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RESUMO

O diabetes tipo 2 ¢ um disturbio metabolico com alta prevaléncia global. Essa doenga esta
associada a um estado de inflamagdo cronica, havendo um desequilibrio entre citocinas pro- e
anti-inflamatodrias. Nos ultimos anos, tem-se investigado o potencial da saliva como ferramenta
para o monitoramento dessa condigdo. Este biofluido tem a capacidade de refletir aspectos de
condicoes sistémicas, sendo um método nao invasivo, de bom custo-beneficio e facil coleta ¢
armazenamento. Portanto, o objetivo dessa dissertagdo foi identificar citocinas pro- e anti-
inflamatorias na saliva relacionadas a marcadores do controle glicémico em adultos com
diabetes tipo 2. Um estudo transversal foi conduzido com 20 individuos com diabetes tipo 2
(Grupo diabetes) e 20 voluntérios sem diabetes (Grupo Controle). Foram coletados dados sobre
a caracterizagcdo demografica, IMC e nivel sérico de hemoglobina glicada (H1bAc) e glicemia
de jejum (HGT). Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas para quantificacdo da
concentragdo de IL-1f, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, IL-22, TGF-a ¢ TNF-a. Os testes Qui-
quadrado, Mann-Whitney e correlacdo de Spearman foram utilizados na andlise estatistica. O
grupo diabetes foi formado por 8 mulheres e 12 homens, com média de idade de 57,6 6,8 anos,
enquanto que o grupo controle foi formado por 10 mulheres e 10 homens, com média de idade
de 51,6 £12,7 anos. Nao houve diferengas estatisticamente significantes entre os grupos para as
variaveis sociodemograficas (P >0,05). Observou-se que o grupo diabetes apresentou niveis
salivares mais elevados de IL-6 (P =0,003) e IL-10 (P = 0,021). A analise da correlagdo entre
citocinas e marcadores do controle glicémico revelou que houve correlagdes diretas moderadas
de HGT com os niveis salivares de IL-1 (rho =0,505; P=0,032), IL-6 (rtho=0,535; P=10,022),
IL-10 (tho = 0,525; P=0,025), IL-22 (rho = 0,585; P=0,011), TGF-a (tho = 0,632; P = 0,005)
e TNF-a (rho = 0,624; P = 0,006). HbAlc apresentou correlacdes apenas para as razdes entre
os marcadores salivares (IL-22/IL-4, TNF-a /IL-4 e IL-6/IL-10). Os achados deste estudo
sugerem que alteragdes nos niveis salivares de citocinas podem estar relacionadas ao
descontrole glicémico em individuos com diabetes tipo 2. Ainda, sugere-se que o nivel de
citocinas responde de forma mais imediata as alteragcdes mensuradas pelo HGT, enquanto que
o HbAlc parecer estar mais relacionado ao desequilibrio entre as citocinas, podendo estar

relacionado a uma resposta a longo prazo.

Palavras-chave: Citocinas; Saliva; Controle glicémico; Diabetes tipo 2



ABSTRACT

Type 2 diabetes is a metabolic disorder with high global prevalence. This disease is associated
with a state of chronic inflammation, with an imbalance between pro- and anti-inflammatory
cytokines. In recent years, the potential of saliva as a tool for monitoring this condition has been
investigated. This biofluid has the ability to reflect aspects of systemic conditions, being a non-
invasive, cost-effective and easy collection and storage method. Therefore, the objective of this
dissertation was to identify pro- and anti-inflammatory cytokines in saliva related to markers
of glycemic control in adults with type 2 diabetes. A cross-sectional study was conducted with
20 individuals with type 2 diabetes (diabetes group) and 20 volunteers without diabetes (control
group). Data on demographic characteristics, BMI, serum glycated hemoglobin (H1bAc) and
fasting glucose (HGT) were collected. Unstimulated saliva samples were collected to quantify
the concentration of IL-1f3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, IL-22, TGF-a and TNF-a. The Chi-
square, Mann-Whitney and Spearman correlation tests were used in the statistical analysis. The
diabetes group consisted of 8 women and 12 men, with a mean age of 57.6 + 6.8 years, while
the control group consisted of 10 women and 10 men, with a mean age of 51.6 + 12.7 years.
There were no statistically significant differences between the groups for the sociodemographic
variables (P > 0.05). It was observed that the diabetes group presented higher salivary levels of
IL-6 (P =0.003) and IL-10 (P = 0.021). The analysis of the correlation between cytokines and
markers of glycemic control revealed that there were moderate direct correlations of HGT with
salivary levels of IL-1B (rho = 0.505; P = 0.032), IL-6 (rho = 0.535; P = 0.022), IL-10 (rho =
0.525; P=0.025), IL-22 (rho = 0.585; P=0.011), TGF-a (rtho = 0.632; P = 0.005) and TNF-a
(rtho = 0.624; P = 0.006). HbAlc showed correlations only for the ratios between salivary
markers (IL-22/IL-4, TNF-a /IL-4 e IL-6/IL-10). The findings of this study suggest that changes
in salivary cytokine levels may be related to glycemic dyscontrol in individuals with type 2
diabetes. Furthermore, it is suggested that cytokine levels respond more immediately to changes
measured by HGT, while HbAlc appears to be more related to the imbalance between

cytokines, which may be related to a long-term response.

Keywords: Cytokines; Saliva; Glycemic control; Type 2 diabetes
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Diabetes tipo 2: conceito, epidemiologia, diagnostico, monitoramento

O diabetes tipo 2 (DT2) ¢ uma doenga metabodlica cronica caracterizada por um quadro
hiperglicémico persistente (Rodacki et al., 2023). Seu desenvolvimento decorre de dois
processos: 1) resisténcia a insulina, no qual ha reducdo da sensibilidade das células-alvo a agao
desse hormonio; e 2) disfun¢do das células beta () pancredticas, que ndo produzem a
quantidade suficiente de insulina. Sua etiologia estd associada a uma interagdo complexa entre
fatores genéticos e ambientais. Dentre os fatores de risco ambientais, destacam-se a dieta
inadequada, a inatividade fisica e a obesidade (ADA, 2018; Desai ef al., 2020).

O panorama global do diabetes indica um aumento substancial na sua prevaléncia. As
estimativas da Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) projetam que até 2030, mais de 366
milhdes de pessoas terdo a doenga. Ainda, esse numero poderad ultrapassar 693 milhdes até
2045, com aproximadamente 90% dos casos correspondendo ao diabetes tipo 2 (Cho ef al.,
2018). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), esse crescimento ¢ atribuido a
diversos fatores, incluindo a rapida urbanizagdo, mudancas epidemiologicas e nutricionais,
estilo de vida sedentario, excesso de peso, bem como ao crescimento e envelhecimento
populacional, além do aumento da expectativa de vida dos individuos acometidos por diabetes
(Brasil, 2019).

Considerando sua natureza cronica e as complicacdes associadas, o diabetes tem um
grande impacto economico, sendo oneroso tanto para os individuos afetados e suas familias,
quanto para os sistemas de satide (IDF, 2021). A Comissdo Lancet sobre diabetes destaca a
carga desigual da doenga, relatando que 80% dos casos ocorrem em paises de média e baixa
renda. Além do financiamento inadequado e mal estruturado dos sistemas de satde, esses paises
enfrentam desafios socioecondmicos significativos, como ma nutricdo, pobreza e falta de
atividade fisica (Chan et al., 2020).

Os gastos relacionados ao diabetes envolvem os custos com medicamentos, a maior
utilizacao dos servigos de satide e os cuidados prolongados para tratar suas complicagdes, como
problemas cardiovasculares, insuficiéncia renal e amputagdes de membros inferiores. As
despesas associadas ao diabetes tém um impacto substancial sobre os gastos totais com saude
em nivel mundial, correspondendo a 11,5% do total das despesas globais nesse setor (IDF,
2021). Assim, o diabetes constitui um desafio de satde ptblica, em razdo de seu custo elevado
e morbimortalidade associada (Saeedi ef al., 2019).

Os critérios laboratoriais adotados para o diagndstico do diabetes sdo baseados nos

valores de glicemia plasmatica (Tabela 1). Esses critérios, estabelecidos pela Associacao



Americana do Diabetes (ADA), sdo: glicemia plasmatica apds oito horas de jejum >126 mg/dL;
glicemia plasmatica apos 120 minutos da ingestao de 75 g de glicose anidra dissolvida em agua
(Teste Oral de Tolerancia a Glicose) >200 mg/dL; hemoglobina glicada >6,5%; ou em pessoas
com sintomas classicos de hiperglicemia (politria, polidipsia e perda ponderal), em crise

hiperglicémica ou glicemia plasmatica aleatéria >200 mg/dL (ADA, 2020).

Tabela 1 - Critérios laboratoriais para diagnostico de pré-diabetes e diabetes

Critérios Normal Pré-diabetes Diabetes
Glicemia de jejum (mg/dL) <100 100-125 >126
Glicemia ao acaso (mg/dL) + sintomas - - >200
Glicemia de 1 hora no TTGO (mg/dL) <155 155-208 >209
Glicemia de 2 horas no TTGO (mg/dL) <140 140-199 >200
HbAlc (%) <5,7 5,7-6,4 >6,5

TTGO: Teste de Tolerancia a Glicose Oral; HbAlc: hemoglobina glicada. *Considera-se como jejum a cessao
da ingestdo caldrica de 8-12 horas. **Carga oral equivale a 75 g de glicose anidra diluida em agua.

Fonte: Rodacki ef al. (2023)

O tratamento do diabetes tem como finalidade a prevencao das complicacdes associadas
a doenga, sendo avaliado por meio do alcance de metas métricas relacionadas ao controle
glicémico. O adequado controle dos niveis glicémicos ¢ fundamental, pois permite a
minimizagdo de complicagdes agudas e cronicas. Os parametros comumente empregados no
monitoramento glicémico sdo a hemoglobina glicada (HbAlc) e as glicemias plasmadticas de
jejum (ADA, 2024).

O teste de hemoglobina glicada refere-se a taxa de glicagao da glicose a fracdo Alc da
hemoglobina A. Devido a vida média das hemacias durar em torno de 3 meses, a HbAlc fornece
uma média da glicagdo que aconteceu nesse periodo, refletindo o controle glicémico em longo
prazo. Cerca de 50% da taxa de HbAlc corresponde aos 30 dias precedentes ao exame, 25% do
més anterior a este, e os outros 25% dos dois meses restantes (Almeida-Pititto ef al., 2023).
Taxas de HbAlc menor que 7% correspondem a uma glicemia média diaria em torno de 154
mg/dL, variando de 123 a 185 mg/dL. Esses niveis sdo frequentemente usados como referéncia
para o controle ideal do diabetes (Nathan et al., 2008). No entanto, esse teste ndo leva em
consideragdo a variabilidade glicémica ou eventos hipoglic€émicos. Logo, a medi¢ao da HbAlc

deve ser combinada com medidas de glicemia plasmatica (Martinez et al., 2021).



O estado glicémico também pode ser monitorado por meio de medidas de glicemia
capilar. Este pode ser avaliado em jejum e nos periodos pré e pds-prandial (2 horas apos as
refeicoes) (Battelino et al., 2019). A Tabela 2 demonstra as metas de controle glicémico
recomendadas pela Sociedade Brasileira de Diabetes em diversas situagdes clinicas,
considerando os niveis ideais de glicemia de acordo com a faixa etaria e estado de saude

individual (Almeida-Pititto et al., 2023).

Tabela 2 - Metas individualizadas em diversas situa¢des no Diabetes

Pacientes com Idoso Idoso Idoso muito Crianca e
diabetes saudavel comprometido comprometido  adolescente
HbAlc (%) <7,0 <7,5 <§,0 Evitar sintomas de <7,0
hiper/hipoglicemia

Glicemia de

jejum e pré- 80-130 80-130 90-150 100-180 70-130
prandial

Glicemia

pos-prandial <180 <180 <180 - <180
(2 horas)

Fonte: Almeida-Pititto et al. (2023)

1.2 Diabetes tipo 2 e inflamacéo

O diabetes tipo 2 ¢é caracterizado por uma inflamagao cronica de baixo grau, conhecida
como metainflama¢do. Esse termo diz respeito a producdo sistémica cronica de fatores
inflamatorios (Kolb; Mandrup-Poulsen, 2010). A teoria mais amplamente aceita para explicar
o processo inflamatorio no diabetes tipo 2 sugere que a hiperglicemia cronica cria um ambiente
metabolico alterado, favorecendo a inflamagdo. Esse processo ¢ responsavel por danos
macrovasculares e microvasculares (Berbudi et al., 2020). Os efeitos deletérios da
hiperglicemia decorrem de vérias vias metabolicas, sendo a via de produtos finais de glicacao
avangada a principal delas (King, 2008). Nessa situacao, ocorre uma glicagdo excessiva de
proteinas, levando a formagdo de altos niveis de produtos finais de glicacdo avangada
(Advanced glycation end-products - AGEs). Os AGEs, por sua vez, ativam o processo de
estresse oxidativo, resultando na ativacdo de genes pro-inflamatdrios (Khalid; Petroianu;
Adem, 2022).

Evidéncias indicam que ha uma relagao direta entre a inflamagao cronica de baixo grau
e a resisténcia a insulina no diabetes tipo 2 (Leinonen et al., 2006; Lontchi-Yimagou et al.,
2013; Rehman et al., 2017; Pickup, 2004). Um dos primeiros estudos a estabelecer uma conexao
entre inflamacao e diabetes foi realizado com modelos de obesidade e diabetes em roedores.

Neste estudo, a expressao de mRNA e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foi induzida


https://diretriz.diabetes.org.br/metas-no-tratamento-do-diabetes/

tanto localmente no tecido adiposo quanto sistemicamente no plasma dos camundongos e ratos.
Ao inibir a expressao de TNF-a em ratos obesos, observou-se uma melhora na sensibilidade a
insulina, indicando um papel direto do TNF-a no desenvolvimento da resisténcia a insulina
(Hotamisligil; Shargill; Spiegelman, 1993).

Nas ultimas décadas, diversas pesquisas realizadas em modelos humanos e animais
reforcaram as evidéncias sobre a correlacdo entre inflamagao cronica e o desenvolvimento e
progressao do diabetes tipo 2 (Duncan et al., 2003; Shoelson; Lee; Goldfine, 2006; Marques-
Vidal et al., 2012). O ambiente pro-inflamatdrio associado ao DT2 é marcado por niveis
elevados de citocinas pro-inflamatdrias, reagentes de fase aguda, maior ativacao de leucocitos
e maior infiltracdo de macrofagos em tecidos adiposos e outros locais. Isso gera um ciclo
continuo em que a inflamac¢do promove a resisténcia a insulina, enquanto a hiperglicemia
perpetua o estado inflamatorio (Pickup, 2004).

O processo inflamatério no diabetes tipo 2 ¢ desencadeado por diversos fatores ainda
ndo totalmente compreendidos. De acordo com Wellen e Hotamisligil (2005), a obesidade esta
associada ao processo de inflamacao de baixo grau. A falta de capilares nos tecidos adiposos
leva a hipdxia, que pode desencadear uma resposta inflamatéria. Além disso, a presenca de
macréfagos no tecido adiposo contribui para a producao de mediadores inflamatorios por estas
células, sozinhas ou em conjunto com os adipdcitos, atuando na resisténcia a insulina. Desse
modo, a exposi¢do celular a niveis elevados de 4cidos graxos livres e de fatores inflamatdrios
estimulam a inibigdo dos receptores de insulina, evidenciando a relacdo entre obesidade e
diabetes.

Os marcadores inflamatérios no diabetes tipo 2 incluem contagem de globulos brancos,
adipocinas e citocinas. O aumento na contagem total de glébulos brancos mostrou-se associado
a ocorréncia de DT2 em alguns estudos. Vozarova et al. (2002) acompanharam uma populagao
indigena com e sem diabetes, avaliando a contagem de globulos brancos nesses individuos ao
longo do tempo. Maiores niveis de expressdo de globulos brancos foram relatados,
demonstrando potencial preditivo na piora insulinica e risco de desenvolvimento de diabetes
tipo 2. De maneira similar, em outro estudo, a alta contagem de gldobulos brancos demonstrou
relagdo com a diabetes tipo 2, indicando que a inflamag¢ao de baixo grau ¢ um fator evidente
nessa patologia (Gkrania-Klotsas et al., 2010).

As adipocinas sdo substancias peptidicas e ndo peptidicas produzidas e secretadas pelo
tecido adiposo. Estas incluem citocinas e fatores de crescimento, além de proteinas que atuam
no metabolismo glicémico, lipidico e na regulacao da homeostase vascular, possuindo efeitos

enddcrinos, paracrinos e autocrinos (Pinto, 2014; Prado et al., 2009).



Alguns fatores como o inibidor ativador plasminogénio tipo 1 (PAI-1), produzido por
macrofagos e adipdcitos, cujos niveis plasmaticos elevados estdo associados a adiposidade
visceral e morbidades demonstraram relagdo com diabetes tipo 2. A resistina, adipocina
associada a resisténcia a insulina, também ¢é encontrada em sitios inflamatorios. Esta adipocina
interfere na captacdo de glicose e pode contribuir para o desequilibrio metabdlico por agdo
direta ou indiretamente por meio de processos mediadores da inflamagdo (Carvalho; Colaco;
Fortes, 2006; Pinto, 2014).

Ainda, ha a secre¢@o de quimiocinas inflamatorias pelo tecido adiposo, como a proteina
quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1). Essa substancia atua no recrutamento e
direcionamento de mondcitos ao local da inflamacdo. Com a ativacdo de macrofagos, hd a
liberacao de fatores associados a resisténcia insulinica, como a interleucina-6 (IL-6) e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), indicando a relacao entre adipocinas € o avango no quadro de

diabetes tipo 2 (Kershaw; Flier, 2004; Pinto, 2014).

1.2.1 Citocinas inflamatorias no diabetes tipo 2

O estado inflamatorio estd associado a diversos marcadores, como as citocinas
inflamatorias. As citocinas sdo uma familia de moléculas mensageiras que atuam como
mediadores imunolégicos, podendo ser pro-inflamatorias ou anti-inflamatorias. A desregulagao
dessas citocinas desempenha um papel importante na patogénese do DT2 (Donath; Shoelson,
2011; Pirola; Ferraz, 2017). Dentre as citocinas pro-inflamatorias associadas a inflamagao
crOnica observada no diabetes tipo 2, destacam-se a interleucina 1B (IL-1B), a interleucina 6
(IL-6), interleucina 8 (IL-8), interleucina 17A (IL-17A) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o). Além destas, hé a expressao alterada de citocinas anti-inflamatorias, como a interleucina 4
(IL-4), interleucina 10 (IL-10) e interleucina-22 (IL-22) (Francés et al., 2013; Lontchi-Yimagou
etal., 2013).

A IL-1pB € uma citocina da superfamilia IL-1 produzida por macrofagos das células beta
(B).- A manutencao de niveis elevados dessa citocina pode levar a inducdo de disfuncao das
células beta pancreaticas, prejudicando a secrecdo de insulina (Maedler; Donath, 2004). Além
disso, nessas condig¢des, a IL-1p estimula o estresse oxidativo e ativa a liberagdo de outras
citocinas pro-inflamatorias, exacerbando o quadro de inflamagdo (Arend; Palmer; Gabay,
2008).

A IL-6 é uma citocina multifuncional envolvida na fisiopatologia do diabetes tipo 2. E
uma das principais citocinas pro-inflamatorias e atua em varios processos inflamatorios

relacionados a migracdo, diferenciacdo, proliferagdo e apoptose celular. Esta citocina ¢



produzida principalmente por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e células imunes,
embora uma porcentagem expressiva (10 a 35%) seja produzida no tecido adiposo, indicando
aumento na produgdo de IL-6 quando ha maior a adiposidade visceral (Rehman et al., 2017,
Rodrigues et al., 2017).

As vias de atuacdo da IL-6 estdo relacionadas a inibi¢do da sinalizacdo insulinica por
meio da expressdo do supressor da sinalizacao da citocina 3 (SOCS-3), além de estar envolvida
em processos que prejudicam a fosforilagdo dos receptores de insulina, o que interfere na fungao
bioldgica dessa molécula (Rehman et al., 2017). Estudos apontam que a IL-6 contribui para a
inflamacdo em baixo grau e estd associada com diversas doengas cronicas, como o diabetes tipo
2, visto que afeta o metabolismo da glicose e homeostase em diversos tecidos e 6rgaos (Akash;
Rehman; Chen, 2013; Bastard, 2006; Rehman et al., 2017). Em pessoas com DT2 estabelecida,
observa-se niveis elevados de IL-6 (Kado ef al., 1999). Além disso, a maior expressao desse
marcador ¢ considerada um preditor dessa doenca (Pradhan et al., 2001; Spranger et al., 2003).

A interleucina-8 (IL-8) ¢ uma quimiocina que participa da imunidade sistémica, ativagao
e infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, induzindo processos inflamatodrios locais e
sistémicos. Tém-se investigado a a¢do dessa interleucina na patogénese do diabetes tipo 2, dada
a sua influéncia na resisténcia insulinica. Ao analisarem uma amostra de pacientes com diabetes
tipo 1 e tipo 2, Zozulinska et al. (1999) identificaram niveis mais elevados de IL-8 nos
individuos com controle glicémico inadequado. Tais observagdes foram semelhantes aos
resultados do estudo de Cimini et al. (2017). Neste estudo, adultos com DT2 apresentaram taxas
séricas de IL-8 significativamente mais altas quando comparados com saudaveis. Desse modo,
altos niveis de IL-8 estiveram associados a um padrdo inflamatdrio sistémico desfavoravel
(Cimini et al., 2017).

A IL-17A ¢ uma citocina pro-inflamatdria, membro prototipico da familia IL-17. Sua
principal fun¢do € a inducdo de quimiocinas que atraem células mieloides e outras citocinas
para o tecido lesionado. Possui papel relevante no processo inflamatério de doengas
inflamatorias e autoimunes (Gaffen et al., 2014; Onishi; Gaffen, 2010). Estudos apontam uma
elevada expressao dessa citocina em individuos com diabetes tipo 2, especialmente naqueles
com complicag¢des agudas, como a nefropatia diabética (Chen et al., 2016; Yousetidaredor et
al., 2014; Parhi et al., 2019).

O TNF-a ¢ uma proteina pré-inflamatoria produzida principalmente em adipécitos e
tecidos periféricos, que desempenha papel essencial em eventos celulares, como apoptose,
diferenciagao celular e estresse oxidativo. Quando esta em concentragdes clevadas, o TNF-a é

capaz de levar a resisténcia insulinica. Esse processo se da por meio da reducdo da expressao



do transportador de glicose regulado pela insulina tipo 4 (GLUT4) e aumento da fosforilagao
do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) (Akash; Rehman; Liagat, 2017). O IRS-1
fosforilado em serina inibe a atividade da tirosina quinase do receptor de insulina, prejudicando
a sinalizagdo (Peraldi; Spiegelman, 1998). Ainda, a superproducao do TNF-a no tecido adiposo
demonstrou exacerbar a inflamacdo e levar a morte de células B das ilhotas pancreaticas, bem
como induzir resisténcia insulinica em tecidos periféricos (Rosenvinge et al., 2007).

A interleucina 4 (IL-4) ¢ uma citocina secretada principalmente por células T auxiliares
e mastocitos. Essa citocina atua como um mediador anti-inflamatorio com potencial de inibir a
produgdo e as atividades de importantes citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1f, IL-6 e TNF-
o (Nelms et al., 1999; Paul, 1997). Pesquisas apontam que a IL-4 desempenha um papel protetor
em ilhotas humanas (Marselli ef al., 2001; Kaminski; Kaminski; Morgan, 2007). Alguns dados
sugerem a existéncia de um estado de resisténcia a acdo da IL-4 no diabetes tipo 2 (O'Connor
et al., 2007). Mediante esse cendrio, ¢ possivel que o aumento nos niveis séricos de IL-4 em
individuos com DT2 possua um carater adaptativo e compensatorio (Binisor ef al., 2016;
Westholm et al., 2023).

A interleucina-10, por sua vez, ¢ uma citocina anti-inflamatoria que atua na regulagao
do sistema imunoldgico, diminuindo a expressdo de citocinas pro-inflamatoérias. E possivel que
altos niveis de IL-10 contraregulem os efeitos de citocinas como o IL-6 e TNF-o,
proporcionando uma regulagdo positiva da atividade da tirosina quinase do receptor de insulina
(Cruz et al., 2003; Van Exel, 2002). Alguns estudos indicam que ha menores niveis de IL-10
em individuos com diabetes tipo 2 quando comparados com individuos saudaveis (Rodrigues
et al.,2017; Yaghini et al., 2011). Por outro lado, outros estudos relatam uma maior expressao
de IL-10 em pacientes com DT2. Para os autores, essa observacdo pode indicar a atuacao de
mecanismos compensatorios que buscam contrabalancear um ambiente inflamatério a longo
prazo (Al-Shukaili et al., 2013; Okdahl et al., 2022).

A interleucina-22 (IL-22) ¢ uma citocina da familia IL-10 com potencial de induzir tanto
mediadores pré quanto anti-inflamatdrios (Wolk; Sabat, 2006). Esta relacionada com a defesa
do hospedeiro e reparo tecidual, ativando a defesa inata e atuando na protegdo e regeneragao
dos tecidos. Em individuos obesos € com resisténcia a insulina, houve maior acumulo de células
produtoras de IL-22 no tecido adiposo (Fabbrini ef al., 2013). Essa citocina demonstrou, em
modelo animal, reverter distirbios metabdlicos como a hiperglicemia e resisténcia insulinica,
bem como atuar na preservacdo das fungdes enddcrinas e regulacdo do metabolismo lipidico

(Wang et al., 2014).



O Fator de Crescimento Transformador Alfa (TGF-a) pertence a familia do Fator de
Crescimento Epidérmico (EGF) e desempenha, principalmente, o papel de estimular e ativar
células inflamatorias, induzindo simultaneamente a liberacao de reguladores inflamatorios.
Valores elevados de TGF-o demonstraram associagdo com avangos nos desfechos negativos
neurolégicos, oftdlmicos e cetoacidose em pessoas com diabetes tipo 2, sugerindo a
contribuicdo dessa molécula com as complicagdes em individuos acometidos pela doenga
(Liang et al., 2024). Em pacientes com doenca renal diabética, observou-se maior nivel
circulante de TGF-a no sangue, enquanto o bloqueio desse fator em modelo animal atenuou a

nefropatia diabética (Heuer et al., 2017).

Tabela 3 - Quadro resumo das caracteristicas das citocinas

Citocina Tipo Fontes celulares Principais func¢des bioldgicas
IL-1B Pro- Monocitos/macrofagos | Estimula a expressio de outras
inflamatorio citocinas pro-inflamatorias.

IL-6 Pro- Mondcitos, fibroblastos, | Indutor da resposta de fase aguda e
inflamatorio | células endoteliais, | respostas imunes celulares e humorais
células imunes (B e T) | especificas.
IL-8 Pro- Mondcitos, macrofagos, | Recrutamento de leucocitos para o
inflamatorio | células endoteliais, | local da inflamagao.
epiteliais, condrocitos e
hepatdcitos
IL-17A | Pro- Células T CD4+ | Recrutamento de leucocitos para areas
inflamatério | ativadas infectadas, estimulo da secrecdao de
quimiocinas, como a interleucina-8.
TNF-a Pro- Macrofagos, mondcitos, | Recrutamento e ativagao de neutrofilos
inflamatorio | células NK, células | e monocitos para o local da inflamagao.
imunes (B e T) Reabsor¢ao 0Ossea, necrose tumoral,
aumento da permeabilidade.
IL-4 Anti- Células T  (Th2), | Diferenciacdo de linfocitos Th2;
inflamatorio | mastocitos, células | inibi¢do da sintese de citocinas pro-
imunes (B) inflamatorias.
IL-10 Anti- Mondcitos, macrofagos, | Inibicdo das respostas de linfocitos
inflamatorio | células T (Th2), células | Thl; inibicdo da producdo de citocinas
B pro-inflamatorias.
IL-22 Anti- Células imunes Sintese de fatores antimicrobianos,
inflamatorio atuacdo no reparo tecidual e
cicatrizagao.
TGF-a | Pro- Células  parietais e | Estimular proliferagdo e diferenciagdo
inflamatorio | c€lulas da superficie da | celular epitelial.
mucosa gastrica

Fonte: Elaborado pela autora (2024).




1.3 Biomarcadores salivares

A saliva ¢ um fluido oral secretado pelas glandulas salivares, composto por constituintes
organicos e inorginicos. Seus componentes incluem dagua (99%), enzimas, proteinas,
metabdlitos, eletrolitos, fatores de crescimento e imunoglobulina, entre outros (Yoshizawa et
al., 2013; Desai et al., 2020). Possui multiplas fungdes, como a lubrificagdo e limpeza da
cavidade oral, protecdo e digestdo, além de possuir propriedades antimicrobianas (Pittman et
al., 2023). A saliva total ¢ composta por uma mistura das secrecoes das glandulas salivares
maiores (parotida, submandibular e sublingual) e menores, acrescidas do fluido crevicular
gengival, transudato da mucosa oral e mucos faringeos e nasais (Inoue et al., 2008).

A eficacia da saliva como método alternativo na coleta de espécimes bioldgicos para
diagnostico ou monitoramento de varias condi¢des sistémicas tem sido avaliada. Tal aplicagao
se da pela capacidade da saliva de atuar como um espelho do estado de saude, visto que
substancias identificadas no plasma sanguineo também podem ser identificadas na saliva (Cui
et al., 2022). Assim, o uso da saliva tem sido progressivamente estudado como um potencial
indicador de risco, critério de diagnostico diferencial e monitoramento do diabetes tipo 2 (Baker
etal., 2016).

O uso da saliva oferece diversas vantagens por ser uma ferramenta de baixo custo, facil
coleta e facil armazenamento. Além disso, a adesdo do paciente ¢ notavelmente aumentada
quando a saliva ¢ empregada, visto que sua coleta representa desconforto minimo, nao
interferindo nos niveis de estresse causados pela “ansiedade da agulha” (Khurshid et al., 2016;
Pittman et al., 2023). Em contraste, os exames sanguineos convencionalmente empregados no
monitoramento do diabetes estdo associados a dor, gerando ansiedade e desconforto
(Dongiovanni et al., 2023; Yoshizawa et al., 2013).

Embora a andlise salivar possua diversas vantagens, esta pode sofrer variabilidade em
virtude de fatores individuais, dificultando sua padronizagdo, interferéncia por produtos de
higiene oral, contaminagdo da amostra e falta de padronizacdo na andlise (Dongiovanni et al.,
2023). Ainda, a expressdo menos acentuada de marcadores em comparagdo com os niveis
séricos pode dificultar seu uso como ferramenta associada ao diagnodstico, sendo investigada
apenas como uma ferramenta de monitoramento do diabetes tipo 2 (Shettigar et al., 2023).

Outros fatores que devem ser considerados na utilizagdo da saliva incluem variagdes
circadianas, método de coleta da saliva, fatores de estilo de vida e doengas associadas. O ciclo
circadiano possui a capacidade de alterar o fluxo salivar. Durante o periodo diurno, ha maior
producdo salivar, pois o sistema parassimpatico estd mais ativo, estimulando as glandulas

salivares. A respeito da coleta de saliva, esta pode ser feita de maneira estimulada ou nao



estimulada. Na coleta estimulada ha maior contribuicdo das glandulas parotidas, enquanto a
coleta ndo estimulada tem a representacdo da saliva total. O fluxo salivar ¢ afetado durante a
pratica de exercicios fisicos e estimulos adrenérgicos, diminuem a producdo salivar. As
glandulas salivares comprometidas por doencas ou efeito de drogas t€ém sua funcdo afetada,
diminuindo o fluxo salivar (Nunes; Mussavira; Bindhu, 2015).

Para a analise de biomarcadores, a coleta nao estimulada pela técnica da baba passiva ¢
o método mais recomendado, uma vez que ¢ coletada a saliva total e a maioria dos analitos pode
ser mensurada pelos métodos tradicionais de quantificagdo. E contraindicado o consumo de
bebidas e alimentos 4cidos préximos ao momento da coleta, pois podem alterar o pH da boca e
o fluxo salivar. Além disso, ndo ¢ indicado escovar os dentes horas antes da coleta, para evitar
modificacdes na saliva. Algumas condicdes fisioldgicas como mastigacdo e exercicios fisicos
podem alterar o fluxo e contetido da saliva (Chicharro et al., 1998; Aps; Martens, 2005). Assim,
os pacientes devem ser instruidos a ndo mascar ou praticar atividade fisica por algumas horas
antes da coleta. Ainda, alguns autores recomendam a limpeza da boca com 4gua destilada para
eliminar residuos. Dessa forma, levar em conta os fatores relacionados a coleta de saliva, bem
como a padronizacao nos procedimentos de coleta e andlise possibilita seu uso na detecgdo e
mensuracao de biomarcadores (Nunes; Mussavira; Bindhu, 2015).

Considerando que a saliva ¢ um biofluido que reflete o estado de saude sistémico, ha
expressao de biomarcadores inflamatorios na saliva, como proteinas de fase aguda, mediadores
de estresse oxidativo, enzimas pro-inflamatdrias e quimiocinas e citocinas. Tais biomarcadores
entram na saliva pela corrente sanguinea, dada a alta vascularizagdo das glandulas salivares
(Cenzato et al., 2023; Dongiovanni et al., 2023). A mensuracdo desses biomarcadores ¢ de
grande interesse no diagnostico e monitoramento de doencas cronicas como o diabetes tipo 2,
onde a inflamagao cronica de baixo grau ¢ presente (Dongiovanni et al., 2023).

Em virtude da expressdao desses biomarcadores, tém-se explorado o potencial da saliva
para avaliar o perfil salivar inflamatorio (Desai; Mathews, 2014). Apesar de a saliva apresentar
baixos niveis de biomarcadores quando comparados com o sangue (Nunes; Mussavira; Bindhu,
2023), o avango das técnicas analiticas modernas permite a quantificacdo de biomoléculas na
saliva em niveis muito baixos de analito, na faixa de picogramas por mililitro (pg/mL) (Pfaffe
et al.,2011). Em sua composi¢do, o proteoma salivar contém uma ampla gama de peptideos e
proteinas exclusivos, além de citocinas (Loo et al., 2010).

As citocinas sdo biomarcadores Uteis para avaliar a carga inflamatoria do individuo.
Algumas citocinas como IL-1pB, IL-6 e TNF-a sdo produzidas sistematicamente ¢ localmente

na boca (Desai; Mathews, 2014). Estas refletem condi¢des orais e sistémicas, visto que, em



alguns casos podem estar expressas na saliva em niveis semelhantes aos niveis séricos. Logo,
¢ possivel analisar condi¢des fisiopatologicas através da saliva de maneira pratica e nao
invasiva (Buzalaf et al., 2020; Song et al., 2023; Srinivasan et al., 2015).

Estudos prévios demonstraram a expressao de marcadores inflamatérios na saliva em
individuos acometidos por diabetes. A concentracdo de IL-1p no fluido crevicular gengival ¢
elevada em pessoas com diabetes com controle glicémico deficiente (Engebretson et al., 2004).
A expressao de IL-6 e TNF-a demonstram ser elevadas em pessoas com diabetes tipo 2 (Monea
et al., 2014). Nesse estudo, os individuos com DT2 e doencga periodontal apresentam maiores
concentragdes séricas e salivares desses marcadores que aqueles individuos com apenas doenga
periodontal.

Um estudo de caso-controle com individuos saudaveis e com diabetes detectou maior
expressao salivar de proteina C reativa, IL-6 ¢ TNF-a nas pessoas acometidas pela doenca,
quando comparadas aos individuos saudaveis (Agho et al., 2021). Na coleta a analise da saliva
ndo estimulada de pacientes com diabetes tipo 2 e pessoas sem a doenga, Shirzaiy ef al. (2023)
observaram maior expressao de IL-8 e HbAlc nesse fluido em comparagcdo com o grupo
composto por individuos saudaveis incluidos no estudo. Portanto, tais resultados demonstram
o potencial desse método na identificagdo de marcadores inflamatdrios tanto em individuos

saudaveis quanto em pessoas acometidas por doengas sistémicas como o diabetes tipo 2.
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Resumo

Objetivo: Identificar um perfil salivar de citocinas pro- e anti-inflamatorias associadas a
marcadores do controle glicémico em adultos com diabetes tipo 2.

Métodos: Um estudo transversal foi conduzido com 20 individuos com diabetes tipo 2 (Grupo
diabetes) e 20 voluntarios sem diabetes (Grupo Controle). Foram coletados dados sobre a
caracterizagcdo demografica, IMC e nivel sérico de hemoglobina glicada (HIbAc) e glicemia de
jejum (HGT). Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas para quantificacdo da
concentragao de IL-18, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, IL-22, TGF-a € TNF-a. Os testes Qui-
quadrado, Mann-Whitney e correlagdo de Spearman foram utilizados na analise estatistica.
Resultados: Observou-se que o grupo diabetes apresentou niveis salivares mais elevados de
IL-6 (P =0,003) e IL-10 (P = 0,021). A andlise da correlagdo entre citocinas e marcadores do
controle glicémico revelou que houve correlacdes diretas moderadas de HGT com os niveis
salivares de IL-1p (rho = 0,505; P = 0,032), IL-6 (rho = 0,535; P = 0,022), IL-10 (rho = 0,525;
P =0,025), IL-22 (rho = 0,585; P = 0,011), TGF-a (rho = 0,632; P = 0,005) ¢ TNF-a (tho =
0,624; P =0,006). O HbAlc apresentou correlagdes apenas para as razdes entre os marcadores
salivares (IL-22/IL-4, TNF-a /IL-4 e IL-6/IL-10).

Conclusées: A identificacdo da assinatura de citocinas salivares sugere que desregulacdes nos
niveis citocinas pro- e anti-inflamatdrias podem estar relacionadas ao descontrole glicémico em
individuos com diabetes tipo 2. Além disso, o nivel de citocinas parece responder de forma mais
imediata as alteracoOes aferidas pelo HGT, enquanto que o HbA 1c¢ parecer estar mais relacionado

ao desequilibrio entre as citocinas, podendo estar relacionado a uma resposta a longo prazo.

Palavras-chave: Citocinas. Saliva. Controle glicémico. Diabetes tipo 2.



Abstract

Objective: To identify a salivary profile of pro- and anti-inflammatory cytokines associated
with markers of glycemic control in adults with type 2 diabetes.

Methods: A cross-sectional study was conducted with 20 individuals with type 2 diabetes
(Diabetes Group) and 20 volunteers without diabetes (Control Group). Data on demographic
characteristics, BMI, and serum levels of glycated hemoglobin (H1bAc) and fasting glucose
(HGT) were collected. Unstimulated salivary samples were collected to quantify the
concentration of IL-1f, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, IL-22, TGF-a, and TNF-a. The Chi-
square, Mann-Whitney, and Spearman correlation tests were used in the statistical analysis.
Results: It was observed that the diabetes group had higher salivary levels of IL-6 (P = 0.003)
and IL-10 (P = 0.021). The analysis of the correlation between cytokines and markers of
glycemic control revealed that there were moderate direct correlations of HGT with salivary
levels of IL-1B (rtho = 0.505; P=0.032), IL-6 (rtho = 0.535; P =0.022), IL-10 (tho =0.525; P =
0.025), IL-22 (rho=0.585; P=0.011), TGF-a (rho = 0.632; P=0.005) and TNF-a (rho = 0.624;
P=0.006). HbAlc showed correlations only for the ratios between salivary markers (IL-22/IL-
4, TNF-o /IL-4 e IL-6/IL-10). Conclusions: The identification of the salivary cytokine signature
suggests that dysregulations in the levels of pro- and anti-inflammatory cytokines may be
related to the lack of glycemic control in individuals with type 2 diabetes. Furthermore, cytokine
levels appear to respond more immediately to changes measured by HGT, while HbA1c appears
to be more related to imbalance between cytokines, which may be related to a long-term

response.

Keywords: Cytokines. Saliva. Glycemic control. Type 2 diabetes.



Introducio

O diabetes tipo 2 (DT2) ¢ uma doenca metabdlica cronica com alta prevaléncia global
(Cho et al., 2018). Segundo as estimativas do Estudo Global Burden of Disease (GBD) 2021,
essa condicdo ¢ a décima principal causa de morte e incapacidade no mundo, representando um
problema substancial de satde publica (GBD, 2024). Caracteriza-se por uma deficiéncia na
secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas e resisténcia a acdo desse hormonio,
ocasionando um quadro hiperglicémico persistente (Rodacki et al., 2023). Ha uma relagdo
direta entre a hiperglicemia cronica e complicagdes microvasculares e macrovasculares, como
retinopatia, neuropatia, nefropatia e doencas cardiovasculares (Fowler et al., 2008). Portanto, o
controle dos niveis glicémicos ¢ essencial para prevenir essas complicagdes, reduzindo a
morbidade e mortalidade associadas ao DT2 (Holman et al., 2008).

O monitoramento do DT2 ¢ feito pela avaliacdo de parametros sorologicos, como a
glicemia de jejum e a hemoglobina glicada (ADA, 2024). Apesar de serem amplamente
utilizados, esses métodos envolvem técnicas invasivas, frequentemente associadas a dor e
desconforto. Diante disso, ha um crescente interesse na utilizacdo da saliva como ferramenta
de monitoramento dos niveis glicémicos nesse grupo de individuos, pois trata-se de um método
nao invasivo, de bom custo-beneficio e facil coleta e armazenamento (Srinivasan et al., 2015).

A saliva ¢ um biofluido capaz de refletir o estado de saude do organismo por meio da
expressao de biomarcadores (Desai; Matthews, 2014; Yoshizawa et al., 2013; Rao et al., 2009).
Para avaliar o grau da inflamacdo subclinica, diversos biomarcadores inflamatorios t€ém sido
propostos, incluindo as citocinas inflamatorias. Sua presenc¢a no fluido salivar possivelmente
deriva do soro, por meio da vascularizagdo das glandulas salivares, além de células epiteliais e
inflamatorias presentes no espago crevicular. Uma vez que seus niveis refletem o estado
inflamatorio sistémico de um individuo, sua anélise pode ser empregada como um mecanismo
de monitoramento de doencas inflamatorias (Buzalaf ef al., 2020; Desai et al., 2020).

Estudos tém destacado o papel da inflamagao de baixo grau na fisiopatologia do diabetes
tipo 2 (Abrahamian et al., 2007; Randeria et al., 2019; Spranger et al., 2003). Essa relacao se
da pela inducao do desenvolvimento da resisténcia a insulina através de mediadores de estresse
oxidativo e mediadores pro-inflamatorios, como as citocinas. As citocinas pro-inflamatorias
possuem relagdo com a resisténcia insulinica e manuten¢ao do processo inflamatdrio subclinico
(Baker et al., 2016, Dongiovanni et al., 2023, Yoshizawa et al., 2013). Ademais, ha uma
expressdo alterada de citocinas anti-inflamatorias no DT2 (Francés et al., 2013; Lontchi-

Yimagou et al., 2013).



Levando em considera¢do que ha expressdo de citocinas na saliva de individuos com
DT?2 (Davidovich; Mozer; Polak, 2021), ¢ valido analisar os niveis desses biomarcadores e sua
relagdo com marcadores do controle glicémico. Embora diversos estudos tenham explorado
possiveis biomarcadores salivares para o diabetes, poucos se dedicaram a investigar o perfil
salivar de citocinas associadas a marcadores do controle glicémico. Um estudo anterior
investigou a presenca de biomarcadores inflamatorios na saliva em pessoas com DT2 (Agho ef
al., 2021). No entanto, estes autores nao avaliaram a interagdo entre os niveis salivares de
citocinas pro- e anti-inflamatorias, nem sua repercussao sobre o nivel da glicemia. Visto que a
inflamagdo ¢ um processo complexo, ha alteracdes na expressdo de fatores tanto pré- quanto
anti-inflamatorios.

A hipoétese levantada ¢ que o estado glicémico pode afetar o equilibrio dos marcadores
inflamatorios da saliva deste grupo de pacientes. Portanto, o presente estudo foi conduzido com
o objetivo de identificar citocinas pro- e anti-inflamatorias na saliva relacionadas a marcadores
do controle glicemico em adultos com DT2. Estes achados podem contribuir para a
identificacao de um perfil inflamatorio na saliva associado com DT2. A andlise da expressao
dos citocinas inflamatorias na saliva de individuos com DT2 ¢ um avanco na potencial
utilizagdo da saliva para a verificagdo do estado glicémico através de um método pratico e nao

invasivo.

Metodologia

Desenho do estudo

Um estudo transversal foi conduzido com dois grupos: 20 individuos com diabetes tipo
2 (Grupo Diabetes) e 20 controles sem diabetes (Grupo Controle). Inicialmente, o projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo (numero do parecer: 5.565.555, CAAE:
60673322.0.0000.5086) (ANEXO A).

Todos os participantes foram informados sobre os objetivos e procedimentos
envolvidos no estudo, e apds seu completo entendimento, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (ANEXO B). Adicionalmente, todos os participantes receberam orientagdes
sobre preven¢do, procedimentos de higiene bucal e tratamento de doencas bucais, além de
encaminhados, quando necessario, para tratamento odontoldgico nas Clinicas do Curso de

Odontologia da Universidade Federal do Maranhao.



Critlrios de elegibilidade

O grupo diabetes foi constituido de voluntérios, de ambos os sexos, com idade igual
ou maior que 18 anos, com diagndstico médico confirmado de diabetes tipo 2 a pelo menos 1
ano, que estivessem em acompanhamento clinico no Centro de Referéncia em Endocrinologia
e Hepatologia do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo. O grupo
controle foi constituido por voluntarios sem diabetes tipo 2, atendidos nas clinicas
odontolédgicas da Universidade Federal do Maranhao.

Foram excluidos de ambos os grupos, pacientes internados na Unidade de Terapia
Intensiva, inconscientes, com hipotireoidismo, Parkinson, Alzheimer, que realizaram ou
realizavam radioterapia/quimioterapia, com diagndstico recente de cancer, doenga do enxerto
contra o hospedeiro, gravidas ou mulheres em periodo de amamentacgdo, individuos com
presenca de nodulos ou presenca de sinais de afec¢des infecciosa e/ou inflamatéria de glandulas
salivares. Para minimizar os vieses da pesquisa o grupo controle foi pareado com o grupo

diabetes, levando em consideracdo a idade (4 anos para mais ou para menos).

Coleta de dados de caracterizaEdo geral

Uma entrevista foi conduzida com perguntas realizadas de forma verbal guiadas por
um questionario semiestruturado, contendo questdes para caracterizagdo sociodemografica do
participante (idade, sexo, escolaridade e renda familiar mensal). As medidas corporais de peso
e altura foram mensuradas para o célculo do indice de massa corporal (IMC) em kg/m?. Para o
grupo diabetes, o tempo de diagndstico do diabetes foi coletado do prontudrio eletronico da
unidade hospitalar. Ainda, para esse grupo, a coleta sanguinea foi realizada pela equipe médica
hospitalar para a andlise dos parametros bioquimicos hemoglobina glicada (HbAlc) e

hemoglico teste (HGT) em até +48 horas do momento de coleta das amostras salivares.

Coleta de saliva

A coleta da saliva foi realizada no periodo matutino entre 8 ¢ 9 horas da manha. O
participante foi orientado a ndo ingerir alimentos solidos no intervalo inferior a 2 horas antes
da coleta. Apos o enxdgue da cavidade oral com 4gua, a saliva ndo estimulada foi coletada por
meio da técnica de drenagem passiva (Padilla et al., 2020). As amostras foram obtidas com o
paciente sentado, com a cabega levemente abaixada e os labios entreabertos, permitindo o
escoamento da saliva para um tubo de polipropileno seco graduado (tipo Falcon de 50mL)
durante 3 minutos cronometrados. Apds a coleta, as amostras foram congeladas e armazenadas

a -40°C até a quantificagcdo dos marcadores.



NOel salivar de citocinas

As analises dos niveis salivares (em pg/ml) de interleucina (IL)-18, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-17A, IL-22, fator de crescimento transformador (TGF)-a e fator de necrose tumoral
(TNF)-a (em pg/ml) foram processadas em duplicata pela metodologia multiplex nas amostras.
A metodologia multiplex ¢ baseada em um teste de imunoensaio que utiliza a citometria de
fluxo, na qual anticorpos de captura especificos para cada analito estdo ligados a microesferas
que sdo codificadas por cores. Um painel personalizado MILLIPLEX ® Human
Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A Magnetic Based Panel (HCYTA-60K-08, Merck,
Darmstadt, Alemanha), foi utilizado para a quantificacdo simultanea das nove moléculas. Os

ensaios foram conduzidos de acordo com as instru¢des do fabricante.

An,,lise estatOfica

Os dados foram analisados usando os softwares R versdo 4.4.2 (R-CoreTeam, 2022) e
o GraphPad Prism versao 10 (GraphPad Software, San Diego, EUA). As estatisticas descritivas
foram calculadas usando medidas de frequéncia absoluta, relativa, média, mediana, amplitude
interquartilica (AIQ) e desvio padrao (£SD). O teste do qui-quadrado foi usado para comparar
as frequéncias das varidveis categoricas entre os grupos. A normalidade da distribuicao da
amostra foi avaliada com o teste Shapiro-Wilk. Apos este processamento, o teste Mann-
Whitney foi utilizado para comparar o nivel salivar das citocinas entre os grupos. O coeficiente
de correlagdo de Spearman (rho) foi estimado para analisar a correlagdo entre as medidas. O

nivel de significancia adotado para todas as anélises foi de 5% (P < 0,05).

Resultados

CaracterizaFA dos grupos

Um total de 40 adultos foram incluidos no presente estudo, sendo 20 com diabetes tipo
2 e 20 controles sem a doenga. O grupo diabetes foi formado por 8 mulheres e 12 homens, com
média de idade de 57,6 +6,8 anos, enquanto que o grupo controle foi formado por 10 mulheres
e 10 homens, com média de idade de 51,6 12,7 anos. Nao houve diferengas estatisticamente

significantes entre os grupos para as variaveis sociodemograficas (P > 0,05).



Tabela 1
Caracterizagao geral dos grupos de estudo

Grupo Grupo
Variaveis P
Diabetes tipo 2 Controle
Sexo [n (%)] 0,525
Feminino 8 (40,0) 10 (50,0)
Masculino 12 (60,0) 10 (50,0)
Idade [média +dp] 57,6 +6,8 51,6 12,7 0,088
Escolaridade [n (%)] 0,327
Até 8 anos de estudo 9 (45,0) 6 (30,0)
Mais que 8 anos de estudo 11 (55,0) 14 (70,0)

Renda familiar mensal [média tdp] 3.401 f2,466 2,769 1,979 0,436

Hipertensao arterial [n (%)] 0,507
Nao 12 (60,0) 14 (70,0)
Sim 8 (40,0) 6 (30,0)

IMC [média +dp] 26,9 +6,5 28,0 +4,7 0,357

+dp = desvio-padrido. IMC = indice de massa corporal. Renda familiar em RS (moeda corrente

brasileira).



Assinatura salivar de citocinas no diabetes tipo 2

A Figura 1 e Tabela 2 apresentam a analise comparativa univariada dos niveis salivares

das citocinas entre os grupos diabetes e controle. Os resultados mostraram que o grupo diabetes

apresentou niveis estatisticamente mais elevados de IL-6 (P =0,003) e IL-10 (P=0,021) quando

comparado aos controles.
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Figura 1. Graficos de ordem (Rank plots) da analise comparativa dos niveis salivares de IL-
1B (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IL-8 (D), IL-10 (E), IL-17A (F), IL-22 (G), TGF-a (H) e TNF-a (I)

entre os grupos diabetes tipo 2 e controle. *P <0,05. **P <0,01



Tabela 2
Mediana e amplitude interquartilica (AIQ) dos niveis dos marcadores salivares nos grupos
diabetes tipo 2 e controle.

Grupo Grupo
Marcadores
Diabetes tipo 2 Controle Efeito P
salivares

med AlQ med AlQ
IL-18 30 126 60,7 282 0,330 0,076
IL-4 7,21 15,5 3,63 4,87 0,322 0,083
IL-6 7,22 5,39 0,02 4,79 0,552 0,003**
IL-8 242 334 323 470 0,295 0,113
IL-10 5,47 19,3 0,92 0,44 0,427 0,021*
IL-17A 0,25 3,37 0,11 0,13 0,190 0,307
IL-22 131 131 131 122 0,115 0,542
TGF-a 12,9 29,6 11,7 12,5 0,187 0,317
TNF-a 70,3 101 55,1 52,1 0,277 0,137

med = mediana. AlQ = amplitude interquartilica. IL = interleucina. TGF-a = fator de
crescimento transformador alfa. TNF-a = fator de necrose tumoral alfa. Dimensao do

efeito estimada através da correlagao biserial de ordens. *P <0,05. **P <0,01.

A anélise de correlagdo entre as citocinas estd sintetizada na Figura 2 e Tabela 3.
Destaca-se que as trés correlagdes diretas mais fortes identificadas foram entre TNF-a e TGF-
o (Rho=10,891; P<0,001), IL-6 e TGF-a (Rho =0,873; P <0,001), e IL-6 ¢ IL-10 (Rho =0,871;
P <0,001). Além disso, observou-se que IL-6, [L-10 e TNF-a apresentaram correlagdes diretas

com todas as outras citocinas, com excecao de IL-8.



A Grupo Diabetes Tipo 2
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Figura 2. Mapa de calor (Heat map) dos coeficientes de correlacdo de Spearman entre nos

niveis dos marcadores salivares no grupo diabetes tipo 2 (A) e no grupo controle (B).



Tabela 3
Matriz de correlagdo de Spearman do nivel salivar das citocinas no grupo diabetes tipo 2.

IL-1B IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 IL-17A IL-22 TGF-a
Rho Rho Rho Rho Rho Rho Rho Rho
P P P P P P P P
IL-4 0,288 —
0,219 -
IL-6 0,487 0,764 —

0,029 <0,001 —
IL-8 0,309 -0,265 0,038 —
0,184 0,259 0,872 -
IL-10 0,534 0,828 0,871 -0,030 —
0,015 <0,001 <0,001 0,900 —
IL-17A 0,283 0,831 0,739 -0,36 0,797 —
0,227 <0,001 <0,001 0,119 <0,001 -
IL-22 0,476 0,724 0,540 -0,228 0,669 0,585 —
0,034 <0,001 0,014 0,333 <0,001 0,007 —
TGF-a 0,519 0,644 0,873 0,136 0,752 0,642 0,564 —
0,019 0,002 <0,001 0,569 <0,001 0,002 0,01 -
TNF-a 0,579 0,523 0,804 0,163 0,696 0,508 0,536 0,891
0,007 0,018 <0,001 0,491 <0,001 0,022 0,015 <0,001

Rho = coeficiente de correlagao de Spearman.



A Tabela 4 evidencia que as citocinas IL-1P3, IL-6, IL-10, IL-22, TGF-a, TNF-a
apresentaram correlagdes diretas moderadas com o nivel de HGT. O nivel HbAlc nao

apresentou correlagdes estatisticamente significantes com as citocinas salivares avaliadas.

Tabela 4
Correlagdo entre o nivel salivar das citocinas e o nivel sérico de HbAlc e HGT.
HbA1c HGT
Citocinas Rho Rho
P P
IL-18 -0,090 0,505
0,732 0,032*
IL-4 -0,454 0,415
0,067 0,087
IL-6 -0,387 0,535
0,125 0,022*
IL-8 0,253 0,271
0,327 0,277
IL-10 -0,195 0,525
0,453 0,025*
IL-17A -0,247 0,285
0,338 0,252
IL-22 -0,141 0,585
0,589 0,011*
TGF-a -0,167 0,632
0,522 0,005**
TNF-a -0,21 0,624
0,418 0,006**

Rho = coeficiente de correlagdo de Spearman. *P

<0,05. **P <0,01.
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A analise comparativa das razdes entre IL-1B/IL-4 (P = 0.008), IL-1p/IL-10 (P <0.001),
IL-8/IL-10 (P =0.004), IL-22/IL-10 (P = 0.032), TGF-o/IL-10 (P = 0.005) e TNF-o/IL-10 (P =

0.011) mostraram que adultos com diabetes tipo 2 apresentam niveis mais altos de citocinas

anti-inflamatdrias que os controles, visto que o denominador contribuiu para o valor da

mediana.

Tabela 5

Analise comparativa das razdes (ratio) entre as citocinas pro/anti-inflamatdrias entre os grupos

diabetes tipo 2 e controle.

Grupo Grupo
pré/anti Diabetes tipo 2 Controle Efeito P
med AlQ med AlQ

IL-1B/IL-4 4.16 9.96 12.8 29.5 0.495 0.008**
IL-6/IL-4 0.625 0.919 1.17 2.56 0.15 0.425
IL-8/IL-4 35.5 216 121 174 0.33 0.076
IL-17A/IL-4 0.0835 0.413 0.024 0.0341 0.205 0.273
IL-22/IL-4 17.9 23 29.2 40.4 0.265 0.156
TGF-a/IL-4 2.16 4.04 2.19 3.4 0.005 0.989
TNF-a/IL-4 8.16 16.2 9.39 16.2 0.065 0.735
IL-1B/IL-10 3 11.5 46.5 133 0.705 <0.001***
IL-6/IL-10 0.665 1.18 2.1 8.12 0.305 0.102
IL-8/IL-10 52.2 199 487 430 0.535 0.004**
IL-17A/I1L-10 0.0882 0.625 0.109 0.131 0.0725 0.705
IL-22/IL-10 27.2 107 140 146 0.4 0.032%
TGF-a/IL-10 2.7 3.2 7.78 8.63 0.5175 0.005**
TNF-a/IL-10 6.63 17.2 38.7 53.8 0.47 0.011%

med = mediana.

AlQ = amplitude interquartilica. *P <0,05. **P <0,01. ***P <0,001.
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A Tabela 6 mostra a analise de correlacdo entre as interacdo das citocinas e os
marcadores glicémicos. Os resultados mostraram correlagao diretas moderadas entre HbAlc e
as razoes 1L-22/IL-4, TNF-a /IL-4 e IL-6/IL-10. Estes achados podem indicam um possivel

efeito longitudinal do controle glicémico sobre o desequilibrio entre as citocinas.

Tabela 6
Correlacao entre as razoes entre as citocinas e o nivel sérico de HBAlc e HGT.
. HbA1c HGT
Razoes
i ) Rho Rho
pré/anti p p
IL-1B/IL-4 0,475 0,163
0,054 0,518
IL-6/I1L-4 -0,188 0,407
0,470 0,094
IL-8/IL-4 0,455 -0,145
0,066 0,567
IL-17A/IL-4 -0,083 0,035
0,750 0,890
IL-22/IL-4 0,605 0,165
0,010* 0,512
TGF-a/IL-4 0,199 0,244
0,444 0,330
TNF-o/IL-4 0,492 0,136
0,045* 0,590
IL-1B/IL-10 0,318 0,107
0,214 0,671
IL-6/IL-10 -0,511 -0,083
0,036* 0,744
IL-8/IL-10 0,317 -0,068
0,215 0,788
IL-17A/I1L-10 -0,262 -0,021
0,311 0,935
IL-22/IL-10 0,070 -0,417
0,790 0,085
TGF-a/IL-10 -0,195 -0,126
0,453 0,618
TNF-a/IL-10 0,118 -0,192
0,652 0,445

Rho = coeficiente de correlagao de Spearman. *P <0,05.
**p <0,01.
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Discussao

Os principais achados deste estudo sugerem que o diabetes tipo 2 pode estar relacionado
ao incremento do nivel salivar de IL-6 e IL-10. Ainda, o nivel glicémico mensurado através de
HGT parece estar correlacionado & desregulacdo individual das citocinas, enquanto o efeito
longitudinal do controle glicémico demonstrou afetar a interacdo entre as citocinas. Estas
alteracdes salivares identificadas sugerem que a mudanca no perfil glicémico em adultos com
diabetes tipo 2 pode modificar a assinatura salivar de citocinas inflamatorias.

Esse estudo detectou alteragdes nos niveis de marcadores inflamatorios salivares em
pacientes com diabetes tipo 2, demonstrando resultados convergentes com achados da
literatura. Rao et al. (2009), ao analisarem a saliva de pacientes diabéticos, saudaveis e pré-
diabéticos, encontraram expressdo diferenciada de biomarcadores entre os grupos, havendo
maiores niveis de moléculas relacionadas a inflamacdo e processos imunes na saliva dos
pacientes diabéticos. Além disso, Srinivasan et al. (2015) constataram que mais de 60% das
proteinas séricas associadas ao diabetes tipo 2 foram detectadas e quantificadas na saliva. A
estreita relagao entre niveis séricos e salivares de marcadores inflamatdrios pode ser explicada
pelo transporte de moléculas e proteinas do sangue ao fluido salivar, seja por difusdo passiva
ou transporte ativo, ocorrendo uma troca entre esses fluidos (Dongiovanni et al., 2023).

Estudos prévios evidenciaram que ha maior expressao de marcadores inflamatdrios em
individuos acometidos por diabetes tipo 2. De acordo com Marques-Vidal et al. (2012), houve
forte correlagdo entre niveis nao ideais de marcadores inflamatérios e citocinas pro-
inflamatorias e diabetes. Em individuos obesos € com resisténcia insulinica, houve maior
concentra¢do plasmatica de IL-6 (Vozarova et al., 2002). De maneira similar, Agho et al. (2021)
identificaram maiores niveis salivares de IL-6, TNF-a e PCR em pacientes com diabetes em
comparagao com o grupo controle. Em relacdo aos niveis salivares de marcadores inflamatorios
em pacientes diabéticos, Shirzaiy ef al. (2023) constataram maior expressao de IL-8, embora
esta ndo demonstrou correlagdo com o controle glicémico e niveis salivares das demais
citocinas avaliadas.

Os niveis mais elevados de IL-6 em individuos com diabetes do que em controles
saudaveis apoiam a hipotese de que a patogénese do diabetes tipo 2 envolve uma inflamagao
cronica subclinica (Badawi ef al., 2010). Esse achado vai de acordo com Monea ef al. (2016) e
Agho et al. (2021), que identificaram niveis salivares significativamente maiores de IL-6 em
individuos com diabetes tipo 2. A regulagdo defeituosa da IL-6 pode exacerbar reacdes

imunologicas inflamatdrias, contribuindo para quadros constantes de inflamacao de baixo grau
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e consequente expressao acentuada de fatores inflamatorios (Alexandraki et al., 2006; Lontchi
-Yimigou, 2013).

A IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatoria que desempenha um papel importante na
regulacdo da resposta imune e inflamatéria (Halimi ez al., 2022). O estudo de Bliiher et al.
(2005) evidenciou menores niveis séricos de IL-10 em pacientes com tolerancia a glicose
prejudicada ou diabetes tipo 2. Contrariamente, Al-Shukaili et al. (2013), encontraram maiores
niveis de IL-10 em pacientes com diabetes quando comparados a individuos saudaveis. Logo,
considerando as contradi¢des na literatura, ¢ necessario investigar se a maior expressao de IL-
10 possui efeito protetor contra o diabetes tipo 2 ao atuar na reducdo de citocinas pro-
inflamatorias ou se os niveis aumentados de IL-10 no diabetes tipo 2 decorrem de uma resposta
contra a elevacdo de mediadores pro-inflamatorios (Rodrigues ef al., 2017). Esses resultados
conflitantes podem ser explicados pela flutuagao dos niveis de IL-10 dependendo do tempo
com a doenga. Teoriza-se que a expressdo de IL-10 varia de acordo com o estado glicémico,
inicialmente expressando niveis baixos e eventualmente em niveis maiores (Haber et al., 2023).

Nossos achados indicaram maior expressao salivar de IL-10 em pessoas com DT2. Um
ambiente hiperglicémico a longo prazo parece interferir na sinalizagcdo dessa citocina, afetando
sua responsividade (Barry et al., 2016). Dessa forma, ¢ possivel que a maior producao de IL-
10 pelo organismo possua um carater compensatorio quando a condi¢do hiperglicémica
persiste. Tendo em vista que foram incluidos apenas pacientes com pelo menos 1 ano de
diagnostico da doenga, € possivel que a superexpressao dessa citocina seja decorrente do tempo
com a doenga.

A correlagdo entre HbAlc e as razdes IL-22/IL-4, TNF-a /IL-4 e IL-6/IL-10 evidenciada
nesse estudo sugere um efeito longitudinal do controle glicémico no desequilibrio entre as
citocinas. Agho et al. (2021) observaram correlagao positiva entre IL-6, TNF-a ¢ HbAlc em
pacientes com diabetes tipo 2. A agdo das citocinas ¢ mediadores inflamatorios nos niveis
glicémicos foi relatada por Alexandraki et al. (2006), cuja pesquisa relatou a acdo de
adipocinas, quimiocinas e citocinas na modula¢do de processos inflamatorios cronicos. Com
isso, a sinalizagdo de insulina ¢ prejudicada, além do envolvimento dessas moléculas em
processos de apoptose de células 3 pancredticas e reagdes de estresse oxidativo.

O presente estudo encontrou correlagdes fortes e diretas entre TNF-a e TGF-a, IL-6
TGF-a, IL-6 ¢ IL-10, além de correlagdo direta entre IL-6, IL-10 ¢ TNF-a com as outras
citocinas estudadas. Altos niveis de TNF-a e TGF-a foram observados em um estudo sobre
progressao de diabetes tipo 2 e nefropatia diabética (Heuer et al., 2017). Cruz et al. (2012)

demonstraram a expressdo de TNF-a e a IL-6 associada a mecanismos de resisténcia insulinica,
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interferindo na sinalizagdo da molécula e contribuindo para a manutengdo de ambiente
hiperglicémico. Rehman et al. (2017) constataram que os mediadores pro-inflamatorios,
especialmente a IL-6, TNF-a e outros mediadores dependentes de IL-1 atuam na inducao de
estresse oxidativo. Tal mecanismo pode levar a um funcionamento defeituoso e posterior falha
das ilhotas pancredticas, prejudicando a acgdo e sinalizagdo insulinicas, o que pode explicar a
correlacdo entre os marcadores inflamatodrios e seu efeito nos niveis glicémicos e resisténcia
insulinica.

O TNF-a e TGF-a apresentaram as correlagdes diretamente proporcionais mais fortes
com os niveis de glicemia de jejum. O TNF-a ¢ um dos principais mediadores pro-inflamatérios
e estd expresso em niveis elevados em pacientes com diabetes tipo 2. Um estudo encontrou
associacao positiva entre niveis de TNF-a e niveis glicémicos em pacientes com DT2 (Alzamil,
2020). De maneira similar, Chen et al. (2017) observaram maior expressao desse fator em
pacientes com DT2 e nefropatia diabética, demonstrando associagdo com a carga inflamatdria
nesses individuos. Sua correlagdo com os niveis séricos de glicemia pode ser explicada por sua
acao no transportador de glicose GLUT-4, reduzindo a expressao dessa molécula. Além disso,
pode atuar na inibi¢ao dos receptores periféricos de insulina, visto que induz a fosforilacao da
serina do substrato-1 do receptor de insulina, levando a resisténcia insulinica (Akash, Rehman,
Liaqat, 2018).

TGF-0 ¢ um polipeptideo mitogénico que atua em processo de angiogénese e ¢
estruturalmente relacionado ao fator de crescimento epidérmico. Uma possivel explicagdo para
a alta expressao desse marcador na saliva de individuos com diabetes € que as agdes combinadas
de citocinas num ambiente inflamatdrio cronico elevam os niveis séricos de TGF-a.
Considerando o constante quadro de inflamag@o cronica ocorrida no DT2 e a capacidade da
saliva de refletir condigdes sist€émicas, sugere-se que essa via de acdo permitiu a expressao e
deteccao na saliva dos individuos estudados. Contudo, por ndo se tratar de uma relagado clara,
dada a escassez de estudos sobre essa associacdo, sdo necessarias mais pesquisas.

Este estudo tem algumas limitagcdes que devem ser consideradas ao interpretar os
achados. A amostra de estudo foi pequena, o que pode interferir na validade dos resultados.
Apesar disso, foi possivel identificar diferencas significativas entre os grupos. Outra limitagao
refere-se a auséncia de dados bucais. Considerando que doencas bucais, como a doenga
periodontal, podem atuar como confundidores, sugere-se realizar futuras pesquisas incluindo a
coleta de dados bucais para ajustar a andlise considerando essas variaveis.

Entretanto, a pesquisa possui pontos fortes. Foram quantificadas varias citocinas

inflamatorias, possibilitando tracar um perfil inflamatoério salivar de pessoas com DT2. A
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analise de marcadores inflamatorios na saliva permite uma coleta facilitada e indolor, sendo um
método confortavel, estimulando maior colaboracdo do paciente. Além disso, a expressao de
marcadores salivares permite monitorar € investigar associagdes entre determinados
biomarcadores e condi¢des sistémicas, servindo como uma ferramenta viavel para auxiliar no
controle e predicdo de doengas. Assim, os testes clinicos baseados em saliva podem fornecer
uma ferramenta de diagndstico potencial para a detec¢do de doencas e condi¢des usando
biomarcadores associados a inflamagao sistémica aumentada. Pesquisas adicionais nesta area

sdo necessarias para fortalecer esta avaliagdo e validar esse método.

Conclusao

Os achados desse estudo sugerem que ha uma associacdo entre os niveis de citocinas
inflamatorias salivares e o controle glicémico aferido pelo HGT em adultos com diabetes tipo
2. Assim, a andlise de citocinas inflamatorias demonstra potencial como ferramenta de
monitoramento ndo invasiva para avaliar o estado glicémico de pessoas com diabetes. O
resultado pode contribuir para o conhecimento sobre o desenvolvimento de protocolo
padronizado que usa a saliva como uma ferramenta de diagnostico para monitoramento e

gerenciamento do DT2.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho analisou a expressdao de citocinas inflamatorias na saliva de
pacientes com diabetes tipo 2. Os dados provenientes dessa pesquisa sdo relevantes em virtude
da necessidade de um método ndo invasivo para o monitoramento do diabetes tipo 2,
considerando a alta prevaléncia e as projecdes de aumento substancial dessa doenga nos
proximos anos. Ademais, considerando que os métodos convencionais de monitoramento
causam dor, a utilizagdo de uma técnica ndo invasiva pode evitar estresse ¢ desconforto. Por
meio desta pesquisa, pretende-se contribuir para o avango no uso da saliva como ferramenta de
monitoramento dos niveis glicémicos nesses individuos. Os achados deste estudo foram
apresentados na XXV Reunido da Sociedade Nordeste e Norte de Pesquisa Odontolégica
(SNNPqO), contribuindo para a producao cientifica e disponibilizando dados de grande
interesse sobre potenciais marcadores salivares da inflamacao cronica do diabetes tipo 2. Como
passos futuros, busca-se efetuar a coleta e analise de dados bucais, bem como ampliar a amostra

da pesquisa, contribuindo para a robustez do estudo.
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Riscos & Benelicios® foram reliradas do arquive Informagdes Basicas da Pesquisa
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Inbroducdo:

A saliva é um fluide secretado por rés pares de glandulas salivares malores (pardtida, submandibular e
sublingual) e por indmeras glandulas menores localizadas na submucosa da cavidade oral {Balting et al.,
2002; Proctor el al., 2006). Sua composicio & formada 99% por agua, 0,3% proleinas e 0,2% subslancias
inorgdnicas, além de contar oulres compostos como glicosa e produtos nitregenados (Almeida et al., 2008;
Yoshizawa el al., 2013). A composicao heterogénea da saliva justifica as diversas fungdes para a
homeoslase da cavidade oral, entre elas: reparagdo lecidual, lubrificagdo, tamponamento, integridade do
dente, acio anlimicrobiana, digestiva, & sistema de defesa antioxidante (Carpenter, 2013; Falcdo et al.,
2013).Devido a este arcabouco funcional complexo, distirbics nas glandulas ou na estimulacéo nervosa
delas poderdo iniciar um processo de disfuncdo salivar com consequente desequilibrio da microbiota oral,
predisposicio de dentes e mucosas a infecgBes e lesdes orals, fungdes fisioldgicas prejudicadas e
sintomatologias como a ardéncia bucal. O termo técnico para o baixo fluxo salivar @ chamado de
hipossalivagio,
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um dado objelive e quanlificade pela amostra de saliva produzida em relagie ao tempo. Em alguns

pacienias & obsarvado tambam outro sintoma, asle mais subjativa a qualitative, denominado xerastamia,

que consisle na sensacio de boca seca devido a mudangas na composigdo salivar, ou seja, ndo & uma

condigdo especilicamente determinada pela diminuicdo do fluxe (Lopez-Pinlo el al., 2018; Varellis et al.,

2020). At causas que delerminam esses distirbios s3o moitiplas e englobam desde medicamentos e
desordens que afetam o sistema nervoso auldnomo como anticolingrgicos e a sindrome de Sjtgren, a
ralamentos antineopldsicos, desordens gendlicas, doencas infecciosas e palologias crénicas como a
diabetes (Saleh at al_, 2015) A diabetes lipo 1 & lipa 2 sio doengas metabdlicas que apresentam aliologia @
processo patofisioldgico diferentes. A diabeles tipe 1 & uma doenga com heranga poligénica e esta

associada com uma complaxa inleragdo antra as células -pancrealicas a o sislema imune inato & adaplativa,

onde ha a formagde de anlicorpos contra essas células, destruindo-as e impossibilitando deste modo a
producda de insulina, hormanio responsavel pelo transporte da glicose no carpo (DiMeglio et al, 2018).A
diabetes lipo 2 tem eticlogia mista e esta associada com a combinacdo de varios defeilos metabdlicos
causados pela incapacidade das células bela pancredticas em secrelar corretamente a insulina; & a
inabilidade deste hormonio em exercer suas fungies bicldgicas normais de transporte, biotransformagao e
armazenamento das moléculas de glicose nos misculos & tecidos adiposos (Ullah et al, 2015); resultande
deste modo na hiperglicemia extracelular e em diversas alleragoes bioguimicas da glicose e da peroxidacao
lipidica (Mahboob, 2005, J.Em condigies de homeostase anormal da glicose, o exama de hemoglobina
glicada servira de biomarcador padrio do controle glicémico, sendo o valor de Alc 6,5% o crilério
laboratarial de diagndstico para diabeles. Contudo, esse marcador sazinho & mancs sensilive para diabetes
lipo 1, uma wez que a progressdo da disglicemia ¢ mais rapida nesses pacientes, sendo recomendavel
associar eom os resullades do exame de glicemia em jejum, onde os valores acima de 70 mmolL {126mgiL)
represantam o diagndstico de diabetes (Amercan Diabetic Association, 2010; Kerer et al., 2014; DiMeglio
el al, 2018). A hiperglicemia na corrente sanguinea e a hipoglicemia intracelular s8o responsavels por
diversas alteragdes macro @ microvasculares a curlo e longo prazo, sendo um falor de risco para o
desenvolvimanlo de doencas cardiovasculares, retinopalias, nefropalias, neuropalias e infacgies, assim
coma exerce papel fundamental no aumente do estresse oxidative, principalmente nas neuropalias
diabéticas (Figueroa-Romera, 2008; Zheng et al., 2018). Da mesma forma, a diabeles interage
particularmenta com a cavidade oral, sendo um falor de risco para a doenga periodontal & um agente
eliologico da disfuncdo salivar [Preshaw el al, 2011). Com relacdo a
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hipossalivagdoierostomia, acreditava-se que a diabetes causava apenas uma diminuico do fluxo salivar,

porém, nas Ullimas décadas, foi possivel realizar andlises protedmicas e esltabelecer biomarcadores
salivares especificos para diabetes tipe 1 e 2, facililando estudos diagndstices e demonstrande que essas

desordens também podem alterar a composicdo salivar (Carda et al., 2006; Bencharit et al., 2013;

Srinivasan el al., 2015; Lima et al., 2017).A diabetes torna-se neste contexto, um fator de predisposicdo &
hipossalivagdo/xerostomia, assim como @ um problema de sadde pdblica, uma vez que os dados
epidemioldgicos sobre diabetes apontam um crescimento exponencial da doenga a nivel mundial. A IDF
{Internaticnal Diabeles Federation) na sua décima edicao do atlas sobre a prevaléncia da Diabetes no
munde estimou que 537 milhdes de adultos convivern com ela em 2021, & que a doenga foi responsavel por
6,7 milhSes de morles nesse mesmo ano, 1 morte a cada 5 segundos. A diabetes lipo 2 enira nesse
contexte com o maior nimero de diagnosticos, representando 90% dos casos { Zheng et al.,, 2018
sInternational Diabetes Federation, 2021).Dessa forma, se a cada ano esses numeros aumentam, lambém
aumentam os relatos de complicagtes orais decorrentes dessa desordem metabdlica. Pacienles diabélicos
aprasentam queixas de boca seca, dificuldades mastigatdnas, lesdes orais decorrentes da diminuicas de
fluxo salivar, infecgdes oportunisias como a candidiase oral e risco acentuado para desenvolvimenio e
exacerbacio da doenca periodontal. O tratamento multidisciplinar do paciente diabético & uma das politicas
de sadde publica que mais impactam o Sistema Unico de Sadde do Brasil. Em esludo recente sobre paises
com maiores gastos relacionados & doenga, o Brasil se encontrava em terceino lugar, perdendo apenas para
Estados Unides @ China (Williams et al., 2020).Estabelecar dados sobre as complicagdes orais derivadas da
diabates na realidade brasileira & um meio de prevenir e prover gualidade de vida, além de auxiliar na
reducio de recursos financeiros. Embora seja um sinalfsintoma encontrado em muilos pacientes, a
hipossalivacdo/xerostomia ainda carece da implementagdo de prolocolos de trataments & medidas
lerapéulicas nos servigos de sadde no Brasil. Na internagdo hospitalar, onde o paciente diabético é&
polimedicado @ sujeito a condighes psicoldgicas debilitantes, o conhecimento das gueixas e sinais
estomatognaticos resultantes da redugdo do fluxe salivar pessibilitardo a criacdo de um protacole
lerapéulico efelivo e preventivo para melhora da sua qualidade de vida, sendo inclusive, um possivel aliade
na redugdo do pericdo de intemacso desses pacientas.

Hipdlese:

1a Hipdtese: A diabetes lipo 1 e 2 reduz a produgso do fluxe salivar dos pacientes.
2a Hipdtese: A hipossalivagao/xerosiomia pode impactar negativamente a qualidade de vida de
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pacientes com diabetes lipa 1 & tipe 2.
da Hipdtese: A hipossalivagio/xerostomia estd direlamente associada com a prevaléncialincidéncia de
infeccies oporlunislas em pacientes com diabetes lipe 1 e lipo 2.

d4a Hipdtesa: Pacientes diabéticos descompensados apresentam maior hipossalivacdoixerosiomia que os
compansados.

Metodologia Proposta:

Desanho de estudo & amostra

Sera conduzido um estudo observacienal de core transversal com uma amostra de pacientes adultos
internados com diabetes tipo 1 & 2 no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh3o —
Unidade Presidente Dutra.

Serao incluidos pacientes adultoes internades nas cinicas médica e cindrgica do HU-UFMA com diagndstico
de diabetes lipo 1 e 2 no periode minimo de 1 ano e que disponham de exames laboraloriais aluais para
andlise do valor da hemoglobina glicada nos ditimos 3 meses. Os critérics de exclusdo englobam pacientes
com diagnastico de doengas inflamaldnas resmatoldgicas, com hipotirecidisme, Parkinson; Alzheimer; que

realizaram ou realizam radioterapia/quimiolerapia: com diagnastico recente de cincer: portadores de HIV:

com diagndslico da doenca do enxerto contra o hospedeire; sarcoidose; com pancrealite cronica; bulimicos
@ alcodlatras,; mulheres gravidas ou que estejam amamentande (Falcio et al, 2013; Saleh et al., 2015).
Para o caleula, estimou-sa o fluxe de pacientes internados na unidade hospitalar por complicagao de
diabetes no periodo de & meses em 110, intervalo de confianga de 95%, margem de erro de 5%. Dessa
farma, a amostra minima requerida fol de 86.

Colela de dados

Todos os pacientes da amosira passardo por uma anamnese crileriosa e exame clinico, com
disponibilizagio de seus prontuarios para coleta de dados. Serdo feitas anolagies seguindo ficha de
anamnese especilica para pacientes diabéticos, assim como guestiondrio sociodemografico. O exame
clinico serd extracral e intraoral. Além disso, serd observado a interagio medicamentosa: todos os
medicamentos utilizados pelo paciente serdo coletados na anamnese e divididos em medicamentos que
potencialmente causam hipassalivagdo.

Avaliacio da qualidade de vida e hipossalivacSa/sercstomia

0% guestonarios sobre hipossalivacao @ gualidade de vida do paciente serdo aplicados através do OHIP-14
& da sscala visual analdgica adaplada para xerostomia/hipossalivacda. A andlisa
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quantitativa da saliva de cada paciente sera colelada apds anamnese e exame clinico, no periedo matutine
{B-9 horas). Precaugdes antes da coleta: O paciente serd solicitade a ndo ingerir alimentos, fumar, ou fazer
exercicio fisico 2 horas antes da coleta. Apds o enxague da cavidade oral com agua, a amostra de saliva
ndc estimulada serd colelada com o paciente senlado na cama, com a cabeca levemente abaixada. Por
meio da lécnica de drenagem passiva, a saliva sera coletada em um lubo de polipropileno seco graduado
durante 5 minutos cranometrados. A amostra da saliva estimulada serd coletada por estimule mecanico com
parafina durante 5 minulos cronometrados, sendo que a cada 1 minuto de estimulo macanico, o pacients ira
expelir a saliva no tubo. A quantificacio da saliva serd delerminada pela mensuracio em balanca de
precisfo de uso laboratorial. & concenlragdo serd determinada em ml/min, e a hipossalivagao sera
observada guando a concentragio da amosira ndo estimulada estiver abaixo de 0.1 ml/min & na amostra
estimulada abaixo de 0,7 mifmin (Mavazesh, 1993).

Analise eslatistica

0% dados serdo analisados utilizando o0& recursos do SPSS soltwane version 26.0 (IBM, Chicago, IL, USA).

Inicialmente serd realizada a estalistica descriliva dos dados ulilizando medidas de frequéncias, lendéncia
central e dispars3o. Os testas qui-quadrado e exalo de Fisher serdo utilizados para analisar as variaveis
calegdricas. O leste Shapire-Wilk avaliard a normalidade da distribuicio dos dades continuos. Apds este
procassamanto, o teste | da Student indepandente ou Mann-Whitney serdo utilizados para analisar as
varidvels numéricas. O nivel de significncia adolado para todos os lesles serd de 5%.

Critério de Inclusio:

Serdo incluidos pacientes adultos inlernados nas clinicas médica e cinirgica do HU-UFMA com diagndstico
de diabetes tipo 1 @ 2 no periode minime de 1 ano e que disponham de exames laboratoriais aluais para
andlise do valor da hemoglobina glicada nos Gltimes 3 meses.

Critério de Exclusaa:

0% critérios de excusio englobam pacientes com diagndstico de doendas inflamatdnias reumatologicas; com
hipolirecidismeo; Parkinson; Alzheimer; que realizaram ou realizam radioterapia/quimiolerapia; com
diagndslico recente de cancer; portadores de HIV; com diagndstico da doenca do enxerto contra o
hospedeiro; sarcoidose; com pancreatite erdnica; bulimices e alcodlatras; mulberes gravidas ou que estejam
amarmantando.
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Melodologia de Andlise de Dados:

Oz dados serdo analisados wlilizando os recursos do SPSS soltware version 26.0 (IBM, Chicago, IL, USA).

Inicialmente serd realizada a estatistica descritiva dos dados ulilizando medidas de frequéncias, tendéncia
cenftral e dispersdo. Os lestes qui-guadrade e exalo de Fisher ser3o ulilizados para analisar as variavels
categoricas. O teste Shapire-Wilk avaliara a normalidade da distribuico dos dados continuos. Apods esle
processamento, o teste t de Student independente ou Mann-Whitney serde utilizados para analisar as
variaveis numeéricas. O nivel de significancia adolado para lodos os lesles serd de 5%.

Desfecho Primario:
Fluxo salivar mensurado dos pacienies.
Tamanho da Amosira no Brasil: 86

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a prevaléncia da hipossalivacao e xeroslomia em pacientes com diagndstico de diabetes tipa 1 ou
tipo 2 durante pericdo de intemacdo em clinica madica e cirurgica.

Objetive Secundario:

* Analisar a concentragdo do fluxo salivar estimulado & ndo estimulado;* Coletar dados sociodemagraficos
para analise epidemiolagica;

+ Coletar dadog sobre habitos alimentares e medicagdes utilizadas para andlise multivariada com a
hipessalivagio/xerostomia;

+ Avaliar grau de hipossalivagdo/xerosiomia por meio da aplicagio de queslionarios padronizados;

+ Correlacionar a ocarréncia de sinais e sintomas orais decorrentes da hipossalivagio/xerostomia duranie o
pariode de internagio desses pacientes » Comparar o grau de hipossalivagio/xeroslomia entre paciantes
diabéticos compensados & descompensados.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Duranie a realizagio da pesquisa poderdo ocorrer eventuais desconforlos e possiveds riscos como o registro
de suas informagtes pessoais, e colela de seu malterial bioldgico. Esses polenciais riscos
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sarfo minimizades por meio da categorizacdo andnima dos pacientes do estudo, sendo suas informacdes e
amostras salivares de uso restrito aos pesquisadores. Serdo aplicados medidas de bicsseguranga com o
uso de gorros, mascaras, luvas & instrumentais auloclavados. Os maleriais utilizades para coleta salivar
serdo estes: tubo e funil de prolipropileno, parafina, gaze e gelo; sem prejuizo ou risco de acidenles perfuro-
cortantes acs pacientes.

Banaficios:

Como beneficio, serd ofertado a casa participante o diagnastico de lesbes orais, doencas ou outras
condigbes bucais duranle anamnese e exame clinico oral; crientagdes sobre higiene bucal e
encaminhamente para tralamentos especializades em drgdos piblicos gquando conveniente. Serdo
entregues Kits de higiene oral a cada parlicipante. A andlise dos dados da amosira contribuird para o
desenvalvimento de um protocolo terapéutico de hipossalivagio/xerostomia que ajudard na melhora de
qualidade de vida de muilos pacientes diabéticos que fuluramente serdo internados neste hospital.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A saliva & um produto complexo de Irés pares de glandulas salivares cuja importancia para a homeostasia
da cavidade oral se justifica por suas fungdes de lubrficacdo, lamponamento, agdo antimicrobiana, digestiva
e antioxidanie; além de ser um Slime meio para andlises diagndsticas e de biomarcadores. Uma vez que a
produgdo do fluxo salivar estd diminuida ou apresenta alteragies na sua composicio, o paciente
apresentara sinais e sinlomas que reduzem sua qualidade de vida, assim como uma predisposicdo a
infecghes. Entre as diversas causas para disfungdo salivar, a diabeles lipo 1 e tipo 2 se caracterizam como
patologias que predispdem o paciente a hipossalivagdo e xerostomia. A fisiopatologia dessas desordens
metabdlicas resulta da falta ou dificuldade de secrecio da insulina pelas células beta-pancredlicas. Devido
ao quadro de alieragdes a nivel sistémico, pacienles diabéticos apreseniam complicagdes orais a curio &
longe prazo, necessitando de tralamento multidisciplinar periddico e preventiva.

0 estudo é relevante cientificamente por permitir conhecer a prevaléncia de hipossalivacao e xeroslomia em
pacientes diabélticos internados nas clinicas médica e cirirgica do Hospital Universitario - Unidade
Presidente Dulra. O asludo apresantara delineamento transversal @ avaliard uma amosira de pacientes com
diabeles tipo 1 & 2 internades nas clinicas médica e cirdrgica do Hospital Universitario — Unidade Presidente
Dutra. A andlise estatistica incluira o calculo das medidas descritiva, tesles gqui-quadrado ou exalo de fisher
para as varidveis categdoricas, e lestes Mann-Whitney ou | de Student ndo pareado para as varidveis
continuas. Os resultados & impactas
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esperados incluem a identificacdo da prevaléncia de hipossalivacSo/xerostomia em pacientes com diabetes
lipo 1 & 2, a eslimacdo da associagdo com perda de gualidade de vida e aumenlo de infecgies e lestes

orais duranle internagdo hospilalar, & a delerminagao de um prolocole de tralamento de
hipossalivagdo/seroslomia para os pacienles internados.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

0 protocolo apresenta documentos referente acs "Termos de Apresentagio Obrigalonia®™ Folha de rosto,

Declaracdo de compromisso em anexar os resultades na plataforma Brasil garantindo o sigile, Orcamento
financeiro detalhado, Cronograma com elapas detalhada, Termo de Consenlimento Livie e Esclarecido
(TCLE), Autorizacdo do Gestor responsavel do local para a realizagdo da colela de dados e Projeto de
Pesquisa Original na integra em Word. Alende 4 Morma Operacional no 001/2013 (item 3/ 3.3).

Recomendagbes:

1- Apds o lérming da pesquisa o CEP-HUUFMA solicita que se possivel os resullados do estudo sejam
devolvidos aos participantes da pesquisa ou a inslituigo gque autorizou a colela de dados de forma
anonimizada.

2- De lorma a garanlir sua inlegridade, o TCLE deve aprasentar a numeragdo das paginas. Solicila-sé que
@sla seja inserida de forma a indicar, também, o ndmers tolal de paginas, por exempla: 1/3, 203, 3/3..

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O PROTOCOLO ndo apresenta dbices élicos, portanto atende aos requisites fundamenlais da Resolugio
CMSMS n* 466112 & suas complementares. sendo considerado APROVADO.

Consideragies Finais a critério do CEP:

O Comité de Elica em Pesquisa—CEP-HUUFMA, de acorde com as alribuigies definidas na Resolugio CNS
n® 4662012 & Morma Operacional n®. 001 de 2013 do CNS, manifesta-sa pela APROVACAO do projeto de
pesquisa proposto.

Eventuals modificacdes ao protocolo devemn ser inseridas & platalorma por melo de emendas de forma clara
@ sucinta, identificando a parte do prolocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatdrios parcial & final
devem ser apresantados ao CEP, inicialmente apds a colela de dados e ao término do estudo.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documeanto Arquiva Postagem Autor Siluacao
Infarmacies Basicas| PE_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | o2/m6/2022 Acailn
do Projala ROJETO 1950117 .pdl 14:02:07
Projeto Detalhade / |Projeto_Mila_ HUUFMA__pdf 02/06/2022 |VANDILSOM Acaito
Brochura 14:01:33  |PINHEIRO
Iy esligador BRODRIGUES
Falha de Rosta Folha_de Rosto CEP.pdf D2M6/2022 |VANDILSOM Acaito

134846 |PINHEIRD
RODRIGUES
Declaracio de Declara_ifra_pdf 02/06/2022 |VANDILSON Aceilo
Instituicao & 134618 |PINHEIRO
BODRIGUES
Declaracio de Carta_Anuencia_HUUFMA_Rede pesq | 0206/2022 |VANDILSON Aceito
concordancia uisa, pdl 122948 |PINHEIRD
RODRIGUES
TCLE !/ Termos de | Termo_consentimento_pdf 310512022 | VANDILSON Aceito
Assantimenta 14:28:42 |PINHEIRO
Juslificativa de RODRIGUES
Ausdncia
Orcamenio Orcamento_.pdl 31/05/2022 [VANDILSON Aceito
14:22:35 |PINHEIRO
BODRIGUES
Declaracio de Z2_Dweclaracan_Pesquisador. pdl 31/05/2022 |VANDILSON Aceilo
Pesquisadores 14:17:20  |PINHEIRO
RODRIGUES
Cronograma CRONOGRAMA _pdf 31/05/2022 |VANDILSON Acaito
14:13:00  |PINHEIRO
RODRIGUES
Brochura Pesquisa  |Projeto_Mila_ HUUFMA, pdl 31/06/2022 |VANDILSOM Acaito
14:11:32  |PINHEIRO
BODRIGUES
Situagio do Parecer:
Apravadao
MNecessita Apreciagio da CONEP:
Maao
Enderego: Rua Bardo de llapary n® 227
Bairre: CEMTRO CEP: B5.020-D70
UF: A Municipio: SAD LLUIS
Telefone: (&2 109-1250 E-mail: cep@huuima.be
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O(a) Sr(a) esta sendo convidado a participar da pesquisa “Fatores associados ao fluxo salivar
de pacientes diabéticos durante a internagdo hospitalar”, que tem como pesquisador
responsavel: Vandilson Pinheiro Rodrigues.

Esta pesquisa pretende avaliar a prevaléncia de hipossalivagdo ¢ xerostomia em pacientes
diabéticos internados nas clinicas médica e cirargica do Hospital Universitario — Unidade
Presidente Dutra no ano de 2022, de forma a desenvolver a médio e longo prazo um protocolo
terapéutico para hipossalivagao/xerostomia, além de proporcionar melhora na qualidade de vida
do paciente diabético.

O(A) Sr(a) esta sendo convidado porque se insere no grupo de pacientes adultos com o
diagnostico de diabetes tipo 1 e 2 que apresentam queixa de secura bucal e dificuldade de
engolir e mastigar, além de estar mais suscetivel a infec¢des orais, diminuindo sua qualidade
de vida e predispondo-o(a) a uso de medicagdes para tratamentos antimicrobianos em diferentes
fases da vida. O motivo que nos leva a desenvolver esse estudo ¢ identificar o quadro
epidemiologico de hipossalivacao/xerostomia que pacientes diabéticos, com a doenga
compensada ou ndo, apresentam durante internacao hospitalar; e estabelecer a médio e longo
prazo um protocolo terapéutico pautado na abordagem preventiva, permitindo autonomia de
cuidado e reducao do uso de antimicrobianos.

Caso decida participar, sua participagdo consistirda em uma anamnese ¢ exame odontologico,
onde os pesquisadores terdo acesso aos seus dados médicos atuais e anteriores por meio do
prontuario e dos exames laboratoriais, além de efetuarem um exame minucioso extraoral (da
face) e intraoral (cavidade bucal) por meio da analise visual e palpacdo. Juntamente a isto, serdo
utilizados dois questiondrios e uma escala visual analdgica. Os questionarios consistirdo numa
analise sociodemografica onde poderemos tracar um perfil dos pacientes diabéticos admitidos
no hospital e um especifico para hipossalivagao/xerostomia (secura bucal e/ou sensacao de boca
seca) € como esses sinais e sintomas podem afetar sua qualidade de vida. A escala visual
analogica permitird que possamos quantificar o grau de disfuncdo salivar (sinais e sintomas)
que o(a) sr(a) esteja apresentando durante a avaliagdo. A duragdo da anamnese, exame oral,
questionarios e da escala visual serd em torno de 20 a 25 minutos. E por fim, serd coletado
material bioldgico (saliva), em material autoclavado, por meio da drenagem passiva (a saliva
escorrera da boca para o tubo) e com estimulagdo mecanica (através da mastigacao, sendo
ambas as coletas de 5 minutos cada. A amostra salivar serd quantificada por meio de uma
balanca de precisdo, serdo anotados as quantificagcdes observadas e depois o material biologico
sera dispensado.

Cabe ressaltar que os dados e imagens obtidos durante a pesquisa serdo de uso exclusivo para
o estudo dos pesquisadores envolvidos, assim como sera assegurado seu direito a
confidencialidade e privacidade, sem prejuizo nos aspectos pessoal, psicolégico, econdomico-
financeiro.
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Durante a realizacdo da pesquisa poderdo ocorrer eventuais desconfortos e possiveis riscos
como o registro de suas informacdes pessoais, e coleta de seu material biologico. Dito isso,
esses potenciais riscos serdo minimizados por meio da categorizagdo anonima dos pacientes do
estudo, sendo suas informagdes e amostras salivares de uso restrito aos pesquisadores. Serao
aplicados medidas de biosseguranca com o uso de gorros, mascaras, luvas e instrumentais
autoclavados. Os materiais utilizados para coleta salivar serdo estes: tubo e funil de
prolipropileno, parafina, gaze e gelo; sem prejuizo ou risco de acidentes perfuro-cortantes aos
pacientes.

Como beneficio, sera ofertado ao Sr(a) o diagndstico de lesdes orais, doencas ou outras
condi¢gdes bucais durante anamnese e exame clinico oral; orientagdes sobre higiene bucal e
encaminhamento para tratamentos especializados em o6rgdos publicos quando conveniente.
Serao entregues kits de higiene oral a cada participante; e o(a) sr(a) estara contribuindo para o
desenvolvimento de um protocolo terapéutico de hipossalivagao/xerostomia que ajudara na
melhoria de qualidade de vida de muitos pacientes diabéticos que futuramente serdo internados
neste hospital.

Se julgar necessario, o(a) Sr(a) dispord de tempo para refletir sobre sua participacdo,
consultando, se necessario, seus familiares ou outras pessoas que possam ajuda-lo na tomada
de decisdo livre e esclarecida.

Asseguramos ao(a) Sr(a) o direito de assisténcia integral gratuita devido a danos
diretos/indiretos e imediatos/tardios decorrentes da sua participacdo no estudo, pelo tempo que
for necessario.

Garantimos ao(a) Sr(a) a manutengao do sigilo e da privacidade de sua participagao e de seus
dados durante todas as fases da pesquisa e posteriormente em eventos de divulgagao cientifica.
O(a) Sr(a) tera o direito de se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem nenhum prejuizo para voceé.

Os dados fornecidos durante o estudo serdo confidenciais e serdo divulgados apenas em
congressos ou publicagdes cientificas, sempre de forma anénima, ndo havendo divulgacao de
nenhum dado que possa lhe identificar.

Caso vocé tenha algum gasto pela sua participagdo nessa pesquisa, eles serdo assumidos pelo
pesquisador e reembolsado para vocé.

Se vocé sofrer qualquer dano decorrente desta pesquisa, sendo ele imediato ou tardio, previsto
ou nao, voce terd o direito de buscar indenizacdo nas instancias legais. (Item IV - 4.c da
Resolugdo N° 466 de 12/12/2012).

O(A) Sr(a). pode entrar em contato com o pesquisador responsdvel Vandilson Pinheiro
Rodrigues a qualquer tempo para informagdo adicional no endereco: Programa de Pos-
Graduagao em Odontologia, Avenida dos Portugueses, 1966, Cidade Universitaria Dom
Delgado, Sao Luis - MA, 65080-805 (Hospital Universitario - Unidade Presidente Dutra), por
meio do telefone: (98) 98141-5836 ou e-mail: vandilson.rodrigues@ufma.br.

Qualquer davida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera ligar para o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao, no telefone (98)
2109-1250, através do e-mail cep@huufma.br. Vocé ainda pode ir pessoalmente a sede do CEP,
de segunda a sexta, das 08:00h as 12:00h e das 14:00h as 17:00h, no Hospital Universitario
Presidente Dutra, Rua Bardo de Itapary, n° 227, Centro, Sao Luis-MA. CEP: 65020-070.
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Os Comités de Etica em Pesquisa sio colegiados interdisciplinares e independentes, de
relevancia publica, de carater consultivo, deliberativo e educativo, criados para garantir a
protecao dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.

Este documento foi impresso em duas vias e deverd ser rubricado em todas as paginas e
assinadas na Ultima pagina por vocé ou por seu representante legal. Uma via ficard com voceé e
a outra com o pesquisador responsavel.

Consentimento Livre e Esclarecido

Ap6s ter sido esclarecido sobre os objetivos, importancia € o modo como os dados serdo
coletados nessa pesquisa, além de conhecer os riscos, desconfortos e beneficios que ela trara
para mim e ter ficado ciente de todos os meus direitos, concordo em participar desta pesquisa,
e autorizo a divulgagdo das informagdes por mim fornecidas em congressos e/ou publicagdes
cientificas desde que nenhum dado possa me identificar.

Sao Luis (MA),

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador responsavel
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