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RESUMO

A ulceragédo aftosa recorrente (UAR) € uma das doengas mais prevalentes da
mucosa bucal, mas o mecanismo que desencadeia seu desenvolvimento permanece
desconhecido. Alteragdes psicologicas como ansiedade e estresse tém sido
investigadas e parecem exibir, em alguns pacientes, associagdo com a doenga. O
estresse promove desregulacdo do sistema imune e esta relacionado a elevagéo
dos niveis de cortisol e diminuicdo dos de desidroepiandrosterona (DHEA). No
presente estudo, foram investigados niveis de estresse e de ansiedade em
pacientes com UAR, bem como as concentragdes salivares dos hormdnios cortisol e
DHEA. A amostra foi constituida por 60 individuos de ambos os sexos, com idades
entre 18 e 50 anos, distribuidos em dois grupos: 30 pacientes com UAR e 30
pacientes sem histérico da doenga, emparelhados por sexo e idade. Para a
investigacdo dos sintomas de estresse foi utilizado o Inventario de Sintomas de
Stress de Lipp (ISSL) e para a ansiedade, o Inventario de Ansiedade de Beck (BAl).
As amostras de saliva foram coletadas pela manha, a tarde e a noite, no mesmo dia.
No grupo-caso, as coletas foram realizadas em dois momentos, em presencga e apos
a remissdao das lesbes. As concentracbes salivares de cortisol e DHEA foram
analisadas em duplicata por radioimunoensaio com Kit analitico especifico para
cada hormoénio. Os pacientes-caso exibiram escores de ansiedade (p=0,001) mais
elevados, além de prevaléncia superior de estresse (p=0,004). No grupo-caso, 0s
niveis de cortisol foram significativamente superiores em presenca de lesdo, nos
turnos da manha (p=0,008) e da tarde (p=0,001), quando comparados a fase de
remissdo da UAR. O ratio cortisol/DHEA também foi superior nos pacientes-caso em
presenca de lesdo quando comparado a fase de remissdo, no turno da tarde
(p=0,007). Nao houve diferenga significativa quanto aos niveis de DHEA entre os
grupos analisados. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que, na
amostra investigada, o estresse e a ansiedade sdao mais elevados em pacientes com
UAR. Nestes individuos, os niveis de cortisol salivar aumentam em presenca de
lesdo, mas nao diferem quando comparados aos de pacientes sem a doenca. Os
niveis de DHEA nao diferem em pacientes com UAR em presenga ou em remissao
de lesdo, nem quando comparados aos de pacientes-controle. Outros estudos sao

necessarios no sentido de elucidar se o estresse e a ansiedade, bem como se a



elevagao dos niveis de cortisol exercem influéncia na etiopatogénese da ulceracao

aftosa recorrente.

Palavras-chave: Aftas. Cortisol. Desidroepiandrosterona. Estresse. Ansiedade.



ABSTRACT

Recurrent aphthous ulceration (RAU) is one of the most prevalent disease of
the oral mucosa, but the mechanism that leads to the development of this lesion
remains unknown. Psychological changes such anxiety and stress have been
investigated and appear to exhibit, in some patients, an association with the disease.
Stress causes dysregulation of the immune system and is related to elevated levels
of cortisol and a decrease in dehydroepiandrosterone (DHEA) levels. In the present
study, patients with RAU were investigated with regard to stress and anxiety levels,
as well as salivary concentrations of the hormones cortisol and DHEA. The sample
consisted of 60 individuals of both sexes, aged between 18 and 50 years and
distributed into two groups: 30 patients with RAU and 30 patients without history of
the disorder, matched by sex and age. Stress symptoms were assessed using the
Lipp’s Inventory of Stress Symptoms (LISS) and for anxiety the Beck Inventory of
Anxiety (BAI). The saliva specimens were collected in the morning, in the afternoon
and at night on the same day. In the RAU group, the specimens were collected on
two occasions, in the presence and after remission of the lesions. The salivary
concentrations of cortisol and DHEA were determined in duplicate by
radioimmunoassay with a specific analytical kit for each hormone. The case patients
exhibited higher anxiety scores (p=0.001), besides a greater prevalence of stress
(p=0.004). Cortisol levels were significantly higher in the case group in the presence
of the lesion in the morning (p=0.008) and afternoon (p=0.001) when compared to
the same RAU patients in remission. The cortisol/DHEA ratio was also higher in the
case patients in the presence of lesions when compared to the remission phase in
the afternoon (p=0.007). There was no significant difference in DHEA levels between
the groups. Based on the results obtained, it can be concluded that, in the sample
investigated, stress and anxiety are more elevated in patients with RAU. In these
individuals, salivary cortisol levels were increased in the presence of lesions, but did
not differ when compared to the patients without the disorder. DHEA levels did not
differ in patients with RAU in the presence or in remission of the lesion, or between
RAU patients and control patients. There is a need for further studies to determine
whether stress and anxiety, as well as elevated cortisol levels, have an influence on

the etiopathogenesis of recurrent aphthous ulceration.
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1 INTRODUGAO

A ulceragao aftosa recorrente (UAR), também denominada estomatite aftosa
recorrente ou afta, caracteriza-se por ulceragdes dolorosas, unicas ou multiplas, com
formato arredondado ou ovalado e halo eritematoso (JURGE et al., 2006;
ALTENBURG; ZOUBOULIS, 2008). As lesdes localizam-se, preferencialmente, em
mucosa néo ceratinizada e seu diagnéstico é baseado nos achados clinicos
(MESSADI; YOUNAI, 2010). A UAR é uma das doengas mais frequentes da mucosa
bucal e sua prevaléncia na populagédo em geral varia de 5 a 66% (ALBANIDOU-
FARMAKI et al., 2008; EGUIA-DEL VALLE et al., 2011).

A etiologia da afta € complexa, multifatorial e o mecanismo que desencadeia
o desenvolvimento das lesdes permanece desconhecido. Predisposigdo genética,
hipersensibilidade a alimentos, fatores imunoldgicos, hormonais, microbiolégicos,
traumaticos, psicolégicos, bem como deficiéncias nutricionais sdo as principais
causas investigadas (AKINTOYE; GREENBERG, 2005; EGUIA-DEL VALLE et al.,
2011). Seu desenvolvimento envolve desregulacdo nos mecanismos de resposta da
mucosa bucal frente a antigenos exégenos ou enddgenos, ocorrendo uma reagao
imune que envolve as células T. Ha desequilibrio das células TCD4+, com posterior
proliferacdo de linfécitos TCD8+, mediadores de reacado citotdoxica que causam
danos teciduais (BUNO et al., 1998; JURGE et al., 2006). Alguns estudos relatam
que ha desequilibrio de citocinas T-Helper (Th), com o aumento da atividade Th1 em
relacdo a Th2 em pacientes com aftas (REDWINE et al. 2003; BORRA et al., 2004;
MIYAMOTO JUNIOR et al., 2008; BORRA et al., 2009; OZDEMIR et al., 2011).

Ha evidéncias de que a ansiedade e o estresse predisponham a ocorréncia
da UAR (SOTO-ARAYA; ROJAS-ALCAYAGA; ESGUEP, 2004; ALBANIDOU-
FARMAKI et al., 2008; GALLO; MIMURA; SUGAYA, 2009). O estresse, bem como
outras alteragdes psicologicas, podem modificar fungdes imunes, promovendo sua
desregulacdo (MARSHALL et al., 1998). Os agentes estressores estimulam o
sistema nervoso central (SNC), ativando o eixo HPA (hipotalamo-hipéfise-adrenal),
com liberacdo de glicocorticoides e catecolaminas que influenciam na resposta
imunoldgica (TAUSK; ELENKOV; MOYNIHAN, 2008). O cortisol € um horménio
glicocorticoide secretado pelo coértex da adrenal e, dentre suas distintas fungdes,

participa do sistema que modula o estresse e atua sobre as respostas imunoldgica e
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inflamatodria (KING; HEGADOREN, 2002). Niveis salivares elevados de cortisol tém
sido encontrados em individuos com depressao, estresse e ansiedade (MUTSUURA
et al., 2009), sendo considerado um biomarcador dessas alteragdes psicologicas
(HELLHAMMER; WUST; KUDIELKA, 2009). Concentracdes séricas e salivares
elevadas de cortisol foram previamente encontradas em individuos com UAR
(MCCARTAN; LAMEY; WALLACE, 1996; ALBANIDOU-FARMAKI et al., 2008).

A desidroepiandrosterona (DHEA) é um esterdide secretado pelo cortex da
glandula adrenal, pelas gbnadas e pelo sistema nervoso central. Em circunstancias
normais, € secretada sincronicamente com o cortisol e antagoniza varios efeitos
deletérios deste hormonio (GRUENEWALD; MATSUMOTO, 2001). A DHEA parece
modular a resposta imune, uma vez que a diminuicdo de suas concentracdes séricas
esta associada a deterioracdo de varias fungdes fisioldgicas. Baixas concentragdes
desse esterdide foram encontradas em pacientes com artrite reumatoide, lupus
eritematoso sistémico (LES) (STRAUB et al., 2004), sindrome do panico (HERBERT
et al., 1996) e sindrome da ardéncia bucal (SAB) (DIAS FERNANDES et al., 2009).
Em pacientes com queimaduras, anorexia nervosa, sindrome de Cushing,
esquizofrenia, depressdo, doenca de Alzheimer, obesidade, diabetes e LES foram
encontrados niveis elevados de cortisol e diminuidos de DHEA (WOLF,;
KIRSCHBAUM, 1999; BECKER, 2001). N&o se encontram na literatura internacional
relatos da analise dos niveis deste hormbnio, nem da sua relagdo com os niveis de
cortisol em individuos com UAR.

A ansiedade e o estresse podem estar associados a UAR pois estas
alteragdes psicolégicas promovem alteragbes dos niveis dos horménios cortisol e
DHEA. O presente estudo teve como objetivos analisar as concentragdes salivares
destes esterdides, niveis de estresse e de ansiedade em pacientes com UAR, na
tentativa de estabelecer a possivel associagao entre alteragdes psicologicas e esta

doenca, bem como com biomarcadores salivares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ULCERACAO AFTOSA RECORRENTE

A ulceragao aftosa recorrente (UAR), também denominada estomatite aftosa
recorrente ou afta, € uma das uma das enfermidades mais frequentes da mucosa
bucal. Sua prevaléncia na populacdo em geral varia de 5 a 66% (ALBANIDOU-
FARMAKI et al., 2008), sendo mais frequente em individuos do sexo feminino, de
cor branca, com idades entre 19 e 29 anos. As lesbes caracterizam-se por
ulceragdes dolorosas, bem definidas, com halo eritematoso e centro necroético
recoberto por uma fina camada pseudomembranosa amarelo-acinzentada (SCULLY;
GORSKY; LOZADA-NUR, 2003; ALTENBURG; ZOUBOULIS, 2008). Localizam-se,
preferencialmente, em mucosa nao ceratinizada e tém predilegdo, em ordem
decrescente, pela mucosa labial, jugal, bordas e ventre de lingua, assoalho bucal,
palato mole e orofaringe (KARACA et al., 2008; MESSADI; YOUNAI, 2010). Ha trés
variagoes clinicas da UAR: menor, maior e herpetiforme. As ulceracbes aftosas
menores sao as mais prevalentes, medem menos de 1,0 cm de didmetro e possuem
duracao de sete a 14 dias. As aftas maiores medem mais de 1,0 cm de didmetro e
sua evolucao varia de semanas a meses, podendo deixar cicatrizes. As ulceracdes
aftosas herpetiformes caracterizam-se por elevado numero de pequenas ulceracoes
e possuem duragao de 7 a 14 dias (SCULLY; GORSKY; LOZADA-NUR, 2003;
AKINTOYE; GREENBERG, 2005).

O diagnostico da UAR é baseado nos dados da anamnese e do exame fisico;
porém, € necessaria a exclusdo de doencas como sindrome de Behget, doenca
celiaca, neutropenia ciclica, sindrome PFAPA (Periodic fever, aphthous stomatitis,
pharyngitis and adenitis) e infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(SCULLY; PORTER, 2008). O diagnéstico diferencial deve ser estabelecido com
doencas que podem se apresentar de forma ulcerada tais como infecgao primaria ou
recorrente pelo HSV, eritema multiforme, liquen plano erosivo, pénfigo vulgar,
penfigdide benigno de mucosa, ulceras traumaticas entre outras (MESSADI,
YOUNAI, 2010).
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2.1.1 Etiologia e patogénese

Chattopadhyay e Shetty (2011) propdéem varias hipoteses para o
desenvolvimento da afta, dentre elas o estresse, mas ressaltam que ainda ndo ha
estudos conclusivos de um agente causal especifico. O mecanismo que
desencadeia o desenvolvimento das lesdes permanece desconhecido, fatores locais
como trauma em individuos geneticamente propensos, fatores nutricionais
(deficiéncia de ferro e de vitaminas do complexo B), microbianos, imunolégicos e
psicolégicos tém sido propostos (SCULLY; GORSKY; LOZADA-NUR, 2003;
AKINTOYE; GREENBERG, 2005).

As alteragdes histopatoldgicas em aftas incluem a infiltragdo do epitélio por
linfocitos, posterior edema e vasculite, que levam a ulceracao, infiltragdo de
neutrofilos, de linfocitos e de plasmadcitos. O desenvolvimento das lesdes esta
associado com desregulagdo nos mecanismos de resposta da mucosa bucal frente a
antigenos exégenos ou enddgenos, ocorrendo uma reagdo imune que envolve as
células T. Ha desequilibrio nas células TCD4+, com posterior proliferacao de
linfécitos TCD8+, mediadores de reacédo citotoxica contra o organismo, que causam
danos teciduais (BUNO et al., 1998; JURGE et al., 2006). Segundo Lewkowicz et al.
(2008), em pacientes acometidos por aftas ha deficiéncia funcional de células T
regulatorias CD4+ e CD25+.

Em pacientes com UAR ha desequilibrio de citocinas T-helper, com o
aumento da atividade Th1 em relagdo a Th2 (BORRA et al.,, 2004; MIYAMOTO
JUNIOR et al., 2008; BORRA et al., 2009; OZDEMIR et al., 2011). As células TCD4+
(T-helper) sao classificadas em trés subgrupos: Th1 (que produz interferon-gama,
interleucina-2 e fator de necrose tumoral-alfa), Th2 (secretoras de interleucinas 4, 5,
10 e 13) e Th17 (que produz interleucinas 17, 22 e 26) (LIANG et al.,, 2006;
DONNELLY et al., 2010). A ativacdo de Th1 conduz ao aumento dos linfécitos
TCD8+, responsaveis pela acao citotéxica (EVERSOLE, 1997). De acordo com
Savage e Seymour (1994) e Borra et al. (2009), ceratinécitos ou células da lamina
propria, em contato com antigenos exdgenos ou enddgenos, sdo responsaveis pela
secreg¢ao de citocinas e quimiocinas Th1 que medeiam a reagao citotdxica contra

células do epitélio bucal.
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Taylor et al. (1992) evidenciaram que ha elevacdo dos niveis do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) em lesdes aftosas. Segundo Borra et al. (2009), essa
citocina parece ser a chave para o desencadeamento da UAR, pois quando sao
utilizados farmacos com ag¢do anti-TNF-a como a talidomida e a pentoxifilina, ha
regressao das lesdes (NATAH et al. 2000; BORAS et al., 2006; EGUIA-DEL VALLE
et al., 2011). A producado de TNF-a induz a inflamagao por seu efeito sobre a
adesdo das células endoteliais e quimiotaxia de neutrofilos (SCULLY; GORSKY;
LOZADA-NUR, 2003; JURGE et al., 2006; SCULLY; PORTER, 2008; MESSADI;
YOUNAI, 2010). Os niveis de interleucina-2 (IL-2) e de interferon-gama (IFN-y)
também se encontram elevados nas lesdes aftosas e os de interleucina-10 (IL-10)
apresentam-se diminuidos. A IL-10 possui acdo anti-inflamatéria e, usualmente,
estimula a proliferacédo epitelial no processo de cicatrizagdo (BUNO et al., 1998;
JURGE et al., 2006).

Uma predisposicao genética parece estar envolvida na etiopatogenia da UAR,
pois ha aumento da frequéncia de HLA (human leucocyte antigen) e historia familiar
positiva em pacientes com lesées (JURGE et al., 2006; CHATTOPADHYAY;
SHETTY, 2011). De acordo com Kumar et al. (2010), em pacientes com UAR ha
deficiéncia na funcao de neutrofilos salivares e séricos, evidenciada pela redugao da
sua capacidade fagocitica. Os neutrofilos foram isolados de amostras de saliva e de
sangue e cultura de Candida albicans foi utilizada para avaliar sua capacidade de
ingestao e fagocitose, a qual se encontrou reduzida.

Segundo Altenburg e Zouboulis (2008), alguns alimentos tais como chocolate,
frutas citricas e bebidas alcodlicas podem interferir na ocorréncia de aftas, bem
como prolongar o seu curso e evolugdo. Detergentes e dentifricios contendo lauril
sulfato de sodio podem causar irritagcdo e também deveriam ser evitados por
individuos predispostos ao desenvolvimento das lesbes. Wray et al. (2000)
verificaram que alguns individuos apresentam hipersensibilidade a conservantes e
corantes de alimentos. Wardhana (2010) sugere que pacientes predispostos a
desenvolver UAR em decorréncia de hipersensibilidade a alimentos devem fazer
terapia topica preventiva nos estagios prodrémico ou inicial da doenga com o uso de
imunossupressores, particularmente corticosteroides.

A UAR ocorre, preferencialmente, em mucosa nao-ceratinizada que é mais
facilmente traumatizada e suscetivel a permeabilidade de varios antigenos como
bactérias, virus e alérgenos (AKINTOYE; GREENBERG, 2005; SUBRAMANYAM,
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2011). Fatores que promovam a redugao da espessura da barreira mucosa como
danos traumaticos (AMINABADI, 2008), deficiéncias nutricionais de ferro, acido folico
e vitamina B4, podem estar associados ao desenvolvimento das lesées (PORTER et
al., 1988; PISKIN et al., 2002; BURGAN; SAWAIR; AMARIN, 2006; COMPILATO et
al., 2010).

A deficiéncia de vitamina Bi, pode afetar a regeneracdo das células da
mucosa bucal com consequente atrofia epitelial, facilitando o desenvolvimento de
aftas (DOUGLAS, 2002). Volkov et al. (2009) evidenciaram que a suplementagéo
com essa vitamina em pacientes com UAR, independente do seu nivel sérico,
contribui significativamente para a reducdo do numero de lesbées, da dor e da
duracéo dos episodios. Compilato et al. (2010) constataram, apds o tratamento de
reposicdo com vitamina B1,, acido fdlico e ferro, que os individuos com histérico
familiar de UAR apresentaram redugcao da frequéncia e severidade das lesoes,
enquanto os sem histérico familiar exibiram remissao total das mesmas. A vitamina
B4, parece ser também moduladora para as células do sistema imune. Foram
encontrados indices de TNF-a mais elevados em pacientes com deficiéncia de
vitamina B, e sua suplementagao regularizou os niveis dessa citocina, bem como os
de IL-6 (SCALABRINO, 2009).

O tabaco e seus produtos inibem a ocorréncia de UAR, havendo uma relagao
inversa entre o fumo e a doenca. E comum o desenvolvimento de aftas em
pacientes que param de fumar e a utilizacdo de gomas de nicotina por estes
individuos reduz o aparecimento das lesées (USSHER et al.,, 2003, MCROBBIE;
HAJEK; GILLISON, 2004). O mecanismo pelo qual o tabaco inibe a ocorréncia de
UAR é desconhecido, porém, uma das hipoteses é de que a nicotina possa
aumentar a queratinizagao da mucosa bucal (GRANDY et al., 1992). Por outro lado,
a abstinéncia dessa substancia comprometeria a resposta imune devido ao estresse
(GRIESEL; GERMISHUYS, 1999; WARDLE; MUNAFO; WIT, 2011). A nicotina afeta
indiretamente a resposta imunolégica em lesdes inflamatdrias por induzir a produgao
de glicocorticoides pelo eixo HPA (SOPORI, 2002) e, diretamente, por reduzir a
producao de TNF-a (FLOTO; SMITH, 2003).

Alguns estudos tém investigado o papel de agentes microbiolégicos na
patogénese da UAR. Sun, Chia e Chiang (2002) evidenciaram o envolvimento de
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus

gordonii e Streptococcus mitis na ocorréncia das lesdes. Lin et al. (2005)
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observaram que infec¢des pelos virus do herpes simples, Epstein-Barr, papiloma
virus humano e citomegalovirus predispdéem ao desenvolvimento das lesdes por
ativarem citocinas como a IL-2 e a IL-4. Por outro lado, Fritscher et al. (2004) e
Mansour-Ghanaei et al. (2005) ndo encontraram associagdo da bactéria
Helicobacter pylori com a etiologia da UAR.

Ha evidéncias de que a ansiedade e o estresse predisponham a ocorréncia
da UAR (MCCARTAN; LAMEY; WALLACE, 1996, ALBANIDOU-FARMAKI et al.,
2008). Soto-Araya, Rojas-Alcayaga e Esguep (2004) constataram que pacientes
com liquen plano oral (LPO), com a SAB ou com UAR apresentaram niveis de
estresse e de ansiedade mais elevados, concluindo que estas alteragcdes
psicolégicas desempenham um papel importante em relagdo a saude dos tecidos
bucais. Chiappelli e Cajjulis (2004) sugerem que o desenvolvimento de UAR ou de
LPO devido ao estresse, depende da perspectiva psicobiolégica em resposta a esse
estimulo. Segundo Elenkov (2004), o estresse agudo ou crénico pode afetar a
resposta imune do organismo, havendo estimulagdo do eixo HPA, com aumento dos
niveis de cortisol e desequilibrio das citocinas Th1/Th2. Varias doengas autoimunes
caracterizam-se por alteracdes no equilibrio entre essas citocinas.

Miller e Ship (1977) realizaram um estudo longitudinal no qual foram avaliados
651 estudantes com UAR. Doze anos apds, estes individuos foram reavaliados e
exibiram menores indices de lesdes. Os autores concluiram que estudantes
apresentam maior incidéncia de UAR devido aos elevados niveis de estresse.
Buajeeb et al. (1990) investigaram sintomas de ansiedade por meio do questionario
Self-rating Anxiety Scale, em 3016 pacientes, dos quais 46,7% eram portadores de
UAR. Os autores verificaram que individuos com afta foram mais ansiosos e que
este sintoma psicoldgico foi mais prevalente em mulheres, em ambos os grupos.
Gallo, Mimura e Sugaya (2009) encontraram niveis significativamente mais elevados
de estresse em pacientes com UAR em comparagdo a individuos-controle, sem
histérico da doencga. Entretanto, essa alteragdo psicologica ndo se correlacionou a
gravidade das lesdes, sugerindo que atue como um gatilho que aumenta a
suscetibilidade de pacientes predispostos a desenvolvé-las.

Como o mecanismo de desenvolvimento das lesbes permanece
desconhecido, os tratamentos disponiveis objetivam a diminuigdo da dor, redugdo do
numero e tamanho das lesbes, bem como o aumento do intervalo entre os episddios

de aftas (ZAND et al., 2009). Medicamentos de uso tdpico como corticosteroides,
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antialérgicos, anti-inflamatdérios e antimicrobianos tém sido utilizados. Em episédios
mais frequentes e graves, refratarios a terapia topica, farmacos de uso sistémico
como corticosteroides, agentes anti-TNF-a ou drogas imunomoduladoras tém sido
indicados (SCULLY; PORTER, 2008). De Souza et al. (2010) evidenciaram a
eficacia do laser na reducéo do tempo de evolucdo das lesdes. Ao utilizarem o laser
de baixa intensidade em aftas menores, Zand et al. (2009) constataram que uma

aplicagao reduziu consideravelmente a sintomatologia dos pacientes.

2.2 CORTISOL

O cortisol (Figura 1), principal horménio glicocorticoide em humanos, é
secretado na camada média (zona fasciculada) do coértex das gléandulas supra-
renais. Este horménio exerce diversos efeitos no organismo como estimulagdo da
gliconeogénese, contribuicdo para a perda muscular, diminuigdo da utilizagdo de
glicose pelas células, inibicdo da sintese de colageno, da diferenciacdo de células
osteoprogenitoras em osteoblastos, da absor¢édo de calcio intestinal, aceleracado da
reabsor¢cao O0ssea, modulacdo da excitabilidade, do comportamento e do humor,
aumento da pressao arterial, além de possuir propriedades anti-inflamatorias e servir
de modificador do sistema imune (VANDERHAEGHE, 2001).

Figura 1 - Molécula de cortisol.

CH,0H
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Fonte: http://themedicalbiochemistrypage.org/steroid-
hormones.htm. Acesso em agosto de 2010.
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O cortisol regula o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, reduz a
permeabilidade dos capilares, afeta a sensibilidade do sistema nervoso e a resposta
ao estresse (GUYTON, 2006). Em niveis normais, estimula o sistema imune frente a
reacdes alérgicas e inflamatdrias, mas pode promover imunossupressdo quando em
concentracdes muito elevadas ou quando prescrito terapeuticamente, em forma de
droga sintética (VANDERHAEGHE, 2001).

A secregdo de cortisol € controlada pelo eixo HPA (hipotalamo-hipofise-
adrenal), que € ativado por fatores metabdlicos, fisicos ou estresse emocional. Na
ativacdo do eixo HPA, ocorre a liberacdo de hormoénio liberador de corticotropina
(CRH) pelo hipotalamo, que ativa a liberacdo de adrenocorticotropina (ACTH) pela
hipofise, estimulando as adrenais a secretarem cortisol (BECKER, 2001; KING;
HEGADOREN, 2002; GUYTON, 2006). A elevagao dos niveis de cortisol exerce um
efeito de feedback sobre o hipotalamo e sobre a hipdfise, reduzindo a formacéo de
CRH e ACTH (JACOBSON; SAPOLSKY, 1991; BLACK, 1994). Traumatismos,
queimaduras, infec¢des e ansiedade s&o alguns exemplos em que ha aumento de
liberagdo de CRH e de ACTH e, em minutos, o nivel de cortisol pode aumentar em
até 20 vezes (GUYTON, 2006). A elevagcao do cortisol devido a estimulos
psicolégicos ou fisicos é transitéria, havendo uma adaptacédo do eixo HPA frente a
consecutivas situagdes estressoras (SCHOMMER; HELLHAMMER; KIRSCHBAUM,
2003). Fitzgerald (2011) evidenciou variacado na capacidade de reagdo imune devido
a secregao de cortisol, visto que esse glicocorticoide deprime o sistema imunoldgico.

Sob condi¢gbes normais, o cortisol é secretado de forma pulsatil. Ocorrem,
aproximadamente, 15 pulsos ao longo do dia, com um pico maximo de liberagéo
pela manha (nivel plasmatico de aproximadamente 20 ug/dL) e declinio gradativo ao
longo do dia. Seu nivel mais baixo, cerca de 5 pg/dL, é atingido por volta da meia
noite (FERRARI et al., 2001; VREEBURG et al., 2010; WINGENFELD et al., 2010). A
meia-vida do cortisol plasmatico varia de 70 a 120 minutos (KIRSCHBAUM et al.,
1989).

As concentragdes de cortisol no organismo humano podem ser medidas no
plasma, na urina e na saliva (WEINSTEIN et al., 1999). A determinacdo dos niveis
salivares de cortisol livre tem sido uma ferramenta eficiente e muito utilizada nos
estudos que objetivam a investigacdo da funcdo do eixo HPA (GROSCHL et al.,
2001). A coleta para determinagao do cortisol salivar € um procedimento simples,

nao invasivo, livre do estresse da venopungado e que permite varias analises em
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diferentes momentos do dia, necessarias para avaliagao do ritmo circadiano desse
esterdide (LUZ et al., 2006). Na saliva, 100% do cortisol esta livre e biologicamente
ativo. Alteragcdes no fluxo salivar ndo influenciam os niveis desse horménio, pois o
tamanho reduzido e a alta solubilidade de sua molécula facilitam a difusdo através
das membranas das células epiteliais glandulares. Os niveis de cortisol salivar
também nao exibem alteragdes significativas em relagdo ao sexo € ao avango da
idade (AHN et al., 2007). Para n&o haver interferéncias na dosagem desse
horménio, os pacientes devem evitar o consumo de alimentos, bebidas ou de
cigarros 30 minutos antes das coletas (POLL et al., 2007).

Ha evidéncias de que o estresse e a ansiedade estejam relacionados ao
aumento dos niveis de cortisol, por isso, esse esterdide é rotineiramente utilizado
como biomarcador de estresse (SCHOMMER; HELLHAMMER; KIRSCHBAUM,
2003; VEDHARA et al., 2003; WIRTZ et al., 2007; HELLHAMMER; WUST;
KUDIELKA, 2009). O estresse esta intimamente relacionado com depressao e
ansiedade, podendo modificar fungdes imunes e predispor ao desenvolvimento de
algumas doengas (ANDERSSON; LORENTZEN; ERICSSON-DAHLSTRAND, 2000;
WINDLE et al., 2001; BOSCH et al., 2003). Niveis elevados de cortisol no plasma,
urina e fluido espinhal foram encontrados em pacientes com depressao maior
(OWENS; NEMEROFF, 1993, PARIANTE; MILLER, 2001). Vreeburg et al. (2010) e
Franz et al. (2010) encontraram niveis salivares de cortisol mais elevados em
pacientes ansiosos do que em pacientes-controle, uma hora apds o despertar.
Weinrib et al. (2010) evidenciaram, em pacientes com céancer ovariano € com
metastases, a presenca de depressdo, bem como desregulacdo dos niveis de
cortisol.

McCartan, Lamey e Wallace (1996) analisaram os niveis de ansiedade e de
cortisol salivar de dois grupos de pacientes com UAR. Um dos grupos apresentava
lesbes persistentes e niveis séricos normais de ferro, vitamina B1, e de acido fdlico,
enquanto o outro grupo exibia deficiéncia desses elementos. Os niveis de cortisol e
de ansiedade do primeiro grupo foram significativamente mais altos em relagdo ao
segundo, no qual as lesdes regrediram quando os valores de ferro, de vitamina By, e
de acido félico foram corrigidos. Os autores verificaram que, em alguns pacientes, a
ansiedade e o estresse tém papel importante no desenvolvimento das lesdes, porém
0 mecanismo de como estas alteragbes psicologicas predispdem a ocorréncia de

UAR ainda n&ao é conhecido.
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Albanidou-Farmaki et al. (2008) analisaram os niveis de cortisol salivar e
sérico, bem como de ansiedade de 38 pacientes com aftas e 38 pacientes-controle.
Os pacientes de ambos os grupos nao apresentaram outras doengas e 0s exames
hematoldgicos encontraram-se dentro da normalidade. A ansiedade foi medida por
meio do instrumento Spielberger’s State-Trait Anxiety Inventory (STAI) e o cortisol foi
analisado por Luminenscent Immunoassay (LIA). Os niveis de cortisol salivar, sérico
e de ansiedade foram significativamente mais elevados no grupo com UAR.

Concentragdes elevadas de cortisol salivar foram também encontradas em
pacientes com outras doencas bucais tais como a SAB (AMENABAR et al., 2008) e
o liquen plano oral (LPO) (KORAY et al., 2003; SHAH; ASHOK; SUJATHA, 2009).
Amenabar et al. (2008) analisaram os niveis de cortisol salivar e de ansiedade de 30
pacientes com SAB e de 30 pacientes-controle, encontrando niveis mais elevados
desse hormoénio e escores superiores de ansiedade em individuos com a doenca.

Koray et al. (2003) mediram as concentragdes de cortisol salivar de 40
pacientes com LPO e investigaram a sua associagao com niveis de ansiedade. Nos
pacientes com a doencga os niveis de cortisol e os escores de ansiedade foram mais
elevados quando comparados aos individuos-controle, porém, nao foi encontrada
correlagao entre estas variaveis, presumivelmente pela etiologia complexa do LPO,
dependente de fatores genéticos e ambientais, bem como do estilo de vida desses
pacientes. Shah, Ashok e Sujatha (2009) analisaram os niveis de cortisol e os
escores de depressio, ansiedade e estresse em 30 pacientes com LPO, utilizando a
Depression, Anxiety and Stress Scale (DASS). Foram encontrados escores de
depressao, ansiedade e estresse, bem como niveis de cortisol mais elevados em

pacientes com essa enfermidade.

2.3 DESIDROEPIANDROSTERONA (DHEA)

A DHEA (Figura 2) € um esteréide produzido pelo cortex da glandula adrenal,
pelas gbnadas e pelo SNC, razéo pela qual é também chamada de neuroesterdide
(NIESCHLAG et al.,, 1973). A DHEA e sua forma sulfatada (DHEAS) s&o os
esterdides circulantes mais abundantes em humanos e, apesar de nao
apresentarem atividade androgénica intrinseca, ambas s&o precursoras de

andrégenos e estrégenos potentes e podem ser convertidas na maioria dos tecidos
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periféricos em testosterona, di-idrotestosterona e estrona. Cerca de 98% da DHEA
circulante na corrente sanguinea € ligada a albumina e apenas 2% esta na forma

livre, ou seja, biologicamente ativa (BECKER, 2001).

Figua 2 - Molécula de DHEA
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Fonte: http://themedicalbiochemistrypage.org/steroid-hormones.html
Acesso em agosto de 2010.

A secrecdo da DHEA também esta sob controle do eixo HPA, sendo dessa
forma, estimulada pela produgdo de ACTH (BEISHUIZEN; THIJS; VERMES, 2002).
A DHEA exibe ritmo circadiano, com pico de elevagao matinal, declinio durante o
dia, secre¢do minima a noite e elevagao abrupta durante o sono profundo (BECKER
et al., 2001). Embora as concentragées de DHEA no sangue oscilem em paralelo
com as de cortisol, esse hormonio parece nao sofrer controle de feedback a nivel do
eixo HPA (BEISHUIZEN; THIJS; VERMES, 2002). A DHEA tem meia-vida curta (30
minutos ou menos), enquanto a sua forma sulfatada (DHEAS) tem meia-vida
biolégica mais longa (7-10 h) (LONGCOPE, 1996).

A secrecao da DHEA exibe variagdo marcante ao longo das diferentes faixas
etarias. Inicia-se antes dos oito anos de idade e segue um padrao caracteristico ao
longo da vida, alcangando concentragdes organicas mais elevadas entre os 25 e 35
anos de idade (BELANGER et al., 1994; PALMERT et al., 2001). Ahn et al. (2007)
encontraram niveis matinais de DHEA em torno de 0,79 nmol/L, em pacientes com
idades entre 20 e 50 anos, havendo reducdo significativa desse esterdide em

individuos com mais de 50 anos, com niveis de cerca de 0,62 nmol/L. Segundo
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Gruenewald e Matsumoto (2001), nas oitava e nona décadas de vida a producao de
DHEA diminui para 10 a 20% em relagéo as concentragbes de adultos jovens. O fato
de o cortisol ndo ter a sua liberacdo suprimida pela idade faz com que o ambiente
neural figue mais exposto a este glicocorticoide, sem a agdo moderadora da DHEA,
0 que poderia causar o surgimento de deficiéncias cognitivas, depressao, ansiedade
e estresse (HERBERT, 1997; FERRARI et al., 2001).

Niveis baixos de DHEA estdo relacionados com pior bem-estar psicolégico
(VAN NIEKERK; HUPPERT; HERBERT, 2001) e com depressao (MICHAEL et al.,
2000). Estudos em adultos e adolescentes com diagndstico de depressdo maior
sugerem que esta doengca pode estar associada a uma variagdo circadiana
desordenada das concentracées de DHEA (TORDJMAN et al., 1995; GOODYER et
al., 1996). Goodyer et al. (1996) investigaram os niveis salivares deste esterdide em
82 adolescentes com depressdo maior, com idades entre 8 e 16 anos, e
evidenciaram elevados niveis salivares noturnos de cortisol e baixos niveis salivares
matinais de DHEA. Herbert et al. (1996) associaram altera¢des psicoldgicas como
panico e fobia com niveis reduzidos de DHEA salivar matinal em 68 adolescentes.
Michael et al. (2000) constataram que os niveis salivares matinais de DHEA de um
grupo de pacientes adultos, com idades entre 20 e 64 anos, eram inversamente
proporcionais aos indices de depressao.

Elevacéo na relagdo entre cortisol/DHEA foi encontrada por Young, Gallagher
e Porter (2002) e Markopoulou et al. (2009) em pacientes com depressao. Por outro
lado, Shirotsuki et al. (2009) encontraram reducdo na relagdo cortisol/DHEA em
pacientes submetidos a repetidas situacdes estressoras e de ansiedade. Niveis
diminuidos de DHEA foram também encontrados em pacientes com doencas
cardiovasculares, doengas degenerativas, tumores malignos, artrite reumatoide e
Aids, em individuos que sofreram queimaduras, com anorexia nervosa, sindrome de
Cushing, diabetes, esquizofrenia e doenga de Alzheimer (KROBOTH et al., 1999;
WOLF; KIRSCHBAUM, 1999; BECKER, 2001).

A DHEA antagoniza varios efeitos biolégicos dos glicocorticoides in vivo,
protegendo células do hipocampo do estresse oxidativo, o que pode contribuir contra
doencas do envelhecimento. Segundo Charalampopoulos et al. (2008), a DHEA tem
acao neuroprotetora, exercendo efeitos anti-apoptoticos importantes na prevengao
de atrofia cerebral e de doencgas degenerativas como mal de Parkinson, esclerose

multipla e doenga de Alzheimer, nas quais se evidencia a redugao dos niveis desse
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esterdide. Tem sido proposto que a diminuicao das concentracbes de DHEA em
idosos contribui para a desregulacdo do equilibrio das citocinas Th1 e Th2,
reduzindo os niveis de Th1 e aumentando os de Th2 (HAZELDINE; ARLT; LORD,
2010). Porém os mecanismos desse processo ainda sao desconhecidos (SVEC,;
PORTER, 1998; KIMONIDES et al., 1999; BASTIANETTO et al., 1999).

A DHEA também parece atuar como potente imunomodulador, no
restabelecimento das fungdes das células imunes e na diminuicdo da suscetibilidade
a infecgbes (EBELING; KAIVISTO, 1994; OBERBECK et al., 2001). No estresse
cronico pode haver aumento dos niveis de glicocorticoides e diminuicdo das
concentragbes plasmaticas de DHEA, com consequente redugdo da imunidade
celular (BAUER, 2005). Condigdes como essas podem ser verificadas na artrite
reumatoide, no lUpus eritematoso sistémico, em pacientes infectados pelo HIV, na
AIDS dentre outras doengas (CHEN; PARKER JUNIOR, 2004).

Segundo Becker (2001) e Chen e Parker Junior (2004), os efeitos anti-
inflamatérios da DHEA incluem a inibigdo da secre¢ao de radicais livres e do TNF-aq,
diminuindo danos teciduais. Solano et al. (2008) verificaram que a DHEA inibe a
proliferacdo de células T. A suplementacao com DHEA pode suprimir a resposta Th1
ou Th2, pois esse esterdide suprime a produc¢ao de IFN-y, que por sua vez inibe as
células Th2, dependendo da dose administrada (CHOI et al., 2008).

Field et al. (1994) demonstraram que individuos fumantes exibem
concentragdes séricas de DHEA superiores as de nao-fumantes. Pierucci-Lagha et
al. (2006) demonstraram os efeitos da ingestdo de alcool nos niveis de DHEA.
Quarenta minutos apés ingerirem bebidas alcoodlicas, os pacientes apresentaram
elevagao dos niveis séricos de DHEA. Os niveis desse horménio ndo sao alterados
pelo ciclo menstrual, porém ha diminuicdo de sua concentracdo na urina em
pacientes que fazem uso de contraceptivo oral (BAYLE et al., 2009).

Dias Fernandes et al. (2009) analisaram as concentragdes salivares de DHEA
em pacientes do sexo feminino com a SAB. Pacientes com a sindrome exibiram
niveis salivares de DHEA inferiores aos de individuos-controle do mesmo sexo e
faixa etaria. Permanece controverso se a redugcdo dos niveis desse hormdnio
representa uma resposta adaptativa a sindrome, ou se é responsavel pelo
agravamento e perpetuagéo dos sintomas dessa doencga.

Girardi et al. (2011) analisaram os niveis salivares de cortisol, DHEA, a

relagado entre esses esteroides, bem como os escores de depressdo, ansiedade e
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estresse em 31 pacientes com LPO. Os pesquisadores ndao encontraram diferenca
significativa desses esterdides, da relagcdo cortisol/DHEA, nem das variaveis

psicoldgicas entre pacientes portadores da doenga em relagao ao grupo-controle.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as concentracdes salivares de cortisol e de DHEA, bem como os

niveis de estresse e de ansiedade em pacientes com UAR.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar as concentragdes salivares dos hormonios cortisol e DHEA de pacientes
com UAR, durante um episédio de lesdo e apds a sua remissdo, e compara-las
as de individuos-controle.

e Avaliar por meio de escalas psicométricas, os niveis de estresse e de ansiedade
de pacientes com UAR e compara-los aos de individuos-controle.

e Determinar a relag&o (ratio) entre os hormoénios cortisol e DHEA em pacientes
com UAR, durante um episodio de lesdo e apds a sua remissdo, e compara-la
a de pacientes-controle.

o Verificar se ha associacdo entre a presenca de estresse e as concentragdes
salivares de cortisol e de DHEA em pacientes com UAR e controles.

o Verificar se ha correlacdo entre os escores de ansiedade e as concentragdes
salivares de cortisol e de DHEA em pacientes com UAR e individuos-controle.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade
de Odontologia e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) (Anexos A e B). Os pacientes que
constituiram a amostra foram esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos do
estudo e apds concordarem em participar, assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Apéndice A).

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo clinico transversal, controlado e observacional (ESTRELA, 2001;
PEREIRA, 2001; JEKEL, 2002).

4.3 VARIAVEIS

¢ Independente: a presenca de UAR.

e Dependentes: as concentragcdes salivares de cortisol e de DHEA e os
escores de estresse e de ansiedade.

4.4 POPULAGCAO E AMOSTRA

A amostra foi constituida por 60 (sessenta) individuos de ambos os sexos,
com idades entre 18 e 50 anos que foram distribuidos em:
e Grupo-caso: 30 pacientes com UAR.
e Grupo-controle: 30 pacientes sem histérico conhecido de UAR,
emparelhados por sexo e idade com os pacientes do grupo-caso.
Os pacientes do grupo-caso foram selecionados no Servigo de Estomatologia
do Hospital S0 Lucas da PUC e na Policlinica da Policia Civil do Estado do Rio

Grande do Sul (RS). Os individuos-controle, selecionados na Policlinica da Policia
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Civil (RS), na sua maioria foram servidores do quadro administrativo, bem como

seus familiares e estagiarios.

4.4.1 Critérios de Inclusao

e Grupo-caso: foram incluidos pacientes acometidos por UAR, nas suas
diferentes formas clinicas, com evolugdo de até 72 horas (trés dias). Os
pacientes deveriam referir no minimo dois episoddios da doenga no ultimo ano.
Estes pacientes foram também avaliados apds a remisséo da (s) leséo (6es).

¢ Grupo-controle: foram incluidos pacientes que nao apresentaram histérico
conhecido de UAR.

4.4.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo os individuos que:

e Apresentassem lesdes erosivas, ulceradas (exceto UAR) ou de natureza
infecciosa na mucosa bucal.

¢ Fossem portadores de doengas sistémicas como lupus eritematoso, sindrome
de Behget, doenca de Crohn, doenga celiaca, sindrome de Sjogren,
neutropenia ciclina, AIDS ou soropositivos para o HIV.

e Fossem portadores da SAB.

e Apresentassem neoplasias malignas ou  histérico de tratamento
quimioterapico ou radioterapico.

e Fossem fumantes.

¢ Fizessem uso de medicamentos antidepressivos, ansioliticos, corticosteroides
ou repositores hormonais.

e Apresentassem alteragdes no hemograma, nas concentragbes séricas de

glicose, de ferro, de acido folico, de vitamina B4, ou FAN (fator anti-nuclear)

reagente com titulos iguais ou superiores a 1:160.

4.5 PROCEDIMENTOS

Para cada individuo da amostra foi preenchida uma ficha (Apéndice B) com
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dados de identificacao, informacdes referentes a anamnese e ao exame fisico, bem
como com os resultados dos exames laboratoriais citados a seguir.

Durante a anamnese foram registrados a historia médica e os medicamentos
utilizados pelo paciente. Os individuos com UAR foram questionados quanto ao
tempo de evolugdo da doenga, a duracdo da(s) lesdo(des), a frequéncia de
ocorréncia dos episédios e se 0s associava com alguma causa.

Posteriormente, foi realizado o exame fisico intrabucal. Para os pacientes com
UAR, foram registrados o numero de lesdes, sua localizagdo e tamanho. Para o
diagndstico da UAR foram utilizados os critérios estabelecidos por Jurge et al.
(2006). Para todos os pacientes deste estudo foram solicitados hemograma,
glicemia, anti-HIV, fator anti-nulear (FAN), concentragdes séricas de ferro, de acido

folico e de vitamina B.

4.5.1 Instrumentos para a investigagao dos sintomas de estresse e ansiedade

Para a investigacdo dos sintomas de estresse e de ansiedade foram
aplicados, por uma psicéloga, instrumentos psicométricos validados para a
populagao brasileira e reconhecidos pelo Conselho Federal de Psicologia, por meio
de parecer favoravel datado de 06/11/2003.

Para a avaliagdao dos sintomas de ansiedade foi utilizada a versao em
portugués do Inventario de Ansiedade de Beck (BAI) (CUNHA, 2001) (Anexo C).
Esta versdo foi validada para ser utilizada em pacientes psiquiatricos e nao
psiquiatricos, assim como na populagdo em geral, com idade minima de 17 anos. O
BAI contém 21 itens, cada qual com escala de quatro pontos que refletem niveis
crescentes de cada sintoma de ansiedade.

Para avaliacdo do estresse foi utilizado o Inventario de Sintomas de Stress
para adultos de Lipp (ISSL), que inclui um modelo quadrifasico para estudos de
estresse (Anexo D). O ISSL é composto por trés quadros que referem os sintomas
relacionados com o estresse experimentados pelo individuo nas ultimas 24 horas
(quadro 1), ultima semana (quadro 2) e ultimo més (quadro 3), resultando na
identificacdo de quatro estagios que correspondem as fases de alarme, resisténcia,
guase exaustao e exaustdo ao estresse. Cada quadro é ainda subdividido em a, que
representa sintomas fisicos, e b, referente a sintomas psicolégicos do estresse. Esse

inventario inclui 37 itens de natureza fisioldgica e 19 de carater psicoldgico.
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No grupo-caso os instrumentos psicométricos foram aplicados na primeira

avaliagao, ou seja, na presencga de lesdes.

4.5.2 Coleta das amostras de saliva

A saliva foi coletada em trés momentos, no mesmo dia: entre 7 h e 9 h (antes
do café da manha), entre 11 h e 13 h (antes do almogo) e entre 19 h e 21 h (antes
do jantar). Foram utilizados potes descartaveis, transparentes, de polipropileno, com
capacidade de 60 mL, devidamente identificados para cada periodo de coleta
(Figura 3).

Figura 3. Recipientes contendo a saliva coletada pela manha, a tarde e a noite.

Fonte: A autora (2011).

Foram fornecidas, verbalmente e por escrito, as seguintes orientagdes para
os individuos de ambos os grupos realizarem a coleta de saliva:

- ndo ingerir bebida alcoodlica nas 24 h anteriores;

- ndo ingerir alimentos ou bebidas, nem colocar qualquer substancia na boca,
inclusive ndo escovar os dentes, por no minimo uma hora antes da coleta;

- ndo aplicar farmacos ou produtos cosméticos nos labios (tais como batom,
cremes ou manteiga de cacau);

- enxaguar a boca com agua previamente;

- manter-se sentado e com os olhos abertos;

- depositar a saliva no frasco de coleta, conforme o acumulo na boca, pelo

tempo necessario para que fosse atingida a marca de 1,5 mL;
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- armazenar os recipientes no congelador até o dia seguinte quando os
mesmos seriam recolhidos pela pesquisadora.
Os frascos foram recolhidos pela pesquisadora em caixas de isopor com gelo
e armazenados em freezer a —20°C o que permite o rompimento das mucinas
salivares, até a data das analises (MANIGA; GOLINSKY, 2001).
Para o grupo-caso as amostras de saliva foram coletadas em dois momentos:
a) Presenca de lesdes: respeitando o limite de até 72 h de evolugao.
b) Remissao das lesdes: no minimo uma semana apods a remiss&o das lesdes.
As amostras do grupo-caso e as do grupo-controle foram coletadas entre

segunda e sexta-feira.

4.5.3 Analises das concentragdes salivares de cortisol e DHEA

As amostras de cada periodo de coleta (manha, tarde e noite) foram
analisadas separadamente permitindo avaliar a variagao circadiana dos esterdides.
As anadlises foram realizadas em duplicata e em baterias seriadas, por meio da
técnica de radioimunoensaio (RIE). As amostras foram descongeladas, transferidas
para tubos de polipropileno e centrifugadas por 15 minutos a 1500 rpm (rotagbes por
minuto) para separacdo das mucinas salivares. Para analise foi utilizado o

sobrenadante das amostras (Figura 4).

Figura 4 - Precipitagdo da mucina no tubo de
polipropileno, apds a centrifugagao.

Fonte: A autora (2011).
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Para analise do cortisol salivar foi empregado o Kit Coat-A-Count® Cortisol
(Siemens Medical Solutions Diagnostic, Los Angeles, Califérnia, USA), com
anticorpo monoclonal especifico para este hormbnio (Figura 5). As concentra¢des
de cortisol foram determinadas em um unico dia com kits do mesmo lote de
fabricagéo, seguindo as especificagdes do fabricante. O principio do teste é o da
fase sdlida, o anticorpo ja vem aderido ao tubo-teste e os niveis de cortisol da
amostra competem com o cortisol radioativo (cortisol 1'?°) pelos sitios do anticorpo
contido no tubo. Apds o periodo de incubacdo de 24 horas, em temperatura
ambiente (25°C), o sobrenadante foi aspirado e a radiagao remanescente em cada
tubo foi mensurada. A sensibilidade analitica do ensaio é de 0,11 ug/dL ou 3,03

nmol/L (Anexo E).

Figura 5 - Kit Coat-A-Count cortisol para analise das concentragdes de cortisol nas
amostras salivares.
e W PR
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Fonte: A autora (2011).

A determinacdo da DHEA nas amostras salivares foi realizada com kit com
anticorpo monoclonal e especifico para DHEA (DSL®-8900 DHEA RIA - Diagnostics
Systems Laboratories, Inc, Webster, Texas — USA) (Granger, 1999) (Figura 6). As
analises foram realizadas em unico um dia e com kits do mesmo lote, seguindo as
especificagdes do fabricante. O ensaio seguiu o principio competitivo da fase liquida,

em que o esterdide contido na amostra compete com a DHEA marcada com 2
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pelos sitios de ligagdo ao anticorpo especifico. As moléculas ligadas ao anticorpo,
apos o periodo de incubagéo de 24 horas, foram precipitadas por centrifugacao e a
concentragdo de DHEA da amostra foi determinada pela contagem da radiacéo do
precipitado. A sensibilidade analitica do ensaio € de 0,025 ug/mL ou 0,09 nmol/L
(Anexo F).

Figura 6. Kit DHEA RIA para analise das concentragbes de DHEA nas
amostras salivares.

Fonte: A autora (2011).

Para contagem da radiacdo dos ensaios foi utilizado o contador Gamma C12®
(EURO-DPC) (Figura 7) durante um minuto para o cortisol e dois minutos para a

DHEA. Os resultados foram calculados pelo software especifico do equipamento.
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Figura 7. Tubos de polipropileno acondicionados no contador Gamma C12® (EURO-DPC) e
monitor mostrando a contagem da radiagdo gama remanescente dos ensaios por meio do
software especifico do equipamento.

Fonte: A autora (2011)

Para a todas as etapas dos procedimentos, foram adotadas as precaucdes

necessarias inerentes para materiais radioativos.

4.6 ANALISE DOS DADOS

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software Statistical
Package for the Social Sciences (SSPS) versédo 11.0. As variaveis foram analisadas,
inicialmente, por meio de estatistica descritiva. As variaveis qualitativas foram
apresentadas por frequéncias absolutas e relativas. As variaveis quantitativas foram
descritas por meio de média e desvio-padrao e, quando nao satisfizeram a
suposicdo de normalidade, foram representados por mediana e intervalos
interquartis (percentil 25 e percentil 75).

O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi aplicado para comparar os
escores de ansiedade entre os grupos. O teste Exato de Fischer foi utilizado para as
variaveis categoricas: niveis de ansiedade e presenca de estresse. O teste t de
Student foi utilizado para comparar os grupos quanto a idade. O teste de Mann-
Whitney foi também utilizado para comparar os grupos quanto aos niveis salivares
de cortisol e DHEA, variagdo circadiana dos esteréides e relagao cortisol/DHEA.
Para avaliar a associagao entre presenca de estresse e niveis de cortisol e DHEA foi
aplicado o teste de Mann-whitney. O coeficiente de correlacdo de Spearmann foi
empregado para verificar a correlagdo entre os escores de ansiedade e os niveis

salivares dos horménios. Foram considerados significativos valores de p<0,05.



41

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Em ambos os grupos, 22 (73,3%) individuos eram do sexo feminino e oito
(26,7%) do masculino, com idades variando entre 18 e 50 anos. A média de idade
do grupo-caso foi de 31,8 (x11,06) anos e do grupo-controle de 32,1 (£11,04) anos,
sem diferenca significativa entre ambos quanto a esta variavel (teste t de Student, p=
0,917).

Todos os pacientes do grupo-caso apresentaram UAR do tipo menor (Figura

8), totalizando 51 lesdes. Os sitios acometidos estao relacionados na tabela 1.

Figura 8 - Multiplas ulceragdes aftosas recorrentes do tipo menor.

Fonte: Servico de Estomatologia e Prevengdo do Cancer
Bucomaxilofacial do Hospital Sdo Lucas da PUC/RS (2011).
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Tabela 1- Distribuicdo dos casos de UAR segundo a localizagao das lesdes

=}

Sitios de localizagao das lesdes %
|

Lingua 18 35,3

Bordas laterais 9 17,6

Apice 5 9,8

Ventre 4 7,8
Mucosa labial 17 33,3
Fundo de sulco 9 17,6
Gengiva 3 59
Mucosa jugal 2 3,9
Assoalho 2 3,9
Total 51 100

]
n= frequéncia; %= porcentagem
Fonte: A autora (2011).

Quanto ao tempo de evolugao, 17 (56,7%) pacientes relataram apresentar a
doenga desde a infancia, sete (23,3%) desde a adolescéncia, enquanto seis (20%)
referiram ser acometidos pela primeira vez na idade adulta. A frequéncia de
aparecimento das lesdes variou de trés vezes ao més a duas vezes ao ano.

Ao serem questionados quanto ao agente causal que poderia estar associado
ao desencadeamento das ulceras, 30% dos pacientes citaram o estresse, 30% nao
associaram as lesdes a uma causa especifica, 20% as relacionaram a alimentos,

10% a agentes traumaticos e 10% a alimentacao e ao estresse.

5.2 COMPARACAO ENTRE OS PACIENTES-CASO E CONTROLES

Os testes psicométricos (BAI e ISSL) foram aplicados uma vez em cada
grupo, sendo que no grupo-caso foram empregados em fase de presenca de lesdes.
Neste grupo, as concentragdes salivares dos esterdides foram analisadas em dois

momentos, na presenga de UAR e, no minimo, uma semana apds sua remissao.

5.2.1 Sintomas de ansiedade e de estresse
No grupo-caso, os escores do Inventario de Ansiedade de Beck (BAl)

variaram de 0 a 48 pontos, com mediana de 8 (3,0 -10,3). No grupo-controle, esses



escores variaram de 0 a 7 pontos, com mediana de 2 (1,0-5,3). Foi observada
diferengca significativa entre os grupos quanto a esta variavel (teste de Mann-
Whitney, p<0,001) (tabela 2).

Tabela 2 — Escores de ansiedade dos pacientes dos grupos caso e controle, obtidos por meio
do inventario BAI.

Grupo-caso Grupo-controle
Mediana Percentil 25-75 Mediana Percentil 25-75 p
Escores do
BAI 8,0 3,0-10,3 2,0 1,0-5,3 <0,001

Teste de Mann-Whitney; p<0,001
Fonte: A autora (2011).

Quando os escores de ansiedade foram categorizados em minimo/leve e
moderado/grave, nao foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os

grupos caso e controle (Teste exato de Fischer; p= 0,492) (tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo dos pacientes dos grupos caso e controle quanto aos niveis de
ansiedade

Grupo-caso Grupo-controle Total
Niveis de ansiedade
n (%) n (%) n (%)
Minimo/ Leve 28 (93,33) 30 (100) 58 (96,67)
Moderado/ Grave 2 (6,67) - 2 (3,33)
Total 30 (100) 30 (100) 60 (100)

Teste exato de Fischer; p= 0,492
n= frequéncia, %= porcentagem
Fonte: A autora (2011).

Os pacientes com UAR e controles foram categorizados de acordo com a
presenca de estresse, conforme os escores do inventario ISSL (tabela 4). Enquanto
19 pacientes-caso apresentavam estresse, esta alteracao psicoldgica foi observada
em sete pacientes do grupo-controle. Foi observada diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos (Teste exato de Fischer, p=0,004).
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Tabela 4. Distribuicdo dos pacientes dos grupos caso e controle quanto a presen¢a de
estresse.

Grupo-caso Grupo-controle Total
Presencga de Estresse
n (%) n (%) n (%)
Sem estresse 11 (36,67) 23 (76,67) 34 (56,67)
Com estresse 19 (63,33) 7 (23.33) 26 (43,33)
Total 30 (100) 30 (100) 60 (100)

Teste exato de Fischer; p= 0,004
n= frequéncia, %= porcentagem
Fonte: A autora (2011)

A tabela 5 apresenta a distribuicdo dos 26 pacientes que apresentaram
estresse de acordo com as fases desta alteragdo psicoldgica (alerta, resisténcia,
quase exaustdo e exaustdo) e quanto ao tipo de sintomas predominantes (fisicos,

psicologicos ou ambos).

Tabela 5- Distribuicdo dos pacientes dos grupos caso e controle quanto as fases e tipos de
sintomas de estresse.

Grupo-caso Grupo-controle Total
n (%) n (%) n (%)
W
Resisténcia 14 (53,8) 6 (23) 20 (76,9)
Fases de estresse  Quase-exaustéo 1(3,8) 0 1(3,8)
Exaustédo 4 (15,4) 1(3,8) 5(19,2)
Total 19 (73) 7 (26,9) 26 (100)
m
Tipos de sintomas  Psicologicos 7 (26,9) 4 (15,4) 11 (42,3)
de estresse Fisicos e Psicolégicos 3 (11,5) 0 3(11,5)
Total 19 (73) 7 (26,9) 26 (100)

Fonte: A autora (2011)

5.2.2 Concentragoes salivares de cortisol e de DHEA

As concentragcdes salivares de cortisol e de DHEA, bem como as redugdes
percentuais desses esteroides e o ratio entre ambos foram comparadas entre os

grupos nos turnos da manha, da tarde e da noite.
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5.2.2.1 Grupo-caso em presenca e em remissao de UAR

Quando as concentragdes de cortisol foram comparadas entre os pacientes
do grupo-caso em presenga e em remissdo de UAR, foram evidenciados valores
significativamente superiores nos pacientes com lesées nas amostras da manha e
da tarde (teste de Mann-Whitney, p=0,008, p=0,001). Nas amostras salivares da
noite nao foi constatada diferenca significativa (p=0,065) (tabela 6). Também nao
houve diferenga significativa quanto as concentracées de DHEA nas amostras da

manha, da tarde ou da noite (tabela 6).

Tabela 6 — Concentragdes salivares de cortisol e de DHEA no grupo-caso em presenga e em
remissao de UAR.

Grupo-caso Grupo-caso
Presenca de UAR Remissao de UAR p
Mediana (P25-P75) (nmol/L) Mediana (P25-P75) (nmol/L)
m
Cortisol T 8,05 (6,85-9,18) 6,00 (5,20-7,43) 0,001
Cortisol N 3,20 (2,88-3,98) 2,60 (2,20-3,80) 0,065
DHEA M 0,70 (0,55-1,03) 0,68 (0,57-0,81) 0,365
DHEAT 0,47 (0,38-0,67) 0,43 (0,38-0,54) 0,144
DHEA N 0,22 (0,16-0,33) 0,21 (0,17-0,25) 0,130

M=manha, T=tarde, N=noite
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05.
Fonte: A autora (2011)

A reducdo percentual das concentragdes salivares de cortisol e de DHEA
entre as amostras da manhéa e da tarde, bem como da tarde e da noite ndo diferiu
significativamente entre os pacientes-caso em presengca e em remissdo de UAR
(tabela 7).
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Tabela 7. Redugao percentual das concentrag¢ées salivares de cortisol e de DHEA entre os trés
turnos de coleta no grupo-caso em presenca e em remissao de UAR.

Grupo-caso Grupo-caso
Presenca de UAR Remissao de UAR p
Mediana (P25-P75) (%) Mediana (P25-P75) (%)
m
Cortisol T-N -59,05 (65,61-52,64) -57,34 (62,20-50,45) 0,159
DHEA M-T -31,87 (46,15-27,93) -31,72 (42,05-28,34) 0,797
DHEA T-N -52,95 (59,13-35,33) -52,15 (58,33-42,03) 0,992

M=manha, T=tarde, N=noite
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05.
Fonte: A autora (2011).

O ratio cortisol/DHEA foi significativamente superior no grupo-caso em
presenca de UAR, nas amostras do turno da tarde (teste de Mann-Whitney,
p=0,007). Nao houve diferenga significativa quanto ao ratio cortisol/DHEA nas

amostras salivares da manha ou da noite (tabela 8).

Tabela 8. Ratio cortiso/lDHEA das amostras salivares do grupo-caso em preseng¢a e em
remissdo de UAR.

Grupo-caso Grupo-caso
Presenca de UAR Remissao de UAR p
Mediana (P25-75) (nmol/L) Mediana (P25- 75) (nmol/L)
Cortisol/DHEA T 16,95 (15,07-20,87) 14,68 (12,49-16,68) 0,007
Cortisol/DHEA N 14,37 (10,60-17,30) 13,34 (10,00-17,29) 0,586

M=manha, T=tarde, N=noite
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05.
Fonte: A autora (2011).

5.2.2.2 Grupo-caso em presenca de UAR e grupo-controle

Quando as concentragdes salivares de cortisol foram comparadas entre o
grupo-caso em presenca de UAR e o grupo-controle, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa nas amostras da manha, tarde ou noite. Também néo
foi observada diferenga entre estes grupos quanto as concentragdes salivares de

DHEA nos trés turnos de coleta (tabela 9).
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Tabela 9 — Concentragoes salivares de cortisol e de DHEA nos pacientes do grupo-caso em
presenca de UAR e do grupo-controle.

Grupo-caso

Presenga de UAR

Mediana (P25-P75) (nmol/L)

Cortisol M 1
Cortisol T

Cortisol N

DHEA M

DHEAT

DHEA N

5,80 (11,70-21,83)
8,05 (6,85-9,18)
3,20 (2,88-3,98)
0,70 (0,55-1,03)
0,47 (0,38-0,67)
0,22 (0,16-0,33)

Grupo-controle

Mediana (P25-P75) (nmol/L)

14,50 (12,20-17,30)
7,25 (6,48-8,65)
2,85 (2,50-4,10)
0,66 (0,55-0,83)
0,45 (0,36-0,53)
0,22 (0,17-0,29)

0,258
0,083
0,180
0,420
0,620
0,615

M=manh&, T=tarde, N=
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05.

Fonte: A autora (2011).

noite

Nao houve diferenca entre esses grupos quanto a redugao percentual das

concentragdes salivares de cortisol e de DHEA entre as amostras da manha e da

tarde ou da tarde e da noite (tabela 10).

Tabela 10. Redug¢ao percentual das concentragées de cortisol e DHEA entre os trés turnos de
coleta no grupo-caso em presenc¢a de UAR e no grupo-controle

Mediana (P25-P75) (%)

Cortisol M-T
Cortisol T-N
DHEA M-T
DHEA T-N

M=manha, T=tarde, N=
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05.

Fonte: A autora (2011).

Grupo-caso
Presenca de UAR

-48,12 (59,22-40,04)
-59,05 (65,61-52,64)
-31,87 (46,15-27,93)
-52,95 (59,13-35,33)

noite

Grupo-controle

Mediana (P25-P75) (%)

-50,88 (59,16-42,66)
-59,97 (65,64-50,64)
-32,20 (39,32-27,31)
-50,13 (60,50-43,89)

0,802
0,923
0,595
0,600

Ao avaliar-se o ratio cortisol/DHEA, também nao foi observada diferenca

significativa entre o grupo-caso em presenca de UAR e o grupo-controle nas

amostras salivares da manha, da tarde ou da noite (tabela 11).
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Tabela 11. Ratio cortisol/DHEA das amostras salivares do grupo-caso em presenga de UAR e
do grupo-controle.

Grupo-caso Grupo-controle
Presenca de UAR p
Mediana (P25-P75) (nmol/L) Mediana (P25-P75) (nmol/L)
Cortisol/DHEA T 16,95 (15,07-20,87) 16,32 (14,06-18,75) 0,442
Cortisol/DHEA N 14,37 (10,60-17,30) 13,58 (10,89-16,62) 0,706

M=manha, T=tarde, N=noite
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05.
Fonte: A autora (2011).

5.2.2.3 Grupo-caso em remissao de UAR e grupo-controle

Ao comparar-se o grupo-caso em fase de remissédo de UAR com o grupo-
controle, foi observada diferenga significativa entre as concentragdes de cortisol nas
amostras do turno da tarde, que foram superiores nos pacientes-controle (teste de
Mann-Whitney, p=0,025). Ndo houve diferengca entre estes grupos quanto as
concentracdes de cortisol nas amostras da manha e da noite. Também nao houve
diferenca quanto as concentracoes salivares de DHEA pela manh3, a tarde ou a
noite (tabela 12).

Tabela 12 — Concentragdes salivares de cortisol e de DHEA dos pacientes do grupo-caso em
remissdo de UAR e do grupo-controle.

Grupo-caso Grupo-controle
Remissao de UAR p
Mediana (P25-P75) (nmol/L) Mediana (P25-P75) (nmol/L)
Cortisol T 6,00 (5,20-7,43) 7,25 (6,48-8,65) 0,025
Cortisol N 2,60 (2,20-3,80) 2,85 (2,50-4,10) 0,242
DHEA M 0,68 (0,57-0,81) 0,66 (0,55-0,83) 0,712
DHEAT 0,43 (0,38-0,54) 0,45 (0,36-0,53) 0,574
DHEA N 0,21 (0,17-0,25) 0,22 (0,17-0,29) 0,609

M=manha, T=tarde, N=noite
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05.
Fonte: A autora (2011).
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Nao houve diferenga significativa quanto a reducao das concentragdes dos
hormonios cortisol e DHEA entre as amostras salivares da manha e da tarde ou da
tarde e da noite quando o grupo-caso em remissdo de UAR foi comparado com o

grupo-controle (tabela 13).

Tabela 13. Redugao percentual das concentragées de cortisol e DHEA entre os trés turnos de
coleta no grupo-caso em remissédo de UAR e no grupo-controle.

Grupo-caso Grupo-controle
Remissao de UAR p
Mediana (P25-P75) (%) Mediana (P25-P75) (%)
Cortisol T-N -57,34 (62,20-50,45) -59,97 (65,64-50,64) 0,371
DHEA M-T -31,72 (42,05-28,34) -32,20 (39,32-27,31) 0,289
DHEA T-N -52,15 (58,33-42,03) -50,13 (60,50-43,89) 0,894

M=manh&, T=tarde, N=noite
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05.
Fonte: A autora (2011)

Quanto ao ratio cortisol/DHEA, também nado foi constatada diferenca
significativa nas amostras salivares do grupo-caso em remissao de UAR e do grupo-

controle (tabela 14).

Tabela 14. Ratio cortisol/DHEA das amostras salivares do grupo-caso em remissao de UAR e
do grupo-controle.

Grupo-caso Grupo-controle
Remissao de UAR p
Mediana (P25-P75) (nmol/L) Mediana (P25-P75) (nmol/L)
Cortisol/DHEA T 14,68 (12,49-16,68) 16,32 (14,06-18,75) 0,098
Cortisol/DHEA N 13,34 (10,00-17,29) 13,58 (10,89-16,62) 0,802

M=manh&, T=tarde, N=noite
Teste de Mann-Whitney, significativo se p<0,05
Fonte: A autora (2011)
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5.2.3 Correlagdo e associagao entre as concentragoes salivares de cortisol e
de DHEA com os sintomas de ansiedade e de estresse

O Coeficiente de Correlacdo de Spearman foi empregado para verificar a
correlagdo entre as concentragdes de cortisol e de DHEA com os escores de
ansiedade. N&o foi observada correlagdo significativa entre essas variaveis (tabela
15).

Tabela 15. Correlagao entre as concentragdes salivares de cortisol e de DHEA com os escores

de ansiedade nos pacientes do grupo-caso em presencga de UAR e do grupo-controle.
I EEEEE———

Grupo-caso Grupo-controle
Presenga de UAR
Coeficiente de correlagao P Coeficiente de Correlagéao
de Spearman de Spearman
Cortisol T -0,068 0,722 0,296 0,113
Cortisol N -0,096 0,614 0,253 0,178
DHEA M -0,099 0,603 0,199 0,292
DHEAT -0,009 0,963 0,309 0,097
DHEA N -0,308 0,098 0,283 0,130

I ————
Legenda: M=manha; T=tarde; N=noite
Fonte A autora (2011).

As concentragdes de cortisol e de DHEA nao exibiram associagdo com o
estresse no grupo-caso, em presenca de UAR (teste de Mann-Whitney) (tabela 16).
No grupo-controle houve associagdo entre as concentragcdes de cortisol e a
presenca de estresse no turno da tarde (p=0,008). As concentragdes salivares de

DHEA nao exibiram associagdo com o estresse (tabela 17).



51

Tabela 16. Associagao entre as concentragoes salivares de cortisol e DHEA com a presenga de
estresse nos pacientes do grupo-caso em presencga de UAR.

Sem estresse Com estresse
Mediana (P25-P75) (nmol/L) Mediana (P25-P75) (nmol/L) P
Cortisol M 19,60 (14,40-22,50) 14,60 (11,30-20,60) 0,067
Cortisol T 8,10 (7,40-10,50 ) 8,00 (6,60-8,90) 0,333
Cortisol N 3,20 (3,00-4,20) 3,20 (2,50-3,90) 0,546
DHEA M 0,96 (0,55-1,21) 0,67 (0,54-0,98) 0,366
DHEAT 0,52 (0,39-0,72) 0,45 (0,36-0,67) 0,301
DHEA N 0,32 (0,16-0,40) 0,21 (0,15-0,28) 0,131

Teste de Mann-Whitney
Legenda: M=manha; T=tarde; N=noite
Fonte: A autora (2011)

Tabela 17. Associagao entre as concentragoes de cortisol e DHEA com a presencga de estresse
nos pacientes do grupo-controle.

Sem estresse Com estresse
Mediana (P25-P75) (nmol/L) Mediana (P25-P75) (nmol/L) P
Cortisol M 13,90 (11,40-17,00) 15,60 (12,70-21,60) 0,211
Cortisol T 6,80 (6,30-7,80) 8,80 (7,40-9,80) 0,008
Cortisol N 2,80 (2,40-4,10) 2,90 (2,60-4,30) 0,376
DHEA M 0,64 (0,53-0,81) 0,76 (0,57-0,98) 0,194
DHEAT 0,45 (0,36-0,52) 0,51 (0,41-0,67) 0,390
DHEA N 0,20 (0,15-0,27) 0,25 (0,20-0,36) 0,065

Teste de Mann-Whitney
Legenda: M=manha; T=tarde; N=noite
Fonte A autora (2011)
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6 DISCUSSAO

A ulceracédo aftosa recorrente € uma doenga complexa e multifatorial cuja
etiologia tem sido associada a fatores psicoldgicos como estresse e ansiedade
(ALBANIDOU-FARMAKI et al., 2008). Estes fatores promovem ativagdo do eixo
HPA, com aumento dos niveis de cortisol, principal hormonio glicocorticoide em
humanos (HELLHAMMER; WUST; KUDIELKA, 2009). Por outro lado, alteragdes
psicolégicas estdo associadas a redugdo das concentracbes de DHEA, esterdide
precursor de estrégenos e andrégenos potentes que parece atuar na patofisiologia
da depressao e na modulacao da resposta imune (TAUSK; ELENKOV; MOYNIHAN,
2008, SHIROTSUKI et al., 2009). Neste estudo foi investigada a associagdo da UAR
com variaveis psicoldgicas como estresse e ansiedade, bem como com as
concentracdes salivares dos esterdides cortisol e DHEA.

A frequéncia de pacientes com estresse e os escores de ansiedade foram
superiores no grupo-caso em comparagao ao grupo-controle, emparelhado por sexo
e idade. Estes resultados corroboram a literatura, evidenciando uma possivel
associagao das alteragdes psicoldgicas investigadas a UAR (BUAJEEB et al., 1990;
MCCARTAN; LAMEY; WALLACE, 1996; SOTO-ARAYA; ROJAS-ALCAYAGA;
ESGUEP, 2004; ALBANIDOU- FARMAKI et al., 2008). Gallo, Mimura e Sugaya
(2009) encontraram niveis mais elevados de estresse em pacientes com aftas. Os
autores sugerem que este fator psicolégico atue como desencadeante em individuos
propensos a ocorréncia das lesdes. O desenvolvimento da UAR depende da
perspectiva psicobioldgica do individuo em resposta ao estimulo estressante, isto €,
as consequéncias do estresse ndo sédo uniformes nos pacientes, que podem exibir
niveis distintos de manifestacbes associadas ao mesmo tipo de estresse emocional
(CHIAPPELLI; CAJJULIS, 2004).

Além disso, 40% dos pacientes deste estudo, durante a anamnese,
associaram o aparecimento das lesdes ao estresse, o que reforca a teoria de que
este disturbio psicologico atue como gatilho ao surgimento da UAR. Albanidou-
Farmaki et al. (2008) também descrevem que, quando questionados sobre possiveis
fatores que predisponham ao desenvolvimento das lesdes, muitos pacientes referem
um elevado nivel de estresse e/ou ansiedade. Situagdes como exames escolares,
tratamentos dentarios (KAUFMANN, 1976; MILLER et al., 1995), periodos de

grandes mudancas na vida, problemas familiares e profissionais (GALLO; MIMURA,;
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SUGAYA, 2009) sao alguns dos fatores apontados na literatura como
desencadeantes de estresse e, consequentemente, de UAR.

Por outro lado, Pedersen (1989), utilizando a Social Readjustment Rating
Scale (SRRS) e a Escala Analdgica Visual (VAS), ndo encontrou diferenga
significativa entre os niveis de estresse em 22 pacientes com UAR menor,
investigados em presenca e em fase de remissédo das lesbes. Nesse estudo, nao
foram avaliados pacientes-controle, ou seja, sem histérico da doenca. Além disso, as
escalas utilizadas parecem n&o ser adequadas para a investigagdo de estresse e
ocorréncia de aftas. No presente estudo, para a investigacdo dos sintomas de
estresse foi utilizado o Inventario de Sintomas de Stress de Lipp (ISSL) e, para a
ansiedade, o Inventario de Ansiedade de Beck (BAl), ambos aplicados por uma
psicologa. Os testes psicométricos foram empregados compreendendo o periodo
maximo de trés dias de evolugdo das lesbes para que os resultados fossem
fidedignos em relagdo as alteragdes psicologicas apresentadas pelos pacientes. O
ISSL e o BAI apresentam alta confiabilidade e elevada consisténcia interna, podendo
ser aplicados tanto em pacientes psiquiatricos, quanto na populagdo em geral
(CUNHA, 2001; LIPP, 2005). Por serem auto-avaliativos e de rapida aplicagao, sao
amplamente utilizados na investigacdo da ansiedade e do estresse (LIPP, 2005;
BECK et al., 1988).

O estresse, a ansiedade e outras alteragdes psicolégicas podem modificar
fungdes imunes, promovendo sua desregulagdo, o que predispde ao
desenvolvimento de algumas doengas (MARSHALL et al., 1998; WINDLE et al.,
2001; BOSCH et al., 2003). Enfermidades tais como SAB (AMENABAR et al., 2008),
liguen plano (KORAY et al., 2003), psoriase (ARNETZ et al., 1985, EVERS et al.,
2010), dermatite atopica (OH et al., 2010), vitiigo (MANOLACHE; BENEA, 2007)
entre outras, tém sido relacionadas a niveis elevados de estresse e de ansiedade.
Segundo Elenkov (2004), o estresse agudo ou crénico pode afetar a resposta imune
do organismo, com aumento dos niveis de cortisol e desequilibrio das citocinas
Th1/Th2. No desenvolvimento da afta, ha desequilibrio destas citocinas, com
aumento da atividade Th1 (OZDEMIR et al., 2011). Além disso, de acordo com
Redwine et al. (2003), o estresse promove aumento da quimiotaxia de células
mononucleares e da expressao de moléculas de adesao celular, o que contribui para

a elevagao da migragao e do recrutamento de células do sistema imune.
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Uma vez que niveis salivares elevados de cortisol tém sido encontrados em
pacientes apresentando estresse e ansiedade, no presente estudo foram
investigadas as concentragdes desse hormdnio em individuos com UAR. No grupo-
caso, a analise salivar foi realizada em presenca de lesbées e, no minimo, uma
semana apos sua remissao, o que possibilitou pesquisar a variacdo do hormdnio em
duas condi¢des fisiologicas distintas. Neste grupo os niveis salivares de cortisol das
amostras da manh& e da tarde foram superiores em presengca de UAR em
comparacdo a fase de remissdo das lesbes, e um valor borderline (p=0,065) foi
observado no turno da noite. Entretanto, apesar de superiores, as concentracbdes de
cortisol do grupo-caso em presenca de UAR nao diferiram significativamente quando
comparadas as do grupo-controle. Como as amostras de saliva desses individuos
foram coletadas em até trés dias apds o surgimento das ulceras, € possivel que os
niveis de cortisol ja ndo estivessem tao elevados quanto no momento do surgimento
das lesdes. Nesse periodo os pacientes ja estariam iniciando a fase de adaptacéao
ao estresse, 0 que explicaria a auséncia de diferencga significativa em relagdo aos
pacientes-controle. Por outro lado, ha relatos na literatura de que a dor pode elevar
os niveis de cortisol salivar (GOODIN et al., 2011; RIVA et al., 2011). Segundo
Chapman, Tuckett e Song (2008), danos teciduais ou dores crénicas geram uma
resposta estressora a qual pode ativar o eixo HPA e, consequentemente, elevar os
niveis de cortisol. Portanto, ndo se pode descartar a hipétese de que no presente
estudo, os pacientes-caso tenham apresentado elevacdo dos niveis desse
glicocorticoide em presenca de UAR como consequéncia da dor causada pelas
lesdes.

Observou-se que os pacientes-caso em presencga de lesdo apresentaram os
niveis mais elevados de cortisol salivar. Os pacientes-controle obtiveram niveis
intermediarios e as menores concentragcdes deste esterdide foram encontradas nos
pacientes-caso em fase de remissao da UAR. A elevacio dos niveis de cortisol apds
estimulo, promove feedback negativo, que se caracteriza pela redugéo da secrecéo
de ACTH a nivel de hipotalamo, com consequente diminuicdo da producdo de
cortisol (JACOBSON; SAPOLSKY, 1991). Provavelmente, por essa razao os niveis
de cortisol foram menores nos pacientes-caso apos a remissao das lesbes em
comparagao aos pacientes-controle. Os niveis de cortisol no grupo-controle foram
semelhantes aos encontrados em outros estudos da literatura (WIRTZ et al., 2007;
WINGEFELD et al., 2010).
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Os niveis salivares de cortisol em pacientes com UAR foram também
investigados por outros autores. Mccartan, Lamey e Wallace (1996) observaram que
pacientes com lesGes aftosas persistentes apresentaram niveis mais elevados de
ansiedade, de estresse e de cortisol salivar em comparacdo a pacientes com a
doenca, mas que exibiam deficiéncias hematinicas. Nesse estudo, entretanto, nao
havia pacientes-controle, sem histérico de UAR. Albanidou-Farmaki et al. (2008)
encontraram niveis mais elevados de ansiedade, bem como de cortisol salivar e
sérico em pacientes com UAR quando comparados a individuos-controle. Este
resultado difere dos encontrados no presente estudo, no qual ndo houve diferencas
quanto aos niveis salivares de cortisol entre pacientes com aftas e controles. Os
niveis de cortisol salivar do presente estudo foram analisados em até trés dias apos
o surgimento das lesdes, enquanto esta informagdo ndo € descrita na investigagéo
realizada por Albanidou- Farmaki et al. (2008). Além disso, ambos os estudos
diferem quanto ao método de analise do cortisol. A técnica de radioimunoensaio foi
utiizada nesta pesquisa, enquanto na anterior o cortisol foi analisado por
imunoensaio luminescente. A técnica de radioimunoensaio apresenta sensibilidade
analitica e baixo custo, sendo o padrao ouro para analises hormonais (GRANGER et
al.,, 1999). Além disso, no presente estudo, o cortisol foi mensurado em trés
momentos distintos, permitindo avaliar a variacdo circadiana deste hormoénio,
enquanto na investigacdo anterior as amostras foram coletadas no periodo da
manha.

A DHEA parece desempenhar importante papel na patofisiologia da
depressao (WOLKOWITZ et al., 1999; YOUNG; GALLAGHER; PORTER, 2002), na
regulagdo do humor e sensagdo de bem-estar, protegendo o cérebro contra os
efeitos negativos do estresse (BASTIANETTO et al., 1999). Este horménio também
atua como potente imunomodulador (CHEN; PARKER JUNIOR, 2004) e seus efeitos
anti-inflamatérios incluem a inibicdo da secrecdo de radicais livres e do TNF-a
(BECKER, 2001; OBERBECK et al., 2001). A DHEA regula a produgédo de citocinas,
pois aumenta a producao de IL-2 pelas células Th1 e diminui a secrecédo de IL-6 e
IL-10 pelas células Th2. A queda dos niveis de DHEA contribui para a desregulacao
do equilibrio das citocinas, o que pode estar envolvido na patogénese de diversas
doencas auto-imunes (SUZUKI et al., 1995; HAZELDINE; ARLT; LORD, 2010).

Concentragdes circulantes diminuidas de DHEA foram encontradas em pacientes
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com artrite reumatoide e Ildpus eritematoso sistémico (DERKSEN, 1998;
HAZELDINE; ARLT; LORD, 2010).

Considerando-se que afta é uma doenca de natureza imunoldgica e que ha
relatos de sua associagdo com variaveis psicogénicas, neste estudo, aventou-se a
hipétese de que as concentragdes salivares de DHEA pudessem estar reduzidas em
pacientes com a doenca, o que nao foi confirmado pelos resultados obtidos. Os
niveis de DHEA acompanharam os de cortisol, isto €, foram mais elevados no grupo-
caso em presenca de UAR, seguido pelo grupo-controle. Niveis salivares inferiores
de DHEA foram observados nos pacientes-caso em fase de remissao de UAR,
entretanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
quanto as concentracbes deste esterdide. A UAR parece estar associada com
alteragdes psicolégicas como ansiedade e estresse, enquanto a diminuigdo dos
niveis de DHEA esta mais relacionada com depressao (GOODYER et al., 1996;
GOODYER et al., 2000; MICHAEL et al., 2000; YOUNG; GALLAGHER; PORTER,
2002; KAHL et al., 2006). Michael et al. (2000) encontraram niveis salivares matinais
e noturnos diminuidos de DHEA em pacientes com depressao, niveis intermediarios
em pacientes com histérico desta doencga e niveis mais elevados em pacientes-
controle.

Estudos revelam a importdncia da avaliagdo do ratio cortisol/DHEA
(WOLKOWITZ et al, 1997, YOUNG; GALLAGHER; PORTER, 2002,
MARKOPOULOU et al., 2009) em vez de mensurar estes horménios de forma
isolada. Em algumas doengas como artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
infeccdo por HIV ou AIDS ha elevacdo do ratio entre estes esteroides, devido ao
aumento dos niveis de cortisol e reducado dos de DHEA (CHEN; PARKER JUNIOR,
2004; BAUER, 2005). Pacientes ansiosos e estressados também podem apresentar
elevagao do ratio cortisol/DHEA (VAN NIEKERK; HUPPERT; HERBERT, 2001; KIM;
LEE; AHN, 2010). No presente estudo o ratio entre esses hormonios foi
significativamente mais elevado nos pacientes-caso em presenca de UAR em
comparacgao a fase de remissao da doenca no turno da tarde. Um valor borderline
(p=0,054) foi encontrado no turno da manha. Entretanto, ndo foi evidenciada
diferenca do ratio cortisol/DHEA entre os pacientes caso e controles, uma vez que
ndo houve diferenga significativa entre os niveis de cortisol e de DHEA entre estes

grupos.



o7

No presente estudo ndo foi encontrada correlacdo entre os escores de
ansiedade com os niveis de cortisol ou de DHEA, além disso, n&o houve associagao
entre as concentragbes dos hormdnios com a presenga de estresse no grupo-caso.
Albanidou-Farmaki et al. (2008) também n&o encontraram correlagéo entre os niveis
de cortisol e de ansiedade em pacientes com UAR, apesar de os pacientes com a
doenca terem exibido escores de ansiedade e niveis de cortisol mais elevados.
Koray et al. (2003) mensuraram as concentracdes de cortisol salivar em pacientes
com LPO e ndo encontraram correlacéo dos niveis deste esterdide com os escores
de ansiedade.

Segundo Scully, Gorsky e Lozada-Nur (2003), as aftas do tipo menor séo as
mais frequentes, correspondendo a cerca de 80% dos casos. No presente estudo,
de uma populacédo de pacientes com UAR, selecionados aleatoriamente, todos os
casos foram de aftas menores. Além disso, 73,3% dos pacientes foram do sexo
feminino, corroborando a literatura, que demonstra ser este o sexo mais acometido
pela doenga (SEDGHIZADEH et al., 2002; MESSADI, YOUNAI 2010). Quanto a
localizacdo das lesbes, este estudo encontrou, em ordem decrescente, maior
prevaléncia em lingua, mucosa labial e fundo de sulco, corroborando outros autores
(MESSADI; YOUNAI, 2010; WARDHANA, 2010; KARACA et al., 2008).

A presenca de deficiéncias de ferro, acido folico e vitamina B+, foi um fator de
exclusdo deste estudo, pois estas alteragcdes poderiam representar vieses as
variaveis investigadas. Tanto os pacientes-caso, quanto os controle foram
submetidos a exames laboratoriais para analise dos niveis séricos desses
elementos. Como a DHEA pode exibir elevagdo em pacientes fumantes (FIELD et
al., 1994) e apds a ingestdo de bebidas alcodlicas (PIERUCCI-LAGHA et al., 2006),
foram excluidos também individuos tabagistas e os pacientes foram orientados a
nao ingerir bebidas alcodlicas nas 24 horas anteriores a coleta de saliva. Pacientes
com FAN reagente numa titulagdo igual ou superior a 1:160 foram excluidos da
amostra, uma vez que este exame possui excelente sensibilidade e valor preditivo
para detectar doengas como sindrome de Sjogren, esclerose sistémica, artrite
reumatoide, lupus eritematoso sistémico dentre outras (KEREN, 2002). Pacientes
portadores destas enfermidades poderiam exibir alteragdes nos niveis dos
horménios investigados, além disso, essas patologias podem estar associadas ao
desenvolvimento de lesdes na mucosa bucal. O uso de medicamentos ou condicoes

sistémicas com o potencial de alterar os niveis de cortisol e de DHEA ou de causar
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imunodepressdao como antidepressivos, ansioliticos, corticosterdides ou repositores
hormonais (PARKER; ODELL, 1980; GOODYER et al., 1996; WOLKOWITZ et al.,
1997) foi também critério de exclusao do presente estudo.

As concentracbes salivares de cortisol e de DHEA refletem as do soro,
independem do fluxo salivar (VINING; MCGINLEY; SYMONS, 1983; AHN et al.,
2007) e representam com acuracia uma fragdo dos hormonios livres e
biologicamente ativos na circulagdo sanguinea. A coleta da saliva é realizada com
maior facilidade do que a coleta de sangue, além de ndo causar estresse ao
paciente, o que poderia influenciar nos resultados das analises. O cortisol e a DHEA
apresentam ritmo circadiano, exibindo valores mais elevados pela manha, com
reducdo ao longo do dia (AHN et al., 2007). O presente estudo foi baseado em
investigacbes anteriores que estabeleceram horarios para as coletas das amostras
salivares com vistas a analisar o ritmo circadiano de cortisol e DHEA (LUZ et al.,
2006; AMENABAR et al., 2008). Quando a variacao dos niveis dos esteréides foi
comparada entre os diferentes periodos de coleta (manha, tarde e noite),
evidenciou-se que o percentual de reducdo dos horménios foi semelhante entre os
grupos, ou seja, ambos apresentaram ritmo circadiano semelhante. As coletas das
amostras foram realizadas em repouso, visto que a quantidade de 1,5 mL foi
suficiente para a dosagem dos dois horménios em duplicata.

Apesar de a afta ndo ser uma entidade morbida, os pacientes acometidos tém
a qualidade de vida prejudicada, uma vez que as lesbes podem ser extremamente
dolorosas e recidivantes, além de sua etiopatogenia permanecer pobremente
compreendida. No presente estudo, pacientes com UAR apresentaram niveis mais
elevados de ansiedade e frequéncia superior de estresse do que individuos-controle,
evidenciando a possivel associacdo destas alteragcdes psicoldgicas com a doenca.
Por outro lado, os niveis salivares de cortisol da amostra estudada somente
diferiram entre os pacientes com a doenca, sendo mais elevados em presenga de
lesdes. Permanece discutivel se a elevagao dos niveis deste esterdide foi causada
por estresse e ansiedade ou se foi consequéncia da dor provocada pelas lesdes.
Este foi o primeiro estudo a investigar os niveis salivares de DHEA em pacientes
com UAR, uma vez que este esterdide parece estar relacionado com alteracdes
psicolégicas e com a modulagdo da resposta imune. Entretanto, pacientes com afta
nao exibiram niveis distintos de DHEA quando comparados a individuos sem a

doencga. Outros estudos sao necessarios no sentido de elucidar se o estresse e a



59

ansiedade, bem como se a elevacado dos niveis de cortisol exercem influéncia na

etiopatogénese da ulceragao aftosa recorrente.
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7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada e resultados obtidos no presente

estudo, pode-se concluir que:

1. Pacientes com aftas exibem escores superiores de ansiedade, bem como
prevaléncia mais elevada de estresse, podendo haver associagdo entre estas

alteragdes psicoldgicas e a doencga.

2. As concentracbes salivares de cortisol elevam-se nos pacientes com UAR na

presenca de lesdes, mas nao diferem em relagédo as de pacientes-controle.

3. As concentragdes salivares de DHEA oscilam em paralelo com as de cortisol, mas

nao exibem distingdo entre pacientes com aftas e controles.

4. O ratio cortisol/DHEA sofre elevacdo nos pacientes com UAR na presenca de
lesdes, em funcdo da elevacdo dos niveis de cortisol, mas nao difere em relacao a

individuos-controle.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aos Voluntarios da Pesquisa

CONCENTRAGOES SALIVARES DE CORTISOL, DESIDROEPIANDROSTERONA
E ALFA-AMILASE E VARIAVEIS EMOCIONAIS EM PACIENTES COM
ULCERAGAO AFTOSA RECORRENTE

Com este estudo ser&o avaliados dois horménios (cortisol e DHEA) e uma
enzima (alfa-amilase) presentes na saliva, bem como os niveis de estresse e
ansiedade de pacientes com aftas e de pacientes que nao apresentam aftas. O
objetivo deste estudo é relacionar aftas com os niveis salivares dos horménios e da
enzima com os resultados obtidos nos questionarios de estresse e ansiedade.

O Sr(a). esta convidado a participar dessa pesquisa. Se concordar em
participar, sera solicitado que responda a dois questionarios com perguntas sobre
estresse e ansiedade. Além dos questionarios, sera realizado exame da boca e lhe
serdo fornecidos frascos para coleta de saliva. O Sr(a). sera instruido(a) a coletar a
saliva na sua residéncia, trés vezes em um unico dia, nos seguintes horarios: entre 7
he9h,entre 11 he 13 h e entre 19 e 21 h. Os frascos devem ser armazenados no
congelador e serdao recolhidos pela pesquisadora. Na saliva coletada serao
analisados dois horménios e uma enzima. Nao havera qualquer tipo de custo aos
pacientes que participarem dessa pesquisa.

Os riscos para os individuos que participarem do estudo sao minimos, pois se
trata de preenchimento de questionarios, coleta de saliva e exame da boca.

Se o(a) Sr(a) concordar em participar do estudo:

- tem o direito de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida acerca dos procedimentos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa;

- tem liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento, e deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuagdo do

acompanhamento e tratamento;
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- tem a segurangca que nao sera identificado, e que se mantera o carater
confidencial das informagdes relacionadas com a privacidade;

- tem o compromisso de fornecer informagéo atualizada durante o estudo;

As pesquisadoras responsaveis por esse projeto sdo a professora Fernanda
Salum e a cirurgia-dentista Anete Rejane Michel, tendo este documento sido
revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia e do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul em 12 de agosto de 2009.

Para qualquer esclarecimento ou duvidas, antes e durante a pesquisa, entre
em contato com as pesquisadoras Prof’. Dra. Fernanda Salum pelo fone
(51)81829945 (responsavel) ou com a pesquisadora Anete Rejane Michel, pelo
fone (51) 96527878. Para qualquer pergunta sobre direitos como participante
deste estudo, ou se pensa que foi prejudicado pela participacao, pode-se
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS, através do
fone (51)33203345.

Pelo presente termo de consentimento, declaro que fui esclarecido, de forma
detalhada, livre de qualquer constrangimento e obrigagéo, dos procedimentos a que
serei submetido, eventuais desconfortos e beneficios do presente projeto de

pesquisa, todos acima citados.

Eu, )

declaro que, apos ler as informagdes acima, estou plenamente de acordo com a

realizagao do estudo com a minha participagado. Assim, garanto minha colaboragao e

autorizo a minha participagao, sendo responsavel por ela.

DATA: R.G:

ASSINATURA:




APENDICE B - Ficha de coleta de dados
FICHA DO PACIENTE

DADOS DE IDENTIFICACAO

Nome:

75

( )Grupo caso ( )Grupo contole

RG: Data

de nascimento: / /

Sexo:

Endereco:

CEP:

Telefone: Celular:

Profissao:

ANAMNESE

1. Histéria médica

2. Consumo de Alcool

3.Usamedicagdes? ( )Nao (

) Sim Quais?

4. Com que frequéncia vocé tem aftas?

PARA O GRUPO-CASO

5. Ha quanto tempo (meses ou anos) apresenta aftas?

6. Vocé associa o aparecimento de suas aftas com alguma causa (alimentos, medicamentos,

etc)?

( )Nao () Sim Quais?

7. Vocé utiliza algum medicamento (pomada, bochecho, etc) para alivio dos sintomas?

() Nao ( )Sim Quais?




EXAME FiSICO

Ulcera(s) Aftosa(s) Recorrente(s): localizagdo, tamanho (cm), duragao, classificagao:

EXAMES LABORATORIAIS:

Eritrocitos(mil./ul) Leucocitos
Hematocrito (%) Neutrdfilos bastonados
Hemoglobina(g/dl) Basofilos

VCM (fl) Eosinofilos

HCM Mondécitos

CHCM Linfocitos

VSG

Ferro Sérico Vit B12

Glicose Acido Félico

FAN ANTI-HIV

CONCENTRACOES SALIVARES

M T N

Cortisol (nmol/L)

DHEA (nmol/L)

Alfa-amilase (U/mL)

SOMENTE PARA O GRUPO-CASO:

() UAR ausentes ao exame fisico

M T N

Cortisol (nmol/L)

DHEA (nmol/L)

Alfa-amilase (U/mL)
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ANEXO A — Aprovagao do projeto pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade
de Odontologia da PUCRS

ai,

-2 Comissdo Cientifica e de Etica
<,  Faculdade da Odontologia da PUCRS
a
»
Porto Alegre 29 de maio de 2009
O Projefo de: Tese
Protocolado sob n®: 021409
Intitulado: Concentragdes salivares de cortisol, desidroepiandrosterona e
alfa-amilase ¢ varidveis emocionais em pacientes com
ulceragiio aftosa recorrente

Pesquisador Responsdvel: Profa. Dra. Fernanda Gongalves Salum
Pesquisadores Associados Anete Rejane Michel; Clarice Luz
Nivel: Doutorado

Foi aprevade pela Comissio Cientifica ¢ de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 27 de mafo de 20009,

bafe prrovielo devera yer im cffcafcrrmmen iy encorminhado ao CEP/PLERS
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Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 200 Fone/Fax: (51) 3320-3538
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ANEXO B — Aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAOD
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF.CEP-1067/09 Porto Alegre, 12 de agosto de 2009.

Senhora Pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 09/04722 intitulado
“Concentracoes salivares de cortisol, desidroepiandrosterona e
alfa-amilase e variaveis emocionais em pacientes com ulceragio
aftosa recorrente”.

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatorios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
Atenciosamente,
Prof. Dr. José /t?'@)ldim
Coordenador/do £ZEP-PUCRS
Ilma. Sra.

Profa. Fernanda Gongalves Salum
Faculdade de Odontologia
Nesta Universidade

Campus Central
PUC . |Av. Ipiranga, 6690 - 3°andar - CEP: 90610-000
L%t 1sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppa/cep



ANEXO C - Inventario de Ansiedade de Beck (BAI)

el : Esiadg Civil: Tdade: Bexo:
Ocupagho . Becolaridader:

Abaize estd wma lista de Sintomas cotiuns de ansiedade. Por favor, leia cuidadosamente cada itsm da Yista. Jdentifiaue
o guante vocf tem side incomodado por cada sintoma durande a Gliima semana, Incluinds haje, colbeando um 5”7 ag
espage cofrespondenie, a8 mesma Hnha de cada sintoma

1. Doméncia ou formizamento.
% Sensaco decalor:

2. Trémores s pernas,

4. Incapuzde relaxar.

5. Medo goe acontegs o pion.

6. Atordondo ou oo,

7. Palpitacio oy aceleracie do coragio.
8. Sem equilibno.

2. Aserzorizado.

30, Mervoso.

11 SensagBo de sufocacio.

2. Tresnorey nas mios.

13, Trdrulo.

14, Medo de perder o controle.

18, Dificuldade de

16, Medo de morer.

17, Assustade,

3. Indigestdio ou desconforts no shddmen.

12, Sensugdo de desinain,

20. Boste wlogoesdo.

21, Buor (nfo devido ac calen)

vitgian de The Pevchological Corporation; 11.5,A. Direfios reservades 1991,/
5 219932 Aaron T. Beek. Todos es-direlios ressrvado:
© Tiditors Bida. BAT € G fogbtipa da Psychulugiond Corporstion.

T o 2 atiaprade g ‘
Tredugdo pard a Hogya portaguess. DRirdifas rose
T :

G0 brasiieing, 2001, Jass do Pdedlogo® Liv
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ANEXO D - Inventario de Sintomas de Stress para Adultos de LIPP (ISSL)

INVENTARIO DE SINTOMAS DE STRESS
PARA ADULTOS DE LIPP (ISSL)

Marilda Novaes Lipp

Quadro 1- Assinalar comF1 ou P1, comoindicado para
sintoras que tenha experimentado nas utimas 24 horas.
Quadro 2 - Assinalar com F2 ou P2, comoindicado para
sintomas quetenha experimentado na Citima semana.
Quadro 3- Assinalar com F3 ou P3, comoindicado para
dntomas que tenha experimentado no dltimo mes,

Data de nascimento:

Local de trabalho:

Fungdo exercida:

Escolaridade:

Local e data:

&= A © 2000 Casa do Psictlogo™ Livraria e Editora Lida. Reservados os direitos de
# ﬂ publicagdo em lingua portuguesa 4 Casa do Psicdlogo® Livraria e Editora
A ; Ltda. Rua Alves Guimardes, 436 - 05410-000 - $do Paulo - SP - Tel /fax: (11)

4% Casa do Psicélogo® 852-4633, e-mail: casapsi 1 com.br - http:/fwww.casapsicologo.com.be E proi-

1lee = 1 PR

Livraria e Editora bida a reprodugdo total ou parcial destap ¢io para qualg
sem atuorizagio por escrito dos editores. Impresso no Brasil/Prinfed in Brazil.
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a) Marque com um F1 os
sintomas que tem
experimentado nas
dltimas 24 horas.

R0

— e e

e e T e e

D N T S N

R L S

o m oA W

po.

pagina3

MAOS E PES FRIOS
BOCA SECA

NO NO ESTOMAGO
AUMENTO DE SUDORESE
TENSAO MUSCULAR

APERTO DA MAND{BULA/
RANGER OS DENTES

DIARRFEIA PASSAGEIRA
INSONIA

TAQUICARDIA
HIPERVENTILACAQ
I-l'{PERTENS/‘\O ARTERIAL
SUBITA E PASSAGEIRA
MUDANCA DE APETITE

b) Marque com um P1 os
sintomas que tem
experimentado nas
tiltimas 24 horas.

13;

15:

AUMENTO SUBITO DE
MOTIVACAO

ENTUSIASMO SUBITO

VONTADE SUBITA DE
INICIAR NOVOS
PROJETOS
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a) Marque com um F2 os
sintomas que tem
experimentado na
dltima semana.

10.

pagina 4

PROBLEMAS COM A
MEMORIA

MAL-ESTAR
GENERALIZADO, SEM
CAUSA ESPECIFICA

FORMIGAMENTO DAS
EXTREMIDADES

S[:'.NSACAO DE DESGASTE
FISICO CONSTANTE

MUDANCA DE APETITE

APARECIMENTO DE
PROBLEMAS
DERMATOLOGICOS

HIPERTENSAQ ARTERIAL
CANSACO CONSTANTE

APARECIMENTO DE
ULCERA
TONTURA/SENSACAO DE
ESTAR FLUTUANDO

b) Marque com um P2 os
sintomas que tem
experimentado na
tiltima semana.

11.

12.

13:

14.

15.

SENSIBILIDADE EMOTIVA
EXCESSIVA

DUVIDA QUANTO A SI
PROPRIO

PENSAR
CONSTANTEMENTE EM
UM SO ASSUNTO

IRRITABILIDADE
EXCESSIVA

DIMINUICAO DA LIBIDO

82
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a) Marque com um F3 os
sintomas que tem
experimentado no
dltimo més.

I e N

U i e b s

10.
11.
12.

paginas

DIARREIA FREQUENTE
DIFICULDADES SEXUAIS
INSONIA

NAUSEA

TIQUES

HIPERTENSAO ARTERIAL
CONTINUADA
PROBLEMAS

DERMATOLOGICOS
PROLONGADOS

MUDANCA EXTREMA DE
APETITE

EXCESSO DE GASES
TONTURA FREQUENTE
ULCERA

ENFARTE

b) Marque com um P3 os
sintomas que tem
experimentado no
tltimo més.

16.

L7,

18.

19.

20.

21.

22.

23.

IMPOSSIBILIDADE DE
TRABALHAR

PESADELOS
SENSACAODE
INCOMPETENCIA EM
TODAS AS AREAS
VONTADE DE FUGIR DE
TUDO

APATIA, DEPRESSAO OU
RAIVA PROLONGADA
CANSACO EXCESSIVO
PENSAR/FALAR
CONSTANTEMENTE EM
UM SO ASSUNTO
IRRITABILIDADE SEM
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ANEXO E — Bula do kit de cortisol

~CORTISOL

U acTIVE DS-2000

Revisdo: 04/01/2005

I. FINALIDADE

O Kit Hadioimunoensaio para Corlisol DSL-2000 é composto de materal e
instrugdes para a determinagao guantitaliva de cortisol em soro, plasma ou urina.
Este ensaio destina-se ao uso diagnastico in vifro.

I1. RESUMO E EXPLICAGAO DO TESTE

O cortisol (hidrocortisona, compasto F) € o glicocortivide mais potente produzido
pelo cortex adranal humana. Assim como oulros esteréides da adrenal, o cortisol &
sintetizado a partir do colesterol através de uma série de elapas mediadas
anzimati te (1,2). A p etapa limitante da taxa na eslercidogénese
adrenal, a conversao de colesterol a pregnenolona, é estimulada pelo horménio
adrenocorticotropico da piluitdria (AGTH) o qual, por sua vez, & regulado pelo fator
de liberacdo de corticotropina hipotalamico (CRF). A secregao de AGTH ¢ CRF sdo
inibidas por altos nivels de cortisol. No plasma, a principal porgdo de cortisol esta
ligada com alta afinidade & globulina de ligagdo a corticosteroides (CGH,
transcorting), sendo a maior pane ligada fraci ite a albumina. O
cortisol atua através de receptores intracelulares especificos ¢ possui efeitos em
varios sistemas fisiologicos, inciuindo fungdo imunoldgica, contra regulacio de
glicose, lanus muscular, utilizagdo de substrato e metabolismo dsseo (1-3). O
cortisol & excretado primariamente na urina na forma nao ligada (livre).

A producio da cortisol possui um rilmo circadiano dependente de ACTH com niveis
de pico cedo pela manhd e com um nadir 4 noile. Os fatores controladores deste
ritmo circadiane nao estio completamente definidos. O rilmo circadiano da
secracio de AGTH/cortisol amadurece gradualmente durante o inicio da inféncia e
& interrompido em vdrias condigies fisicas e peicoldgicas (4). Além disso,
quantidades elevadas de ACGTH e cortisol sao secretadas independentemente do
ritma circadiano em resposta a estresse (isico & psicoldgico (4,5).

Niveis elevados de cortisol e auséncia de variagio diurna foram idenlificados em
pacientes com doenga de Gushing (hipersecregio de ACTH) (2,8). Niveis elevados
de cortisol circulante também foram identificades em pacientes com tumores
adrenais (7). Balxos niveis de corlisol sdo enconfrados na insuficiéncia adrenal
priméria (por exemplo, hipoplasia adrenal, hiperplasia adrenal congénita, doenga de
Addison) e na deficiéncia de ACTH (1,2,8,9). Devido & variagao circadiana normal
dos nivels de cortisol, a distingdo enire niveis de corlisol normal e anormalmente
baixo pode ser dificil. Portanto, vérios testes com a finalidade de avaliar o eixo
pituitiria-adrenal (ACTH-cortisol), incluindo hipoglicemia induzida por insulina,
estimulagio com ACTH de curta e longa duragao, estimulagio de CRF e bloqueio
artificial de sintose de cortisol com matirapone lem sido realizados (8-13).

O Kit RIA Gortisol DLS-2000 utiliza um anticorpo de coelho anli-cortisol especifico ¢
ndo requer exlragao prévia da amostra de soro. A reafividade cruzada a outros
esterdides que ocorrem naturalmente € baixa.

IIl. PRINCIPIO DO ENSAID

O procedimento segue o principio basico de radicimuncensaio, onde existe
compelicao entre um antigeno radioativo e um nao radioalive por um nimero fixo
de sifios de ligagio (14). A quanlidade de antigeno marcado [I-125] ligado ao
anticorpo & inversamente proporcional @ concentragdo da substancia que esla
sendo determinada na amostra. A separagao do antigeno livre ¢ do ligado & teita de
forma répida e facil através de um sistema de duplo anlicorpo pré-reagido.

V. REAGENTES
O Kit Cortisol DSL-2000 contém reagentes suficientes para 100 tubos. Cada kit
contém os sequintes reagentes:

A. Padrges Cortisol:

Sete frascos, 0.5 ml cada, idenlificados de A - G, contendo concentragbes de,
aproximadamente, 0,0, 0,5, 2,0, 4,0,10,0,200 e 60,0 pg/dL (13,8 - 1654,8 nmol/L)
de cortisol em soro humano (isento de corlisol) contende azida sédica como
conservante. Consullar os rétulos das embalagens para obter as conceniraghes
exatas. Armazenar entre 2 — & °C por até trés semanas. Para periodos mais longos,
armazenar a -20 °C, ou 4 temperatura inferior.

Nota de Padronizagio: Devido & auséncia de materials universalmente aceilos, a
preparacdo de referéncia dos Padrdes & Controles de Gortisol fol oblida por Sigma,
USA, purificada por HPLC, pureza verificada por cromalografia de camada delgada
& desampenha verificado por imunoensaio.

B. Reagente Cortisol [I-125]: (Vermelho)
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Um frasco com 55 ml cada contendo < 5 pGi (185 kBq) de cortisol marcado [1-125]
em tampdo contendo polistileno glicol como auxiliar de precipilagao e azida sddica
como conservante, Armazenar entre 2 - 8 °C até a data de validade.

C. Diluente Corlisol:
Um frasco, 5 mL, contendo um tampdo com cstabilizante de proteinas e azida
sédica como conservante. Armazenar entre 2 - 8 °C alé a data de validade.

D. Complexo Anti-Soro Cortisol: (Azul)

Um frasco, 55 mL, contendo soro de coelho anti-cortisol em tampao foslalo
contendo azida sidica como conservante. Armazenar entre 2 - 8 °C até a data de
validade.

E. Controles Cortisol:

Dois frascos, 0,5 mL cada, Niveis | ¢ I, contendo concentragoes baixa a alia de
cortisol em soro humano, com azida sodica como conservante. Armazenar entre 2
- 8 °C por até 3 semanas. Para pericdos mais longos, armazenar a -20 'C, ou a
tempearatura inferior.

Observacio: Todos os reagentes & amosiras devem atingir a femperatura amblente
(~25 °C) e serem bem | izados por i g0 anles do Uso.

V. PRECAUCOES

Para uso diagndstico in vilro.

Nio & destinado a0 uso interno ou exlermno em seres humanos ou animals.
CUIDADO: MATERIAL RADIOATIVO

Consulle as regulamentagbes de radiagio, padrdes, & procedimenlos aplicéveis
para a sua facilidade em , ar ¢ descartar iais radioativos.
Este material radioativo deve ser recebido, adgquirido, e usado somenie por
meédicos, laboratorios clinicos ou hospitais e somente deve ser usado para tesles
de laboratério ou clinicos in vitro que nao envolvam administragdo interna ou
externa do material, ou da radiacao dele resultante, para seres humanos € animais.
O seu recebimento, aquisicdo, uso e transferéncia estdo sujeitos a
regulamentacdes da cada pais.

Para minimizar os riscos de exposicio a radiagio, manuseie materiais radivalivos
como recomendado pela regulamentacan padrao apropriada ¢ no "Occupational
Radiation Protection Safety GuideSafely Slandards Series N' RS-G-1.17
1888, publicado pela “Intemational Atomic Energy Agancy”.

As seguintes Boas Praticas para Laboraldrio universals a seguir davem ser
observadas:

. Mzo comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos na area ende os materiais
radinativos estiverem sendo manipulados.

- Nao pipetar com a boca.

. Usar aventais e luvas descarldveis quando manipular materiais
imunodiagnosticos.

. Lavar muito bem as maos apds manipular materiais imunodiagnosticos.

. Cobrir a supericie de trabalho com papel absorvente descartivel.

. Limpar todos os respingos muite bem e imedi e e desct inar &
superficie afetada.

. Evite a geragao de aerosois.

- Providencie ventilagao adequada.

. Manuseie e descarte os reagenles e materials de acordo com a
regulamentagdo aplicavel.

AVISO: Material Potencialmente Nocivo a Salide

Este kit contém slguns reagentes fabricados com material de fonte humanafex.
soro ou plasma) ou usados em conjunto com materais de fonte humana .0 malerial
neste kit fol testado por métodos recomendados pela FDA e nao se apresenlaram
reativos para anticorpe HIV-1/2, HCV e HBsAg. Nenhum método pode oferecer
completa garantia de eliminagéo de riscos potenciais & salide Estes reagentes
devem ser manipulados no Nivel de Bioseguranga 2, conforme recomendado para
qualquer amostra de sangue ou soro potenclalmente infecciosa no manual do
CDC/MNIH “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” (Binseguranca
am Laboralorios Microbiologicos & Biomédicos),4* Edigao Abril 1999,

CUIDADO: Perigo Quimico:

Alguns dos reagenies nesle kil contém azida sodica como conservanle em
concentragies abaixo do limite permitido de <0.1%.Mesmo significativamants
diluida arzida sadica concentrada & um imitante para a pele ¢ membranas mucosas
e pode reagir com o cobre e chumbo das tubulagoes e formar azidas metalicas
explosivas, especialmente se acumulada. Esta substancia esla sob a forma diluida,
& por isto, pode minimizar os riscos de exposicho significativamenta, mas nao
completamente. Evite contato com a pele, olhos, @ roupas. Em caso de contalo
com qualguer um destes reagentes, lave a drea completamente com Agua e
procure orientagao médica. D todo | nao radioativo @ reagentes sem
flsco e contaminagao, deixando correr uma grande quantidade de agua a fim de
prevenir a formagao de produtos quimicos perigoses no sistema de ubulagio.




VI. COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Soro ou Plasma

Soro ou plasma pode ser usado e as précaugdes normais para pungdo venosa
devem ser observadas. As amostras de soro ou plasma podem ser armazenadas
entre 2 - 8 °C por até 24 horas e congeladas a -20 °C, ou temperatura inferior, por
periodos mais longos.

Devido & variagdo diurna dos niveis de cortisol, a hora de coleta da amostra deve
ser anotada. N&o utilizar amostras muito hemolisadas ou lipémicas.

Urina

O volume total de urina excretado durante um periodo de 24 horas deve ser
coletado e homogeneizado em um Unico recipiente. Ndo sdo necessarios
conservantes; contudo, 10 g de 4cido bdrico por litro de urina podem ser
adicionados.

As amostras podem ser armazenadas & temperatura ambiente (~ 25 °C) apds
coleta. As amostras de urina gue ndo forem analisadas imediatamenie devem ser
armazenadas entre 2 - 8 “C. A urina deve ser armazenada a 20 °C ou a
temperatura inferior se armazenada por mais de uma semana. O congelamento e
descongelamento repetidos das amostras devem ser evitados.

Procedimento de Exiragédo de Amostras de Urina:

1. Adicionar 250 pL de urina muito bem homogeneizada a um tubo de vidro 12 x 75
mm apropriadamente identificado.

2. Adicionar 1 mL de cloreto de metileno.

3. Agitar em vdrtex por 30 segundos.

4. Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos ou deixar em repousc a temperatura
ambiente (~ 25 °C) por 30 minutos.

5. Aspirar 4 camada aquosa superior.

8. Transferir 400 pL do extrato de cloreto de metileno (camada organica inferior),
em duplicata, para tubos de pldstico 12 x 75 mm apropriadamente identificades.

7. Evaporar o extrato até secagem completa utilizando um jato de ar ou nitrogénio
ou deixando o tubo em repouso a temperatura ambiente.

8. Adicionar 100 pL de Diluente Cortisol a cada tubo de extrato seco de urina.

9. A amostra extraida de urina esta agora pronta para ser ensaiada como amostra
desconhecida.

VIL OBSERVAQf)ES SOBRE O PROCEDIMENTO

Um bom entendimento destas instrugdes de uso é necessario para o sucesso do
uso deste produto. Resultados confidveis serao somente obtidos utilizando-se
técnicas de laboratério precisas e seguindo-se exatamente as instrucdes de uso.
Uma curva padrdo deve ser incluida a cada ensaio.

Nao misturar vérios lotes de nenhum componente do kit dentro de um ensaio
individual. Nao usar nenhum componente além da data de validade indicada na
embalagem.

Apos remogio dos reagentes de ensaio do refrigerador, aguardar até que atinjam a
temperatura ambiente (~25 °C) antes de pipeta-los. Reagentes nédo utilizados
podem ser estocados conforme especificado na secdo Reagente. Padrdes e
Contrales devem ser misturados antes do uso invertendo-os ou utilizando
movimentos rotatérios suaves, ao invés de vortex. Para garantir uma mistura
homogénea dos reagentes em cada tubo de ensaio, agitagao suave ou vortex é
essencial.

O fato de ndo se obter valores apropriados para os controles pode indicar
manipulagdes imprecisas, manipulagio inadequada das amostras ou deterioragéo
de reagentes. Se os tubos ndo forem bem drenados apds a decantagao pode-se
obter replicacao baixa e valores erréneos.

Vill. PROCEDIMENTO DO ENSAIO
A. Material incluido:
Materiais incluidos no kit RIA Cartisol DSL, Cédigo DSL-2000.

Material Quantidade Cadigo #
Padrao Cortisol A Um frasco 2001
Padrae Cortisol B Um frasco 2002
Padréo Cortisol C Um frasco 2003
Padrao Cortisol D Um frasco 2004
Padrao Cortisol E Um frasco 2005
Padrao Cortisol F Um frasco 2006
Padrdo Cortisol G Um frasco 2007
Reagente Cortisol [I-125] Um frasco 2020
Diluente Cortisol Um frasco 2030
Complexo Anti-soro Cortisol Um frasco 2010
Controle Cortisol Nivel 1 Um frasco 2051
Controle Cortisal Nivel Il Um frasco 2052

B. Material Necessario Néo Incluido:
- Tubos de ensaio de plastico de 12 x 75 mm.
- Tubos de vidro de 12 x 75 mm para exiracéo de urina
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- Estante para tubos de ensaio 12 x 75 mm.

- Agua deionizada

- Pipeta de precisao para dispensar de 25 L.

- Pipeta de repeticao para dispensar de 500 L.

- Agitador vértex

- Centrifuga (1500 x g, preferencialmente refrigerada)

- Banho-maria com controle de temperatura, 37 +2 °C.

- Material absorvente para drenagem dos tubos

- Contador gama

- Papel de gréfico log-linear (semi-log) ou programa de andlise de dados de RIA
- Cloreto de metileno para procedimento de extracao de urina.

C. Procedimento de Ensaio

Aguardar até que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente (~25 °C) e
homogeneizaHos muito bem por inversdo suave antes do uso. Analisar Padres,
Controles € amostras em duplicata.

1. Identificar e preparar tubos de ensaio em duplicata para Contagem Total,
Padrdes, Controles e amostras de pacientes.

2. Adicionar 25 yL de Padrdes, Controles e amostras no fundo dos tubos
apropriados.

3. Adicionar imediatamente 500 UL de Reagente Cortisol [I-125] a cada tubo.

4. Adicienar 500 pL de Complexo Anti-soro Cortisol a todos os tubos, exceto aos
tubos de contagem Total. Este reagente deve ser misturado muito bem antes do
uso.

5. Agitar todos 0s tubos em vértex.

6. Incubar todos os tubos por 45 minutos em um banho-mariaa 37 £ 2 °C.

7. Centrifugar todos os tubos, exceto os de Contagem Total, de 15 a 20 minutos a
1500 x g em uma centrifuga refrigerada.

8. Decantar todos os tubos por inversio simultdnea, exceto os de Gontagem Total,
com uma estante de espuma, scbre um receptor de residuos radioativos. Drenar
bem os tubos sobre material absorvente por 15 - 30 segundos e remover bem
todas as goticulas que estiverem aderidas as berdas antes de retornar os tubos
com as bordas para cima. Se os tubos n&o forem adequadamente drenados, pode-
se obter uma baixa replicacdo e valores erréneos.

9. Contar todos os tubos em um contador gama per um minuto.

IX. RESULTADOS

Os resultados destas Instrugdes de Uso foram calculados utilizando um ajuste de
curva log-linear. Outros métodos de redugdo de dados podem gerar resultados
ligeiramente diferentes.

A. Calcular as contagens médias por minuto (cpm) para cada Padréo, Controle e
amostras. Calcular a % B/T ou %B/Bo para cada Padrédo, Controle @ amostras da
seguinte forma:

% BT = Contagem Média das Amostras  x 100
Contagem Total Média

%B/Bo = _Contagem Média das Amostras ~ x 100
Contagem Média do Padrdo 0 mg/d|

B. Construir uma curva de % B/T ou %B/Bo para cada Padrao (eixo y) contra a
concentragio de cortisol (eixo x) em um papel de gréfico log-linear (semi-log).
Construir a curva padrao através da média dos pontes em duplicata.

C. Determinar a concentragdo de cortisol das médias das duplicatas de contagens
de cada Controle e amostras a partir da curva padrio.

D. Qualquer amostra que apresente leitura maior que o Padrdo mais alto deve ser
adequadamente diluida com o Diluente Cortisol e ser analisada novamente.

E. Qualquer amostra que apresente Ieitura inferior ao padrao mais baixo, deve ser
relatada desta forma.

F. Para determinar a concentragao de cortisol na urina, calcutar conforme mostrado
acima e corrigir quanto ao volume total de urina coletado em 24 horas:

ugfdL x volume de 24 horas (ml) = ug Cortisol/24 horas
100

X. LIMITACOES

- Este kit ndo deve ser utilizado para determinar niveis de corfisol em amostras de
pacientes tratados com prednisolona ou prednisona (a prednisona € rapidamente
convertida in vivo em prednisolona) (15, 16) devido & alta reatividade cruzada do
anticorpo a prednisolona.

- Amostras hemolisadas e lipémicas podem gerar resultados falsos e ndo devem
ser utilizadas.

- Deve-se evitar congelar € descongelar repetidamente os reagentes contidos nesle
kit, assim como as amostras de pacientes.



XL. CONTROLE DE QUALIDADE

- A ligagdo méxima (%ligada) ou contagens figadas ha auséncia de antigeno nao
marcado, & de aproximadamente 50% quandd um tragador recentemente marcado
& usado e pode cair para 25% com a aproximagéo da data de validade. Uma
ligagdo maxima menor que 25% pode indicar deterioracdo de reagentes,
contaminagao ou técnica inadequada.

- Os Controles DSL ou outros controles comerciais devem cair dentro dos limites de
confianga estabelecidos. Os limites de confianga para os Controles DSL sao
impressos nos rétulos dos frascos dos controles.

CURVA PADRAO TiPICA PARA CORTISOL
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A preciso inter-ensaio foi determinada a partir da média da média de duplicatas de
12 corridas separadas.

Amostra n Média Desvio Padrao Coeficiente de Variagao
(L) (ng/dL) (%)
| 12 5,06 0,40 7,9
1 12 18,46 1.26 6.8
1] 12 29,68 2,76 9.3

Tubo n? | Identificagdodo | Ligado | Média | BT B/Bo Cortisol
tubo (cpm) | (cpm) | (%) (%) (ng/dL)
1,2 Contagem 79112 | 79466
Total 79819
Padroes
3,4 A 45939 | 45737 | 57,6 100,0 0
45535
56 B 37942 | 38837 | 489 84,9 05
39732
78 G 30927 | 30777 | 387 67,3 2,0
30626
9,10 D 24626 | 24670 | 31,0 53,9 4.0
24714
E 17889 17786 | 22,4 38,9 10,0
11,12 17682
13,14 F 12456 | 12457 | 15,7 272 20,0
12458
15,16 G 8282 8436 10,6 18,4 60,0
8590
Controles
17,18 Nivel | 24311 25180 | 31,7 55,1 3,77
26049
19, 20 Nivel Il 12090 12457 | 15,7 272 20,00
12823
ED50 = 5,1 mg/d

Aviso: Os dados acima ndo devem ser utilizados no lugar dos dados obtidos pelo
usudrio no laboratdrio.

X, VALORES ESPERADOS

Recomenda-se que cada laboratério estabeleca os seus proprios valores para a
faixa normal de cortisol. Os resultados de um estudo de faixa normal, conduzido
com o RIA Cortisol DSL-2000 foram os seguintes:

Horario N Faixa Normal (ug/dL)
Manha 100 5-25
Tarde 100 2-12

Devido & varagio diumna (4) em individuos normais, 0s niveis séricos ou
plasmticos de cortisol s30 mais altos pela manhd e mais baixos & noite. Os niveis
de cortisol apos testes de estimulagio com ACTH normaimente aumentam de 2 - 3
vezes o valor basal. Os testes de supressao com dexametasona ou metirapona
reduzem o valor basal de cortisol para 75 - 90% do normal (8-12).

Os valores de ensaio para amostras de plasma (heparina ou EDTA) podem ser
aproximadamente 5 - 10% mais baixos para soro.

C. Recuperacéo:
Trés amostras de soro contende diferentes niveis de cortisol endageno foram
inoculadas com diferentes quantidades de uma amostra de soro com teor elevado e
foram analisadas.

Amostra | Endogeno | Adicionado | Esperado | Observado | Recuperagio

(ngidl) (ngidL) (g/dL) {rdl) (%)

1 227 1,73 4,00 397 99
3,65 5,92 6,57 111

7,49 9,76 8,95 92

1l 7,94 1,73 9,67 8,46 87
3,65 11,59 11,80 102

7,49 15,43 14,26 92

] 13,11 1,73 14,84 14,22 96
3,65 16,75 14,99 89

7,49 20,60 17,94 87

D. Linearidade de Diluicéo
Trés amostras de soro foram diluidas com Padrdo Cortisol 0 pgfdL e foram
analisadas.

Amosira Fatorde | Esperado | Observado Recuperacao
Diluigio | (ug/dL) (ngidL) (%)
1 - = 19,81 -
12 9,90 8,68 88
1:4 495 4,23 85
18 247 1,86 75
1:16 1,23 0,95 77
1] = ] 27,84 -
1:2 13,92 13,85 99
14 6,96 6,54 94
1:8 348 3,7 107
1:16 1,74 1,87 107
1] - - 19,74 -
32 9,87 9,64 98
14 493 4,49 91
1:8 2,46 2,08 85
1:16 1,23 1,04 85

E. Especificidade:

A reatividade cruzada do anti-soro para cortisol foi determinada contra varios
compostos. A porcentagem de reatividade cruzada é expressa como a relagéo
entre a concentragdo de cortisol e a concentragao do composto reativo a 50% de
ligagao com o Padréo 0 pg/dL. Na maioria dos casos a interferéncia dos compostos
enddgenos @ insignificante quando comparado aos niveis muitc mais altos de
cortisol circulante. A reatividade cruzada do anticorpo com prednisolona exclui o
uso deste kit para pacientes sob terapia com prednisolona ou prednisona (a
rednisona é convertida a prednisolona in vivo).

FFaixa de normalidade para urina: 25 - 120 pg/24 horas (urina nao extraida).

XIll. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Todas as caracteristicas de desempenho foram expressas em pg/dL . Para
converter para nmol/L:

pg/dL x 27,6 = nmol/L
A. Sensibilidade:
A sensibilidade tedrica, definido como o nivel mais baixo detectével de cortisol que
pode ser distinguido para o Padrdo Cortisol de 0 pg/dL € 0,11 pg/dL a um limite de
confianga de 95%.

B. Precisédo:
A precisao infra-ensaios foi determinada a partir da média de 12 replicatas para

cada amostra.
Amastra | n Média Desvio Padrdo | Coeficiente de Variagao
{ngrdL) (ngidll) (%)
| 12 5,04 0,33 6.5
Il 12 18,80 0,68 3,5
Il 12 27,32 2,26 8,3

ESTEROIDE % Reatividade Cruzada

Cortisol 100,0
Prednisolona 33,33
Corticosterona 9,30
11-Desoxicortisol 3.80
Cortisona 2,22
Prednisona 1,42
17 o-Hidroxiprogesterona 1,00
11-Desoxicorticosterona 0,61

Dexametasona 0,38
Testosterona 0,14
Progesterona 0,12
Epiandrosterona 0,04
Desidroepiandrosterona 0,02

Estradiol 0,02

XIV, REFERENCIAS

1. Drucker S, MI, New MI: Disorders of adrenal steroidogenesis. Pediatr Clin North Am 34: 10551086, 1987.

2. Migean Cj, lanes RI: Adrenal cortex: hipo- and hiperfunction. IN Litshitz F (ed): Pediatric Endocrinology, A Clinical
Guide, second edition. Mares! Dalcker, Inc, New York, 1990, pp 333-352.

3. Hyams J$, Gorey DE: Corticosteroids and growih. J Pedialy 113: 249-254, 1988,

4. Kreiger DT: Rhythms of ACTH and corlicosteroid secretion in health and disease and their experimental

ions. J Stercid Biochem 6: 785-791, 1975.




5. Chemow B, Alaxarder [, Smalidrge AC, Thompeon WR, Cook 0, Beardsloy D, Firk MP, Lake B, Flelcher JA:
Homanal msponses 1o nnmswg-uelrm Asch Indern Med 147; |2?:—1m. 1907,

B, Grapa L: Gushing's A revigw of tests 24 955977, 1978,

7. Lee POK, Winter R, Graan OC: M!MWIWSIII&UlW Eight cases and a review of the
Idgrature. Mﬁu?ﬁﬂ"m 1965

. Laisti 5, Ahanan F, F agnoss and staging ol n

adronahbe. Podialr Res 17, BB1 W 1583

& Alsavar AN, Gatlin Fw: Humohﬂimmlmhmmmuw()lmn second edtion. Year Book Medical

Publighers lnc, Ghécago, 1578,

10 mnmsm.m.cmumamw Padficid PL: a rationad approach lor essessing the hypathalamo-
pluitary-adronal axis, Lancet S: 1208-1210, 1988,

11. Watts NB, Tindal GT: Rapid assacemant of comoolrops resene aller piluilary surgery. JAMA 259; 708-711,

1958,

12 Lashansky G, Soenger P, Fishman K, Gautier T, Mayes D, mG [!!Millin\ondJ MME Nomative data
mmndﬂomln:hwlhy?ﬂ ges after
stimulation. J Ciin Endocrin Metab 73: 674-686, 1991,

13 sau.wmﬁ.xumi;s Senten AT, Fiddorskamp P: The effect of long tem glucoeoicaid on pitutary-adanal
respaness ko exogencus corticotropin-releasing hormana, Mow England J Med 396 226230, 1992,

14, Yalow R, Berson §: IN Qdgell WD, W {eds): Principles of
Compatithre ‘Protein Binding Assays. J.BLIWCA)‘ Phitadelphia, 1971, pp. 1-18,

Revisdo-Assessoria: 06/10/2006

Biom. Resp.: Dra. Adriana Beatriz C. Almeida — CRBM: 3828
Registro do Produto M.S.: 10337680041

CONSERVAR ENTRE +2 E + 8°C

Impnmdo e d:ul;rmusd.o por:

Di i Ltda.
Autunzaq&o de Funcionamento M.5.:103376-8
Hua Diogo Vaz , 291 - CAMBUCI
CNPJ. 68.384.155/0001-02
CEP. 01527-020 - 830 Paulo - SP
Fabtll:ado por:

it Laboratories,Inc
ME Medical Gen.l'er Bivd.
Webster, Texas 77598-4217 USA

Atendimento ao consumidor - Fone (0xx)(11)-3341.6987

89



ANEXO F — Bula do kit da DHEA

(-_'.'f VU acTIVE D?L.mlf,,u

REVISAO: 04/04/2005

I. FINALIDADE

O Kit para Radioimunoensaio com Tubos Revestidos DHEA ACTIVE™ DSL-9000
formece  maleriais e Instrugdes para a determinagao  quantitativa  de
dehidroepiandrosterona em soro ¢ plasma. Este ensaio destina-se ao uso
diagnaslico in vitro.

Il. RESUMO E EXPLICAGAO DO TESTE

A dehidroepiandrosterona (DHEA: and lona: 3p-hidroxi-5 ysten-17-ona)
é um eslerdide Cyq produzido no cortex adrenal e, numa menor extensdo, nas
gonadas (1-3). A DHEA atua como um precursor na sintese de tesloslerona &
aesirogeno. Devido 4 presenca de um grupo 17-oxo (ao invés de uma hidroxila), a
DHEA possui atividade androgénica relativamente fraca, a qual tem sido eslimada
como sendo ao redor de 10% da lestosteruna (1). Porém em recém-nascidos,

criangas prbxlmo da put cl 05 rllve|s de DHEA circulante
podem estar vdrias “vezes mals altos que as o 1 de na,
podendo ocorer uma conversan rapida no tecido psnrenco para estrdgenos mais
potenles {andr fiona e na) & estro 1. Além disso, a DHEA possuu

pouca para a globulina de ligagdo a hormdnios sexuais
(SHBG). Esles lalores podem aumentar a biopoténcia fisiologica da DHEA.
O papel fisiolégico da DHEA néo foi conclusi inido (4.5). Uma variedad,
de efeitos in vifro incluindo efeitos antiproliferativos em diferentes linhagens de
células e efeitos no metabolismo de células mediado por enzimas foram relatados.
Estudos in vive sugerem que a DHEA possa afetar o metabolismo de colesterol &
lipideos, sensibiiidade & insulina ¢ secregdo de insulina e fungdo imunoldgica.
Niveis anormais de DHEA foram relatados na esquizofrenia (6) e obesidade (7). A
administragdo terapéutica de DHEA foi proposta para varias condigdes, incluindo
obesidade e doenca cardiovascular (4,5).
Qs nivels séricos de DHEA sao relativamente altos no teto @ no recém-nascido,
baixos durante a infancia e aumentam durante a puberdade (8,8). Niveis elevados
de DHEA durante a adrenarca podem conbribuir para o desenvolvimento de pelos
pubiancs secunddrios. Os niveis séricos de DHEA progressivamente declinam
apds a terceira década de vida (4,10,11). Nenhuma alteragio consistente nos
niveis sericos de DHEA ocorre durante o ciclo menstrual ou gravidez; contudo,
pode vcorrer nivel baixo de DHEA na mulher pré-menopausa (12).
A DHEA possui uma taxa de depuragio metabdlica ripida em comparagao com o
seu conjugado sulfatado, a DHEA-S. Por esta causa, 0s nivels séricos de DHEA
sao de 100 a 1000 vezes mais baixos que os nivels de DHEA-S, Em adigao, os
niveis séricos de DHEA apresentam varagdo diuma significativa, a qual é
dependente do hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH) (4,10). Os niveis séricos da
DHEA aumentam em resposta a administragao exogena de ACTH (7).
A determinagdo de DHEA sérica & um marcador (til da sintese de androgenos
is. Miveis ano ite baixos podem ocorrer no hipoadrenalismo & nivais
clevados ocomem em vdrias condigdes, incluindo adenoma adrenal virilizante e
carcinoma (13), deficiéncias de 21-hid & 3f-hidroxi de desid
e am alguns casos de hirsutismo feminino (3). Como a DHEA é pmduzlcla pelas
ginadas em quantidades reduzidas, as determinagdes de niveis de DHEA podem
auxiliar na localizagdo de fontes de andrégenos em condigdes virilizantes.
O Kit RIA DHEA DSL ACTIVE utiliza uma preparagao de anlicorpo especifico e
sensivel com baixa reatividade cruzada a outros composlos fisioldgicos, incluindo
DHEA-S. De forma diferente de outros métodos para determinacao de DHEA, o
RIA DSL para DHEA ndo requer extracao prévia da amostra.

lll. PRINCIPIO DO ENSAIO

O procedimento segue o principio basico de radioimunoensaio, onde existe
compaticao antra um antigeno radioativo e um nao radicativo por um ndmero fixo
de silios da ligagio ao anticorpo (14). A quantidade de DHEA marcada [I-125]
ligada ao anticorpo € inversamente proporcional 4 concentragio de DHEA presente
na amostra. A separagio do antigeno livre ¢ do ligado é feita por decantagao ou
aspiragdo dos tubos revestidos com anticorpo.

V. REAGENTES

0Os c6digos para o kit RIA DHEA DSL ACTIVE® sdo os seguintes: DSL-9000 (100
tubos) e DSL 9000-5 (500 tubos). Cada kit contém os seguintes reagentes:

A. Padroes DHEA:
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Um frasco, 2 mL, identificade como A, contendo 0 ng/mL ¢ cinco frascos, 1 mL
cada, identificados de B a F, conlendo concentragfes de, aproximadamente 0.2,
1.0, 2.5, 10.0 e 30.0 ng/mL (0,7 — 103,68 nmolL) de DHEA (sintética) em um
lampao a base de proteinas (BSA) contendo azida sddica como conssrvants.
Consultar os rotulos das embalagens para obter as concenlragoes  axatas.
Armazenar os frascos fachados de 2 — 8°C até a data de validade. Para periodos
mais longos, armazenar a —20 %G, ou 4 temperatura inferior até a data de validade.

* DSL-8000{500 tubos) contém lrés conjuntos dr.' callbradores.

NOTA: Devido 3 ausé de a a preparagao de
rafaréncia para os Padrdes & Controles de DHEA foram obiidas .mr waralords .'m
USA, prmﬂc:ada por HPLC, pureza verificada por « gratia de g

e desemp fo por

B. Reagente DHEA [I-125]: (Vermelha)

Um frasco, 55 mL cada, contendo < 5 pGi (185 kBq) de DHEA marcada [I-125] em
tampao a base de proteina (BSA} contendo azida sodica como conservante.
Armazenar entre 2 — 8 °C até a data de validade.

“DSL-2000{500 tubos) contém 5 frascos de reagentes.

C. Tubos Revestidos com Anti-DHEA: (Borda Creme)

100 tubos plasticos (DSL-9000) com imunoglobulina policlonal de coelho anti-DHEA
imobilizada na parede interna de cada tubo. Armazenar entre 2 = 30 °C até a data
de validade.

* DSL-3000 (500 tubos) contém quinh (500) lubos pl:

D. Controles DHEA:

Dois frascos, 1 mL cada, Niveis | a II, contendo concentragbes baixa e alta de
DHEA em um tampac a base de proteina (BSA), com arida sddica como
conservante.Consullar os rotulos dos frascos para as faixas de referéncia.
Armazenar os lrascos fechados de 2 — 8°C ata a data de validade. Para perfodos
mais longos, armazenar a —20 °C, ou & temparatura inferior até a data de validade.
*DSL-9000 (500 lestes) contém trés conj de

Nota: Todos os reagentes e amosi'ras devem atingir a temperatura ambiente (~25
“C) e serem bem homog porinversdo anfes do uso.

V. PRECAUGOES

Para uso diagndstico in vitro.

Nao & destinado a0 uso interno ou externo em seres humanos ou animais.

CUIDADO: MATERIAL RADICATIVO

Consulte as regulamentacoes de radiacao, padroes, e procedimentos aplicaveis

para a sua facilidade em manusear, armazenar, e descartar materiais radicativos.

Este material radicativo deve ser recebido, adquirido, e usado somenle por

médicos, laboratérios clinicos ou hospitais e somente deve ser usado para lesles

de laboratério ou chnm-* in vitro que ndo envolvam administragdo mlema ou
do I, ou da radiagao dele para seres |

O seu recebimenio, agquisicdo, uso e fransferéncia  estao sqeltos a

regulamentagoes de cada pais.

Para minimizar os riscos de exposicao a radiacio,manuseie materiais radioativos

COma pela ¢ao padrao apropriada e no “Occupational

Radiation Protection Salaty Guide,Safety  Standards  Series NY  RS-G-

1.1,"1999 publicado pela “International Atomic Energy Agency”.

As seguintes Boas Praticas para Laboratério universais devem ser observadas:
Nao comer, beber, fumar ou aplicar msmehmx na area onde os matanais

radioativos esti sendo 1

- Nan pipetar com a boca.

. Usar is & luvas di Aveis quand ir materiais
imunodiagnosticos.

- Lavar muito bem as maos apds manipular materiais imunodiagndsticos.

. Cobrir a superficie de trabalho com papel absorvente descartével.

- Limpar todos os respingos muito bem e imedi e descontaminar a
suparficie afetada.

- Evile a geragao de aerosois.

. Providencie ventilagio adequada.

. Manuseie e descarte os reagentes e maleriais de acordo com a
requlamentagao aplicival.

AVISO: Material Potencialmente Nocivo a Saiide

Este kit contém alguns reagentes fabricados com ial de fonte | {ex.
soro ou plasma) ou usados em conjunto com materiais de fonte humana. O material
neste kit fol testado por métodos recomendados pela FDA e ndo se apresentaram
reativos para anticorpo HIV-1/2, HCV ¢ HBsAg. Nenhum método pode coferecer
compieta garantia de eliminagdo de riscos potenciais 4 salde. Estes reagentes
devem ser manipulados no Nivel de Biosseguranga 2, conforme recomendado para
qualguer amostra de sangue ou soro polencialmente infecciosa no manual do
CDC/MIH “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” (Bioseguranga
em Laboratérios Microbioldgicos e Biomédicos), 4° Edicao, Abril 1999,




CUIDADO: Perigo Quimico:

Alguns dos reagentes neste kit contém azida sodica como conservante em
concentragdes abaixo do limite permilido de <0.1%.Mesmo significativamente
diluida asida sidica concentrada € um irrilante para a pele @ membranas mucosas
a pode reagir r,nm o cobre @ chumho das fubulaghes e formar azidas metdlicas
explosivas, espect se lada. Esta substancia esta sob a forma diluida,
e por isto, pnde minimizar o5 riscos de exposicdo significativaments, mas nao
completamente. Evite conlato com a pele, olhos, e roupas. Em caso de conlato
com qualquer um destes reagentes, lave a drea completamente com agua e
procure orientagaoe médica. D todo ial nao ivo e 05 reagentes
sem risco de contaminagdo deixando correr uma grande quantidade de dgua a fim
da prevenir a formagao de produtos quimicos perigosos no sistema de tubulagao.
Para maiores informagdes a respeito de substancias de riscos pertencentes a este
kit, par favor, consulte os componentes especificos no MSDS, ou consulte o site
www. DS abs.com ou solicite a informacan.

VI. COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS
O soro ou plasma (EDTA) pode ser usado e as precaugies nNonmais para pungao
venosa devem ser observadas. As podem ser 3 as anira 2 - B
“C por até 24 horas ¢ devem ser congeladas a -20 ®C, ou temperatura inferior por
até dois anos em recipientes hermeticamente fechados (15). Nao utilizar amostras
hamolisadas ou lipémicas. Em um esludo realizado pelo fabricante, os valores
obtidos para 10 amostras de soro ou plasma colelado com EDTA  foram
comparados utilizando o Kit RIA DSL-8000. Os resultados foram os seguintes:
[soro] = 1,04 [plasma] + 0,05
r2=10,99, p<0001

VIl. OBSERVAGOES SOBRE O PROCEDIMENTO
Lim bom ar deslas i de us0 € necessario para o SUCESSD do
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- Papel grafico semi-log ou programa de andlise de dados de RIA

C. Procedimento de Ensaio

Aguardar até que fodos os reagentes atinjam a temperatura ambiente (~25 C) e
homogeneiza-los muito bem por inversdo suave antes do uso. Analisar Padrdes,
Controles e amostras em duplicata.

1. Identificar dois ubos normais (ndo revestidos) para Contagem Total. ldentificar e
preparar Tubos Revestidos com Anti-DHEA em duplicala, para Padroes, Controles
e amostras.

2.Pipetar 100 pl dos Padroes, Coniroles e amosiras nos tubos apropriados.
Pipetar nos fundos dos tubos.

3. Adicionar 500 pL de Reagente DHEA (I-125] a cada tubo.

4. Agitar todos os tubos em wértex de 1 a 3 segundos.

5. Incubar todos os tubos a 37 °C por 2 horas.

6. Decantar lodos os tubos, exceto os de Contagem Total, por inversao simultanea
com uma estante de espuma sobre um recepticulo de residucs radioativos.
Inverter firmemente os tubos sobre um material absorvente, para facilitar a
drenagem, e deixd-los secar sobre o material absorvente por pelo menos 2
minutos. Drenar bem os tubos a fim de remover todas as goticulas que estejam
adaridas as bordas antes de retomar os tubos com as bordas para cama. Se os
tubos ndo forem adequadamente drenados, pode-se obler uma baixa replicagao e
valores errdneos.

7. Contar todos os tubos em um contador gama por 1 minuta.

IX. RESULTADOS

Os resultados destas InstrugBes de Uso foram calculados utilizando um ajuste da
curva log-inear. Outros métodos de reducao de dados podem gerar resultados
ligeiramente diferentes.

A. Calcular as médias das contagens por minuto (cpm) para cada Padrao, Controle
e amostra. Calcular a %BfT ou %B/Bo para cada Padrao, Controle e amostra da

uso deste pn:ldu‘tu Ftesuhados o SErag obtidos  ulilizand
preci e seguindo-se exatamente as instrughes de uso.
Uma curva padrao deve ser incluida em cada ensaio.

Nao misturar varios lote da nenhum componente do kit deniro de um ensaio
individual. Ndo usar nenhum componente além da dala de validade indicada na

embalagem.

Apds remocao dos reagentes de ensaio do refrigerador, aguardar até que atinjam a
temperatura ambiente (~25 °C) antes de pipeta-los. R nao utilizad
podem ser s conforme especificade na secao Heagenle Padries e

Controles devem ser misturados antes do uso inveriendo-os ou utilizando
movimentos rolalorios suaves, ao inves de vortex. Para garantir uma mistura
homogénea dos reagentes em cada tubo de ensaio, agitagio suave ou virex é
essancial.

( fato de nao se obter valores apropriados para 0s controles pode indicar
manipulagdes imprecicas, manipulagdo inadequada das amostras ou deterioragao
de reagenles. Se os lubos nao forem bem drenados apds a decantagdo pode se
abter replicagdo baixa e valores arriinens.

ViIl. PROCEDIMENTO DO ENSAIO
A. Materiais fornecidos:
Materiais fomecidos no kit RIA DHEA ACTIVE™ DSL, Cédigo DSL-9000

Material DSL-9000 (100 tubos) | DSL-9000-5 (500 tubos)
Quantidade | Codigo | Quanlidade | Codigo
# #
Padrao DHEA A Um frasco 8901 Trés frascos 2901
Padrao DHEA B Um frasco 8802 Irés frascos 8902
Padrac DHEAC Um frasco 8903 Trés frascos 8503
Padrac DHEA D Um frasco 8004 Trés frascos 8004
Padrao DHEA E Um frasco 8905 Trés frascos 8905
Padrdo DHEAF Um frasco 8906 1rés frascos 8906

Tubos Revestidos com | 100 Tubos 9010 500 Tubos 9010
Anti-DHEA
Heagente Anfi-OHEA [I- |  Um frasco 8920 Cinco frascos 8920

125]

Gontrole DHEA Nivel | Um Frasco 8951 Trés frascos 8951
Controle DHEA Mivel Il | Um Frasco 8952 Trés frascos 8952
B. Materiais N arios Ndo Fornecid

« Tubos de ensaio de plastico da 12 x 75 mm.

- Estante para tubos de ensaio 12 x 75 mm.

« Pipeta de precisao para dispensagio da 100 pL.

« Pipala de repaticao para dispansacao de 500 pl.

+ Agitadnr de vortex

+ Banho-maria com lemperalura controlada, 37 £ 2 °C.
+ Material absorvente para drenagem dos tubas

+ Contador gama

forma:
% B/T - Contagem Média das Amostras x 100
Contagem Total Média
%B/Bo = _Contagem Média das Amostras x 100

Contagem Média do Padr@o 0 ng/ml

B. Construir uma curva com %EB/Bo para cada Padrdo de DHEA (gixo y) contra a
concentragao de DHEA (eixo x) em um papel gréfico log-linear (semi-log). Construir
a curva padran através da media dos pontos em duplicata,

C. Determinar a concentragao de DHEA das médias de conlagens das duplicatas
de cada Controle ¢ amostras a partir da curva padrao.

D. G que ap laitura maior que o padrao mais alto, deve ser
adequadameme diluida com o Padrao DHEA 0 ng/mL e ser analisada novamente.

E. Qualquer amostra que apresentar |eitura inferior ao padrio mais baixo, deve ser
relatada desta maneira.

X. LIMITAGOES

- Os reagentes fornecidos neste kit sdo ofimizades para a determinagao de niveis
da DHEA em soro ou plasma coletado com EDTA.

- Evitar congelar & d gelar repetid te 0s reag idos naste kit
assim como as amostras de pacientes.

+ Amostras hemolisadas e lipémicas podem gerar resultados falsos e ndo devem
sar ufilizadas.

X1. CONTROLE DE QUALIDADE

« A ligagio méaxima (%B/T) ou contagens ligadas na auséncia de antigeno nao
marcado, & de aproximadamenie 40% quando um tragador recentemente marcado
¢ usado ¢ pode cair para 20% com a aproximagao da data de validade. Uma
ligagho maxima menor que 20% pode indicar deterioragao de reagantes,
contaminagao ou léenica inadeguada.

= Os Controles DSL ou outros controles comerciais devem cair dentro dos limites de
confianga estabelecidos. Os limites de confianga para os Controles DSL sdo
impressos nos riulos dos frascos dos controles. Os controles de niveis alto e baixo
devam ser incluidos em cada ensaio.

GURVA PADRAO TIPICA DO ACTIVE™ DHEA

Tubon? | Identificacio do l i_igadu" Média| LT | ULo | DHEA

tubo (cpm) | (%) L
12 Contagem Total | 76937 | 77601
78265
Padrées




3.4 A 39920 | 37977 | 488 |1000 |©
36033

56 B 31067 | 31228 | 40,2 |8&22 |02
31388

7.8 C 19536 | 19893 (2568 |524 |10
20250

9,10 D 13533 | 13633 (176 |[359 |25
13733

11,12 E 6126 6126 | 7.9 16,1 10,0
6126

13,14 F 3548 3541 |46 23 30,0
3534

Controles

15,16 Nivel | 24328 | 24836 | 320 |654 049
25343

17,18 Nivel Il 14516 | 14292 | 184 376 |[227
14068

EDsg= 1,14 ngymL

Avisp: Os dados acima nao devem ser utilizados no fugar dos dados oblidos pelo
usudrio no laboratdnio.

XIl. VALORES ESPERADOS

Cada laboratério devera estabelecer os seus proprios valores para a faixa normal ¢
patolégica para DHEA. Os dados a seguir foram coletados utilizando o Kit DHEA
DEL-8900 para individuos adultos normais:

Sexo N Idade (fmanos) |  DHEA(ngmL}) |
média + DP Mediana Faixa Absoluta
ino | 33 | 47+31,faxa16-79 16 14-125
Feminino 61 51 + 28, faixa 22 - 80 30 08-105

Para a populagao como um fodo, os niveis de DHEA loram inversamente
relacionados com & idade (©° = 0,28, p = 0,007).

Ver a sepdn Comparagao de Matodos entra o Kit RIA DHEA 0SL-8900 e o Kit HIA
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I} 1,36 0,45 181 1.92 106
1,20 2,56 273 107
- 485 6.21 6.72 108
1] 11,51 0,45 11,96 10,01 84
1,20 12,71 10,93 896
485 16,33 16,20 100
D. Linearidade de Diluigao
Trés amostras séricas foram diluidas com Padrao DHEA 0 ng/mi ¢ analisadas.
Amostra | Fator de Diluiao | Esperado Observado Recuperagao
(ngimL) | (ng/mL) (%)
] - - 4,35
12 217 225 104
14 1,08 1,05 97
18 0,54 0,54 100
1:16 027 0,28 104
1:32 0,13 0,18 123
n = - 9,14 =
12 457 438 a6
1:4 228 229 100
18 1,14 1,09 95
1:16 0,57 0,55 9%
132 0,28 027 95
1:64 0.14 0,15 107
[T 9 = 15,99 =
1:2 799 748 a4
14 3,99 4,16 104
18 1,99 2,09 105
116 099 1,07 108
132 049 0,50 102

E. Especificidade

A reatividade cruzada do anti-soro para DHEA foi determinada contra varios
compostos com o ensaio DSL-8000. A porcentagem de reatividade cruzada é
expressa como a relagdo entre a concentragdo de DHEA e a concentragao do
composto reative a 50% de ligagio com o Padrdo DHEA 0 ng/mL

com Tubos Hevestidos DHEA ACTIVE DSL-9000. Composto 9 Realividade Cruzada
Dehidroepiandrosterona (DHEA) 100
; Isoandrosterona 0,45
Xill. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO Androstenediona 0,19
Todas as icas de 10 foram expressas em ng/mL. Para Sa-Androstane-3,17-diona 0,04
converter para nmol/L.: 5-Androstene-3p, 17 f-diol 0,03
ngimL x 3,46 = nmoll Androslerona 0,03
A. Sensibilidade 11-Desoxcariscl e
A sensibiidade teorica, ou limite de detecgo minimo, calculado através da Al ND
interpolagdo da média menos dois desvios padrdes de 14 replicatas do Padrao Sulfato de DHEA ND
DHEA 0 ng/ml & de 0,02 ng/mL. Tasiosterona ND
B. Precisdo 1 9-Hidroxiand ros[m;!nidloa_-la :g
:,%iﬁ:?o intra-ensaio foi delerminada a partir da média de 12 replicatas para cada 5p Androsoten-3e-ol-17-ona " ND
Amostra ™| Wédia | DesvioPadrao | Coeficiente de 3 ez, 17fi-cliol NG
(ng/mL) (ng/mL) ¢0 (%) all-!\ndrosmne-s,ﬂdlona_ ND
[ 12 1,24 0,07 56 A 11f-0k3,17-diona ND
1 12 2,63 0.28 10,8 5(10)Estren-17q-Etinil- 17p-0l-3-0na ND
[} 12 851 0,69 73 4-Androsten-17f-al-3, 11-diona ND
4-Androsten 17u-Etinil-17f-0l-3-ona ND
A precisio inter-ensaio foi determinada a partir da média da média de duplicatas de 5p-Androstane-3e, 17]-diol ND
10 corridas separadas. 5p-Androstane-3f, 17-diol ND
Amostra n Média | Desvio Padriao Cosficiente de Aldoslerona ND
(ng/mL) {ng/mL}) Variacdo (%) Coricostenna ND
I 10 0,98 0,10 10,2 Cortisol ND
I 10 255 0,20 7R Danazol ND
Il 10 10,34 0,72 70 Estriol ND
Esfrona ND
C. Recuperagio Noreﬁ{ldmna ND
Trés amostras de soro contendo diferentes niveis de DHEA enddgena foram Prednisona ND
inoculadas com guantidades conhecidas de DHEA e foram analisadas. Espironolactona ND
Triamcinolona ND

. —_ - -
tng/mL) | (ngimi) | (ng/mL) | (ngimL) [
0,32 0,45 0,77 0,86 112
1,20 1,52 1,56 103
485 517 5,06 o8

ND = Nio Detectavel (< 0,001%)

F. Comparagéo de Métodos

O Kit RIA de Tubos Revestidos DHEA ACTIVE DSL-8000 foi comparado ao Kit RIA
DHEA DSL-8900 utilizando amostras com limites entre 0,94 - 8,81 ng/mL. Os
resultados foram os seguintes:



N = 56 amostras de soro

Valores Médios: DSL-2000: 2,56 + 1,55 ng/mL
DSL-8900: 2,64 + 1,45 ng/mL
Regressao: [DSL-9000] = 1,03 [DSL-8900] — 0,16

= 0,94, p < 0,001
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