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RESUMO

Alteragdes emocionais t€m sido relacionadas a ocorréncia da halitose que é
caracterizada pelo aumento na produgfio de compostos sulfurados volateis (CSV) no ar
bucal exalado. Além disso, oscilacdes hormonais do ciclo menstrual também tém sido
relacionadas a altera¢des na homeostasia bucal. Porém, ainda nfo esta esclarecida a relagio
entre halitose, alteragdes emocionais e ciclo menstrual. O objetivo desse estudo foi avaliar a
influéncia da ansiedade e do ciclo menstrual sobre a producéio de CSV em homens (n=17) e
em mulheres (n=14) nas fases pré-menstrual, menstrual e folicular, determinadas pelo
método do calendario. A ansiedade foi induzida pelo “Video-Recorded Stroop Color-Word
Test” (VRSCWT), que consiste na leitura, em 2 min, das cores em que 100 palavras
designativas de cores estiio pintadas, sendo que cada palavra apresentada encontra-se em
cor diferente de seu significado. Por meio do questionario “Beck Anxiety Inventory’ (BAI),
foi avaliado o nivel basal de ansiedade. A concentragfio bucal de CSV (halimetro), pressdo
arterial sistéliéa, diastolica, freqiiéncia cardiaca, cortisol salivar, fluxo salivar e
concentragdo total de proteinas salivares foram avaliados antes e apés o VRSCWT. Os
resultados foram analisados utilizando-se andlise de varidncia (p<0,05). De acordo com o
BAI, os voluntirios ndo apresentaram alterages nos niveis basais de ansiedade. Na
condi¢do basal, as concentragdes de CSV foram maiores durante as fases menstrual
(131 £ 14) e pré-menstrual (124 +15) em relacdo a fase folicular (123 + 15) ¢ homens
(85 £ 15 ppb; p<0,05). Mulheres na fase pré-menstrual (0,26 £ 0,04) apresentaram menor
fluxo salivar do que as mutheres nas fases menstrual (0,31 + 0,04), folicular (0,33 + 0,05) e
homens (0,40 £ 0,04 mL/min; p<0,05). A concentragiio total de proteinas salivares foi
maior em homens (1,00 £0,06, p<0,05) em comparagdo as fases do ciclo reprodutivo
(menstrual = 0,77 % 0,12; pré-menstrual = 0,70 + 0,06; folicular = 0,78 £ 0,10 mg/mL). Em
homens, a pressdo sistdlica (125 +2; p<0,05) fo1 maior em relagdo as mulheres (pré-
menstrual = 108 £ 2; menstrual = 110+ 2; folicular = 110 £ 2 mmHg). Ao contrario,
homens apresentaram menor freqliéncia cardiaca (69+ 1 bpm; p<0,05) em relagio as
mulheres  (pré-menstrual =80 £ 2; menstrual =77 £3; folicular="79 + 3 bpm). Foi

observada maior concentracdo salivar de cortisol na fase menstrual (1,7 = 0,2; p<0,05) em



comparacdo com as fases pré-menstrual (1,3 £0,13), folicular (1,4 £0,19) e homens
(1,4 + 0,07 pg/dL.). Nos homens, o VRSCWT induziu aumento na concentragdo bucal de
CSV (97 £ 11 ppb), pressdo arterial sistdlica (128 + 2 mmHg) e frequéncia cardiaca (74 £ 1
bpm), sem alteragdo na pressio arterial diastolica, fluxo salivar, concentragSes salivares de
proteinas € de cortisol salivar. Ao contrario, nenhuma diferenca nas varidveis de resposta
foi observada nas mulheres, apds o VRSCWT (p>0,05). Os resultados demonstraram que a
ansiedade pode contribuir para o aumento da produgio de CSV em homens, e que o status

hormonal de homens e mulheres pode participar deste processo.

Palavras-chaves: Compostos sulfurados volateis, halitose, ansiedade, ciclo menstrual.
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ABSTRACT
Psychological symptoms have been pointed out as a factor, which induces halitosis, which
1s characterized by the increased production of volatile sulfur compounds (VSC) presented
in the oral breathing. In addition, hormonal fluctuation of the menstrual cycle has been
show to affect oral homeostasis. However, the relationship among menstrual cycle,
emotional factors and halitosis is not clarified. The aim of this study was to evaluate the
influence of anxiety and menstrual cycle on the production of VSC in wornen (n=14) and in
men (n=17). After approval by the ethics committee, volunicers with good oral and general
health were submitted to the Video-Recorded Stroop Color-Word Test (VRSCWT) used to
elicit anxiety. In women, the test was performed on the pre-menstrual, menstrual and
follicular phases of their regular reproductive cycles. The menstrual phases were
determined by the calendar method. The baseline level of anxiety was measured through
the “Beck Anxiety Inventory” (BAI) before the VRSCWT. The VSC (ppb-halimeter),
salivary flow (mL/min), total salivary protein concentration (mg/mL), systolic and diastolic
blood pressure (SBP, DBP, mmHg), heart rate (HR, bpm) and salivary cortisol (ug/dL)
measurements were performed before and after the application of the VRSCWT. Data were
compared by Analysis of Variance (p<0.05). According to BAI none of the volunteers
presented any anxiety disorder diagnosis. During basal situation, VSC was higher during
the menstrual (131 £ 14) and pre-menstrual (124 + 15) phases when compared to men (85 +
15) and women in follicular (123 + 15} phase (p<0.05). Salivary flow was lower during
pre-menstrual phase (0.26 + 0.04; p<0.05) than menstrual (0.31 * 0.04), follicular (0.33 &
0.05) phases and also compared to men (0.40 £ 0.04). Total salivary protein concentration
was higher in men (1.00 £ 0.18, p>0.05) as compared to women in any menstrual phase
(menstrual = 0.77 £ 0.12; pre-menstrual = 0.71 £ 0.06; follicular = 0.78 £ 0.18). SBP was
higher in men (125 + 2) as compared to women (pre-menstrual = 108 + 2; menstrual = 110
* 2; follicular = 111 + 2). Heart rate was lower in men {69 + 1) as compared te women in
any phase of the menstrual cycle (pre-menstrual = 80 + 2; menstrual = 77 + 3; follicular =
80 £ 3). Salivary cortisol was higher in women during menstrual phase (1.7 £ 0.2) in

comparison with men (1.3 + 0.07) and women in pre-menstrual (1.3 * 0.13) and follicular
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(1.4 + 0.19) phases. In men, the VRSCWT induced an increase in oral concentration of
VS8C (97 + 11, p<0.05) without changes in salivary flow (0.40 £ 0.03) and protein
concentration (1.00 + 0.06) (p>0.05). These changes were associated with increases of SBP
(128 £ 1) and heart rate (74 £ 1) (p<0.05). On the contrary, in women, no differences in any
parameter were observed after the VRSCWT (p>0.05). The results of the present study
showed that, in men, the anxiety might contribute to production of VSC. Also, the

hormonal status of men and women might be involved in this process.

Key words: volatile sulfur compounds, halitosis, anxiety, menstrual cycle.
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1. INTRODUCAO

Halitose € wmna alteracfio do hdlito, caracterizada pela emanagio de odores fetidos
pela boca, que apresenta origem local ou sistémica, e causa constrangimento tanto para
quem a possulli como para as pessoas com as quais o individuo convive (Rosenberg &
Culloch, 1992). Os odores desagraddveis sdo produzidos pela agfo das bactérias gram-
negativas da microbiota bucal sobre aminoacidos que contém enxofre. A degradagio de tais
aminodcidos produz compostos sulfurados volateis (CSV), representados, em sua maioria,
pelo sulfeto de hidrogénio (H,S), metil mercaptana (CH:SH), e o dimetil sulfeto
(CH;SCHj;) (Springfield et al., 2001), sendo as concentragdes desses gases usadas como
indicadores da severidade da halitose (Rosenberg et al., 1991; Rosenberg & McCulloch,
1992).

A mensura¢io destes compostos pode ser realizada por meio de avaliagio
organoléptica do ar emanado da cavidade oral (Rosenberg ef al., 1992), por cromatografia
gasosa (Rosenberg & McCulloch, 1992} ou por meio de um monitor de sulfeto (Rosenberg,
1990). As pequenas dimensdes e simplicidade desses monitores factlitam o seu uso na
rotina clinica e em pesquisas sobre halitose (Shimura et of., 1996). Nos tltimos anos um
dos monitores desenvolvidos foi o halimetro, que contém um sensor voltamétrico sensivel a
sulfeto. O ar expirado ¢ levado ao interior do aparelho através de uma cénula, por sucgdo.
Este ar passa atraves do sensor, onde ocorre a contagem das moléculas de CSV presentes na
amostra, e o valor € expresso em ppb em um visor digital. As vantagens do seu uso séo o
baixo custo, o fato de ser portatil e a rapida obtengio das medidas (Rosenberg et al., 1991).

Estudos sobre a etiologia do mau halito mostram que 36 a 85% dos casos sio
causados por condi¢des orais originadas de ma higiene bucal, placa dental, préteses nio
higienizadas, periodontite, saburra lingual ou consumo de alimentos condimentados (Attia
& Marshal, 1982). Além disso, a halitose pode também estar relacionada a desordens do
tato respiratdrio, diabetes, doengas hepaticas, gastrointestinais ¢ renais (Attia & Marshal,
1982).

Muitas vezes, porém, o cirurgido-dentista se depara com o paciente que apresenta

queixa de mau-halito e surpreendentemente, durante a anamnese e exame clinico, ndo



encontra nenhum sinal ou causa orgénica para o sintoma. Com o passar do tempo esse mau
odor ndo desaparece, e as vezes até se intensifica, gerando problemas para o profissional
que, além de nfo solucionar o problema, ndo encontra na literatura explicagdes objetivas
para o fendmeno. Diante disso, alteracdes emocionais e o estresse tém sido relacionados ao
aparecimento da halitose, embora haja poucos estudos sobre essa relagéio (Eli ef al., 1996;
Queiroz et al., 2002; Kurihara & Marcondes, 2002).

A ansiedade é uma forma de inibigio comportamental que ocorre em resposta a
eventos ambientais que representem novidade e/ou sejam punitivos (Rang et al., 1995), e
apresenta sintomas como alteragio do humor, alterages comportamentais ¢ fisioldgicas,
tais como palpitacGes, hipervigildncia ¢ sudorese (Pratt, 1992). Além disso, a ansiedade
também pode ser definida como uma resposta de alerta eficaz contra uma ameaca ou um
estimulo estressante (Pratt, 1992), ¢ pode contribuir para o desempenho em tarefas
cognitivas (Graeff ef al, 1997). O termo estresse, introduzido por Walter Cannon, se refere
a4 reacfio fisiologica causada pela percepgdo de situagdes aversivas ou de ameaga, que
possam alterar a homeostasia do organismo (Carlson, 1998). O estresse envolve a ativagio
da secre¢fo de catecolaminas e glicocorticdides, de outros hormdnios ¢ neurotransmissores,
cujos efeitos também podem desencadear alteragdes fisioldgicas e comportamentais
semelhantes aquelas desencadeadas por estimulos ansiogénicos. Portanto, nfio é clara a
diferenga entre a ansiedade e estresse, sendo inclusive que esta discussdo ainda € um tema
sem consenso na literatura cientifica.

Fisiologicamente, ¢ a reaglc de estresse que torna possivel a sobrevivéncia ¢ a
adaptacio dos seres vivos aos inumeros estimulos ambientais, nocivos ou no, a que estio
constantemente expostos. Porém, quando esse estimulo ¢ mantido por muito tempo ou é
muito intenso, o processo de adaptacdo pode nfo ocorrer. Neste momento, desenvolve-se a
fase de exaustio da reagfo de estresse em que o organismo se torna susceptivel a distirbios
e patologias (Selye, 1936). No campo da Odontologia essa fase, ¢ também situagdes que
geram ansiedade, podem se manifestar na forma de reagdes alérgicas € inflamagdes bucais,
llcera aftosa recorrente (Fabian & Fabidn, 2000), doengas periodontais e halitose (Queiroz
et al., 2002). Neste contexto, fo1 relatado aumento na produgdo de CSV em individuos

saudaveis submetidos a um exame académico, € esta alteracdo foi acompanhada de



diminui¢o do fluxo salivar, em relagdo aos valores observados uma semana antes do
exame (Queiroz et al, 2002). Apesar de haver evidéncias sobre a participacio da
hipossalivagdo ¢ da diminuigdo da atividade imunoldgica, induzidas pelo estresse ou
ansiedade, no desenvolvimento da halitose, ainda ndo estdo esclarecidos 0s mecanismos
pelos quais o estresse e a ansiedade contribuem para a ocorréncia do mau halito.

Um método que tem se mostrado bastante eficaz para medir o estresse ¢ a
ansiedade, € a quantificagdo da concentragiio salivar de cortisol (Castro & Moreira, 2003).
Sabe-se que o estado de ansiedade € o estresse estimulam a secre¢do do horménio esterdide
cortisol, pelo cortex da glandula supra-renal. Como hia uma relagdo direta entre as
concentracdes sangiiineas e salivares de horménios e medicamentos, em virios estudos a
dosagem salivar de cortisol tem sido utilizada devido 2 simplicidade na coleta da amostra e
sensibilidade do método. Ao contrdrio, a coleta de sangue requer profissionais
especializados e gera maior estresse devido & apreensdo gerada pelo medo da agulha
(Akyuz et al., 1996). McCartan et al. (1996) encontraram correlacdo positiva entre
ansiedade e a concentragdo de cortisol salivar. Além disso, Miller er al. (1995)
demonstraram que o estresse, avaliado pelos niveis plasmaticos de cortisol, associado a
extragio dentdrta, em adultos, foi maior do que o relacionado com os demais
procedimentos odontologicos.

Na clinica odontolégica, € muito dificil a determinacfo das causas que induzem
ansiedade ¢ estresse, ja que fatores sociats, econdmicos ¢ familiares ndo podem ser
excluidos, € somam-se aqueles diretamente relacionados ao tratamento dental. Assim, €
evidente a importincia do desenvolvimento de protocolos experimentais que permitam a
padronizagdo da qualidade e intensidade do estimulo ansiogénico, assim como o seu papel
no desenvolvimento de sintomas psicopatologicos ¢ manifestagdes bucais. Em 1999, Leite
et al. verificaram a eficiéncia do Video Recorded Stroop Color Word Test (VRSCWT)
como um modelo experimental para indugio de ansiedade em humanos. Foi observado que
o VRSCWT foi efetivo em aumentar o estado de ansiedade em individuos normais, e que
este efeito foi bloqueado pela administragdo do agente ansiolitico Diazepam.

Vérias caracteristicas do individuo, tais como o sexo, ¢ ciclo reprodutivo, as

caracteristicas genéticas e a idade podem influenciar a reaclo de estresse ¢ o estado de



ansiedade (Banky er al., 1994; Horan, 2000). No sexo feminino, a influéncia do ciclo
menstrual sobre variaveis fisiolégicas e comportamentais é cada vez mais reconhecida ¢
estudada, principalmente em mulheres que relatam alteragdes na fase pré-menstrual. Neste
periodo, ocorrem significativas alteragdes na secre¢iio de esterdides sexuais, em particular
da progesterona, e essas flutuagSes hormonais combinadas com tensdes emocionais
(estresse ¢ ansiedade) podem exacerbar sintomas de irritabilidade, fadiga, confusio mental,
depressdo ¢ ansiedade. A progesterona, secretada pelo corpo liteo sob estimulacio do
horménio luteinizante (LH), atravessa prontamente a barreira hemato-encefalica
(Majewska, 1987), e € convertida, dentre outros metabdlitos, a alopregnanolona (3a-
hidroxi-5a-pregnan-20-one). Tem sido mostrade que esse 3a-hidroxi-esterdide tem agido
ansiolitica, anticonvulsivante, sedativa/hipnética e anestésica, através de sua interacio com
sitios alostéricos do receptor GABA, de 4cido gama - aminobutirico (Brot ef al., 1997).
Assim, sintomas da sindrome pré-menstrual, tais como ansiedade e depressio, parecem
estar associados a rapidos declinios dos niveis de alopregnanolona no encéfalo (Smith,
1998).

Com relagdo & Odontologia, as oscilag@es hormonais caracteristicas do ciclo
menstrual e a sindrome pré-menstrual afetam a homeostasia bucal e o tratamento
odontoldgico. Nas décadas de 60 e 70, alguns autores sugeriram que as oscilagdes na
secrecio de estrogeno e progesterona poderiam estar relacionadas as alteragdes de
sensibilidade dos tecidos gengivais, aumento de exudato gengival, descamagio de células
epiteliais da cavidade oral e também ao aparecimento da halitose (Loe & Silness 1963,
Egelberg, 1964; Lindhe & Attstrom 1967; Main & Ritchie 1967; Lindhe et al, 1969;
Tonzetich et al., 1978). Entretanto, curiosamente, nos 20 anos seguintes ha poucos artigos
sobre uma possivel relagdo entre ciclo menstrual e halitose. Em 2002, Queiroz ef al.
relataram que, durante o periodo pré-menstrual, mulheres com sindrome pré-menstrual
apresentaram um aumento na produgdo bucal de CSV, em relagio a mulheres nio
portadoras desta sindrome. Além disso, também foi observado que a incidéncia de herpes
simples, estomatite herpética recorrente e tlceras aftosas, apertamento ou ranger dos dentes

se torna maior neste periodo (Cureton, 1986).



Assim, embora possamos considerar que, em mulheres, as flutbages hormonais e
alteracBes emocionais possam influenciar a homeostasia bucal, ainda ndo hd trabalhos
cientificos suficientes que permitam esclarecer a relagfio entre o desenvolvimento de
halitose, situagdes estressantes e ansiogénicas ¢ o ciclo menstrual. E, é nesse contexto que o

presente estudo foi desenvolvido.

2. OBJETIVOS

Estudar a influéncia do estado de ansiedade ¢ do ciclo menstrual sobre a produgéo
de compostos sulfurados volateis, avaliando a relagdo entre as fases do ciclo menstrual, a
concentragdo bucal de compostos sulfurados volateis, o fluxo salivar, os niveis de cortisol

salivar e a concentracgéo total de proteinas salivares.



3. CAPITULOS

Esta tese serd apresentada na forma de trés capitulos, que correspondem aos
artigos resultantes da revisdo bibliografica (capitulo 1), e da andlise dos dados

experimentais (capitulos 2 e 3), durante ¢ desenvolvimento deste estudo.

O Capitulo 1 trata de um artigo de revisio intitulado “Qual é a origem do mau

halito?”, aceito para publica¢io.

O Capitulo 2 apresenta um artigo publicado, que corresponde a dados parciais
obtidos neste estudo, sob o titulo “Influence of anxiety on the production of oral volatile

sulfur compounds”.

E o Capitulo 3 se refere a um artigo em fase de redagdo, sob o titulo “Influéncia
da ansiedade sobre a halitose: diferencas relacionadas ao género e ao ciclo menstrual”,

correspondente 4 andlise dos dados totats obtidos neste estudo.

Antes do inicio da seleg¢do dos voluntarios e da coleta de dados, o projeto referente
a esta tese foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba-UNICAMP (CEP — FOP), sob o protocolo 163/2003. A copia do certificado de
aprovacgdo, emitido pelo CEP — FOP, esta apresentada no Anexo 1. O modelo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, que foi fornecido ¢ assinado por todos os voluntarios,

estd apresentado no Anexo 2.



31 CAPITULO1

Calil CM, Tarzia O, Marcondes FK. Qual ¢ a origem do mau-halito? Revista de

Odontologia da Unesp , no prelo, 2006.

O presente artigo refere-se 4 parte da revisdo bibliografica realizada para o
desenvolvimento deste estudo, e foi aceito para publicagio em agosto de 2006, conforme

comprovante apresentado na piagina seguinte.
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Qual € a origem do mau-halito?

Calil CM, Tarzia O, Marcondes FK

RESUMO

O termo “malodor oral” ou “halitose” € usado para descrever um odor desagradavel, que
emana da cavidade bucal e é motivo, atrds somente da cérie e doenga periodontal, de visitas
aos dentistas. Surpreendentemente, um problema de tal magnitude, com tamanha prioridade
para o publico, tem sido tradicionalmente negligenciado pelos cirurgides-dentistas. A
maioria dos casos de halitose origina-se na boca, como resultado do metabolismo
microbiano, no qual compostos sulfurados voldteis sdo produzidos por bactérias gram-
negativas anaerébias. A halitose também tem sido relacionada a presenga e severidade da
doenca periodontal e a quantidade de saburra lingual além de desordens sistémicas.
Entretanto, a ocorréncia de mau hélito, na auséncia de alteragBes bucais ou doencas
sistémicas, tem representado um desafio para o profissional de satide e nesse contexto,
sintomas psicopatologicos t€m sido apontados como fatores indutores de halitose. Esse
artigo discute os diferentes tipos de halitose e tem como objetive auxiliar os cirurgides-
dentistas no manejo de pacientes sob essa condicio além de informar os profissionais de

saude em geral.

Palavras chaves: halitose, saburra lingual, ansiedade, compostos sulfurados volateis e

doenga periodontal.
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What causes bad breath?

ABSTRACT

The term "oral malodor" or ‘“halitosis” is used to describe a foul or
offensive odor emanating from the oral cavity and may rank only behind
dental caries and periodontal disecase as the cause of patient's visit to
the dentist. Surprisingly, a problem of this magnitude, with such high
priority to the public has traditionally been neglected by the dental
profession. Most oral malodor originates within the oral cavity itself,
primarily as a result of microbial metabolism, in which volatile sulfur
compounds (VSC) are produced by many oral bacteria, especially
gram-negative  anaerobic species. Halitosis has also been correlated  with
the presence and severity of periodontal disease and by the amount of
coating on the tongue, in addition to systemic disorders. Since many
patients complain  about  halitosis  without  clinical evidences, however,
psychological symptoms have been pointed out as a factor inducing oral
malodor. This article discusses the different types of halitosis and it is
the authors’ goal to inform health professionals in general, and help dental clinicians

achieve better management of patients with this condition.

Key words: halitosis, tongue coating, anxiety, volatile sulfur compounds and periodontal

disease
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Introducio

A halitose constitui um problema de sande publica devido ao grande nimero de
pessoas atingidas, ¢ a dificuldade de diagndstico devido a suas causas multifatoriais. Por
outro lado, no Brasil, é grande o mimero de profissionais gue tém utilizado um monitor de
sulfetos como instrumento unico de diagndstico do mauv-hdlito, ignorando a complexidade e
os conhecimentos cientificos obtidos, de forma sistematizada, sobre o tema. Vale ressaltar
que o nimero de trabalhos publicados em portugués, nesta area, € restrito, € que a
informacdo e atualizacio do cirurgiiio — dentista sdo imprescindiveis para um correto
diagnéstico e, conseqiientemente um eficiente tratamento dos pacientes portadores de mau
halito. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi reunir o conhecimento atual sobre a
halitose a fim de propiciar uma ferramenta 1til tanto para profissionais da area clinica

quanto para profissionais de pesquisa nas diversas areas de saide.

Discussio

O mau hélito ou halitose ¢ um odor desagradavel que emana da cavidade bucal e,
na maioria dos casos, é resultado do metabolismo da microbiota bucal'. Como a halitose
pode provocar um desconforto tanto para o individuo que a possui, quanto para as pessoas
de seu convivio, e interferir nas relagdes sociais, 0 mau hélito deveria ser considerado um
problema de interesse piblico’. Os odores desagradiveis emanados da cavidade oral
resultam da producio de compostos sulfurados voldteis (CSV) e compostos orgdnicos
volateis de origem putrefativa(COVP), por agio das bactérias gram-negativas anaerdbias da
microbiota bucal sobre aminoacidos que contém enxofre. Os CSV sdo representados, em
sua maioria, pelo sulfeto de hidrogénio (H,S), metilmercaptana (CH3SH), e o dimetilsulfeto
(CH;SCH;) e os COVP, pelo fenol, indol, escatol, putrescina, cadaverina, aminas e
metano’.

Pela manhi, ao acordar, é normal que muitos individuos apresentem algum grau

de mau halito. Essa alteracio é conhecida como halitose matinal e é atribuida a causas
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fisiologicas relacionadas ao despertar matutino. A halitose pela manhd provavelmente
ocorre devido & diminuigdo do fluxo salivar durante o sono e conseqilente actmulo e
putrefacdo de células epiteliais descamadas e alimento®. O epitélio bucal descamado ¢ os
restos alimentares sdo normalmente removidos pela acdo da lingua e acdo detergente da
saliva durante a mastigacio normal, a degluticio e a fala. O ato de comer ou escovar os
dentes pela manhi remove a halitose decorrente destes fatores™®. Enquanto essa halitose
matinal e passageira ¢ facilmente controlada, a halitose persistente pode indicar desordens
orais tais como doenga periodontal, inflamacdo gengival, saburra lingual, ou desordens
sistémicas tais como ulceras gastrintestinais, hemorragia interna, hémia de hiato, diabetes
mellittus, cirrose hepética, leucemia, uremia, e condicdes idiopaticas nfio caracteristicas’. A
halitose, nessas situagGes ¢ mais intensa, apresenta caracteristicas especificas de cada
patologia e requer conhecimento para ser tratada. Nestes casos, a sua presenca ndo deve ser
subestimada, pois pode ser o sinal indicativo de sintomas patoldgicos subjacentes.

Existem pelo menos trés meios de se mensurar as concentrages de CSV. A
avaliacfo organoléptica consiste em avaliar, através do olfato humano, o ar emanado da
cavidade oral®. Apesar de ser considerado um método de referéncia por simular as situagoes
do dia a dia, ele apresenta algumas desvantagens. Devido a inalagfo direta do ar emanado,
os juizes podem sofrer riscos de contaminacio e infecgdo cruzada. Além disso, os
receptores olfativos humanos apresentam rapida adaptacéo, o que pode dificultar repeticies
de medidas e mensuragdes em larga escala’,

Tonzetich et al.”'® desenvolveram métodos de analise de mau odor bucal através
da cromatografia gasosa. Como essa metodologia permite a separacdo ¢ quantificacio dos
gases, esses autores propuseram que dentre os gases que contém enxofre, o sulfeto de
hidrogénio e a metilmercaptana eram os principais componentes responsaveis pelo mau
odor oral. Embora possa ser considerado um método preciso, por permitir a mensuracio de
concentragdes extremamente baixas dos gases, as suas desvantagens incluem o alto custo
de instalagfio, a necessidade de treinamento de pessoal qualificado, a falta de um aparelho
portatil e necessidade de tempo prolongado para realizagio das medidas. Estas

caracteristicas também inviabilizam o seu uso na pratica clinica®.
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Nas duas ultimas décadas do século XX, foi desenvolvido um monitor de sulfeto
para a mensura¢do dos gases associados com 0 mau odor®. Estudos iniciais demonstraram
associacOes significativas entre as avaliacBes organolépticas e aquelas realizadas com este
Novo equipamentog- Além disso, as mensuracdes realizadas com o monitor apresentaram
melhor reprodutibilidade quando comparadas as avaliacdes organolépticas®. As suas
pequenas dimenstes e simplicidade de operacgo facilitaram o seu uso na rotina clinica e em
pesquisas sobre halitose''. Um dos monitores desenvolvidos foi o halimetro, aparetho no
qual o ar expirado por sucgéio é levado através de uma canula, até um sensor voltamétrico
sensivel a sulfeto, onde ocorre a contagem das molécuias de CSV presentes na amostra. O
valor € expresso em ppb em um visor digital. Apesar de nfio permitir a diferencia¢fio entre
os CSV, as vantagens do seu uso incluem o baixo custo, o fato de ser portatil e a rapida
obtencdo das medidas®.

O diagnéstico da halitose é baseado principalmente na histéria clinica do
paciente, a qual deve servir de base para o exame fisico e a solicitagio de exames
complementares4. Assim € importante a realizagiio de trés exames de rotina: halimetria da
boca, stalometria e teste BANA. A halimetria ¢ a medida do halito realizada através do
monitor de sulfeto, que mede compostos de enxofre, de qualquer origem. Os valores de
referéncia normais sfo no maximo 100 ppb para a medida do ter¢o posterior da boca
(valores obtidos durante a expira¢fio, com inspiragdo suspensa) e entre 40 e 60 ppb para as
medidas tomadas das narinas. Valores superiores aos mencionados indicam contaminagio
por microrganismos presentes na saburra e/ou no muco nasal'®. A sialometria & a avaliagio
do fluxo salivar e o teste BANA identifica a presenca dos Bacteroide forsythus, Treponema
denticola e Porphyromonas gingivafis”, que sdo os principais microrganismos produtores
de CSV.

Estudos sobre a etiologia da halitose mostraram que, na maioria dos casos, ¢la
pode resultar de alteracdes na cavidade bucal tais como doenga periodontal, md higiene,
impacg¢io alimentar e principaimente saburra lingual®. S4o dois os principais reservatérios
de microrganismos responsaveis pela produgfio de CSV, na cavidade oral: o dorso da lingua

¢ 0 ambiente subgengival.
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1415 sabe-se que individuos portadores de doenca periodontal

Desde a antigiiidade
apresentam odores bucais em maior intensidade do que individuos sem doenga periodontal.
Além disso, Tonzetich'® e Fukushima'’ mostraram que concentrages de CSV aumentam
com a severidade da doenca periodontal. Yaegaki & Sanada,'® utilizando a cromatografia
gasosa, observaram que a concentragio de CSV e principalmente de metilmercaptana
(CH3;SH), em pacientes com doenga periodontal, isto €, com profundidade & sondagem
maior ou igual a 4 mm, eram superiores aquelas verificadas em individuos considerados
sauddveis, ou seja, aqueles com profundidades a sondagem menores que 4 mm. Nesse
mesmo trabatho, a fim de comparar as concentragdes de CSV e a extensio da doenca
periodontal, avaliada através de um indice de sangramento, os autores observaram
correlagio positiva entre o percentual de sitios sangrantes e sitios examinados, a
concentracio de CSV e a razdo entre CH3SH / H,S. Estudos recentes realizados em Israel”,
Japao'® ¢ EUA®, também indicam associacdo entre doenga periodontal e parimetros de
halitose.

Porém ¢ importante ressaltar que, embora existam associa¢des significativas entre
doenca periodontal e halitose, nem sempre had uma relagio de causa e efeito entre essas
desordens. Como foi evidenciado por Rosenberg em 2001° “a relagio entre mau odor e
doenga periodontal ¢ confusa”. Muitos pacientes com queixa principal de mau odor tém
algum nivel de patologia gengival e/ou periodontal suficiente para explicar o surgimento da
halitose. Este paradigma da periodontite é uma extenso lgica do reconhecimento de que a
putrefacio dos restos alimentares e a degradagio de proteinas da bolsa periodontal ocorrem
pela agdo da microbiota oral e microrganismos associados a periodontite. Associagdes de
higiene oral muito pobre {ou ausente) e lesdes orais necrosantes em pessoas com halitose
tém perpetuado a idéia de que sempre ha etiologia periodontal. Entretanto a doenga
periodontal nem sempre € um pré-requisito para a producgio do mau odor.

Embora muitas evidéncias indiquem que a doenga periodontal pode causar ou
aumentar a severidade da halitose, nem todos os pacientes com gengivite / periodontite
apresentam mau hélito e vice-versa®'. Uma possivel explicacfio € o fato da saburra lingual

também estar relacionada & origem do mau odor bucal™?>,
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A saburra lingual € uma massa esbranquigada e viscosa, que se adere ao dorso da
; . o ‘a .24 . . .
Hngua, em maior propor¢do na regifo do tergo posterior”. As fissuras e criptas linguais
apresentam grandes quantidades de células epiteliais descamadas, bactérias e restos
alimentares®. Essa regidio representa, portanto, um local de actimulo de bactérias e restos
alimentares que s&o substratos para o metabolismo de organismos que geram compostos
odoriferos. Embora atualmente haja evidéncias de que a maior causa bucal de halitose seja

1** este fator ainda ndo recebe a aten¢do que merece dos profissionais,

a saburra lingua
porque muitos cirurgides-dentistas (CD) ainda se preocupam apenas com os dentes e, as
vezes, com 0s tecidos periodontais, ignorando que toda a cavidade bucal € territério que o
CD deveria obrigatoriamente conhecer.,

Além do papel dos gases H>S e CH3SH na geracdo da halitose, virias evidéncias
sugerem que eles também tenham uma importdncia patolégica. Estudos de cultura tonsilar
mononuclear e de células fibroblasticas gengivais, através de mucosa nio queratinizada,
mostraram que compostos tiol voléteis, especialmente o CH3SH, induzem significativos
efeitos adversos na estrutura ¢ no metabolismo dos tecidos orais®®. Estudos in vifro de
permeabilidade” | conduzidos em mucosa oral nfo queratinizada, mostraram que o CH;SH
pode penetrar nas trés camadas teciduais da mucosa (epitélio, membrana basal e tecido
conjuntivo) € aumentar a sua permeabilidade as moléculas de prostaglandina E; e, em
extensdo menor, aos lipopolissacarideos bacterianos (LPS), conseqiientemente iniciando
um processo inflamatério. Assim, sugere-se que o CHi;SH pode ser um fator de
contribni¢do para eventos enzimaticos e imunologicos que conduzem a degeneracio
tecidual na doenga periodontal. Dessa forma, um diagndstico precoce dos sintomas da
halitose, por meio da mensuracio da concentragdo bucal de CSV, poderia impedir a
progressio da doenca periodontal evitando a potencial perda de dentes®.

Além das halitoses de origem bucal, existem ainda as halitoses que derivam da
presenca de compostos orgdnicos volateis de origem putrefativa e de CSV nas vias aéreas
superiores e seios nasais. Em casos de sinusites dos seios nasais e paranasais, a retengfo e
decomposi¢io putrefativa de material organico na rinofaringe pode ser uma das causas de

12 9.4

man hdlito de origem nZo bucal™’. Além disso, a produgfo excessiva de muco, ou
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alteractes de suas caracteristicas, associada a secregfo nasal posterior pode provocar estase
¢ putrefagio local contribuindo para a formagéo do mau cheiro’.

Embora na maioria das vezes o mau odor tenha origem na cavidade oral, a
halitose também pode ter origem sistémica e estar relacionada a ocorréncia de diabetes,
doengas hepdticas, gastrintestinais € renais’. Em raros casos de regurgitacdes e eructacdes
gistricas, o estdmago pode provocar a volta de material orgénico semidecomposto a boca.
Entre as alteragdes funcionais podem ser citadas as dispepsias com odor bucal caracteristico
de 4cido cloridrico. Normalmente a valvula cardia impede a volta do material e do odor,
ndo sendo comum o mau halito de origem estomacal. Em alguns pacientes ha também o
aumento do antiperistaltismo, com freqiiente formac@o de saburra lingual, geralmente
acompanhado de queimac¢do na lingua. Este achado é mais comum em pacientes sob
estresse e, nestes casos, as alteracdes do estdmago costumam ser a expressdo da ansiedade e
das tensdes emocionais presentes.‘t’30 Além disso, diversos medicamentos, como
antibioticos, sulfas, vitaminas do complexo B podem resultar em odores no hélito, qualquer
que seja sua via de aplicagdo’.

A sindrome da boca seca é também um dos fatores que contribuem para a
ocorréncia da halitose®'. A reducdo do fluxo salivar enfraquece os mecanismos de limpeza
mecanica da cavidade bucal e predispSe a flora bucal ao crescimento e proliferagdo de
microorganismos gram-negativos responsaveis pelo mau odor’”. Nesse sentido, Shinjiro et
al*' demonstraram ndo haver correlagio significativa entre as concentracdes de CH,SH e
H;S e o fluxo salivar em individuos saudaveis. Porém, em individuos com fluxo salivar
abaixo de 0,1 mL/min, taxa indicativa de hiposalivagfio severa, foi observado aumento nas
concentragdes bucais de CH3SH e H>S em comparacio aquelas encontradas em individuos
com fluxo salivar acima de 0,ImL/min. Os autores sugeriram que a reducfo extrema da
secrecdo salivar pode ser um dos fatores de risco para a geragiio de mau halito. Porém, a
reducio do fluxo salivar, dentro dos padrdes de normalidade, nfo parece influenciar
significativamente a intensidade do mau odor.

As oscilagdes hormonais caracteristicas do ciclo menstrual e a sindrome pre-
menstrual também podem afetar a homeostasia bucal ¢ o tratamento odontolégico, sendo

que as oscilacSes na secre¢fio de estrogeno e progesterona poderiam estar relacionadas as
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alteragdes de sensibilidade dos tecidos gengivais, aumento de exudato gengival,
descamagio de células epiteliais da cavidade bucal e também ao aparecimento da halitose™
343536373816 Além disso, sintomas psicopatologicos e o estresse também tém sido
relacionados ao aparecimento do mau-halito, embora haja poucos estudos sobre essa
re1395038'39'4u.

Modelos experimentais em animais de laboratério, t€m sido muito utilizados para
o estudo da relacfo entre sintomas psicopatoldgicos e o desenvolvimento de doengas, uma
vez que possibilitam o controle de varidveis envolvidas na reacio de estresse nio passiveis
de controle em humanos. Kurihara & Marcondes'® mostraram que o estresse agudo, por
natacio ou imobilizacdo, induziu aumento significativo nas concentracdes bucais de CSV,
em ratos de laboratorio.

Queiroz et al A

observaram que, no dia da aplicag¢fio de uma avaliacio académica,
alunos de graduacio apresentaram aumento nas concentragdes bucais de CSV e redugio do
fluxo salivar, em relagdo aos valores obtidos uma semana antes ¢ uma semana apos a
avaliagdo. Estes efeitos foram relacionados a ansiedade dos alunos frente ac exame
académico.

Recentemente, também observamos aumento na concentragdo bucal de CSV apéds
a apresentacio de uma situagdo experimental ansiogénica“. Nesse trabalho, um grupo de
homens saudaveis sistémica e oralmente, foi submetido a um teste laboratorial de indugio
de ansiedade denominado “Video Recorded Stroop Color Word Test (VRSCWT)"*. Além
de aumento nas concentragdes bucais de CSV, em relagio aos valores obtidos antes da
aplicagdo do VRSCWT, houve aumento de freqiiéncia cardiaca e pressfio arterial sistolica
que sdo indicadores da ativagdo simpatica, confirmando que o teste ufilizado representava
uma situagfo estressante. Por outro lado, nfo houve alteracdo do fluxo salivar, sugerindo
que altera¢cdes bioquimicas, ainda ndo esclarecidas, e possivelmente causadas pela indugéo
de ansiedade poderiam explicar o aumento na produgfio de CSV. Segundo Bosch et al.®, o
aumento na atividade simpatica induzido pelo estresse aumenta a producdo de mucina
salivar, substéncia responsavel pela aderéncia de células descamadas e de microorganismos

sobre o dorso da lingua. Esse aumento de substrato poderia entdo estar relacionado ao
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aumento de CSV encontrado apds uma situagdo estressante, uma vez que CSV sio produtos
do metabolismo bacteriano.

Considerando os estudos envolvendo situagdes de estresse e ansiedade, o aumento
nas concentrag@es bucais de CSV parece confirmar que o mau hélito pode ser causado por
fatores emocionais, e poderia ocorrer mesmo em individuos que apresentam condigdes
periodontais relativamente favoraveis, auséncia de carie e de saburra lingual. Além disso,
quando nesses pacientes nfo ¢ encontrado nenhum sinal clinico que possa explicar a
formacdo de malodor, é freqilente o diagnostico de halitofobia, antes mesmo de se
especular sobre a possivel influéncia de periodos de estresse ou de ansiedade. O falso
diagndstico de halitofobia pode acarretar problemas psicoldgicos futuros decorrentes do
constante desconforto que a presenga de halitose causa.

Consideracies finais

O mau hélito é um problema que por muitos anos foi considerado um tabu mesmo
nas sociedades modernas, porém estudos recentes revelam um avango do conhecimento
nessa area, e o profissional de saide, principalmente o cirurgido-dentista deve estar
preparado e atualizado, para atuar corretamente no manejo de pacientes sob essa condigio.
Neste sentido, apesar da relagfio entre doenga periodontal, saburra lingual e ma higiene oral
com o mau halito estar bem definida na literatura e na clinica odontolégica, os profissionais
de saiide ligados a odontologia devem estar conscientes de que o estresse e a ansiedade
também podem induzir alteragdes na cavidade bucal e contribuir para a ocorréncia da

halitose.
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Abstract

Since many palienls complatn abuut halicests without there being wny clinica] evidence of ils cause, psychological symptoms have beer
pointed out oy hatitosis-indueing factors. The aim of this study was 10 cvaluate the influence of anxiety on the productiun of volatile sulfor
componads (VSC), Seventeen undergmduate men in gosd ol and general health participared in this study, after approval by the clhics commities,
The volunteers were requested (o tefiain (rom wodibrustiing, vsing newth rinse and cating on the expermental day. Before oreseating the
anxiogenic condition, the voluteor was asked to GH our the Beck Anxiery [nventory quesiionmaire, o check whether he kad been exposed o
suressors duning 1be previous week. The Video-Rucosded Sireop Color-Weord Test (VRSCWT) was used 10 elicit snxtety. The ¥SC {halimeter),
blood pressure, heatt rate and salivary flow measuraments wirg tken bedons and afier the VRSCWT. The volunigers presented a mindmal or slight
tovel of anxicty beforc the 1es1, There was an increase in the oml concentration of ¥8C, Syscolic Biood Fressure and of heart rate (< 0,053 alter
the VRECWT, and no chanpes in the 23livary Aosy, The rezulld of the pregenl stady showed thal the smxiogenic condition (YRSCWT) induced
increases in V€ cunceniration, which might contrtbwie to halitosis.
£ 2006 Cisevier Inc. ANl dghts rescoved.

Repwarrdy; Viokatile snifur compoursls; Anxiety; Halitosis; Blood pressuns; Salivary Tlow raie

INTRODUCTION
Halitosis is a general term used to describe an unpleasant or offensive odor
emanating from the oral cavity. Oral malodor can be attributed to a variety of products
arising from bacterial metabolism of amino acids (Ratcliff & Johnson, 1999). These
metabolites include many compounds, such as indole, skatole and volatile sulfur
compounds (VSC). Hydrogen sulfide, methyl mercaptan and dimethyl sulfide constitute
the VSC observed in higher concentrations in the oral breath and are the main

components of bad breath originating from the oral cavity (Tonzetich, 1971).

Around 90% of all bad breath odors originate in the mouth itself and more

specifically, it has been reported that around 40% originated in the dorso-posterior
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region of the tongue (Springfield ef al., 2001). Gingivitis and periodentitis have also
been related as the possible causes of halitosis (Yaegaki & Sanada, 1992). Moreover
non-oral pathological conditions, including infection of the upper and lower respiratory
tracts, the gastrointestinal tract and some metabolic diseases have also been identified as
a halitosis-inducing factors (Manolis 1983; Kurihara & Marcondes, 2002; Queiroz ef al.,
2002).

However, many patients complain about halitosis without any clinical
evidence, such as periodontal disease, gingival bleeding and tongue coating. In addition,
clinical observations suggest that elevated concentrations of VSC frequently occur in
mouth air from stressed patients without oral disease, but only a few studies have
directly addressed the issue of emotional disorders and development of halitosis

{Kurihara & Marcondes, 2002; Queiroz et al., 2002).

Academic examinations are one of the most frequently used manipulations in
stress and anxiety research, but the results are sometimes difficult to compare, and findings
are frequently conflicting. For example, secretory immunoglobulin A may be increased or
decreased depending on whether the saliva sample for examination is collected within
minutes of the begining or at some other time of the day (Bosch ef al., 2004). Thus,
laboratory stressors are useful because it is possible to have better contro! of experimental
variables. A rational manner is the use of a laboratory procedure that elicits clinically
relevant anxiety symptoms in normal volunteers (experimentally induced anxiety methods)
for the initial screening evaluation of anxiolytic drugs. The induction of anxiety can be
elicited in the following ways: (a) laboratory procedures, e.g. simulated public speaking;
(b) real life situations, e.g. dental surgery; (c¢) drug administration, e.g. caffeine (Pilliard et
al., 1978). These laboratory procedures have some relative advantages in clinical trials: the
volunteers are ecasily recruited; they are quickly performed; greater control and
homogeneity of induced anxiety; clearer drug side-effects profile (McNair et al, 1982).
Mental test task (mental arithmetical test, Stroop color-word test, etc.) and simulated public
speaking are the most frequent experimentally- induced methods used. The Video-

Recorded Stroop Color-Word Test (VRSCWT) (Leite ef al., 1999) requires mental effort
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and is notable for its simplicity and the fact that it satisfies the ethical principles of research
with human beings (Leite ez al., 1999; Silva et al., 2004).

Since the VRSCWT has beeﬁ validated as an experimental procedure for inducing
anxiety, and the relationship between halitosis and psychological factors 1s not clear, the
purpose of this study was to investigate the effect of an anxiogenic situation induced by the

VRSCWT on VSC production in healthy volunteers.

MATERIAL AND METHODS

Participants

Seventeen male, non-smoking, university undergraduates (mean age 21)
volunteered to participate in this study. Participants gave written informed consent to the
aim and procedures of the study. All the procedures were approved by the University
Ethical Committee (protocol n° 163/2003). The volunteers filled out a questionnaire about
their general health including questions changes on hepatic, gastric, respiratory among
other functions and medication undergoing. Also an oral clinical examination was done.

Only those volunteers in good oral and systemic health were included in the study.

Procedures

Measurements were recorded between 7:00 and 8:00 am. The volunteers were
requested to comply with the following criteria: 1) to avoid using any oral rinse or breath
freshener up to one week before the experiment day; 2) to avoid eating spicy foods or those
containing onion or garlic 24 before the experiment; 3) to abstain from eating and drinking
at least 8 hours before the experiment, although they were allowed to drink water up to 3
hours before the experiments; 4) to avoid from carrying out their normal oral hygiene
practices and from using scented cosmetics or after-shave lotions on the moming of the
experiment day (Tarzia, 2003).

When the participants arrived at the test laboratory, the experimental procedures

were explained to them. Next they filled out the Beck Anxiety Inventory questionnaire to
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check whether the volunteer had been exposed to stressors during the previous week.
Subsequently blood pressure and heart rate were measured and saliva was collected. The
VSC measurements were made using a Halimeter according to Queiroz ef al. (2002). These
data were labeled as the “baseline” experimental situation. Then the volunteer were
submitted to the anxiogenic situation induced by the Video-Recorded Stroop Color-Word
Test (VRSCWT), for 2 minutes. Immediately after the VRSCWT, blood pressure, heart rate
and VSC concentration were measured and saliva was collected again. This final set of data

was labeled as the “anxiety” experimental situation.

Beck Anxiety Inventory (BAI; Beck & Steer., 1990) and Cardiovascnlar Parameters

The BAI is a 21-item self-report questionnaire that lists the symptoms of anxiety.
The respondent is asked to rate how much each symptom has bothered him in the past
week., The symptoms are rated on a four-poimnt scale, ranging from “not at all” to
“severely”. The instrument has valid internal comsistency {a=0.92) and high-retest
reliability (r=0.75), (Beck & Steer., 1990). Its brevity and simplicity make it an ideal tool
for use as a pre-screen for presence of an anxiety disorder. Before and immediately after the
VRSCWT, systolic, diastolic blood pressure and heart rate were recorded using a Digital
Blood Pressure Monitor {(Pro Check).

Saliva Collection

Saliva was collected by means of the “spitting-method”, in accordance with the
directions given by Tarzia (2003). The collection trial started with the instruction to void
the mouth of saliva by swallowing. Subsequently, saliva was allowed to accumulate in the
floor of the mouth, without stimulation of saliva secretion by means of orofacial
movements. Saliva was collected for 5 minutes. The total volume was measured and the

salivary flow rate was expressed m mL/min.
Volatile sulfur compound measurements

The VSC measurements were made using a portable industrial monitor

(Halimeter; Interscan Corp., Chatsworth, CA, USA) as previously described (Rosenberg et
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al., 1991; Queiroz et al., 2002). Subjects were asked to refrain from talking for 1 minute
prior to measurements. A plastic straw was inserted and positioned above the posterior part
of the dorsum of the tongue, not touching the oral mucosa or the tongue. The subject was
not allowed to breathe during each sampling, kept his mouth open by approximately 1.5
cm, and the peak VSC value was recorded. Measurements were made in duplicate and the
mean value was calculated (Monteiro ef al., 2004).

Anxiogenic Condition

The VRSCWT (Leite ef al., 1999) was used to elicit anxiety in the volunteers. In
short, this test consists of presenting the participant with a board containing 100 of the
color-naming words blue, yellow, red, green and violet organized randomly in a 10 x 10
matrix. Each word is printed in a color differing from its meaning, for example, the word
“red” is printed in yellow ink. The participant was instructed to say the colors in which the
words were printed, as quickly as possible in the sequence presented, and this was tape
recorded. The tasks had to be performed in 2 min (maximum) and any errors were signaled
by a bell. The whole test was recorded and presented to the participant on a TV screen
during the test (Silva ez al., 2004).

Statistical analysis

A paired Student’s t test was applied to compare VSC concentration, blood
pressure, heart rate and salivary flow before and after the anxiogentc situation, at a level of

significance of 5%.

RESULTS

The data of the Beck Anxiety Inventory revealed the following: fifteen volunteers
(88.2%) presented level “minimum” of anxiety and only 2 (11.7%) presented level
“slightly”; which means any basal anxiety disorder diagnesis.

There was an increase in the oral concentration of VSC mmmediately after the

anxiogenic situation, without changes in the salivary flow rate. Systolic blood pressure was
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also higher after the anxiogenic situation than before it, but the diastolic blood pressure

remained unchanged (Table 1).

Table 1. Concentration of Volatile sulfur compounds (VSC), salivary flow and

cardiovascular parameters of volunteers submitted to anxiogenic experimental situation

Selected Parameters Baseline® Anxiety™ p values®
VSC Concentration (ppb) 83+ 14 94+ 15%* 0.0385
Salivary flow (mL/min) 0.30+0.03 0.29 £ 0.03 0.3778
Systolic Blood Pressure (mmHg) 127 +3 132+2 % 0.0167
Diastolic Blood Pressure (mmHg) 79+ 3 773 0.5058
Heart rate (bpm) 69+2 74+2 % 0.0308

“Means = SEM. "Paired Student t test. *Statistically different from baseline values. N = 17. bpm =
beats per minute.

DISCUSSION

The results of the present study showed that an induced anxiogenic situation
increases VSC oral concentration. The data of the Beck Anxiety Inventory obtained during
the baseline experimental situation showed that most of the volunteers presented the
“minimum” level of anxiety. This result showed that they had not been exposed to stressors
during the previous week. Thus, the volunteers did not show considerable anxiety levels
that could interfere in the baseline analysis.

At the end of the VRSCWT, the volunteers presented the following physiological
changes: increased blood pressure and heart rate, which could be considered characteristics
of a fear and anxiety situation (Silva ef al, 2004). Theses alterations may be explained as
the classical “fight or flight” response to stress, with involvement of sympathetic

stimulation. These physiological changes are related to the fact that the volunteers believed
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that their performance was being evaluated, since the anxiogenic effect of the situation
depended on the fact that they saw their performance during the task as a threat to their
self-esteem (Leite ef al., 1999). The blood pressure and heart rate increases presented by
the volunteers confirm that the VRSCWT was an anxiogenic protocol. Therefore was a
laboratory procedure available to evaluate the relationship between emotienal factors and
halitosis.

The association between stress and heightened susceptibility to oral disease has
been demonstrated in both human and animal studies {Breivik ef al., 1996; McCartan ef al.,
1996). Recently, Kurihara & Marcondes, 2002 reported that rats submitted to swimming
stress showed an increase in oral VSC concentration. Also, Queiroz er al, (2002)
demonstrated that healthy undergraduate students presented higher oral VSC concentration
before an academic examination in comparison to ong week after it.

The increases in the VSC concentrations observed in this study were not due to
other stressors. One might argue that the effects may be due to alterations in the
volunteers’ daily life. However, all details that could interfere in their morning
emotional state, such as academic exams, laboratory activities in which they would be
evaluated, were borne in mind, and during these days, all the experiments were canceled.
Since cardiovascular responses observed in the present study were in accordance with a
state of anxiety (Leite et al., 1999; Bosch et al., 2000), the present study data show that
the anxiety induced by VRSCWT enhanced the oral VSC concentration. The pathway by
which this emotional change affects VSC production in such a short period, however,
remains a subject for further studies, and might help to explain the development of

halitosis in stressed and anxious patients.

It's worth to note that halitosis may in some cases also involve compounds other
than VSC, but the conclusions in the present study relate to orally produced VSC only.
This was found acceptable, as VSC levels are acknowledged as the dominant component
of halitosis (Tonzetich, 1971), and the halimeter has been extensively used in related

studies (Rosenberg et al., 1991; Waler, 1997) showing reproductible values of VSC.
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In comparison to clinical studies, the VSC scores presented here were low,
presumably because the test population consisted of subjects without complaints of
halitosis and excellent oral health. This can be explained by the fact that our volunteers
were all undergraduate dental students. One can argue that 1t 1s a limitation of the
present study. In fact this is not a regular condition observed in the clinical practice. On
the other hand it is a useful baseline condition in order to study the effect of stress or

emotional states on the oral homeostasis.

The present data also showed lower oral VSC values in comparison to Queiroz
et al. (2002), although the Queiroz population had the same characteristics, i.e., the
volunteers were undergraduate dental students with good oral health too, in the same
University. Queiroz et al. (2002) evaluated the effect of an academic examination in
students without considering their gender. In the present study the volunteers were
constituted just of men. Since it has been demonstrated that there is an increase in the
oral VSC production in women during the menstrual period (Tonzetich, 1978; Queiroz
et al., 2002), this variable {gender) was controlled and no women were included in the
present study sample. Therefore low oral VSC scores were observed. Moreover, the fact
that the differences between the stressul and non stressul situation was around 40 and 49
ppb, while in the present study it was just 11 ppb could be explained because Queiroz e#

al.(2002) used men and the women together in the same group.

In addition, while performing the VRSCWT, the volunteers have to say the
words out loud. This situation contributed to the exchange between intra- and extraoral
breath, decreasing the concentration of the VSC produced in the oral cavity during the
VRSCWT. This was a limifation of the anxiogenic test used. If ones uses a modified
version (Bakke et al., 2004) of the VRSCWT, which the volunteer performs the test in
front of computer, without saying the words out loud, probably, the increase of oral VSC
concentration would probably be higher. However the present study has was conducted
before the new version of VRSCWT was developed. However this did not compromaise
the validity of the present study data. On the contrary higher VSC levels would probably
have been obtained if the modified version of the VRSCWT had been used.
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Even considering these limitations, the present study data confirm the influence of
emotional states in the oral VSC production and represent an important contribution to

the understanding of the relation between anxiety and halitosis.

Although the salivary flow reduction induced by stress and anxiety might be a
common explanation for increases in oral VSC concentration, this was not observed in the
present study. Most laboratory studies in psychoneuroimmunology make use of stressors
that require mental effort and that are characterized by their potential to evoke a classic
fight-flight cardiovascular response pattern e.g., Mental anthmetic, Stroop task, and
Reaction tasks (Carroll et al., 1996; Bosch et al., 2000; Bosch et af., 2003). In response to
the activation of the sympathetic system, noradrenaline and epinephrine are secreted, acting
in the vascular tissue associated with glandular tissue. This reaction causes vasoconstriction
and thus the salivary flow decreases. However it may have been overlooked that there is a
body of literature showing that many stressful situations do not necessarily elicit a
substantial salivary flow reduction (Bosch et al, 2000; Bosch er al, 2003). Although the
inhibitory effects of anxiety on salivation may appear to be common knowledge, the
various authors reviewing this topic were unanimously puzzled by the fact that salivary
volume is found to decrease in some studies and to increase in others, depending on the
type of stimulus (Queiroz ef af., 2002; Bosch ef al., 2003). Therefore, the present study data
confirm this lack of consensus in the literature and the relationship between halitosis and
salivary flow reduction still remains a matter of debate.

Moreover, little is known about how, or even if, stress affects the process involved
in salivary composition (Bosch ef al., 2000). For instance, 1t 1s not possible to eliminate the
hypothesis of the anxiogenic situation created by the VRSCWT being capable of inducing
biochemical changes with an effect on salivary secretion and subsequently on oral VSC
concentration. In the present study the composition was not evaluated, but it should be done
in a future protocol. There are many non-specific substances in saliva such as mucin,
agglutinins, lysozymes, lactoferrin and salivary peroxidases (Breivik et al., 1996), which
might have their composition or even their quantity modulated by stress (Bosch ef al,
2003). These proteins might have been used as a substratum for bacteria, probably inducing

increases in VSC concentration.
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The increases in oral VSC concentration induced by the anxtogenic situation of
the VRSCWT would appear to confirm that breath malodor may be caused by stress and
anxiety and could occur in individuals that demonstraied relatively favorable periodontal
conditions without tooth decay and tongue coating. Furthermore, it is frequently speculated
that such patients might be diagnosed as having delusional halitosis, such as halitophobia
(Ansai and Takehara., 2005), if the presence of stress is not confirmed. It is generally
recognized that breath malodor can be sufficiently treated by treating periodontal diseases
and tongue coating. However, dentists should also be aware that stress and anxiety may
induce changes in the oral microbiota and saliva production that could be related to breath

malodor development.
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CAPITULO 3

Cahlil, CM, Bernardes CF, Marcondes, FK. Influéncia da ansiedade sobre a

halitose: diferencas relacionadas ao género e ao ciclo menstrual.

Este artigo encontra-se em fase de redagdo e devera ser submetido para
publicagdo no periddico Stress - The International Journal on the Biology of Stress, ap6s as
sugestdes da banca examinadora. Como a tese serd disponibilizada na Biblioteca da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP, optamos por apresentar o artigo
redigido em portugués, para facilitar a sua consulta por estudantes e possiveis leitores em

fase inicial em atividades de pesquisa.
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Influéncia da ansiedade sobre a halitose:

diferengas relacionadas ao género e ao ciclo menstrual.

Calil, CM, Bernardes CF, Marcondes, FK.

RESUMO — apresentado na pigina |
ABSTRACT — apresentado na pagina 3

INTRODUCAQ

Halitose € uma condigdo anormal do hahito na qual este se altera de forma

desagradavel tanto para o paciente como para as pessoas com as quais ele convive (Tarzia,
2003). Devido ao grande nimero de pessoas atingidas, tem sido considerado um problema
de safide publica (Myazaki ef al., 1995; Calil et al., 2006).

A halitose esta relacionada a produgdo de compostos que contém enxofre,
produzidos por bactérias encontradas principalmente no dorso da lingua (De Boever ef al.,
1994) ¢ também no biofilme subgengival (Hinode e al., 2003). Sulfeto de hidrogénio
{H>3), metil mercaptana (CH3SH) e dimetil sulfeto [(CH;),S] sdo os principais compostos
sulfurados volateis (CSV) causadores do mau-halito (Rosenberg, 1990; Rosenberg er al.,
1991). A quantidade de substrato presente na lingua, que contribui para a formacfo da
saburra lingual, tem um papel significativo na formac¢do do mau-hdlito, uma vez que
promove o crescimento bacteriano (Coli and Tonzetich, 1992; Calil et al, 2006).

Ratcliff and Johnson (1999) demonstraram a importincia dos CSV na transi¢do
dos tecidos periodontais saudaveis para uma condi¢do de gengivite ¢ posteriormente de
periodontite, fatores freqiientemente associados a ocorréncia de mau halito (Rosenberg ef
al., 1991). Porém, existem pacientes portadores de halitose, sem evidéncias clinicas de
patologias bucais ou presenga de saburra lingual € o seu tratamento representa um desafio
para o cirurgifio dentista, Nesse contexto, tem sido proposto que as alteragdes emocionais e
as oscilagGes caracteristicas do ciclo menstrual podem ser fatores coadjuvantes no
desenvolvimento da halitose, porém os mecanismos envolvidos nessa relagdo ainda ndo

estdo esclarecidos.
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Neste contexto, Queiroz ef al. (2002) demonstraram que a concentragdo de CSV
no dia de um exame académico, em alunos de graduagiio em Odontologia, apresentava-se
aumentada quando comparada com as concentragdes obtidas uma semana antes € uma
semana apos o exame. Kurihara e Marcondes (2002) mostraram que o estresse por
imobilizagio aumentou a concentragio de CSV em animais de laboratério. Ambos os
estudos demonstraram a influéncia de uma situagfo estressante na produgéio de CSV. Além
disso, também ha evidéncias da influéncia do ciclo menstrual ¢ da tensdo pré-menstrual
sobre a producido de CSV, em mulheres (Tonzetich ef al., 1978; Queiroz ef al., 2002).

A homeostasia da cavidade oral envolve relagdes multifatoriais complexas, nas
quais o sistema enddcrino também tem participagfo importante. (Mariotti, 1994). Cada vez
mais se evidenciam ac¢des dos esterdides sexuais ndo diretamente relacionada 2 reprodugio
¢ entre essas incluem acGes na cavidade bucal (Giincll er al., 2005). Acredita-se que os
esteroides sexuais podem oferecer risco a saude do periodonto a medida que influenciam a
proliferagic de microorganismos e/ou afetam a resposta imunolégica do hospedeiro
{Mealey ef al., 2003). Por outro lado, Koreeda ef al., 2005 reportam que manifestacdes
periodontais ocorrem somente quando ha um desequilibrio tanto da cavidade oral quanto
dos horménios sexuais.

Diferencas sexuais na regulacio da resposta de estresse também tém sido descritas
em varias espécies, incluindo o camundongo, o rato € o homem. Estudos tém sugerido que
esterodides gonadais interagem com o sistema nervoso autdnomo (Magiakou et al., 1997).
Em vista disso, se faz necessdria uma maior aten¢fio para ¢ género como uma importante
varidvel na expressdo da resposta de estresse (Silva ef al., 2004).

Estudos de indugio experimental de ansiedade tém sido utilizados extensamente
(Stoney ef al., 1990; Kudielka and Kirschabaum, 2003; Kirschabaum ef ai., 2005) para
avaliacio das respostas de estresse em humanos. Segundo Griez (1984) para que um
modelo experimental de ansiedade s¢ja validado, ele precisa: eliciar sintomas similares aos
da condi¢do natural, apresentar os mesmos mecanismos neurobioldgicos mediados da
condi¢do natural, induzir um estado reversivel, ser simples, quantificavel e reproduzivel

(Leite et al., 1999, Silva ef al., 2004),
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Dentre os modelos que atendem a essas caracteristicas destaca-se o Video
Recorded Stroop Color Word Test (Seabra, 1987; Andreatini, 1999; Leite et al., 1999; Stlva
et al., 2004), baseado no conflito entre o processamento simultineo de dois estimulos
visuais distintos: uma palavra descrevendo uma cor, escrita em cor diferente de seu
stgnificado.

Considerando que 0 VRSCWT € um modelo experimental de ansiedade, uma vez
que inclui tanto a antecipagfio de uma possivel falha como uma tarefa mental e nio viola os
principios éticos de experimenta¢io em seres humanos € que a relagdo entre halitose, ciclo
menstrual e ansiedade merece ser elucidada, o objetivo desse trabalho foi estudar a
influéncia do ciclo menstrual e da ansiedade induzida pelo VRSCWT sobre a producio dos

CSV em individuos saudaveis, e os fatores potencialmente relacionados a esta produgfo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Voluntdrios

Apds leitura ¢ assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, fizeram
parte deste estudo um grupo de homens (17) ¢ de mulheres (14), estudantes de graduacio
nfo fumantes, isentos de doenga periodontal, caries, lingua saburrosa, préteses, aftas e/ou
ulceragdes, alteragdes sistémicas e/ou naso-faringeas e respiragdo bucal. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo comité de ética da FOP — UNICAMP (Protocolo n°
163/2003).

Particularmente para o grupo das mulheres, foram selecionadas aquelas que
apresentaram regularidade no ciclo menstrual, apds analise de seis meses pelo método do
calendario (Tedford er al., 1977; Hapidou and DeCatanzaro, 1988; Giamberardino et al.,
1997). Os procedimentos foram realizados em trés fases do ciclo reprodutivo: pré-
menstrual, menstrual e folicular. A confirmacgfo da fase pré-menstrual foi realizada através
do relato da data da menstruagio, pela voluntaria, apds a realizagfio dos procedimentos
experimentais (Riley et al., 1999). Como as mulheres foram submetidas a trés avaliagdes,
propostas nesse estudo, correspondentes as trés fases do ciclo menstrual, os homens

também foram submetidos a trés analises, com wm intervalo minimo de 30 dias entre ¢las.
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2.2. Procedimenios

Todos os experimentos foram realizados entre 7.00 e 7:30h da manhd. Foi
solicitado aos voluntarios: 1-evitar o uso de enxagiiatdrios bucais durante 2 semana anterior
ao experimento, 2- evitar a ingestdo de alimentos condimentados e outras substincias
contendo alho ou cebola 24 horas antes do experimento, 3- nfio beber ou comer por pelo
menos & horas antes do experimento, 4- omitir a higiene bucal e evitar perfumes,
shampoos, logdes de banho na manhd do experimento (Tarzia, 2003).

Quando o (a) voluntario (a) compareceu ao laboratério no dia e hora pré-
marcados, os procedimentos experimentais foram explicados a ele (a). Inicialmenie, ele (a)
preencheu o questionario Beck Anxiety nventory (Anexo 4) que teve o objetivo de verificar
se ele (a) foi exposto (a) a eventos estressores na ultima semana. Em seguida foi feita a
determinagio da pressdo arterial ¢ da freqiiéncia cardiaca através de um monitor digital.
Apbs essas medidas o voluntario foi instruido a coletar saliva em um copo de plastico
durante cinco minutos. Terminada a coleta de saliva, a mensuragéio dos CSV foi realizada
através do halimetro de acordo com Queiroz et al, 2002 e Tarzia, 2003. Esses
procedimentos foram caracterizados como a situacfio “antes”. Em seguida, o voluntirio foi
submetido ao Video-Recorded Stroop Color-Word Test. Imediatamente apds a realizagdo
do teste eliciador de ansiedade, as mensuragfes de pressdo arterial, freqiiéncia cardiaca,
concentragdo de CSV e a coleta de saliva foram realizadas novamente e esses

procedimentos foram caracterizados como a situagdo “apds”.

2.3. Beck Anxiety Inventory (BAI; Beck and Steer, 1990} e pardmetros cardiovasculares
Beck Anxiety Invenfory, um instrumento de auto-relato composto de 21 sintomas,
foi utilizado para avaliagdo da intensidade dos sintomas de ansiedade antes da aplicagfo do
VRSCWT. Em uma escala de 0 (*absolutamente ndo”) a 4 (“gravemente™), foi solicitado
aos voluntarios que indicassem a intensidade com que cada sintoma havia sido sentido na
ultima semana.
A determina¢io da pressio arterial e frequéncia cardiaca foi feita utilizando-se um

monitor digital (Digital Blood Pressure Monitor, Pro Check).
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2.4. Coleta de saliva e determinagdo do fluxo salivar

Foi realizada a coleta de saliva ndo estimulada, de acordo com Tarzia (2003). O
voluntdrio foi orientado a deglutir a saliva, que se encontrava na boca, ¢ em seguida
depositar no frasco toda a saliva que fosse secretada durante os cinco minutos seguintes. O
volume obtido foi dividido por cinco e o resultado, apresentado emx mL/min. Parte da saliva
coletada foi centrifugada, e o sobrenadante obtido fo1 armazenado a —20°C para posterior
dosagem da concentragdo de cortisol salivar e determinagdo da concentra¢do total de

proteinas salivares.

2.5. Dosagens Bioquimicas

O cortisol salivar dos voluntarios foi dosado por ensato imunoenzimatico {ELISA)
utilizando-se o Kit DSL ACTIVE® (Castro ¢ Moreira, 2003).

A concentragdo total de proteinas na saliva foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se o kit comercial produzido pela empresa Bio-
Rad®.

2.6 Mensuracdo dos Compostos Sulfurados Volateis

A mensuracio dos CSV foi realizada utilizando-se um halimetro (Halimeter-
Interscan Co), de acordo com o protocolo descrito por Queiroz ef al. (2002) e Tarzia
(2003). Primeiramente foi solicitado ao sujeito permanecer com a boca fechada por um
minuto. Em seguida, uma cdnula de plastico foi introduzida na cavidade bucal e assim o
voluntirio permaneceu com a boca entreaberta (aproximadamente 1,5 cm), tendo
previamente recebido orientag8es para ndo mover a lingua e os laébios durante a coleta a fim
de evitar que os mesmos tocassem a cdnula e interrompessem a succdo do ar bucal pelo
aparclho. Também foi solicitado ao voluntirio que interrompesse a respiragdo durante a
mensura¢do dos compostos (halimetria com respiragdo suspensa), porém se ele sentisse
algum desconforto poderia expirar lentamente. O valor obtido foi expresso em ppb atraveés
de um monitor digital. Foram anotados os dois valores mais altos e posteriormente foi feita

uma média.
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2.7. Condicdo ansiogénica

A situagdo eliciadora de ansiedade consistiu em apresentar ao voluntario uma
prancha contendo 100 palavras designativas de cores (azul, amarelo, vermelho, verde e
violeta), dispostas em uma matriz 10x10 (Anexo 3). Cada palavra foi pintada de uma cor
diferente de seu significado e apresentada em ordem aleatdria. O sujeito foi orientado a ler,
em 2 minutos, na seqiiéncia apresentada, as cores visualizadas sem se importar com a
palavra escrita. Cada erro fo1 sinalizado com o toque de uma campainha. Toda situagio do
teste foi monitorada por uma video-cdmera e apresentada simultaneamente ao sujeito, em

um monitor de TV, enquanto ele realiza a tarefa (Silva et al., 2004).

2.8. Andlise estatistica

Como no grupo dos homens ndo houve diferenca significativa, para nenhuma das
variaveis, entre as trés etapas realizadas, os valores foram agrupados e foi feita uma média
das trés ectapas, para as comparagdes com os dados correspondentes as voluntarias, nas
diferentes fases do ciclo menstrual. Os dados foram analisados por analise de varidncia com
o modelo apropriado para experimentos inteiramente casualizados, considerando-se o nivel

de significincia de 5%.

3. RESULTADOS

Fo1 aplicado a todos os voluntarios um questionario da escala Beck (Beck Anxiety
Inventory) para avaliar se eles haviam sido expostos a situacles prévias estressantes que
pudessem influenciar as medidas durante a condigfio “basal”. Os resultados dessa avaliagdo
estdo expostos na Tabela 1. De acordo com o Beck Anxiety Inventory e com a classificagio
obtida por cada voluntario ou voluntdria (Beck ef al., 1996) nio foram detectadas alteragdes
nos niveis basais de ansiedade nos individuos, ja que todos apresentavam grau minimo ou

leve.
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TABELA 1. Classificacio dos voluntirios (em porcentagem) em relagdo ao grau de

ansiedade de acordo com o Beck dnxiety Inventory na situagéo basal.

Graus de ansiedade Fase Pré- Fase Fase Homens
menstrual  menstrual  Folicular

Minimo 100% 83,4% 91,7% 82,3%
Leve 0 16,6% 8,3% 17,7%
Moderado 0 0 0 0
Grave 0 0 0 0

A concentracio bucal de CSV obtida antes da aplicagdo do VRSCWT foi maior
em mulheres nas fases pré-menstrual (PM), e menstrual (M) em comparacdo com mulheres
na fase folicular (F) ¢ com homens (H) (Figura 1A; PM= 124 + 15; M=131 £ 14; F=123 +
15; H=85 % 15 ppb; p<0,05).

Homens submetidos ao VRSCWT apresentaram aumento na concentragdo de
CSV (97+11ppb) em relacdo as medidas obtidas antes do teste (Figura 1B; p<0,05).
Entretanto a aplicagdo do VRSCWT nfo causou alteragdes significativas na concentracio
bucal de CSV nas mulheres em nenhurna das fases do ciclo menstrual (Figura 1B; PM= 127
+17; M=142 £ 18; F=130 £ 24 ppb; p>0,05).

O fluxo salivar foi menor (p<0,05) em mulheres na fase pré-menstrual comparado
com as fases menstrual, folicular € homens, antes da aplicagdo do VRSCWT (Figura 2A).
Nio houve diferenca significativa nos valores de fluxo salivar entre as fases menstrual,
folicular e homens (p>0,05); (PM=0,26 £ 0,04; M=0,31 + 0,04; F=0,33 + 0,05; H=0,40
0,04 mL/min).

Apos a realizagdo do VRSCWT ndo houve alteragdo de fluxo salivar em homens e
em mulheres em nenhuma das fases do ciclo menstrual (p>0,05); Figura 2B (PM=0,29 +
0,04, M=0,31 £ 0,04; F=0,36 £ 0,06 mL/min).
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Figura 1. Concentracio bucal de compostos sulfurados volateis de mulheres em diferentes fases do
ciclo menstrual e de homens, antes (A) e apos (B) a aplicagdo do Video Recorded Stroop Color
Word Test (VRSCWT). Barras com padrdes diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos
dentro de cada sitvagdo: antes (A) ou apds (B) a aplicagfio do VRSCWT. *Diferenca estatistica em
relagio aos valores observados, no mesmo grupo experimental, antes do VRSCWT (p<0,05). N=
17-Homens e 14 mulheres.
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Figura 2. Fluxo salivar de mulheres em diferentes fases do ciclo menstrual e de homens, antes (A)
e apds (B) a aplicagdo do Video Recorded Stroop Color Word Test (VRSCWT). Barras com
padrdes diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos dentro de cada situacfo: antes (A)
ou ap6s (B) a aplicagdo do VRSCWT. N= 17-Homens ¢ 14 mulheres.

A concentracio total de proteinas salivares for maior nos homens em comparagio
com as mulheres nas trés fases do ciclo menstrual (p<0,05) antes da aplicagio do VRSCWT
(Figura 3A). A mesma nfo diferiu entre as fases do ciclo menstrual (p>0,05); (PM=0,70 +
0,05; M=0,77 £ 0,12; F=0,78 + 0,10; H=1,00 + 0,06 mg/mL).
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A concentragcdo total de proteinas ndo fo1 alterada significativamente apos a
aplicagdo do VRSCWT tanto em homens, como em mulheres nas trés fases do ciclo
menstrual (p>0,05), Figura 3B (PM=0,71 £ 0,06; M=0,76 + 0,05; F=0,71 + 0,06; H=1,00
0,06 mg/mL).
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Figura 3. Concentracdo total de proteinas salivares de mulheres em diferentes fases do ciclo
menstrual e de homens, antes (A) e apds (B) a aplicagdo do Video Recorded Stroop Color Word
Test (VRSCWT). Barras com padrdes diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos
dentro de cada situagdo: antes (A} ou apds (B) a aplicagio do VRSCWT, N= 17-Homens ¢ 14
mulheres.

Os resultados referentes as varidveis de resposta relacionadas aos padrdes
cardiovasculares esto expressos na tabela 2.

Na situagfo basal homens apresentaram valores significativamente mais altos de
pressdo arterial sistolica e diastolica quando comparados com mulheres nas trés diferentes
fases do ciclo menstrual (p<0,05). Nio houve diferencga significativa nos valores de presséo
arterial sistolica e diastolica entre as fases do ciclo menstrual (p>0,05).

Os valores de frequéncia cardiaca, antes da aplicacdo do VRSCWT, foram
significativamente mais baixos em homens quando comparados com mulheres nas trés
diferentes fases do ciclo menstrual (p<0,05). Ndo houve diferenca significativa nos valores
dessa varidvel entre ag fases do ciclo menstrual (p>0,05).

Com relac¢io ao efeito da situag@o ansiogénica, 0 VRSCWT induziu um aumento

nos valores de pressio arterial sistolica e frequéncia cardiaca, em rela¢fo as respectivas
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medidas obtidas antes do teste (p=0,007) somente em homens. A aplicagio do teste
VRSCWT ndo alterou a pressdo arterial sistolica, e freqiiéncia cardiaca nas mulheres em
nenhuma das fases do ciclo menstrual. (tabela 2, p>0,05)

O VRSCWT néo alterou os valores de pressio arterial diastélica, em relagio as
respectivas medidas obtidas antes do teste tanto em homens quanto nas mulheres em

nenhuma das fases do ciclo menstrual. (p>0,05).

Tabela 2. ParAmetros cardiovasculares de mulheres em diferentes fases do ciclo menstrual e de

homens, antes ¢ apos a aplicaglio do Video Recorded Stroop Color Word Test (VRSCWT).

Parimetros Fase pré- Fase Fase Homens
Cardiovasculares menstrual menstrazl folicular

Pressdo Arterial Sistdlica

(mmHg) Antes 108 £2 110£2 111+2 125 2%
Apos 109+ 3 11 £2 11445 128+1%

Pressdo Arterial Diastélica

(mmHg) Antes 7321 72+1 72+1 78 £ 1%
Apés 7242 72+ 1 73+2 78+ 1%

Freqiiéncia Cardiaca

(bpm) Antes 80+ 2 7743 80+ 3 69 + 1%
Apbs 80+ 3 78+4 80+ 3 T4+1 %

Meédias £ EPM. # Diferenga significativa em relagfio aos outros grupos, antes ou apdés o VRSCWT,
*Diferenca significativa, no mesmo grupo experimental, em relagio aos valores observados antes
do VRSCWT. bpm = batimentos por minuto. N= 17-Homens e 14 mulheres.

Antes da aplicagdo do VRSCWT, mulheres na fase menstrual apresentaram niveis
de cortisol salivar estatisticamente mais altos quando comparadas com as fases pré-
menstrual, folicular e homens (p<0,05), (Figura 4A). Néo houve diferenca significativa nos
valores de cortisol salivar entre as fases pré-menstrual, folicular e homens (p>0,05);
(PM=1,3 +£0,13; M=1,7 £ 0,2; F=1,5+ 0,19; H=1,4 + 0,07 pug/dL).

O VRSCWT ndo alterou significativamente os niveis de cortisol salivar em

relagdo as respectivas medidas obtidas antes do teste tanto em homens quanto nas mulheres
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em nenhuma das fases do ciclo menstrual. (p>0,05), Figura 4B (PM=1,3 £ 0,15, M=1,6 £
0,2; F=1,4 £ 0,20; H=1,4 £ 0,07 nug/dL).
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Pré-menstrual  Menstrual Falleular Homens Pré-mensteual — Menstriral Falicular Homens
Grupos Grupos

Figura 4. Cortisol salivar de mulheres em diferentes fases do ciclo mensirual e de homens, antes
(A) € apods (B) a aplicacdo do Video Recorded Stroop Color Word Test (VRSCWT). Barras com
padroes diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos dentro de cada situagio: antes {(A)
ou apos (B) a aplicagdo do VRSCWT. N= 17-Homens ¢ 14 mulheres.

4. DISCUSSAQ

Através dos resultados obtidos, o presente estudo evidencia as diferencas sexuais

presentes na condicio oral dos voluntarios com relagiio A concentragio de CSV, fluxo
salivar ¢ concentragho total de proteinas salivares, bem como o dimorfismo sexual existente
frente a uma situagdo cliciadora de ansiedade.

Durante a situagiio basal, os niveis elevados de CSV obtidos em mulheres nas
fases menstrual e pré-menstrual quando comparadas com homens e mulheres na fase
folicular esta de acordo com Tonzetich ef al. (1978) e Queiroz ef al. (2002), e poderiam
estar relacionadas a progesterona.

Ao longo do ciclo menstrual, os niveis de progesterona aumentam por
aproximadamente 10 dias (a partir da segunda semana do ciclo reprodutivo) ¢ diminuem
abruptamente antes do inicio do fluxo menstrual (Laufer et al, 1982). As acles da
progesterona na cavidade oral tém sido relacionadas ao aumento da permeabilidade
microvascular, inibindo a taxa ¢ o padriio de producfo de coldgeno no tecido gengival,

aumentando o metabolisme esfoliativo, estimulando a produgfo de prostaglandinas ¢
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promovendo a quimiotaxia de leucécitos polimorfonucleares (Glincii et al., 2005). Além
disso, o aumento nos niveis de esterdides sexuais induz um aumento no nimero de
bactérias anaerdbicas, tal como Prevotella intermedia (Kornman and Loesche, 1980; Jensen
er al., 1981; Raber ef al., 1994}, podendo ter um efeito no desenvolvimento € progresséo da
doenga periodontal devido também & diminuigdo da capacidade fagocitiria de leucécitos
polimorfonucieares e concomitante diminuigdo da liberagio de interleucina 1-B (Koreeda et
al., 2005).

Considerando que a produgdo de compostos sulfurados volateis € devida ao
metabolismo bacteriano sobre células descamadas e alimentos decompostos depositados na
cavidade bucal, essas alteragSes bucais supracitadas poderiam estar relacionadas as
variagOes nas concentragdes dos CSV nas fases pré-menstrual € menstrual das mulheres no
presente trabalho.

Embora no primeiro dia da menstruagio os niveis de progesterona diminuam
consideravelmente, as alteragdes causadas na cavidade bucal durante a fase pré-menstrual
(periodo no qual os niveis de progesterona ainda estdo altos) provavelmente se perpetuam
por alguns dias, devido ao efeito residual deste esterdide ja que seu principal mecanismo de
acfo envolve a modulagio da sintese protéica, e requer horas ou dias para ser evidenciado.
Vale ressaltar ainda que um aumento gradual do fluido gengival foi observado por Koreeda
et al. (2005) em mulheres durante a fase menstrual. Esta pode ser uma das explicagdes pela
qual o sangramento, inchago dos tecidos gengivais € um pequeno aumento de mobilidade
dental também t&m sido demonstrados durante essa fase (Tilakaratne ef al., 2000; Machtei
et al., 2004).

O aumento da producfio de CSV durante as fases PM e M ressalta a importincia
do reforgo da higiene bucal nesses periodos. Lembramos que o grupo de mulheres que
fizeram parte de nossa amostra possuia, como foi constatado no exame clinico, excelente
condi¢io bucal que pode ser traduzida por auséncia de saburra lingual, pontos sangrantes,
terceiros molares em erupgdo, proteses, dispositivos ortoddnticos, além de um indice de
placa cuja média ndo ultrapassou 10%. Portanto, se mesmo dentro dessas condigdes foi
observado um aumento significativo de CSV durante as fases PM e M, as altera¢c8es bucais

supracitadas associadas a processos inflamatdrios pré-existentes poderiam elevar ainda
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mais as concentragdes de CSV. Essa pode ser uma das explicagdes para as queixas de mau-
halito, em determinados periodos, em pacientes do sexo feminino, mesmo na auséncia de
quaisquer sinais clinicos aparentes de inflamacio gengival (Tonzetich ef al., 1978).

Os dados aqui apresentados também evidenciaram uma diminuigdo de fluxo
salivar durante o periodo pré-menstrual, o que pode ter contribuido para o aumento de
CSV. Nesse periodo ocorrem grandes alteragBes na relacdo entre as concentragdes de
estrogeno e progesterona e essas flutuagfes hormonais, combinadas com tensdes
emocionais (estresse e ansiedade), poderiam exacerbar sintomas de irritabilidade, mesmo
em pacientes ndo portadoras de sindrome pré-menstrual. E devido a esse efeito, mesmo que
transitorio, o fluxo salivar das mulheres na fase pré-menstrual sem sindrome poderia
diminuir, contribuindo para os aumentos de CSV observados. Provavelmente em mulheres
portadoras de sindrome pré-menstrual essas diferencas possam ser até maiores como
demonstrado por Queiroz ef al. (2002), cuyjo estudo mostrou que o grupo de mulheres com
sindrome pré-menstrual apresentou valores mais altos de CSV acompanhados de
diminui¢#o de fluxo salivar.

Ainda com relagdo aos esterdides sexuais, tem sido demonstrado que receptores
de testosterona podem ser encontrados nos tecidos periodontais (Sooriyamoorthy and
Gower, 1989) e que o nimero desses receptores tende a aumentar nos tecidos gengivais
inflamados ou hiperplasicos, especificamente em fibroblastos, onde a testosterona age
induzindo aumento da sintese de matriz de colageno. Também esta claro na literatura que a
testosterona tem um efeito inibitério sobre a cicloxigenase, via metabolismo do 4cido
aracdénico nos tecidos gengivais, inibindo a secre¢do de prostaglandinas. Esses resultados
sugerem que a testosterona provavelmente tem um efeito antiinflamatério no periodonto
(Glincii et al., 2005). Assim, embora nossos voluntirios nfio apresentassem nenhum sinal
clinico de inflamagdo gengival, € provavel que a testosterona através de mecanismos ainda
ndo esclarecidos, possa ter contribuido, em parte, para os menores valores de CSV nos
individuos homens quando comparado com os niveis de CSV em mulheres nas fases
menstrual e pré-menstrual.

Além disso, foi observado no presenie estudo, que os homens apresentaram

concentragfio total de proteinas maior quando comparado com as mulheres, independente
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da fase do ciclo reprodutivo. O papel fisiologico classico das gldndulas salivares é produzir
uma secre¢fio exoécrina, a saliva, a qual & responsavel pela primeira linha de defesa do trato
gastrointestinal superior do individuo. Além de agua e eletrdlitos, a saliva contém muitas
proteinas (mucinas, cistatinas, histatinas e lactoferrina) que previnem infecgdes,
inflamag¢des e doengas & medida que prejudicam o crescimento bacteriano e fiingico (Nieuw
Amerongen et al., 1998).

Os dados obtidos, antes da aplicagfio do estimulo ansiogénico, no presente estudo,
sugerem que a maior concentragio total de proteinas salivares encontrada no grupo dos
homens poderia estar associada ao equilibrio das condigées bucais, diminuindo a produgio
de CSV, em relaclo as mulheres. Porém como em nosso trabalho néo foi realizada uma
andlise diferencial das proteinas salivares, ndo ¢ possivel discutir a relacdo entre a produgéo
de CSV e as fungdes das proteinas salivares na manutengdo da homeostasia bucal.

Ainda com relagdio a situagfo basal, também foram observadas alteracdes
sistémicas entre as fases do ciclo menstrual e entre os géneros, em nossos voluntdrios. No
presente estudo as concentracdes basais de cortisol salivar foram matores em mulheres na
fase menstrual quando comparadas com as fases pré-menstrual e folicular € homens. Em
2003, um estudo realizado por Kudielka e Kirschbaum utilizou também alunos de
graduaciio, na mesma faixa etdria de nossa amostra. Os autores também ndo encontraram
diferengas significativas na concentragfio de cortisol salivar entre os homens e mulheres nas
fases lutea e folicular. Porém, como 0s autores nio realizaram a mensuracio do cortisol na
fase menstrual, a conclusfo do trabalho de Kudielka e Kirschbaum foi de que ndo houve
influéncia do ciclo menstrual nas concentragdes basais de cortisol salivar.

Porém, quando consideramos que, no presente estudo, foram observados niveis de
cortisol salivar aumentados durante a fase menstrual, constatamos que houve influéncia do
ciclo menstrual nesse parimetro. Portanto, apesar da literatura (Stoney et al., 1990;
Kirschbaum ef al., 1999) sobre dimorfismo sexual na atividade do eixo hipotalamo-
pituitdrio-adrenal (HPA), situa¢Ses como esta explicam parcialmente os resultados
contraditdrios encontrados freqiientemente.

Além disso, Kudielka e Kirchbaum (2003) descrevem outros fatores que podem

influenciar as concentragdes de cortisol encontradas na saliva. De acordo com esses
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autores, as concentragdes de cortisol na saliva coletada as 9:30h da manhé sdo maiores em
individuos que acordaram as 9:00h em comparagdo com os individuos que acordaram as
7:30h, ou seja, o horario do despertar dos individuos parece ter influéncia no padrio
circadiano de secrecfio de cortisol.

Vale ressaltar que, no presente estudo, esse fator foi controlado, uma vez que
todos os experimentos foram realizados no mesmo horario, pela manhd. Além disso, foi
verificado que os voluntdrios do presente estudo, acordaram entre 6:30 ¢ 7:00h da manh3
(dados ndo apresentados) para estarem presentes no laboratorio de pesquisa no horario pré-
agendado. Os voluntirios que haviam sido previamente selecionados, porém que residiam
fora de Piracicaba foram dispensados dos experimentos, pelo fato do seu horario de acordar
diferir dos demais voluntarios. Assim, padronizou-se o horario do despertar e da coleta de
saliva, para posterior dosagem de cortisol salivar.

Além disso, esta padronizagdo do horario para os experimentos, também permitiu
padronizar as medidas de CSV, que foi realizada em jejum, uma vez que atividades como
beber e comer tendem a reduzir a quantidade de bactérias produtoras de CSV
momentancamente, através da limpeza mecénica da boca, estimula¢io do fluxo salivar e
aumento do pH oral, inibindo assim o malodor oral (McNamara ef al., 1972; Quirynen et
al., 2004).

Com relagio aos pard@metros cardiovasculares, foi observado que a pressio arterial
sistolica e diastdlica basais foram significativamente maiores no grupo de homens quando
comparado com mulheres. Esses resultados estdo de acordo com Christou ef al. (2005).
Como a amostra ¢ composta de voluntarios saudaveis e também normotensos essa diferenca
se deve provavelmente a maior massa muscular, massa corporal € volemia freqiientemente
observada no sexo masculino. Por outro lado, como nas mulheres normalmente a cavidade
ventricular € menor e consequentemente ha também um menor débito sistdlico, a
freqliéncia cardiaca encontra-se aumentada devido a necessidade de ejeco por minuto de
um volume sanguineo maior (Christou et af., 2005).

Embora possamos considerar que, em mulheres, as flutuagBes hormonais
acompanhadas de estresse e ansiedade possam alterar a homeostasia bucal e com relagio a

halitose, aumentar a concentracio de CSV, ainda ndo ha trabalhos suficientes sobre a
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relacdo entre esterédides sexuais, ansiedade e halitese. Diante disso, também foi nosso
objetivo avaliar a influéncia do estado de ansiedade na produgfio de compostos sulfurados
volateis em mulheres nas diferentes fases do ciclo menstrual.

Com relago ao efeito da ansiedade sobre fatores relacionados a halitose,
observarmos que homens submetidos ao VRSCWT apresentaram aumento na concentragio
de CSV, na frequéncia cardiaca e pressdo arterial sistolica, em relagfio as respectivas
medidas obtidas antes do teste. A aplicagdo do teste VRSCWT ndo alterou a pressfo
arterial diastélica, o fluxo, cortisol e concentragio total de proteinas salivares nestes
voluntarios.

O aumento da pressdio arterial sistdlica e da freqii€ncia cardiaca caracterizam os
sinais de excitagdo simpatica, em situagdes de estresse e ansiedade como aquela
desencadeada pela realizacdo da tarefa imposta pelo VRSCWT (Leite er al, 1999).
Tradicionalmente, as manifestages da ansiedade costumam ser divididas em dois tipos:
manifestagdes subjetivas ou psiquicas ¢ manifestagdes objetivas, passiveis de observacio
direta — sintomas de excitagdo autonémica (Edelmann, 1992; Bernik, 1999). Provavelmente
o efeito ansiogénico foi decorrente da percepgdo pelo sujeito de seu desempenho no teste
COIMO Uma ameaca a0 seu autoconcelto, a imagem que ele tem de si € a que imagina que
outras pessoas (no caso os examinadores) fagam dele (Seabra, 1987; Silva et al., 2004). E
importante ressaltar que a caracterizagio do VRSCWT como situagio ansiogénica baseia-se
no fato do individuo ter sido informado de que sua performance intelectual seria avaliada.

Embora ndo tenha sido dosada em nosso trabalho sabemos que a adrenalina ¢ uma
monoamina implicada em respostas de defesa ¢ ansiedade e, na reagio de estresse. Por
exemplo, a administra¢io de adrenalina a sujeitos saudaveis resulta em aumento da pressdo
arterial, aumento da freqiiéncia cardiaca e uma sensagéo subjetiva de ansiedade (Bremner ef
al., 1996). Apds o teste nossos voluntarios relataram que estavam sentindo palpitagles e
uma sensagio desagradavel, provavelmente referente ao aumento de pressdo arterial e de
freqliéncia cardiaca o que confirma o VRSCWT como medelo valido de indugdo
experimental de ansiedade.

O rapido aumento dos parametros hemodméamicos (l-2minutos) esta de acordo

com a ativagio das vias catecolaminérgicas neuronais na resposta cardiovascular ao
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estresse mental (Falaschi er al., 2003). Porém, o0 VRSCWT nfio foi capaz de afetar a
atividade do eixo hipotdlamo-pituttario-adrenal (HPA).

A ativagio do sisterna cardiovascular e a liberacdo de glicocorticoides sdo
respostas primérias do sistema de esiresse agudo. A intima relagiio entre a medula e o
cortex suprarenais reflete uma relagdo funcional fundamental entre o sistema nervoso
simpético e o eixo hipotilamo-pituitario-suprarenal. Entretanto, Falaschi et al. (2003)
demonstraram que, em cadetes, o VRSCWT induziu aumento de varidveis
cardiovasculares, sem aumento na concentragdo salivar de cortisol, o que estd de acordo
com o presente estudo. E relevante lembrar que as respostas cardiovasculares a estimulos
estressores ocorrem mais rapidamente quando comparadas corm as reagdes de cortisol (Roy
et al., 1998). Talvez um estimulo estressor mais intenso ou mais longo seja necessario para
aumentar a secre¢io deste glicocorticéide (Motris et ai., 1990).

Ainda, é importante ressaltar que a exposic8o aos diferentes tipos de estressores
pode resultar em respostas fisioldgicas diferentes, por exemplo, algumas podem ser
caracterizadas por intensa estimulagdo do eixo HPA, enquanto outras podem ativar somente
o sistema nervoso simpatico (Kudielka and Kirschabaum, 2005).

Por outro lado, nossos dados contrastam com Sgoutas-Ench et af. (1994) que
observaram elevagfio da concentragdo plasmatica de cortisol em resposta a um teste
aritmético, no qual os voluntarios de melhor performance recebiam uma compensagio
financeira. Porém, nestes estudos, o sangue foi obtido por pungfio venosa e esse
procedimento pode ter alterado as respostas aos testes psicossocials uma vez que, para
alguns individuos, o medo da agulha pode ter um efeito ansiogénico.

QOutra possivel explicacio para a auséncia de aumento na secre¢do de cortisol apos
VRSCWT poderia ser a existéncia de uma resposta antecipatoria, ou seja, a expectativa
pode ter sido um estressor, per se, estimulando o sistema de estresse. Apds a aplicagio do
teste indutor de ansiedade, esta resposta estaria diminuida, € por feedback negattvo, os
niveis de cortisol ja teriam retornado ao estado basal. De fato, foi observade em nossos
voluntirios no primeiro dia do teste uma curiosidade com relacdo ao teste eliciador de
ansiedade ¢ um certo receio ao medir a concentragio de CSV através do halimetro,

principalmente do grupo composto pelos homens.
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Além disso, o fato de nossa amostra ter sido composta somente de individuos com
auséncia de tragos anstosos pode ser uma das explicagdes da nfo ativa¢do do eixo HPA.
Kirschbaum et al. (1999) observaram que o estresse provocado por um exame académico
somente provocou aumento de cortisol ou de ACTH em individuos que apresentavam
tracos ansiosos significativos, de acordo com o8 questionarios aplicados anteriormente ao
teste. E, segundo Peteers er al. (2003) € possivel que as respostas do eixo HPA ao estresse
psicolégico possam ser diferente em populagdes de pacientes que sofrem de transtornos de
ansiedade com relacgdo a populaghes constituidas de voluntirios saudaveis. Os mesmos
autores reportam evidéncias de que as respostas de cortisol salivar frente a eventos
negativos foram maiores em pacientes que sofriam de transtornos psicologicos quando
comparados com o grupo controle. No presente estudo, em nenhum dos voluntarios foi
diagnosticado niveis significativos de ansiedade, de acordo com a avalia¢io do Beck
Anxiety Inventory, realizado minutos antes do VRSCWT, sugerindo que apesar do
cotidiano de nossa amostra ser intenso, com muitas atividades académicas, os alunos
apresentam capacidade positiva de lidar com as situagdes estressantes e isso pode ter
influenciado a resposta hormonal de estresse.

No presente estudo, a ansiedade gerada pelo VRSCWT aumentou a concentragio
de CSV em individuos homens sauddveis, em relagfo aos valores basais, sem entretanto,
alterar o fluxo salivar. Estes dados confirmam trabalhos anteriores em que foi observado
aumento de CSV apds a apresentagdo de estimulos estressores em humanos (Queiroz ef al.
2002) e em animais de laboratério (Kurithara and Marcondes, 2002). Porém ao contréario do
que foi observado por Queiroz et al. (2002), no presente estudo, ndo houve diminui¢do do
fluxo salivar.

Embora a saliva possa ser um fator influenciador da formacfio do mau odor oral
(Tonzetich., 1977) os efeitos individuais dos componentes salivares sobre o mau halito
ainda ndo sdo totalmente compreendidos. O fluxo salivar pode ser considerado um dos
fatores que pode influenciar a formagio do mau odor bucal, uma vez que sua diminuigdo
provoca uma maior retencdo de células epiteliais, restos alimentares e acimulo de
microorganismos (Kojima, 1985). A redugio do fluxo salivar também enfraquece os

mecanismos de limpeza mecénica da cavidade oral e predispSe a microbiota bucal ao
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crescimento ¢ proliferagdo de microorganismos gram-negativos responsaveis pelo mau
odor {Messadi, 1997). Ao contrario do que se esperava, nossos resultados mostraram que a
ansiedade induzida pelo VRSCWT ndo alterou o fluxo salivar de nossos voluntérios.
Porém, segundo Shinjiro et al. (2003), o fluxo salivar pode nfo influenciar
significativamente a intensidade de mau odor, se sua taxa estiver dentro dos padrdes de
normalidade.

Além disso, embora sejam conhecidos os efeitos inibitérios da ansiedade sobre a
salivagdo, esse assunto ainda ¢ contraditério. De acordo com Bosch er al. (2003), a
ansiedade pode tanto diminuir como aumentar o fluxo salivar dependendo do tipo de
estimulo. No teste de inducdo de ansiedade aplicado nesse trabalho, o fluxo salivar
permaneceu inalterado apos o teste, mesmo com o aumento da concentragio de CSV
encontrado, sugerindo que alteragdes bioquimicas, ainda nfo conhecidas, e que
possivelmente foram causadas pela indug¢do de ansiedade possam estar influenciando a
formac¢fo do mau hélito bucal.

O estresse provoca alteragdes no equilibrio neurovegetativo, aumentando a
producdo de mucina na saliva, responsdvel pela aderéncia de células epiteliais descamadas
e de microorganismos sobre o dorse da lingua (Besch ef o, 2000). Esse aumento de
substrato poderita entfo estar relacionado ao aumento de CSV encontrado apds uma
sitnacio estressante, uma vez que CSV sfo produtos do metabolismo bacteriano. Isto
poderia explicar o aumento de CSV observado apds a aplicacio do VRSCWT em
voluntarios homens.

Antes que a explicagdo acima se pareca contraditdria com as explicagdes
fornecidas na analise da concentracfio protéica salivar no estado basal, é necessario abordar
o estudo de Levine (1993), que descreveu um complexo mecanismo para a compreensio de
como as proteinas salivares funcionam como reguladoras da sande oral: o conceito de
“anfifuncionalidade” (Levine, 1993; Bosch et al., 2000; Bosch et al., 2003). Esse termo &
usado para denotar a observagio de que proteinas salivares exibem propriedades
paradoxais. Algumas dessas propriedades podem inibir a coloniza¢fo microbiana, enquanto
outras podem promové-la, contribuindo assim, para a defesa do hospedeiro ou para o

potencial patogénico de outros microrganismos. E esse mecanismo depende de varios
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fatores, tais como o tipo especifico de proteina bem como o microrganismo estudado. Por
exemplo: a mucina e a lactoferrina podem ter propriedades antimicrobianas, porém, um tipo
especifico de mucina, a MUCSB, secretada em situagdes de estresse psicossocial (Bosch ef
al., 2003), pode favorecer a colonizagdo do Helicobacter pylori, contribuindo para o
desenvolvimento de disturbios gastrointestinais.

Entretanto, ainda nfio hi estudos na literatura demonstrando a associa¢io entre
alteracGes emocionais, secre¢do de proteinas que funcionem como substrato ou mesmo
promovam o metabolismo bacteriano € produgéo de CSV. Nossos dados demonstram que a
concentracdo total de proteinas ndo diferiu entre as condi¢Ses antes e apds a aplicacgéio do
VRSCWT, apesar dos aumentos de CSV no grupo dos homens. E possivel que alteragOes
na secregdo salivar possam ter ocorrido diferencialmente nas glindulas pardtidas,
submaxilares e sublinguais, e tenham sido mascaradas. Diante disso, a alteragdo no padrio
de secregdo salivar mediante situa¢les de estresse e ansiedade em individuos sauddveis
merece ser melhor elucidada.

Com relag@o as mulheres, nossos resultados demonstram surpreendentemente que
o VRSCWT nfo parece ter representade uma situagfio ansiogénica para o sexo feminino,
independentemente da fase do ciclo menstrual, o que discorda dos resultados de Silva ef al.
(2004). Estes autores selecionaram somente a fase folicular das voluntirias para o dia do
teste. No presente estudo as voluntarias realizaram o VRSCWT em trés diferentes fases do
ciclo menstrual. Ainda nfo estd claro na literatura se a realizagdio desse teste por trés vezes,
na mesma voluntiria, poderia interferir nos resultados. E importante notar que nos
voluntarios homens, esses procedimentos foram repetidos também por trés vezes ¢ nossos
resultados demonstram que ndo houve influéncia da repeticio do VRSCWT sobre as
variaveis estudadas.

Diferengas no padrio de resposta ao estresse entre homens ¢ mulheres também
poderiam explicar os diferentes efeitos do VRSCWT observados no presente estudo. Um
cuidadoso estudo conduzido com 15 mulheres, que foram submetidas a estimulos
estressores envolvendo discurso em publico, operacdes artméticas ¢ exercicios isométricos,
nas fases menstrual, folicular e latea, nfio evidenciou qualquer relagio entre as fases do

ciclo menstrual, as respostas cardiovasculares e concentragbes plasmaéticas e urimdrias de
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catecolaminas (Stoney ef al., 1990). Sita e Miller (1996) também demonstraram a auséncia
de diferencas em parimetros cardiovasculares, frente ao estresse, durante as fases lutea e
folicular em 30 mulheres submetidas a testes que envolviam discurso em publico e
competi¢bes em video game.

Apesar de nfo ter sido observado aumentos de cortisol salivar em nenhum dos
grupos analisados no presente estudo, devido ao tipo de situagfio experimental por nos
utilizado, vale ressaltar que Matthews ef al. (2001) sugerem que as diferencas sexuais sdo
dependentes da natureza do estressor utilizado. Por exemplo, um estudo com voluntdrios
entre 17 ¢ 23 anos, incluindo 26 mulheres nas fases lutea e folicular e 24 homens, mostrou
que os homens exibiram uma resposta de cortisol salivar mais alta frente a desafios como
matemdtica ¢ testes verbais enquanto as mulheres, tanto nas fases litea como nas fases
folicular, responderam mais intensamente aos testes que envolviam a ameaca de rejeigfo
social (Stroud et al., 2002).

Considerando que o tipo de situagdo ansiogénica por nds utilizada é caracterizada
também por um envolvimento psicossocial, ja que o voluntario acredita que sua
performance intelectual estd sendo avaliada, seria insuficiente uma explica¢do
exclusivamente biologica para nossos achados. Diante disso, diferengas nas varidveis
psicoldgicas podem ser consideradas responsaveis pelos aumentos de pressdo sistélica e
freqiiéncia cardiaca encontrado somente no grupo de homens do presente estudo. Em outras
palavras, diferencas no processamento cognitivo e emocional de um estimulo psicossocial
podem alterar a atividade do sistema cardiovascular e causar diferencas nos padrdes de
resposta entre 0s seXos.

E importante notar, no presente estudo, que o teste foi aplicado por uma mulher.
Assim, também existe a possibilidade de que os homens tenham tido uma tendéncia de
interpretar o confronto mental como uma situagéo mais estressante pois poderiam se sentir
constrangidos ou mesmo desafiados frente a uma pessoa do sexo oposto, como sugerem
alguns estudos. Kallai et al. (2004), em um estudo sobre a influéncia do género do
examinador na percepgdo e intensidade da dor, verificaram que tanto homens como
mulheres demonstraram uma tolerdncia maior ao estimulo doloroso quando testados por

alguém do sexo oposto. Os autores sugeriram que provavelmente essa estratégia foi usada
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pelos voluntarios como uma tentativa de impressionar o examinador do sexo oposto. Na
literatura wna série de artigos (Levine and De Simone, 1991; Robinson and Wise, 2003;
Sanford et al., 2003) relatam que a cultura da sociedade ocidental influenciou a
determinagio de comportamentos caracteristicos para cada sexo com relagdo a dor. Assim o
papel do homem € agir como um ser forte, pretendendo impressionar a mulher com sua
habilidade em tolerar a dor enquanto que se espera da mulher uma sensibilidade aumentada
que visa evocar um comportamento protetor no homem. Porém, em estudos de indugio
experimental de estresse e ansiedade em humanos, essa relagio ainda nfio foi esclarecida.
Segundo Stoney et al. (1990), ja é conhecido que homens usam estratégias emocionais ¢
cognitivas distintas das mulheres para lidar com determinadas situagdes aversivas. A
possibilidade de que essas reagdes sejam dependentes do género do examinador, e
consequentemente responsaveis por uma das explicacdes da diferenca sexual na resposta de
estresse € ansiedade, merece ser ainda melhor elucidada.

Assim, esta claro que de um ponto de vista metodologico, € de suma importancia
considerar a determinacio das fases do ciclo menstrual nos delineamentos experimentais de
estudos envolvendo voluntarios de ambos os sexos. A auséneia da determinacido das fases
do ciclo reprodutivo em alguns trabalhos pode explicar porque alguns estudos ndo
mostraram diferengas na resposta de estresse € ansiedade de acordo com o sexo (Owens et
al., 1993; Matthews ef al., 2001; Kajantie and Phillips, 2006).

Outra observagio relevante de nosso trabalho é que nossos resultados indicam que
nem sempre as oscilagdes hormonais caracteristicas do ciclo menstrual sdo responsiveis
pelas alteragdes de comportamento popularmente comentadas e encontradas nas mulheres.
Deve ser considerado que a amostra desse estudo foi constituida de alunas de graduagfo, de
uma universidade publica, onde a maioria de nossas voluntirias tem como preocupagio
maior os compromissos académicoes. Dessa forma, sugerimos que ndo € o ciclo menstrual
isolado que propicia alteragSes de humor e ou desordens sistémicas na maioria das vezes.
Provavelmente ¢ um conjunto de alteragdes aliadas a, por exemplo, um problema familiar,
outro no trabalho, a morte de um ente querido, a perda de um emprego que desencadeiam

reacdes de estresse que ao longo do tempo poderiam ser potencialmente deletérias para o
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organismo. Assim, o ciclo menstiual parece determinar a diferenca na sensibilidade a
situacOes estressantes.

Concluindo, nossos dados sugerem que as condi¢des hormonais distintas entre
homens ¢ mulheres parecem estar envolvidas na produgio de CSV e que esse processo
poderia estar associado a alteracdes na secrecfo diferencial das proteinas salivares, mas nio
ao fluxo salivar, e que o efeito de estimulos ansiogénicos na produgdo de CSV ¢

dependente do género.
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DISCUSSAO GERAL

A halitose ou mau halito ¢ um problema que tem atravessado a histéria € atinge
diferentes culturas, sendo conhecidos relatos que remontam a historia antiga, na Grécia e
Roma (Momris & Read, 1949; Geist, 1956; Eourdet, 1971). Dentre suas intmeras
denominagdes na literatura destacam-se:

¢ Halitose da manhi

¢ Halitose pela ingestdo de certos alimentos

¢ Halitose por lingua saburrosa

» Halitose por doenga periodontal

¢+ Halitose por medicamentos

e Halitose por tabagismo

¢ Halitose por altera¢Oes sistémicas

Na grande maioria dos casos, a halitose origina-se por desequilibrios na cavidade
bucal, que resultam na producfo de trés compostos principais: sulfidreto, metilmercaptana e
dimetil sulfeto, denominados genericamente de compostos sulfurados volateis (CSV), e que
sfo responsaveis pelo mau halito (Tonzetich, 1977; Rosenberg, 1990, Miyazaki et af,,
1995). Porém, como as denominag¢des acima indicam, ha outras causas de origem ndo bucal
(Attia & Marshal, 1982; Preti et al., 1992; Tarzia, 2003).

No capitule 1 desta tese foram abordadas as diferentes causas envolvidas no
desenvolvimento da halitose, incluindo as situa¢des em que o paciente relata o desconforto
de apresentar mau hdlito, sem porém que o cirurgido-dentista encontre evidéncias clinicas
que possam justifici-lo. Neste contexto, nos capitulos 1 e 2, discutimos evidéncias
cientificas, obtidas em animais de laboratdério (Kurihara & Marcondes, 2002) e em
humanos {Queiroz ef af., 2002; Calil & Marcondes, 2006), que tém sugerido uma possivel
relagfo entre estresse ou alteragdes emocionais ¢ a produgfo de compostos sulfurados
volateis.

No campo da odontologia, € importante considerar que a ansiedade do tratamento
dental, juntamente com as varias reagdes de fobia ¢ alguns casos de pénico, constituem o

estresse odontolégico agudo (Fabian & Fabidn, 2000). E relevante nessa discussdo abordar
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que o avango das sociedades modernas tem sido wm dos fatores responsiveis pelo aumento
no numero de diagnodsticos de individuos com transtornos psicossociais, sendo que ©
estresse cronico pode resultar em disfungdes temporomandibulares, desordens gustatorias,
dor facial cronica, ulceragbes ou inflamagdes recorrentes, sindrome da boca ardente ¢
bruxismo (McCartan et al., 1996; Breivik et al., 1996), ¢ halitose, tema do presente
trabalho.

Para tentar ¢lucidar melhor os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das
doencas associadas a alteragBes emocionais, t€m sido desenvolvidas situages
experimentais de indugfio de estresse e ansiedade, que mimetizam condigtes de desafio do
cotidiano. Dentre estas, pode ser citado o Video Recorded Stroop Color Word Test
(VRSCWT), que foi utilizado no presente estudo (capitulos 2 ¢ 3) com o objetivo de
avaliarmos a influéneia do estado de ansiedade e do ciclo menstrual na producgio de CSV.
Os resultados obtidos mostraram que 0s homens apresentaram aumento nas concentragdes
de CSV apds indugdo de ansiedade, entretanto esse aumento ndo foi relacionado com
diminui¢o do fluxo salivar e alteragdo na concentracdo total de proteinas salivares. Por
outro lado, em mulheres 0 VRSCWT surpreendentemente nio induziu um estado de
ansiedade. Porém, na situa¢fo basal, durante as fases menstrual ¢ pré-menstrual houve um
anmento de CSV em relagio 4 fase folicular e homens, sem alteragdo no fluxo salivar e
concentracio total de proteinas salivares, demonstrando a influéncia do ciclo menstrual na
produgiio de CSV.

E importante ressaltar que o aumento nas concentracdes de CSV n#o parece ter
ocorrido devido a outros estressores, como por exemplo, alteragdes no cotidiano dos
voluntérios. Os diferentes fatores que poderiam interferir no seu estado emocional basal dos
voluntarios, tais como atividades de clinica ou laboratdrio € provas, foram considerados, e
nesses dias, os experimentos foram cancelados. Além disso, a condigio bucal também foi
controlada através dos exames clinicos e como explicitado anteriormente foram
selecionados apenas os voluntarios com excelente condigdo oral. Portanto, diferentemente
dos estudos clinicos, essa foi uma amostra com caracteristicas especiais, 0 que, se por um
lado n#o reflete a realidade da pritica clinica, por outro é uma condi¢do basal ideal para

avaliar os efeitos de uma situacio ansiogénica bem como os efeitos das oscilagdes dos
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esterdides sexuais na homeostasia da cavidade oral. Como, mesmo nessas condicdes, foram
evidenciados aumentos significativos de CSV, sugerimos que provavelmente, na clinica
odontoldgica, a associagdo das alteracdes bucais somadas a desequilibrios hormonais e/ou
alteragfes emocionais poderiam contribuir para um aumento ainda maior da produgio de
CSV.

E assim conclui-se que € necessario que o cirurgifo-dentista esteja consciente da
influéncia das alteragdes emocionais e do ciclo menstrual sobre a fisiologia oral, e de suas

possiveis interferéncias no diagnostico de alteragdes bucais e no tratamento odontologico.
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CONCLUSOES

¢ O ciclo menstrual pode influenciar a produgio de compostos sulfurados volateis.
e A ansiedade ¢ um fator que contribui para o aumento da producio de compostos

sulfurados volateis, em homens.
¢ O VRSCWT ndo representou uma situagdo anstogénica para as mulheres em nenhuma

das fases do ciclo menstrual avaliadas.
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As informag¢Ges contidas neste documento tém por objetivo informid-lo (a) sobre a
pesquisa intitulada “Influéncia do estado de ansiedade e do ciclo menstrual sobre a produgéio de
compostos sulfurados volateis em individuos saudaveis”, a ser desenvolvida pela Cirurgid-Dentista
Caroline Morini Calil, mestranda do curso de Pos - Graduac¢io em Odontologia - drea de Fisiologia
Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP), sob orientagio da Prof® Dr*
Fermanda Klein Marcondes. Apos a leitura de todas as informagdes aqui contidas e esclarecimento
das duvidas que surgirem, vocé tera total liberdade para decidir se concorda em participar como
voluntdrio (a) deste estudo. Em caso afirmativo, ac final do termo deverd fornecer seus dados

pessoals e assinar o consentimento para sua participagio,

1, Titulo da Pesquisa: “Influéneia do estado de ansiedade e do cicle menstrual sobre a produgédo de

compostos sulfurados voliteis em individuos sandavets”.

2. Responsiveis pela Pesquisa: Cirurgif-Dentista Caroline Morimi Calil, RG 29394701-6, CPF
282188648-90, e Profa. Dra. Fernanda Klein Marcondes, RG 4727436-2, CPF 127 890 398-44.

3. Local da pesquisa: Faculdade de odontologia de Piracicaba — UNICAMP, Av. Limeira, 901, Vila
Areido, CEP: 13414-900, Piracicaba - SP.

4. Justificativa: Geralmente o mau halito, ou halitose, ¢ causade por ma higiene oral, doencas
periodontais e cutras alteragSes bucais, ¢ em menor frequéncia, por problemas gastro-intestinais,
hepiticos, renais e por diabetes. Entretanto em alguns pacientes ndo ha nenhum sinal orginico que
justifique o surgimento de mau halito. Nestes casos, tem sido sugerido que o estresse e a ansiedade
estejam relacionados com o surgimento da halitose, embora haja poucos estudos sobre esta relagfio.
A realizagfio deste estudo se justifica porque o tratamento da halitose é um problema importante e
atual na drea da Odontologia, ¢ o conhecimento dos fatores que determinam o seu aparecimento
serfo de grande auxilio no estabelecimento de estratégias terapéuticas, principalmente nos casos que

parecem estar relacionados ao estresse e ansiedade,
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5. Objetivo: Estudar a influéncia do ciclo menstrual e da ansiedade sobre a produgdo bucal de
compostos sulfurados volateis em individuos sauddveis. Estes compostos sio produzidos pela ago
de bactérias bucais sobre restos de alimentos e células da mucosa oral, ¢ s8o os responsdveis pelo

mau halito.

6. Procedimentos: Serdo selecionados alunos do 2° ¢ 3° ano do curso de Graduagdo em Odontologia

da FOP - UNICAMP. Todos os que se dispuserem a participar do trabalho serfo submetidos 2 uma
anamnese e exame clinico intra-oral. Os voluntarios selecionados, um grupo de 20 mulheres ¢ outro
grupo de 20 homens, serfo aqueles que nfio apresentarem doencas periodontais, cartes, lingua
saburrosa, proteses, aftas e/ou ulceragdes, alteragdes sist@micas e/ou naso-faringeas e respiragio
bucal., pois esses fatores poderiam alterar a produgéio dos CSV. Particularmente para as mulheres o
periodo de selegéo tera inicio seis meses antes do experimento para a determinagfo da duragfo ciclo
menstrual e de suas fases. Serfio selecionadas aquelas que apresentarem regularidade no ciclo, sem a
administragdo de qualquer anticoncepcional oral ou injetdvel. Primeiramente serd distribuido para
cada voluntarta um calenddrio. Durante este periodo de seis meses, serd solicitado que elas anotem
mensalmente o primeiro e ultimo dia de fluxo menstrual. Apods esses seis meses serfio selecionadas
aquelas que apresentarem regularidade no ciclo menstrual. Em ciclos regulares, tendo-se o primeiro
dia e a duragio da menstruagio sera possivel determinar a dura¢fio das fases do ciclo de cada
voluntaria. Assim, com base na duracfo media do ciclo menstrual de cada voluntéria, ¢ do relato
mensal do primeiro dia de fluxo menstrual, as fases do ciclo de cada voluntaria serfo determinadas
contando-se os dias a seguir. O experimento serd realizado uma vez ao més por um periodo de 3
meses, em diferentes fases do ciclo: pré-menstrual, menstrual e folicular. O periodo de 3 meses é
justificado no fato de que o teste para induco de anstedade (VRWST) s6 pode ser repetido em um
intervalo de pelo menos 30 dias. Para confirmarmos a fase exata em que se encontrava a voluntaria
no dia do experimento, serd marcado, € confirmado por ela, o dia de sua proxima menstruagéo.
Todos os voluntarios selecionados apresentar-se-o nos dias determinados as 7:00h. nas
seguintes condi¢des: ndo ter realizado nenhum tipo de higiene bucal, em jejum de 8 horas, nfo ter
ingerido alimentos condimentados (alho, cebola, salame, pickles) no dia anterior ao experimento ¢
ndo ter utilizado perfumes, coldnias, logio apds barba e outros compostos com derivados alcoélicos,
no dia do experimento, ja que todos esses fatores podem favorecer a produciio dos CSV no hilito.
Antes e ap6s a inducéio de ansiedade serdio feitos dois procedimentos: coleta de saliva e

medida da pressdo arterial. Com as amostras de saliva nods teremos dois indicativos: fluxo e cortisol
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salivar. Com isso, queremos verificar se apds a indugo de ansiedade e leitura dos CSV, houve
alterages fisioldgicas.

Inicialmente sera feita a determinagdo da pressdo arterial, por esfigmomanometria
(Silverthorn, 2003), utilizando-se um estetoscopio e um esfigmomandmetro. Esta avaliacio serd
feita como medida complementar para avaliar o nivel de estresse dos voluntarios, ja que a ativagio
simpatica desencadeada por estimulos estressores resulta em aumento da atividade do coragio. Em
seguida, sera coletado o fluxo salivar da seguinte maneira: O voluntirio deglutira a saliva nos
primeiros 30 segundos ¢ em seguida depositard a saliva produzida durante 5 minutes no recipiente.
Apos esses dois procedimentos, os pesquisadores irdo medir a quantidade de CSV, presente na
cavidade bucal antes do teste de indugfio de ansiedade utilizando-se um monitor de sulfeto, o hali
metro. Primeiramente serd solicitado ao sujeito permanecer com a boca fechada por dois minutos.
Em seguida, uma cénula de plastico serd introduzida na cavidade bucal € assim o voluntirio
permanecerd com a boca entreaberta aproximadamente 1,5¢m, recebendo orientagdes para ndo
mover a lingua e os labios durante a coleta e assim evitar que os mesmos toquem a cinula e
interrompam a sucgdo do ar bucal pelo aparelho. A respiragio seri mantida inspirando-se o ar
através do nariz e expirando-o pela boca. O ar expirado é levado ao interior do aparelho via canula
por sucgdo, o ar passa através de um sensor eletroquimico o qual efetua a contagem das moléculas
dos CSV presentes na amostra de ar coletado, o valor & expresso em um monitor digital. So
anotados os dois valores mais altos durante um minuto.

Apds esses trés procedimentos os voluntrios responderfio ao Beck Anxiety Inventory, um
questionario amplamente validado, para avaliaciio do nivel basal de ansiedade. E um instrumento de
auto-relato, que mede a intensidade dos sintomas de ansiedade. Além disso, € de fécil aplicagio,
com tempo médio de 10 minutos. E composto por 21 itens descritos na forma de comportamentos
caracteristicos e sentimentos que um sujeito com um estado de ansiedade alterado provavelmente
estard sentindo, numa escala de avaliagdo de quatro pontos: absolutamente ndo, levemente,
moderada e gravemente. As instrugdes e a aplicagio do questiondrio serd feita sob supervisio de um
psicologo — Prof. Dr. Antonio Bento Alves de Moraes — Departamento de Odontologia Social da
FOP/Unicamp. Posteriormente 08 voluntarios farfio o teste de inducfio de ansiedade. A situagéo
eliciadora de ansiedade consiste em se apresentar ao voluntirio uma prancha contendo 100 palavras
designativas de cores (azul, amarelo, vermelho, verde e violeta), dispostas em uma matriz 10x10.
Cada palavra ¢ pintada de uma cor diferente de seu significado € apresentada em ordem aleatéria. O
sujeito deve mencionar, na seqiliéncia apresentada, a cor visualizada sem se importar com a palavra

escrita. A tarefa deve ser realizada em 2 minutos, € cada erro € sinalizado com o toque de uma
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campainha. Toda situagio do teste ¢ monitorada por uma video-cAmera € apresentada
simultaneamente ao sujeito, em um monitor de TV, enquanto ele realiza a tarefa.

Imediatamente apds o teste sera feita nova coleta de saliva, nova mensuracfio dos CSV e
avaliagio da pressfo arterial, conforme descricio acima. A saliva coletada, tanto antes do
experimento como apos serfio armazenadas em freezer a -70° C, até que a mensura¢do do horménio
e o cultivo de microorganismos sejam realizados. O cortisol salivar serd dosado através de um
método com enzimas.

Lembramos que nesse termo estamos fazendo uma descri¢io detalhada de todos os
procedimentos, para que o voluntario tenha conhecimento de todos os detalhes. Porém, apesar de
numerosos os procedimentos sdo bem simples, de duracfio total e maxima de 25 minutos, de ficil
aplicagfo e durante os quais, o voluntdrio poderd estar fazendo qualquer tipo de pergunta que
considerar relevante. Apds o experimento, oferecido um café da manhi completo nas dependéncias

do departamento de Ciéncias Fisiolégicas.

7. Desconforto ou riscos possiveis: O voluntaric poderd sentir algum desconforto durante a

realizagfio do exame clinico para averiguagio das condigdes orais, porém este desconforto nfio sera
diferente daquele que pode ocorrer em qualquer exame clinico, e para diminuir este efeito, o
voluntirio sera informado claramente do porqué da realizagiio do exame e dos procedimentos a
serem realizados. Além disso, como o jejum também pode ser desconfortante, planejamos a
realizacio de somente dois experimentos por dia com o objetivo de evitar atrasos, ¢ limitar ao
minimo possivel o periodo de jejum dos voluntarios. Estes receberfo, ao final das avaliagdes, um
café da manhd completo nas dependéncias do departamento. O feste utilizado para inducdo de
anstedade podera causar algum desconforto decorrente da percepgiio que o voluntdrio terd de seu
desempenho no teste e da imagem que terd de si mesmo e daquela que imagina que outras pessoas
possam ter. Porém, o teste de cada voluntario serd confidencial, € os estudos ja realizados com este
protocolo nfio indicam alteragdes fisiologicas que requeiram cuidados médicos. Por fim, pode haver
algum desconforto pelo fato de que, devido ac horario das aulas (8h00), aos voluntarios sera
solicitado o comparecimento no local do experimento as 7h00, ¢ portanto serd necessirio que os
mesmos acordem uma hora mais cedo nos dias em que as andlises serfio realizadas. Néo ha como
diminuir o desconforto que isto possa causar ao voluntdrio. Porém, lhe serd explicado que este
horario foi determinado para diminuir o transtorno que a realizacéo do experimento lhe causaria, se
fosse realizado no horario de aulas ou de intervalo para almogo, ¢ também para a padronizagiio da

coleta de dados.

79



8. Desericlio apropriada dos beneficios esperados: Ele sera informado da importdncia de sua

coniribuiciio para o aumento do conhecimento na area da halitose, ¢ ao final do estudo os
voluntdrios serfo convidados a assistirem a apresentacio dos resultados obtidos, e seus significados
na area de estudo em questdo. Desta forma, os voluntarios receberfio informagdes sobre halitose.
Para as voluntérias, a determina¢fio da duragéic do ciclo menstrual ¢ de suas fases representara uma
oportunidade para obtengdo do auto-conhecimento sobre seu ciclo reprodutivo. E, para aqueles
voluntirios em que sejam diagnosticadas alteragdes bucais, durante a fase de selecfio, o beneficio
sera que o8 mesmos serdo encaminhados para tratamento odontolégico, conforme descrito no item

10, a seguir.

9. Descricdo apropriada dos métodos alternativos existentes: H4 dois meodelos experimentais de

ansiedade que atendem todas as caracteristicas e que ndo violam os principios éticos de pesquisa
com seres humanos: O VRSWCT serd usado neste estudo. O método alternativo existente seria a
utilizagdo do protocolo de Simulagio de Falar em publico {SFP), que consiste de uma gravacio em
videocassete do discurso de um voluntdrio sobre um assunto definido poucos minutos antes da
tarefa. Apesar de eficaz, esse método envolve também implicagtes interpessoais, uma vez que a
familianidade ou nfo com o tema a ser apresentado pode diferir entre os voluntarios, constituindo
uma varidvel importante, dificil de ser controlada. Com relagdo a caracterizagfo das fases do ciclo
menstrual, o método alternativo seria a dosagem dos horménios sexuais. Porém a coleta de sangue,
por ser um procedimento invasivo, seria mais um agente estressor no protocolo experimental, E
caso a dosagem fosse realizada na saliva, o custo das mesmas, ja que seriam realizadas varias vezes
na mesma voluntaria, seria muito alto, o que dificultaria a realizacio do estudo. Com relagio a
determinagio da concentragio bucal dos compostos sulfuradas volateis, os métodos alternativos
seriam a avaliaco do halito dos voluntirios por um juiz (método organoléptico) € a dosagem destes
compostos por cromatografia gasosa. O método escolhido para este estudo foi 0 uso do halimetro

porque ja dispomos deste equipamento em nosso laboratério de pesquisa.

10. Indicagfio da forma de acompanhamento e assisténcia e seus responsiveis: Apos a realizagio do

exame clinico, durante a selecio dos voluntirios, aqueles que apresentarem qualquer alteragéo bucal
que requeira tratamento, serio encaminhados ao tratamento. Como os voluntirios serdo
selecionados entre alunos de graduacio da FOP - UNICAMP, estes serfo informados de que como

alunos da UNICAMP tém direito a tratamento odontologico gratuito no CECOM - UNICAMP, em
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Campinas - SP. O telefone deste servigo lhes sera informado para agendamento da consulta. E, caso
no primeiro semestre de 2004, sejam abertas inscrigbes para tratamento odontologico na FOP, os
alunos também serfio informados de que poderfio entrar em contato com o Servigo Social da FOP

para providenciarem sua inscri¢do para realizacdo do tratamento na prépria institnicdo.

11, Garantia de esclarecimentos: O voluntdrio tem a garantia de que, em qualquer momento, antes,

durante e apos a conclusio da pesquisa, poderd entrar em contato com as pesquisadoras
responsiveis para solucionar quaisquer duvidas que possam surgir, com relagdo d pesquisa.
Também os pesquisadores supracitados assumem © compromisse de fornecer informages
atualizadas sobre o tema halitose, durante o estude, ainda que isto possa afetar a vontade do

individuo em continuar participando do mesmo.

12. Informacio sobre a possibilidade de inclusfio de um grupo controle ou placebo: Neste estudo

ndo estdio previstos grupos controle ou placebo, no sentido de haver diferenca no procedimento
experimental. O proprio voluntirio serd controle dele mesmo, j4 que as andlises propostas serdo
realizadas antes e apds a aplicacio do teste para indugfo da ansiedade. O grupo de voluntirios do
sexo masculino serd um grupo controle, no sentido em que ndo apresenta variagSes ciclicas
hormonais mensais. Porém os procedimentos a que serdo submetidos nio diferem daqueles a que
serdo submetidas as mulheres participantes do estudo, com excego da determinagéo da fase do

ciclo menstrual.

13 Liberdade do voluntdrio em retirar seu consentimento: O voluntario terd total liberdade para se

recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem nenhuma

penalizagdo ou prejuizo ao seu cuidado.
14. Garantia do sigilo: Durante a coleta de dados, os voluntérios serdo identificados por um nimero
e seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo, de tal forma que os pesquisadores asseguram a

privacidade dos sujeitos quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

15. Formas de ressarcimento das despesas decorrenies da_participaciio na pesquisa: O voluntirio

devera vir em jejum para a realizagio das andlises propostas no estudo. Logo apds a coleta de
dados, sera fornecido a cada voluntario, um café da manh3i gratuito (café, leite, pfio, queijo, presunto

e requeijdo), o que sera uma forma de ressarcimento ndo em espécie. Como as avaliagOes serfo
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feitas em dias letivos, € os voluntérios serdo alunos da FOP, ndo estd previsto o ressarcimento de

despesas com deslocamento, ja que o aluno viria normalmente a instituigdo para assistir as aulas.

16. Formas de indenizacio diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa; Como os

procedimentos propostos ndo apresentam risco de danos aos voluntarios, nfio estio previstas formas

de indenizacfo.

17. Consentimento pos-informacio:
Eu, ,

RG , tendo lido todas as informagdes acima e apés receber os esclarecimento das

davidas pela C.D. Caroline Morini Calil, de acordo com a Resolugfio n° 196, de 10 de outubro de
1996, do Conselho Nacional de Salude do Ministério de Saiude — Brasilia — DF, concordo em
participar como voluntirio da pesquisa intitulada “Influéncia do estado de ansiedade e do ciclo
menstrual sobre a produgio de compostos sulfurados volateis em individuos saudaveis”, e assino

abaixo meu consentimento.

Piracicaba, de de 200 .
Nome (por extenso):
Assinatura;
1* via: Voluntdrio 2% via: Pesquisadoras

» Informagdes para contato com as pesquisadoxas:

Profa. Dra. Fernanda Klein Marcondes 3412 5380 / fklein@fop.unicamp.br.

C.D. Caroline Morini Calil 34330636 / 97360816 / carolcalil@bol.com.br

Enderego: Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP)
UNICAMP, Av. Limeira, 901, Vila Areido, CEP: 13414-900, Piracicaba - SP.

e Em caso de divida quanto a questfes éticas, entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP) UNICAMP, Av. Limeira, 901,
Vila Areifio, CEP: 13414-900, Piracicaba - SP, Telefone: 3412 5349 / cepl@fop.unicamp.br
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ANEXO 3

Video Recorded Word Color Stroop Test - descricio detalhada

Inicialmente o Stroop Color Word Test foi desenvolvido por John Ridley Stroop (1935)
com o proposito de se estudar a percepedo e o processamento de duas formas distintas de estimulos
visuais: a palavra escrita e a cor. Essas caracteristicas sio capazes de eliciar conflito no examinado ¢
o pesquisador observou que o tempo requerido para nomear a cor da tinta, na qual uma palavra era
pintada, seria maior se a palavra designasse uma cor conflitante, como por exemplo a palavra azul,
escrita em tinta amarela. A partir de entfio, esse teste passou a ser utilizado como ferramenta em
outros estudos envolvendo o significado de palavras e organizagio de idéias.

Em 1978, Nakano et a/. Propuseram pela primeira vez, o uso do efeito Stroop para
induzir ansiedade em voluntirios normais a fim de avaliar a atividade ansiolitica de farmacos. Com
base nisso, Andreatini (1999) acrescenton ac SCWT a sinalizacdo de erros, limitacio de tempo e a
gravacio da situagio em video com apresentacfio simultdnea da imagem em um aparelho de TV,
denominando essa nova versdo de Video-Recorded Stroop Color-Word Test (VRSCWT).

O cfefio ansiogénico da situagdo ¢ decorrente da percepg¢iio pelo sujeito de seu
desempenho no teste como uma ameaga ao seu autoconcetto, a imagem que ele tem de s1 e a que
imagina que outras pessoas fagam dele, uma vez que ele acredita estar sendo avaliado (Silva ef al.,
2004).

A situagfo cliciadora de ansiedade consiste e apresentar ao sujeito experimental uma
prancha contendo 100 palavras designativas de cores (azul, amarelo, vermelho, verde e violeta),
dispostas em uma matriz 10x10. Cada palavra foi pintada de uma cor diferente de seu significado ¢
apresentada em ordem aleatéria. O sujeito deve mencionar, na seqiéncia apresentada, a cor
visualizada sem se importar com a palavra escrita. O tempo para a realizagio da tarefa ¢ 2 minutos,
e cada erro é sinalizado com o toque de uma campainha. Toda a sitnagfo do teste € monitorada por
uma cimera de video e apresentada simultaneamente ao sujeito, em um monitor de TV, enquanto
ele realiza a tarefa.

As seguintes instrugSes para o teste foram reproduzidas em uma fita cassete e
apresentadas ao voluntario no momento do teste: “Vamos lhe apresentar uma lista com 5 diferentes
estimulos de cor ; vermelho, verde, violeta, amarelo e azul. (A sua frente vocé tem uma amostra

destas cores.). Esta lista é constituida de uma matriz 10x10 contendo 100 palavras contidas nestas
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ANEXO 4 - Beek Anxiety Imventory

-._!
Dhata
BI (] ]
Nome Esmdo Cowil:_ el St
O ipagio: Escolaridsie:

Abaie eath wma lata de snmmas comns de ansiedade. Por fzvor, less cundadosamente coda iem da lists. Klentifique
O unEG Yol e sido incoamdmlo por cubs sistomas durnie o altims seman, nclulndo baje, colocands o “2" o
cipagih correapeindants, o imwams lnka de cada sintoma.

1. Dunsdncin ou Formigamenio.
2. Senssgllo do caloe.

¥, Tremmifes iins perms.

4. lncapaz de nrlassr

3 Modo que scomiiys o paor

& Asnedeado ou tonio

T, Palpitsclo ou sooleragio do coragin.
. Sem evuilibrie.

9. Alstrorimik

ik Mervoso,

11, Bendngho do pulfocagia,

12 Tremioren nan milos.

13 Trdiisilis,

14, Medo e parder o controle.
15, Dificuldade de respirar.

L Modo de eurres.

I7. Ansusiada,

18 Indigesiho ou desoonfonio oo shibmen
19 Srmagio de desmabo,

i Rowhe shogocsda

21 Swor (ndo devide wo cabor).
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