ajustados quando o valor do X? for maior que 0,05; RMSEA menor que 0,5; limite superior
do 1C90% do RMSEA menor que 0,08; CFI e TLI maiores que 0,90; ¢ WRMR menor que
1’033,34.

RESULTADO

A prevaléncia de DDE-iu foi de 7,95%, representando 26 criancas com pelo menos um
dente afetado. A média de dentes com DDE-iu foi de 0,18 (+0,85), variando de zero a seis
dentes.

Trinta e seis por cento das gestantes realizavam trabalhos manuais ndo especializados.
A maioria da amostra pertencia a Classe C (65,14%) e possuiam entre nove ¢ 11 anos de
estudo (74,92%). A idade média da mae foi de 25,9 anos (variando de 14 a 45) e a das
criancas foi de 16,37 meses (variando de 12,3 a 36), com uma média de 9,76 dentes por
crianca (variando de 2 a 16). A média dos niveis séricos da citocina RANTES ¢ de 8990,03
pg/mL (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo da populacio do estudo.

Varidveis qualitatitas n (327) %
Defeitos de desenvolvimento do Esmalte (DDE-IU)

Sim 26 7.95
Nao 301 92.05
Ocupacao da mae

Nao qualificada 82 25.08
Manual ndo especializada 119 36.39
Manual especializada 18 5.5
Escritério 58 17.74
Ensino Superior 20 6.12
Gerente/Proprietario 7 2.14
Sem informagao 23 7.03
Classe Socioeconémica

A-B 53 16.11
C 213 65.14
D-E 44 13.46
Sem informagao 17 5.20
Escolaridade Materna

Até 4 anos 0.92 3
5 a 8 anos 11.01 36
9all anos 74.92 245
12 ou mais 12.84 42
Sem informacao 0.31 1
Variadveis quantitativas x (dp) med Q1-Q3
Renda (R$) 1431,37 (2863,40) 1210,00 722,00-2112,00
Idade da mae 25,90 (5,69) 25,00 22,00-29,00
Idade da Crianca 16,37 (2,63) 15,63 14,72-17,20
Rantes (pg/mL) 8990,03 (6512,67) 7489,00 3925,00-12330,00
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O modelo apresentou bons indices de ajuste. A hipdtese de igualdade entre os modelos
testado e ideal ndo foi rejeitada. O erro médio quadratico de aproximacao (Root Mean Square
Error of Approximation — RMSEA) foi menor que 0,05. O limite superior do IC a 90% foi
menor que 0,08. Os indices CFI e TLI apresentaram valores maiores que 0,95; e o WRMR foi
menor que 1,00 (Tabela 2).

Tabela 2. Carga fatorial e p-valor para verificacdo da validade do construto e estrutura
fatorial do modelo, estimativas padronizadas.

Indices de ajuste Valores
N° de parametros livres 27
Graus de liberdade 17

x 20,869
P-valor do y* 0,232
RMSEA® 0,029

IC 90% do RMSEA® 0,000-0,065
CFI¢ 0,964
TLI 0,941
WRMR' 0,609

DDE-iu: defeito de desenvolvimento do esmalte de origem intrauterina.
Teste Qui-Quadrado — 7 (referéncia: menor valor).
"Intervalo de Confianca a 90% (referéncia: limite superior do IC90% menor que 0,08).
‘Root Mean Square Error of Approximation — RMSEA (referéncia: menor que 0,05).
dComparative Fit Index — CFI (referéncia: maior que 0,90).
“Tucker Lewis Index — TFI (referéncia: maior que 0,90).
fWeighted Root Mean Square Residual - WRMR (referéncia: menor que 1,00).

Nao foram identificados efeitos indiretos sobre a ocorréncia de DDE-iu. Porém a
RANTES apresentou efeito direto e negativo na ocorréncia do DDE-iu (CFP=-0,160;
P=0,021) (Tabela 3).

Tabela 3 Estimativas padronizadas de efeitos total, direto e indireto do modelo de predicao
dos niveis séricos de RANTES na gravidez
Desenvolvimento do Esmalte (DDE-iu).

sobre a

incidéncia de Defeitos de

Variaveis Tipos de Efeito CFP P-valor
Efeito de SSE  Total 0,057 0,452
no DDE-iu Indireto total 0,001 0,969

Indiretos especificos
SSE ->NPT—DDE-iu 0,007 0,541
SSE—->RANTES—DDE-iu -0,006 0,654
SSE—->RANTES—NPT—DDE-iu <0,001 0,723
Direto 0,056 0,448
Efeito da
RANTES no Total -0,153 0,029
DDE-iu Indireto total 0,007 0,551
Indiretos especificos
RANTES—NPT—DDE-iu -0,007 0,551
Direto -0,160 0,021

DDE-iu: defeito de desenvolvimento do esmalte de origem intrauterina.



41

CFP: Carga fatorial padronizada
NPT: nascimento pré-termo
RANTES: Regulated on Activation Normal T Cell Expressed and Secrete

DISCUSSAO

Os menores niveis séricos de RANTES na gestante foram associados com maior
ocorréncia de DDE-iu na denticdo temporaria do bebé€. No entanto, essa associa¢do nao foi
explicado pelo NPT. Varidveis socioecondmicas também ndo explicaram o desfecho.

A associagdo entre RANTES, dosada na gestante, durante a 22* e 25" semana de
gravidez, ¢ DDE-iu ndo tem precedentes na literatura. A principal acdo fisiolégica da
RANTES ¢€ atrair e recrutar linfocitos T CD4+ e linfocitos supressores CD8+"1% além de
participar do processo de tolerancia imunoldgica'>!®. Sabe-se que o fon cilcio, através do
transporte, fluxo e processo de sinalizagdo celular participa dos processos de secrecdo e
maturacio do esmalte’°. E possivel que niveis mais baixos de RANTES no sangue, durante
a gravidez interfiram no processo de amelogénese dos dentes, ji4 que essa quimiocina
influencia na despolariza¢do celular induzida pelo influxo prolongado de célcio (Ca++) e
liberacdo de citocinas inflamatérias promotoras de adesdo/agregacdo celular!>16:19-21:31

O fato da RANTES ter sido coletada entre a 22* e a 25" semana de gestacdo ¢
considerado um aspecto importante neste estudo. Sabe-se que todos os dentes deciduos
iniciaram o processo de mineralizacdo do esmalte incisal/oclusal até 22* semana de
gravidez®?”. Portanto o DDE, diagnosticado nos bebés, provavelmente foi influenciado por
eventos estressores ocorridos, compreendendo o periodo em que foi dosada essa quimiocina
no sangue materno. Isso possibilita uma maior precisdo cronolégica ao se insvestigar a
associacdo entre a RANTES e o DDE.

A associacdo entre NPT e DDE € bastante controversa. Ha relatos de que o NPT
aumentaria o risco de DDE®’; enquanto outros autores nfo encontraram tal associacio!>!?,
Poucas evidéncias sdo oriundas de coortes com grande tamanho amostral, de base
populacional e com adequada estimacdo da idade gestacional®. Diferencas na metodologia
empregada para o diagndstico do DDE e principalmente a grande amplitude na faixa etdria
das criancgas incluida nos estudos podem enviesar os resultados. A presenca de uma linha
incremental distinta (linha neonatal), relacionada a0 momento do nascimento, permite
distinguir entre esmalte prenatal e pds-formado e também possibilita a datacdo dessas
alteragdes biolégicas®’3#3°, porém a cronologia de formacio do esmalte dentdrio nio tem sido
considerada na maioria das investigacdes>*’. Portanto, nio é possivel mensurar nestes estudos
se o DDE foi adquirido durante o periodo intra-uterino ou pés-natal>**. E possivel que o
DDE-iu, investigado nesse estudo, esteja condicionado a eventos imunoldgicos e
inflamatorios ocorridos até a sexta semana de gestacdo e ndo ao NPT, propriamente dito, na
amostra estudada.

Os fatores socioecondmicos, neste trabalho, ndo foram apontados como fatores de
risco para o DDE-iu. Esse resultado difere com aquilo jd encontrado pela literatura®’. Porém
essa associacdo entre baixa situagdo socioecondOmica e a hipoplasia no esmalte tem sido
explicada pela nutri¢io inadequada e pelas condicdes médicas*!. Portanto, é possivel que o
fator nutricional também exerca influéncia sobre o0 DDE de maneira mais proximal como um
reflexo da condicdo socioecondmica do individuo, desde a gestacdo’.

Sao algumas limitagdes desse estudo a amostra ser de conveniéncia; e a ndo inclusao
de algumas varidveis no modelo, como a anemia e outras deficiéncias nutricionais maternas.
Porém, a amostra apresentou poder suficiente para identificar algumas associacdes e a
procedéncia da amostra de um hospital universitario na capital do Maranhao, Brasil, se por
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um lado reduz a validade externa dos achados, contribui para reduzir a possibilidade de viés
de confundimento.

Destaca-se nesse estudo a modelagem por equacdes estruturais, em que as interagdes
entre as multiplas exposi¢des e desfechos sdo avaliadas em conjunto, permitindo investigar
hipéteses etioldgicas de mediacdo. Além disso, a selecio de DDE de origem intrauterina
como desfecho permite andlises mais apuradas do efeito de exposi¢des durante o periodo
gestacional. O desfecho foi considerado como varidvel discreta, aumentando o poder do
estudo, enquanto a maioria das investigacdes considera o desfecho apenas dicotomico. O
desenho de coorte € o mais adequado para analisar hipdteses etioldgicas em que a exposicao é
um evento deletério, impossibilitando os ensaios clinicos randomizados. Por fim, a afericao
do NPT, dos niveis séricos de RANTES e dos DDE de forma objetiva e padronizada permitiu
a investigacao mais consistente de novas hipoteses etioldgicas para a ocorréncia de DDE-iu.

CONCLUSAO

Neste estudo, o DDE-iu na denti¢do decidua foi explicado pela diminui¢do dos niveis
séricos da quimiocina RANTES em gravidas com 22 a 25 semanas de idade gestacional. A
resposta imunoldgica materna pode ser considerada um fator potencialmente relevante para a
ocorréncia de DDE na denticao decidua, apontando para a necessidade de maior controle da
saude da mulher na gestacdo a fim de reduzir problemas no esmalte dentario do bebé.
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Artigo a ser submetido na Revista European Journal of Oral Science

Infeccoes bacterianas maternas e Defeitos de desenvolvimento do Esmalte no Bebé: uma
analise de Efeito Causal

Resumo

A etiologia dos defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE) ainda ndo estd completamente
elucidada. Objetivou-se estudar se as infec¢des bacterianas maternas interferem na ocorréncia
de DDE. Trata-se de uma coorte prospectiva, na qual o bindbmio mae-crianga (865) foi
avaliado em trés momentos: pré-natal (entre 22 e 25 semanas de idade gestacional), por
ocasido do nascimento do bebé e quando a crianca tinha entre 15 e 36 meses de idade. O
desfecho (DDE) foi avaliado de forma numérica, segundo o indice de DDE modificado. A
varidvel explicativa principal foi a presenga de infec¢Oes bacterianas na gestacdo. As varidveis
incluidas no ajuste foram: situagdo socioeconOmica, baixo peso ao nascer, idade da mae,
nimero de consultas pré-natal, hipertensdo, diabetes, uso de medicamentos durante a
gravidez, e idade da crianga. Para inferir causalidade, foi utilizado o escore de propensido e a
regressdo Poisson robusta, considerando P-valor < 0.05. Foi observado que apds o ajuste
minimo, as infeccdes bacterianas maternas ndo interferem na incidéncia do DDE (IRR = 1.13;
IC95% = 0.51-2.47). As infec¢Oes bacterianas, durante a gravidez, ndo causam DDE na
populacdo estudada.

Palavras-Chave: Hipoplasia do Esmalte Dentdrio. Infecc@o. Infec¢des do Sistema Genital.

Esmalte Dentério.

Introducao

O desenvolvimento do esmalte dentdrio deciduo inicia-se na vida intrauterina e se
completa apés um ano de nascimento (1). E possivel identificar uma linha neonatal, no
esmalte e dentina dos dentes deciduos e permanentes, que é vista como um marco bioldgico
de nascimento. O esmalte formado antes da linha neonatal € o intrauterino, enquanto o
formado posteriormente, € considerado o extrauterino. (1,2). Portanto, os DDE podem ser
considerados biomarcadores de estresse que ocorridos nos periodos pré, neo e pds-natais,
conforme a Hipo6tese de Barker, na qual se estipula que os eventos ocorridos em periodo

passado t€m consequéncias em épocas posteriores(3,4,5).
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A etiologia do DDE ndo estd bem compreendida, porém tem sido associada as
condig¢des adversas ao nascimento, como o baixo peso ao nascer (6), o nascimento pré-termo
(7) e a restri¢do de crescimento intra-uterino (8). Porém, essa relagdo nao é consensual na
literatura (9). Os fatores socioecondmicos (4,10), consumo de cigarro (6) durante a gravidez,
preeclampsia (11), diabetes gestacional (11), uso de antiepilépticos (12), deficiéncias
nutricionais (4,13) também tém sido apontados como potenciais fatores de risco para o DDE,

na denticao decidua.

O histérico de doencas infecciosas e congénitas em criangas, como a sifilis congénita
(16,17), foi sugerido como um fator predisponente para o DDE nas denti¢cdes decidua e
permanente (4,14,15). Ainda ndo se sabe se as infec¢Oes no trato urogenital — a exemplo do
corrimento vaginal (CV) e infeccdo do trato urindrio (ITU) — durante a gravidez interferem no
processo de formagdo do esmalte do bebé. Porém, ha evidéncias de associacdo entre essas
infeccOes infecgOes bacterianas e as condi¢des adversas ao nascimento (16-22). Poucos
estudos, no entanto, avaliaram os fatores de risco para a ocorréncia de DDE, diferenciando os
defeitos de origem iuntrauterina daqueles de origem extrauterina (8,23)

A odontogénese € consequéncia de uma série complexa de interagdes de sinais
celulares reciprocos antre o epitélio odontogénico e o mesénquima odontogénico derivado da
crista neural, em resposta a estimulos genéticos e ambientais (24). Dado que este processo
inicia-se no periodo iu, exposi¢cdes ambientais e a saide materna tém potencial influéncia no
desenvolvimento dentdrio do bebé. E possivel, portanto, que as infec¢des bacterianas
maternas, a exemplo de CV, ITU e sifilis, possam interferir no processo de secrecdo e
maturagdo do esmalte dos dentes do bebé, aumentando a ocorréncia de DDE-iu na denti¢cdo
decidua, independente de outros fatores de risco.

Este estudo busca analisar se a presenca de infec¢des bacterianas durante a gravidez

pode aumentar a ocorréncia de DDE-iu.

Materiais e Métodos
Delineamento do Estudo:

E uma coorte prospectiva de gestantes na cidade de Sdo Luis-MA — coorte BRISA
(25,26). A coleta dos dados do BRISA ocorreu em trés etapas: basiline, de fevereiro de 2010 a
junho de 2011; primeiro seguimento (T1), de janeiro a dezembro de 2010 e no segundo

seguimento (T2), de setembro de 2011 a marco de 2013.
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Na coorte original foram incluidas 1447 gestantes entre 22 e 25 semanas de idade
gestacional. Foram acompanhadas 1381 (95,85%) mulheres por ocasido do nascimento do
bebé (T1). Essa amostra foi reavaliada quando as criangas tinham entre 15 e 36 meses de
idade (T2), realizando-se exame odontolégico em uma amostra de 865 criancgas. Estimou-se
que uma amostra minima de 821 sujeitos (bindmio mae-bebé€) teria poder de 85% para
identificar riscos relativos significantes de 1,7 considerando na propor¢dao de 2:1 entre
expostos e nao expostos, prevaléncia de 16% de DDE na denti¢do decidua (PINHO et. al,
2011), nivel de confiancade 95%, efeito de desenho (deff) de 1,2 e excesso de 20% para

compensar possiveis perdas.

Exposicao principal:

A presenca de infec¢Oes bacterianas durante a gravidez foi considerada como a
exposicdo de interesse nesse estudo. Essa varidvel, categdrica, foi criada a partir de trés
informacdes presentes no questiondrio aplicado a mae durante o momento do nascimento
(T1): ocorréncia de sifilis, corrimento vaginal e infec¢ao urindria, durante a gravidez.

Varidveis Confundidoras:

No baseline: 1) Caracteristicas sociodemograficas [classe econdmica da familia,
segundo a Associacdo Brasileira de Estudos e Pesquisas-ABEP (A/B; C ou D/E)[27]; idade da
mae e da crianga, em anos];

No TI: 1) Hipertensdo durante a gravidez (sim ou ndo); 2) Diabetes durante a
gravidez; 3) Uso de medicamento durante a gravidez (sim ou ndo); 4) Nimero de consultas
pré-natais (0-3 consultas, 4-5 consultas e 6 ou mais consultas); e 5) BPN, definido como bebé
que nasceu com peso inferior a 2500 gramas.

Variavel Dependente:

No T2 foi realizado o exame clinico odontolégico para avaliacdo da varidvel resposta
(DDE-iu), caracterizada pelo ndmero presente de dentes com hipoplasia do esmalte,
opacidades difusas e/ou opacidades demarcadas, segundo os critérios 1 a 8 (1-Opacidade
demarcada; 2-Opacidade difusa; 3-Hipolasia; 4-Outros defeitos; 5-Opacidade demarcada e
difusa; 6-Opacidade demarcada e hipoplasia; 7-Opacidade difusa e hipoplasia; e 8-Todos os
trés defeitos) do indice de DDE modificado (27). Considerou-se de origem intrauterina, o
defeito presente no terco incisal/oclusal dos dentes (8,23). Para isso, cada crianca foi
examinada em uma cadeira odontoldgica portétil, sob luz artificial, apds secagem dos dentes

com jatos de ar, utilizando-se sonda WHO-621 e espelho bucal, previamente esterilizados e
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acondicionados individualmente. Os exames odontoldgicos foram realizados por cinco
dentistas previamente treinados (kappa > 0,8).

Critérios de Inclusio, ndo Inclusao e Exclusio:

Para que a gestante fosse incluida nesta coorte (BRISA), era necessdria uma
ultrassonografia obstétrica antes da 20* semana de gestacdo e ser recrutada para o estudo
quando estivesse entre 22 e 25 semanas de idade gestacional, para a coleta de dados. Nao
foram incluidos gemelares. Criangas que morreram, nao acompanhadas no seguimento, as que
se recusaram a realizar o exame odontoldgico e aquelas cujas maes se recusassem a participar

do estudo foram consideradas como perda.

Anélise Estatistica:

Foi realizada a analise descritiva das varidveis estudadas, no software STATA 14.0.
As varidveis categoricas foram descritas por meio de frequéncias absolutas e relativas. As
varidveis numéricas foram representadas por meio de média e desvio padrao.

A andlise deste estudo foi realizada por meio de inferéncia causal para verificar o
efeito da ocorréncia de infec¢Oes bacterianas durante a gravidez no numero de dentes com
DDE. Inicialmente foi elaborado um modelo teérico de causalidade estabelecido por meio de
Directed Acyclic Graphs (DAG). Nestes graficos, foram consideradas a varidvel de exposi¢ao
principal, dependente e confundidoras. Estabeleceu-se entre todas as varidveis relacdes de
causa e efeito representadas por setas (Figura 1).

Figura 1: Modelo tedrico dos fatores gestacionais e perinatais.
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Fonte: O Autor, 2018.
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Para a elaboracao desses modelos graficos foi utilizado o programa Dagitty versao 3.2
(28).

Para a defini¢do do conjunto minimo de varidveis a serem ajustadas nas andlises foi
considerando o critério da porta de tras (backdoor) (29). A estimativa do efeito das infec¢des
bacterianas sob o DDE-iu em criancas foi realizada utilizando-se o método de pareamento por
escores de propensdo. Este método permite a obtencdo de um grupo controle com
caracteristicas observdveis semelhantes aquelas existentes no grupo de tratamento. Apds a
obtencdo desses grupos, estimaram-se as diferencas médias entre os grupos de tratamento e de
controle em relacdo as varidveis de resposta. Neste trabalho, a presen¢a de infeccdo materna
durante a gestacao foi considerada como o grupo de tratamento. A estimagdo por ponderacao
foi conduzida. Foram consideradas significantes as varidveis com p-valor < 0,05.

RESULTADOS

A prevaléncia de pelo menos um dente com DDE-iu foi de 8,56%, representando 74
criancas. A média de dentes por crianca com DDE-iu foi de 0,23 (£1,05), variando de zero a
dezesseis dentes.

A maioria das gestantes pertenciam a Classe C (70,22%) e relataram ter tido alguma
infeccdo bacteriana durante a gravidez (61,488%). Apenas 2,68% relataram diabetes
gestacional. A idade média das maes foi de 26,11 anos (variando de 14 a 45) e a das criancas
foi de 16,37 meses (variando de 12,3 a 36) (Tabela 1).

Para andlise do efeito das infec¢des bacterianas no DDE-iu, a classe econdmica e o
nimero de consultas durante o pré-natal foram as varidveis indicadas para o ajuste minimo da
associacdo. Os balangos foram atingidos através do escore de propensao (Figuras 1 e 2).

Nao foi observado efeito causal entre a presenca de infec¢des bacterianas e DDE,
mesmo apos a realizacdo do ajuste minimo (Tabela 2).

Tabela 1. Caracterizacdo da amostra de gestantes e criancas — Sao Luis, Maranhio.

Variaveis qualitatitas n (1347) %
Defeitos de desenvolvimento do Esmalte
(DDE-IU)
Sim 74 8.56
Nio 791 91.44

Numero de Consultas Pré-Natal
Até 3 consultas 11 1.45
4-5 consultas 106 13.98
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6 ou mais consultas 641 84.56
Classe Socioeconomica
A-B 124 15.01
C 580 70.22
D-E 122 14.77
Baixo Peso ao Nascer
Acima de 2500 gramas 810 94.52
Abaixo de 2500 gramas 47 5.48
Diabetes Gestacional
Nao 1344 97.25
Sim 37 2.68
Infeccao Bacteriana durante a gravidez
Sim 529 61.48
Nao 332 38.56
Variaveis quantitativas x (dp) med Q1-Q3
Idade da mae 25,90 (5,69) 25,00 22,00-29,00
Idade da Crianca 16,37 (2,63) 15,63 14,72-17,20
N° de dentes com DDE-IU 0,23 (1,05) 0,00 0,00-0,00

Tabela 2. Andlise de Efeito Causal: Defeitos de Desenvolvimento do Esmalte e Infec¢oes

Bacterianas.

Coef.

Presenca de Infeccdo! -0.92

IC 95%

-0.23-0.49

P-valor

0.202

Coef.: Coeficiente IC95%: Intervalo de Confianga 95% P-Valor < 0.05

DISCUSSAO

Neste trabalho, a ocorréncia de infec¢des bacterianas durante a gravidez ndo interferiu

no risco de desenvolver DDE-iu, mesmo apds balanceio dos grupos considerando a classe

econOmica e o nimero de consultas pré-natais.

Infecgdes bacterianas e congénitas no bebé, como a sifilis (16,17), e virais, como o

sarampo (30) e variola (30,31), ja foram referidas como possiveis fatores de risco para o

DDE. Porém, os estudos apresentam grande variabilidade na idade das criancas e nos
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critérios de diagndstico das exposicoes e do desfecho. A literatura aponta que a febre,
inflamacdo sistémica, presenca de infec¢des bacterianas e virais na crianga (32) e 0 momento
do uso do medicamento — se na gestacao ou apds o nascimento (33-35) —, podem interferir na
ocorréncia de DDE. A maioria desses trabalhos, porém, apresenta amostra de conveniéncia e
desenho de estudo transversal. Até o presente momento, foi identificado apenas um estudo no
qual se investigou o papel de infec¢des maternas durante a gravidez na ocorréncia de DDE-iu
na denticdo decidua, porém nao foi observada a associagdo com o DDE (36). Nosso estudo
estd em concordancia com esse estudo, pois as infec¢gdes bacterianas (CV, ITU e sifilis) ndo
se relacionaram ao desfecho. E possivel que a baixa prevaléncia do desfecho estudado tenha
interferido nas associagdes encontradas, em direcdo da hipdtese nula.

Outra possivel explicacdo para a nio associacdo pode ser relacionada ao adequado
funcionamento da barreira placentdria e ao ndo desenvolvimento de infeccdo no feto, mesmo
com a infec¢cdo materna. A placenta humana € o centro funcional da unidade mae-feto,
desempenhando funcdes respiratdria, nutritiva, excretora, enddcrina e imunoldgica (37).
Consiste no local de trocas de nutrientes e gases entre a mie e o feto (38). E constituida por
tecidos fetais derivados do saco coridnico e por tecidos maternos derivados do endométrio. A
face fetal é formada pelas vilosidades coridnicas e envolve o feto durante toda a gestacao,
interagindo diretamente com o sistema imune materno. Essa regido € ricamente vascularizada
e contém os macréfagos placentdrios (células Hofbauer). A face materna é formada pela
decidua basal e se relaciona diretamente com as vilosidades coridnicas, sendo que a maioria
das trocas materno-fetais ocorrem na sua regiao terminal (39).

Na interface utero-placenta, hd a membrana placentdria que € responsavel pela
separacdo do sangue da mae e do concepto. Sua acdo consiste em uma barreira protetora e
isolante, que protege o embrido de substancias toxicas e microorganismos infecciosos do
sangue periférico materno. Ao mesmo tempo, essa barreira permite a migracdo de nutrientes
essenciais para o desenvolvimento fetal. Alguns virus e bactérias, entretanto, conseguem
atravessar a barreira placentdria e atingir a circulagcdo fetal, favorecendo a ocorréncia de
infec¢Oes fetais e anomalias congénitas (40,41). Apesar do impacto devastador das infeccoes
microbianas no desenvolvimento do feto, pouco se sabe sobre como patégenos violam a
barreira placentdria, durante a gravidez humana (42). Alguns autores referem que alteracdes
estruturais e funcionais nas vilosidades coridnicas da barreira placentdria podem contribuir
para a transmissdo vertical (43). Outros referem que a transmissdo congénita depende de
interacOes complexas entre os microorganismos, as respostas imunoldgicas materna e fetal e

fatores placentdrios (44). Ja foi demonstrado em modelos in vitro e in vivo, que as citocinas
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IL-1B (interleukin 1 beta) e TGF-B (transforming growth factor beta) alteram a
permeabilidade seletiva da barreira placentéria, na presenca de corioamnionite (45,46).

Por outro lado, ainda que as prevaléncias autoreferidas de CV (51,6%) e ITU (27,7%)
tenham sido altas, ndo ha evidéncias apontando que os microorganismos relacionados a esses
eventos sejam capazes de atravessar a barreira placentdria e interferir no desenvolvimento
fetal. Micrroganismos virais, como o HIV, zika virus, virus do varicela zoster, virus da
rubeola, virus da herpes citomegalovirus (49-52) — e bacterianos — como o Toxoplasma
gondii, Treponema pallidium, Trypanosoma cruzi (53-60) t€ém sido mais frequentemente
estudados. Pelo nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo que avaliou empiricamente a
associagdo entre infecgdes bacterianas na gestacao e a presenca de DDE-iu nos bebés. Alguns
autores apontam as infec¢des (sem distinguir as ocorridas no periodo iu das pds-natais) como
potenciais fatores de risco, em estudos de revisdo da literatura (61). Outros estudaram o papel
de infec¢des no periodo pds-natal na ocorréncia de DDE em humanos (62-64) ou em modelo
animal (65). Apenas um estudo, realizado no Brasil, em uma amostra de 222 criancas
avaliadas ao nascer e com 12 a 36 meses, avaliou o papel de algumas condi¢des pré e pos-
natais na ocorréncia de DDE na denti¢do decidua (4); e identificou associacdo de DDE com
infecdo materna durante a gestacdo. No entanto, os autores ndo classificaram os DDE de
acordo com a sua posicao no dente, de modo a diferenciar os defeitos de origem iu dos pds-
natais. Além disso, ndo foram consideradas separadamente as infecdes bacterianas das
demais infec¢Oes (4). Fomos capazes de identificar evidéncias de associac@o entre infeccao
congénita de DDE em criangas apenas considerando o citomegalovirus (66-68).

No presente estudo, ndao foram identificadas criancas portadoras de sifilis congénita,
mesmo nos seis casos de mulheres que referiram diagnéstico de sifilis na gestacdo. E
provavel que essas mulheres tenham iniciado precocemente o tratamento para a doencga; e
que as bactérias tenham sido adequadamente isoladas pela barreira placentdria, ndo chegando
a causar danos ao feto. No Brasil, o acesso ao pré-natal é universal (47). Boa parte das
gestantes tiveram acesso a no minimo seis consultas, ao longo da gravidez, quantidade
preconizada pelo Ministério da Satide (48). E possivel que o maior acesso ao pré-natal nessa
amostra tenha contribuido para a nio instalacao de infec¢des bacterianas mais graves, durante
a gravidez, além de ter permitido que o tratamento fosse estabelecido em fases ainda

precoces do desenvolvimento dentdrio.

Diferencas na metodologia empregada para o diagndstico do DDE, infecgdes e,

principalmente, diferencas na faixa etdria das criancas incluida nos estudos e no periodo de



54

avaliacdo dos eventos dificultam a comparacao dos resultados desse estudo com os demais. A
presenca de uma linha incremental distinta (linha neonatal), relacionada a0 momento do
nascimento, permite distinguir entre esmalte prenatal e pds-formado e também permite a
datacdo dessas alteragdes bioldgicas, porém a cronologia de formacdo do esmalte dentério
nio tem sido considerada na maioria das investigacdes (8,23). Portanto, ndo € possivel
mensurar nos demais estudos se 0 DDE foi adquirido durante o periodo intra-uterino ou pds-
natal.

Sao algumas limitacdes desse estudo a varidvel de exposi¢do ndo ter sido avaliada por
um critério diagndstico objetivo; e a ndo inclusido de algumas varidveis no modelo, como a
presenca de outras infec¢Oes bacterianas e virais, anemia e as deficiéncias nutricionais
maternas. Porém, sdo pontos fortes do estudo o desenho de coorte prospectiva, 0 mais
adequado para analisar hipéteses etiologicas na impossibilidade de ensaios clinicos; o grande
tamanho amostral, contribuindo para aumentar o poder do estudo para identificar
associagoes.

Destaca-se, ainda, que este € o primeiro estudo sobre DDE a utilizar inferéncia causal,
utilizando DAGs para selecionar potenciais confundidores, o que contribui oara reduzir a
possibilidade de viés de confundimento. Além disso, a selecio de DDE de origem
intrauterina como desfecho permite andlises mais apuradas do efeito de exposi¢des, durante o
periodo gestacional. O desfecho foi considerado como varidvel discreta, aumentando o poder
do estudo, enquanto a maioria das investigacOes considera o desfecho apenas dicotdomico. Por
fim, a afericio do DDE-iu de forma objetiva e padronizada permitiu a investigacdo mais
consistente de novas hipdteses etioldgicas para a ocorréncia do mesmo.

Neste estudo, o DDE-iu na denti¢do decidua ndo foi influenciado pela ocorréncia de

infec¢Oes bacterianas da mae, durante a gestacao.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

Esta é a primeira coorte iniciada durante a gestacdo que testou hipdteses
etiologicas de DDE-iu na denticdo decidua utilizando andlises de equacdes estruturais. Esse
tipo de andlise permitiu uma investigacdo mais consistente de novas hipédteses etiologicas
para a ocorréncia de DDE-iu.

Neste trabalho foi observado o efeito direto e negativo da quimiciona RANTES
sobre o DDE. Porém, essa associacdo nao foi mediada pelo NPT.

A resposta imunolégica materna pode ser considerada um fator etioldgico
relevante para a ocorréncia de DDE na denticdo decidua. Esses achados apontam para a
necessidade de maior controle da saide da mulher na gestacdo a fim de reduzir problemas no
esmalte dentario do bebé.

Infec¢cdes maternas ocorridas durante a gestacio nao foram causas indendentes de
DDE-iu na denti¢do decidua de criangas entre 15 e 36 meses de idade.

Os achados desse estudo apontam para a necessidade de maior controle da saude

da mulher na gestagdo a fim de reduzir problemas no esmalte dentdrio do bebé.
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sande da crianga coortes de mascimentos wm duas cidades brasdleimas.

PESQUISADOR BESPONSAVEL: Prof Dir. Antdnic Augusto Monn da Siha
TELEFONES PARA CONTATO: (2E) 330196813301 067 FEE0T2063.

FPATROCINADORES FONANCEIROS DA PESQUISA: FAPESP, CINPg, FAFERMA
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Somvos wm gupo de pesguisadores da Tniversidade Federal do BMamnhdo (UFMA) o estames realizmdo
ms pevquisa para entendar a5 consegidncias do mascimsente anfes do fempo (precrhiro) pama a sxdde dus coiangas
oo s pricsiae ano de vida Ewa pesguisa esta sendo malimda em Ribsirie Preto, sstado de 530 Panlo, @ am Sdo
Luis, estade do Maraskie. Para iiso, precisamos de alguomos infromacBes tants de bobés naecidos antes do tempo
como de bebds nxcidos mo teopo nommal, pars conparagis. Comdidamos vood a particper dest pesquisa &
pedimos que rsiorize 2 participagdo do sen bebd, qua j2 foi avaliado por oots o2 ocailio do naecimanto.

Esto ¢ mm formeelario de consentiments, que fornece informaches schm a pesguisa. 56 concordar em
pasticipar & parmitr goe s bebd participe da pesquisa, vood devera assiner et formmulanio.

Amntus de conhecar a pesquisa, ¢ Importante satar O s
¢ Vool o wen bebd eatlo participands volmtarizmente. Mo ¢ chrogaterio participer da pesquiza.
¢ Vood pode decidir ndo participar oo desdstr de participar da pesquisa a qualqner momanto.
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Preto o 530 Luts. Este ¢ o terceire momwnte deste grands estudo: algumas mulbkres foram malizdas derante o pré-
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pomo voluntaria, nos ajadande meste evtndo.
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O QJUE DEVD FATFE PARA FU F MFU BEEE PARTICTPARLOS DESTA FESQUISA?

5% wock concordar em particpar desta pesgquisa, vook responder? 3 algumss pergundas sobre amameedacdo, uso
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- JuesSonarios:

A Vocd responderd a um questiondrio com seas dados de identificagio & enderego armlizados. O questicnario
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alarpia, obeaddads, precaio ala @ alteracfon no crescimendn.

B. Pretendomos coletar wm ponco de sangue sen (questidads equivalests a wmm colber de sobwmansa)) com masnal

descarawal & por pessoas experisnie:, pam weridicar presenca de vamagdo genatica que pods favorscer doemgas
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todas a5 dosagems sangiineas 20 DA temgpo. Para isio 0 s2ngeoe WA que ser esiocado por algume tenmpo ata a
realizacis dod examgs. Pedimans 2 vocl parmmissdo pam que o sangue o bobé seja mmrdads por tempo
indetseminado, visto que o propric sstedo o outos qoe tée shdo feitos podem trarer novos conbecimentons soboe o
xwunio & pode krver necessdads de malizacdc de noves testes com o sanmue esbocadeo. Mo eofanbe. noves testes
wmente sarde realimdes apos aprovacdo de nowo projete de pecguiia pelo Comist do Etica em Peaquisa das
instmighes amvcividas no projetn, que decidird e vocd devera wer comnaocada on ndo para auborizar o DOVDS tEs.
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aheragio.
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s profissionad: que realizardio as enfrevisias o oo exames o tuinado: para as tareds. Ok questicnarios
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descondomio, sangramento &'on manchs rom oo local em gee a agnlba parfora a pele. Fo casos mros, podem
ooorrer demmaios ou infecrds. Entretamto, tommremos todos o5 caddados pars qes isso o ocomm.

HA VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTA PESQUISAT

A avalizcho no primeir aoo de vida podard detectar se seu bebd sstd o desenivhwodo bem, mesmo que
sk tenha macids preosyhiro, que tenha tido feccds pelo citomegalovins, qoe fird pesquisada com a coletn da
szliva 3o zascar. Cralquar altwragdc que for detectada, relicicoada 2 susas doengas, o seu bebd wra cocaminhado
Pam mtamemie.

Al disso, 2 e partcipapic vl oo ajudar a eownder algans problsoms de sande que poderio s
preemides mo fohwo. O wgle do todes & informacdos wer grrantide, nenbem dedo que parmrta s idantficagio
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PATa ne DEiAs petsoas e banaficiem desse conbecimenin, mas sem identificer a5 mies ¢ o5 babés participanios do
ssmdo.

F A CONFIDENCIALIDATE?

O registron refemantes & vood & a0 babd permmnscardc conSdemciaiz. Viecd @ o bebd sardle HantSoados par
mm codige, & mas informaces passoais contdas nos regisros nio secdo divnlgadas sam s expreusa amiornTagin.
Algm dise, oo cxee de publicagle devte estedo, zdo sarlc udlizados weus momes oo qmbgmer dade que o
—

Az pessozs que podsm sxamizar seus reEswos sdo: o Comitt de Etica em Pesguisa do Hospital das
Climicy: da Faculdade de AMedicing de Ribeirde Preio da Univerzidade de Slo Pamlo, o Comitt de Etica em
Peoguiza do Hospirsl Universitario da Universidade Federal do Alarashio, a equips de pesguisadores o o
momibores da petgmsa

0 QUE FACD EAM CAS0 DE DUVIDAS OU PROBLEMAS?

Pama sobaciomar dinvidas melatinas a eie estedo on 2 uma lesdo relacrionads & pesquiza, enite am contrie com
os Profs. Dirs: Antopio Angnste Moo da Siha on Vands Maria Fameima Simoes ou Bosangels Famandeos Loceza
Batista (98) 330196813301 86TVBE0T 2043,
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ANEXO E- NORMAS DA REVISTA “EUROPEAN JOURNAL OF ORAL
SCIENCES”

Oral Sciences

Author Guidelines

Aims and Scope — The European Jowrnal of Oral Sciences (EJOS)
15 a bimonthly international peer-reviewed non-profit journal
in continuous publication since 1893 EIOS publishes original
research papers within clinical dentistry, on all basic science
aspects of structure, chemistry, developmental biology, physiology
and pathology of relevant tissues, as well as on microbiology,
biomaterials, and the behavioral sciences as they relate o dentistry.
EIOS features (riginal Articles, Reviews, Focus Articles, Shart
Communications and Letters to the Editor.

The average time from submission to first editorial decision
(reject or to peer review) is less than 1 wk, and from acceptance to
publication is 48 wh.

There are no page charges. no page limits, and colour illustrations
are printed free of charge.

Submission — Authors are urged to consult the full Author Guideline
at the journal home page prior to submission. Manuscnipts should
ke submitted online at the submission site linked through the
httpfwilevonlinelibrary comoumaléeos. Full instructions and
support are available on the website, and a user 1D and password
can be obtained at the first visit.

The corresponding author will serve on behalf of all co-authors
as the cormespondent with the Editorial Office during the
submission and review process. When submitting a manuscript,
the corresponding author does so in the understanding that the
manuscript has not been published before: that it 1s not being
considered for poblication elsewhere; that it has as been read
and approved by all authors: and that all authors agree w the
submission of the manuscript to the Ewropean Jowmal of Oral
Sciences. Fragmentation of research imto “least publishable units
15 discouraged.

Copyright - Upon acceptance of a manuscnpt. the comesponding
author will receive an email with instructions on how to complete
the license agreement on behalf of all aothors as this is a
prerequisite for publication of the anicle.

Manuscript format and style — A manuscript comprises a Main
Document, Table documents (if relevant), Figures (if relevant)
and Supplemental Information (if relevant). The Main document
comprizes Title page, Abstract, Introduction, Material and methods,
Results, Discussion, Acknowledgments, Conflict of Interests,
References, and Figure legends arranged in that order.

The whale manuscript should be double-spaced, paginated, and
submitted in correct English. The beginning of paragraphs should
be properly marked with an indent. Avoid end-of-line hyphens.
Authors whose native language is not English are strongly advised
to obtain assistance from someone proficient in scientific English.
Manuscripts not submitted in the proper format or in poor English
may be returned without review.

Title page — The title page should contain the following
information in the order given: 1) article title: ii) authors® full
names (without degrees or titles); iii) awthors’ institutional
affiliations including city and country: ivh a running title, not
exceeding 40 letters and spaces; v) name, professional address,
telephone, and professional e-mail address of the corresponding

author. The title should be concise but informative, include
animal species used (if appropriate) and should not include any
non-standard acronyms or abbreviations. The Journal does not
favour titles of affirmative or interrogative character.

Abstract page — A separate abstract page should contain the
following: i) authors” surnames and initials; i) title of manuscript;
iii) the abbreviation Eur J Oral Sei; iv) the word Abstract followed
by a summary of the complete manuscnpt; vj up o five key wonds
(MeSH terms); vi) name, address and professional e-mail address
of the corresponding author.

The Abstract should be short and concise, without headings and
not divided into paragraphs, and with a maximum of 200 words.
It should not contain any non-standard acronyms or abbreviations.

Material and methods - Procedures should be described in
sufficient detail to make it possible to repeat the study. Subheadings
may be used to improve clanty. When applicable, details regarding
Ethical Approval and acquisition of Informed Consent should
be stated. In human experimentation, Informed Consemt from
individuals must have been given.

Reports of randomized nals must conform o the CONSORT
guidelines (www consort-statement.org) and will be evaluated in
light of these recommendations.

Sources of supply of commercial products should be given
with the address (bown, state and country) i parenthesis. Correct
unit abbreviations should be used (e.g. “yr™, “wk", “d", “h",
“min”, “s™ and “pm” rather than “years”, “weeks”, “days”,
“hrs”, “minutes™, “sec’ and “u", respectively). For abbreviations
of physical and chemical units and symbols, designation of
isotopically labelled compounds, and abbrevistions which may

be used without definition, the Biochemical Joumal web site
www: biochemyj org/bpji2a him#NOMENCIATURE is a valuable
resource. Scientific names of bacteria, binomials in italics, must
be given in full when first mentioned. Subsequent mention may
abbreviate genus, taking care that this abbreviation is unambiguous
(Seaph. or Strep. instead of §.).

If a manuscript describes original nucleotidefamino  acid
sequence data, these should be submitted o GenBank by the
authors and the accession numbers included in the manuscript.

Authors of papers published in the Joumal are obliged to
honor any reasonable request by qualified investigators for unique
propagative materials, such as cell lines, hybridomas, DNA clones
and antibodies that are described in the paper.

Results — The Results section should clearly and concisely report
findings. as a rule in the past tense, without subjective comments
and reference to previous literature. Double documentation of data
in text, tables or figures is not acceptable. The Results section may
have subheadings.

Discussion — The Discussion section presents the interpretation
of the findings; this is the only proper section for subjective
comments. Authors are strongly urged to avoid undue repetition
of what has already been reported in Results. Subheadings are not
acceplable.
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ANEXO F- NORMAS DA REVISTA “CLINICAL ORAL INVESTIGATIONS”

Clinical Oral Investigations

Instructions for Authors

TYPES OF PAPERS

Papers may be submitted for the following sections:
Original articles
Invited reviews
Short communications — with up to 2000 words and up to two figures and/or tables
Letters to the editor

It is the general policy of this journal not to accept case reports and pilot studies.

EDITORIAL PROCEDURE

If you have any questions please contact:

Professor Dr. M. Hannig

University Hospital of Saarland

Department of Parodontology and Conservative Dentistry
Building 73

66421 Homburg/Saar

Germany

Email: eic.hannig@uks.eu

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under consideration
for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible
authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out. The publisher will not be held legally

responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are required to obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include evidence that such permission has
been granted when submitting their papers. Any material received without such evidence will be assumed to originate from

the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the instructions
given on the screen.

Further Useful Information

please follow the link below

° Further Useful Information

The Springer Author Academy is a set of comprehensive online training pages mainly geared towards first-time authors. At
this point, more than 50 pages offer advice to authors on how to write and publish a journal article.

° Springer Author Academy

TITLE PAGE

The title page should include:
The name(s) of the author(s)

A concise and informative title


http://www.springer.com/authors
http://www.springer.com/authors/author+academy
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The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the following sections:

Objectives (stating the main purposes and research question)
Materials and Methods

Results

Conclusions

Clinical Relevance

These headings must appear in the abstract.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 181 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the reference
list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic details of a
reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given
reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.
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Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the title page. The names of funding

organizations should be written in full.
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Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].
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2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].
3. This effect has been widely studied [1-3, 7].
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The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or accepted for
publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or
endnotes as a substitute for a reference list.
The entries in the list should be numbered consecutively.
° Journal article
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Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word Abbreviations, see

° ISSN.org LTWA
If you are unsure, please use the full journal title.
For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text citations and reference
list.
EndNote style (zip. 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which is included in Springer’s LaTeX

macro package.

TABLES
° All tables are to be numbered using Arabic numerals.
° Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
° For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.
° Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the

end of the table caption.

° Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance

values and other statistical data) and included beneath the table body.
ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

Electronic Figure Submission
° Supply all figures electronically.


http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
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Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MSOffice files are

also acceptable.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are legible at

final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
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Halftone Art
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Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the figures
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Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive
lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.
If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be

visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to
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check this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still
apparent.
If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering
° To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
° Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm (8—12 pt).
° Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and

20-pt type for the axis label.
° Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

° Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, ¢, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive
numbering of the main text. Do not number the appendix figures,
"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be numbered
separately.

Figure Captions

° Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the

captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

° Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.

° No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of the
caption.

° Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate

points in graphs.
° Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation at

the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than
234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198

mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright owner(s)
for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that
Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material

from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that
All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-
Braille hardware)



Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users would
then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL
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Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be published

online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as certain information

cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors should read the journal’s Research data

policy. We encourage research data to be archived in data repositories wherever possible.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author names; affiliation
and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long
download times and that some users may experience other problems during downloading.
Audio, Video, and Animations

Aspect ratio: 16:9 or 4:3

Maximum file size: 25 GB

Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, mdv, 3gp
Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.
Spreadsheets

Spreadsheets should be submitted as .csv or .xlIsx files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can also
be supplied.
Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a citation,
similar to that of figures and tables.
Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation (Online

Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions
For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any conversion,

editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
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Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users prone to

seizures caused by such effects are not put at risk)

ENGLISH LANGUAGE EDITING

ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the Committee on Publication
Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in the journal, the professionalism
of scientific authorship, and ultimately the entire scientific endeavour. Maintaining integrity of the research and its
presentation can be achieved by following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work concerns an
expansion of previous work (please provide transparency on the re-use of material to avoid the hint of text-
recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and submitted to
various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your conclusions

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own (“plagiarism”). Proper
acknowledgements to other works must be given (this includes material that is closely copied (near verbatim),
summarized and/or paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material, and permissions are
secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the responsible
authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the work has been carried out, before the
work is submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the scientific work and
therefore share collective responsibility and accountability for the results.

Authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author, and order of
authors at submission. Changes of authorship or in the order of authors are not accepted after acceptance of a
manuscript.

Adding and/or deleting authors and/or changing the order of authors at revision stage may be justifiably
warranted. A letter must accompany the revised manuscript to explain the reason for the change(s) and the
contribution role(s) of the added and/or deleted author(s). Further documentation may be required to support
your request.

Requests for addition or removal of authors as a result of authorship disputes after acceptance are honored

after formal notification by the institute or independent body and/or when there is agreement between all authors.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in order to verify the
validity of the results. This could be in the form of raw data, samples, records, etc. Sensitive information in the
form of confidential proprietary data is excluded.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the COPE guidelines. If, after
investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the accused author will be contacted and given an opportunity to
address the issue. If misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief’s
implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

If the article has already been published online, depending on the nature and severity of the infraction,
either an erratum will be placed with the article or in severe cases complete retraction of the article will occur. The
reason must be given in the published erratum or retraction note. Please note that retraction means that the paper
is maintained on the platform, watermarked "retracted" and explanation for the retraction is provided in a note
linked to the watermarked article.

The author’s institution may be informed.
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COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of ethical and professional conduct
have been followed, authors should include information regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial
or non-financial), informed consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of animals if the
research involved animals.
Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled “Compliance with Ethical
Standards” when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest

Research involving Human Participants and/or Animals

Informed consent
Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review policies (i.e. single or double blind
peer review) as well as per journal subject discipline. Before submitting your article check the instructions following this
section carefully.
The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with ethical standards and send if
requested during peer review or after publication.
The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned guidelines. The author will

be held responsible for false statements or failure to fulfill the above-mentioned guidelines.

DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence or impart bias on the work.
Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of relationships and interests provides a more complete and
transparent process, leading to an accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or perceived conflicts
of interest is a perspective to which the readers are entitled. This is not meant to imply that a financial relationship with an
organization that sponsored the research or compensation received for consultancy work is inappropriate. Examples of
potential conflicts of interests that are directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the
following:

Research grants from funding agencies (please give the research funder and the grant number)
Honoraria for speaking at symposia

Financial support for attending symposia

Financial support for educational programs

Employment or consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management relationships
Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest

Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)
Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial interests) that may be important to
readers should be disclosed. These may include but are not limited to personal relationships or competing interests directly or
indirectly tied to this research, or professional interests or personal beliefs that may influence your research.
The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In author collaborations where
formal agreements for representation allow it, it is sufficient for the corresponding author to sign the disclosure form on
behalf of all authors. Examples of forms can be found

here:
The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in a separate section before the
reference list, that reflects what is recorded in the potential conflict of interest disclosure form(s).
Please make sure to submit all Conflict of Interest disclosure forms together with the manuscript.
See below examples of disclosures:
Funding: This study was funded by X (grant number X).


https://www.springer.com/gp/authors-editors/journal-author/journal-author-helpdesk/publishing-ethics/14214
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Conlflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has received a speaker honorarium
from Company X and owns stock in Company Y. Author C is a member of committee Z.
If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

RESEARCH INVOLVING HUMAN PARTICIPANTS AND/OR ANIMALS

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a statement that the studies have been
approved by the appropriate institutional and/or national research ethics committee and have been performed in accordance
with the ethical standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments or comparable ethical
standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964 Helsinki Declaration or comparable
standards, the authors must explain the reasons for their approach, and demonstrate that the independent ethics committee or
institutional review board explicitly approved the doubtful aspects of the study.

The following statements should be included in the text before the References section:

Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants were in accordance with the ethical
standards of the institutional and/or national research committee and with the 1964 Helsinki declaration and its later
amendments or comparable ethical standards.”

For retrospective studies, please add the following sentence:

“For this type of study formal consent is not required.”

2) Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments on animals, authors should indicate
whether the international, national, and/or institutional guidelines for the care and use of animals have been followed, and
that the studies have been approved by a research ethics committee at the institution or practice at which the studies were
conducted (where such a committee exists).

For studies with animals, the following statement should be included in the text before the References section:

Ethical approval: “All applicable international, national, and/or institutional guidelines for the care and use of animals were
followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies involving animals were in accordance
with the ethical standards of the institution or practice at which the studies were conducted.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors, please select one of the following
statements:

“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with animals performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by any of the authors.”

INFORMED CONSENT

All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants in studies have, for example, the
right to decide what happens to the (identifiable) personal data gathered, to what they have said during a study or an
interview, as well as to any photograph that was taken. Hence it is important that all participants gave their informed consent
in writing prior to inclusion in the study. Identifying details (names, dates of birth, identity numbers and other information) of
the participants that were studied should not be published in written descriptions, photographs, and genetic profiles unless the
information is essential for scientific purposes and the participant (or parent or guardian if the participant is incapable) gave
written informed consent for publication. Complete anonymity is difficult to achieve in some cases, and informed consent
should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye region in photographs of participants is inadequate
protection of anonymity. If identifying characteristics are altered to protect anonymity, such as in genetic profiles, authors
should provide assurance that alterations do not distort scientific meaning.

The following statement should be included:

Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants included in the study.”

If identifying information about participants is available in the article, the following statement should be included:
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“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom identifying information is included in
this article.”

RESEARCH DATA POLICY

The journal encourages authors, where possible and applicable, to deposit data that support the findings of their research in a
public repository. Authors and editors who do not have a preferred repository should consult Springer Nature’s list of
repositories and research data policy.

List of Repositories
Research Data Policy

General repositories - for all types of research data - such as figshare and Dryad may also be used.
Datasets that are assigned digital object identifiers (DOIs) by a data repository may be cited in the reference list. Data
citations should include the minimum information recommended by DataCite: authors, title, publisher (repository name),
identifier.

DataCite
Springer Nature provides a research data policy support service for authors and editors, which can be contacted
at researchdata @springernature.com.
This service provides advice on research data policy compliance and on finding research data repositories. It is independent
of journal, book and conference proceedings editorial offices and does not advise on specific manuscripts.
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