TABATA LARISSA SANTOS POLVORA

Influéncia do tratamento periodontal ndo-cirargico na contagem oral de
Candida spp, e nos niveis salivares de lactoferrina e histatina, em pacientes

infectados pelo HIV-1 apresentando periodontite cronica

Sao Paulo
2018






TABATA LARISSA SANTOS POLVORA

Influéncia do tratamento periodontal ndo-cirargico na contagem oral de
Candida spp, e nos niveis salivares de lactoferrina e histatina, em pacientes

infectados pelo HIV-1 apresentando periodontite cronica

Versao Corrigida

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao
Paulo, pelo Programa de Pd4s-Graduacédo
em Odontologia (Diagnéstico Bucal) para
obter o titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientador: Profa. Dra. Ana Carolina
Fragoso Motta

Sao Paulo
2018



Autorizo a reprodugéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletrbnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacao-na-Publicacao
Servigo de Documentacdo Odontoldgica
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo

Pélvora, Tabata Larissa Santos.

Influéncia do tratamento periodontal ndo-cirdrgico na contagem oral de Candida
Spp, e nos niveis salivares de lactoferrina e histatina, em pacientes infectados pelo
HIV-1 apresentando periodontite crbnica / Téabata Larissa Santos Pdlvora ;
orientador Ana Carolina Fragoso Motta. -- Sdo Paulo, 2018.

91 p. : fig., tab. ; 30 cm.

Dissertacéo (Mestrado) -- Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia. Area
de Concentracdo: Diagnostico Bucal -- Faculdade de Odontologia da Universidade
de Sé&o Paulo.

Versdo corrigida

1. HIV-1. 2. Periodontite cronica. 3. Saliva. 4. Peptideos. |. Motta, Ana Carolina
Fragoso. Il. Titulo.




Polvora TLS. Influéncia do tratamento periodontal ndo-cirirgico na contagem oral de
Candida spp, e nos niveis salivares de lactoferrina e histatina, em pacientes
infectados pelo HIV-1 apresentando periodontite cronica. Dissertacdo apresentada a
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo para obtenc&o do titulo de

Mestre em Ciéncias.

Aprovado em: 25/05/2018

Banca Examinadora

Prof. Dr. Alan Grupioni Lourenco

Instituicdo: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto-USP Julgamento: Aprovada

Prof. Dr. Noberto Nobuo Sugaya

Instituicdo: Faculdade de Odontologia de S&do Paulo-USP Julgamento: Aprovada

Prof(a). Dr(a). MOnica Andrade Lotufo

Instituicdo: Universidade Nove de Julho Julgamento: Aprovada






Dedico...

A Deus, pois se eu cheguei até aqui foi através de ti. Foi 0 meu sustento e minha
forca nos momentos mais fracos, mesmo sem muitas vezes eu merecer nunca me
abandonou. Muito obrigada Senhor por me amar e cuidar de mim, que a cruz
sagrada seja a minha luz por todos meus caminhos. Até quando eu viver, vou te

honrar. Posso perder tudo, mas nunca a minha fé em ti.

A Nossa Senhora, por me amar como filha, cuidar de mim, pude sentir sua
presenca em todos os momentos dessa jornada, o ter¢co foi meu alimento e minha
forca para seguir em frente e ndo desistir diante das dificuldades. Obrigada minha

mae.

A minha m&e Carmem, minha grande guerreira e amiga. Por todos momentos
dificeis que passamos, conseguimos mais uma conquista. Mae, vocé € meu alicerce.
Enquanto houver vocé do outro lado, eu estarei aqui, de pé, forte, pois eu sei que
independente do que aconteca eu sempre vou ter o seu abragco e seu amor.
Obrigada por seu meu porto seguro, minha paz, minha vida. Essa vitdria € sua,

minha rainha e minha inspiracao.

Ao meu irmao Raony, por ser meu anjo enviado por Deus, grande amigo e parceiro

da vida. Agradeco pelo incentivo constante e por sempre acreditar no meu potencial.

A minha mestre Profa. Fabiana de Freitas Bombarda Nunes, por ter sido uma
grande incentivadora dos meus sonhos académicos. Eu agradeco seu carinho,

amizade, profissionalismo e por ter semeado em mim o amor pela estomatologia.

Aos participantes do estudo, que diante da fragilidade em conviver com a infeccéo
por HIV e sofrer todo o preconceito, que ainda existe em torno da doenca,
transmitiram-me grandes licdes de vida, mostraram-me o verdadeiro valor da vida, e
depositaram toda a confiangca em nossa equipe de trabalho na esperanca de uma
possivel melhoria na qualidade de vida. Sem o “sim” de vocés nao seria possivel a

concretizacao deste estudo.






AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Ana Carolina Fragoso Motta, por ter me acolhido como orientada,
por ter me incentivado a nao desistir do meu ingresso no mestrado, quando todas as
possibilidades pareciam esgotadas. Pelo incentivo e confianga depositados em
todas as atividades que me propus. Por me inspirar a ser uma profissional dedicada,
prudente, e sobretudo sensivel para com os alunos e pacientes. Trabalhar contigo
durante o mestrado me fez evoluir bastante como dentista e ser humano! N&o

existem palavras para expressar a minha gratidéo!

A Profa. Dra. Marilena Chinali Komesu, por ter me aberto a primeira porta da USP,
proporcionando o meu estadgio no DAPE, sem mesmo me conhecer, investindo
grandemente na minha carreira académica. Pelos conhecimentos compartilhados
durante todo este periodo em que ficamos juntas. Além das inimeras oportunidades

gue me proporcionou. Muito obrigada € muito pouco para manifestar minha gratidao!

Ao Prof. Dr. Alan Grupioni Lourenco, por toda a paciéncia, amizade e por confiar
parte do seu trabalho, a mim. Agradeco por ser grande colaborador para a minha
vida profissional. Desejo todo o sucesso ao longo da sua vida como professor.

A Profa. PhD. Maria da Conceicado Pereira Saraiva, por toda ajuda fundamental e
dedicacéo de tantas horas para a conclusédo do meu trabalho na etapa final. Por ter
tido a oportunidade de conhecer um ser humano tdo bom e por me fazer refletir
sobre algumas decisbes da vida. Agradeco imensamente por essa amizade e

carinho.

A Faculdade de Odontologia de S&o Paulo (FOUSP) e a Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP), por me proporcionar realizar o sonho de
cursar uma pos-graduacgdo de exceléncia na melhor instituicdo do pais. Agradeco a
Profa. Dra. Silvia Vanessa Lourenco, coordenadora do Programa em Diagnostico
Bucal e a todos que fazem parte desta escola.

A FAESA (Faculdades Integradas Espirito-Santenses), pela minha formacéo e

por me encher de orgulho em ter construido toda minha base profissional com



exceléncia. A todos 0os mestres que me inspiraram em estar aqui, minha eterna
admiracdo pela competéncia e profissionalismo de vocés: Prof. Antdnio de Melo
Cabral, Profa. Liliane Scheidegger da Silva Zanetti, Prof. Dilson Alves, Prof.
Francisco Bento, Profa. Zilda Fagundes, Prof. Moyses Francisco Vieira Netto e Prof.

Hamilton Xavier.

A Unidade Especial de Terapia de Doencas Infecciosas do Hospital das Clinicas

da FMRP-USP e toda sua equipe, por ter colaborado por esse trabalho.

Ao colega Atila Vinicius Vitor Nobre, pela parceria no desenvolvimento da pesquisa

em finalizarmos esse trabalho e etapa juntos. Ufa! Conseguimos...

As secretarias do Departamento de Estomatologia, Regiane (FORP), Ninoca e
Cidinha da (FOUSP), pela atencéo e agilidade em todos os momentos.

Ao0s meus amigos e parceiros de laboratorio, Gilberto e Renata Klemp, por terem
me permitindo 6timos periodos de convivéncia, por toda ajuda nas analises do meu

trabalho. Meu eterno agradecimento e por essa parceria de sucesso, entre nos.

A grande amiga Cristina Orlandi, por ter cuidado da minha mae, por suas oracdes e

torcida. Agradeco também a todas intercessoras das 1.000 Ave-Marias.

As Dra. Selma Vilela e a Rianne Vilela, por terem me dado a primeira oportunidade
de trabalho como cirurgid-dentista, acreditaram no meu potencial e me permitiram
exercer sempre a odontologia com amor. Com vocés pude evoluir como pessoa e
profissional. Vocés praticam a odontologia que eu acredito, agradeco por fazerem
parte da minha vida.

Aos amigos que Ribeirdo Preto me presenteou, J& Santos por ter sido meu colo
de mae, na auséncia da minha... As minhas amigas e parceiras, Cris, Lucimélia,
Tati e Elaine... Vocés me fazem muito feliz, conviver com vocés é um grande
presente para mim. Thaisita, minha melhor companhia. Obrigado pelo suporte
desde os primeiros momentos que estive nesta cidade. Sem a existéncia de vocés,

minha vida aqui ndo seria a mesma.



"Habitue-se a ouvir a voz do seu coracéo. E através dele que Deus fala conosco e
nos dé a forga que necessitamos para seguirmos em frente, vencendo os obstaculos

gue surgem na nossa estrada”.

Irma Dulce






RESUMO

Polvora TLS. Influéncia do tratamento periodontal ndo-cirdrgico na contagem oral de
Candida spp, e nos niveis salivares de lactoferrina e histatina, em pacientes
infectados pelo HIV-1 apresentando periodontite crénica [dissertacdo]. Sdo Paulo:
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versao Corrigida.

Estudos atuais revelam que, mesmo na era da terapia antirretroviral (TARV), a
infeccdo pelo HIV-1 é associada com quadros graves e frequentemente refratarios
de periodontite cronica (PC), despertando para a possibilidade da existéncia de
outros fatores associados ao desenvolvimento da PC nesses pacientes. Acredita-se
que fatores relacionados a populagéo microbiana, incluindo as infec¢gbes por Candida
spp, e a expressdo de peptideos microbianos possam estar envolvidos na
patogénese da PC em pacientes infectados pelo HIV-1. O objetivo desse estudo foi
determinar a influéncia do tratamento periodontal ndo-cirargico, na contagem oral de
Candida spp, e nos niveis salivares de lactoferrina (Lf) e histatina, por meio de um
estudo quase-experimental. Pacientes infectados (Grupo 1) e ndo infectados pelo
HIV-1 (Grupo 2 — controle), todos com PC, foram submetidos a terapia periodontal
nao cirargica. Os pacientes do grupo 1 apresentaram contagem de linfocitos T CD4+
< 200cel/mm?, e estavam em TARV regular. Foi avaliada a contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC) de Candida spp por meio de enxaguado bucal e niveis
salivares de Lf e histatina antes (Tempo 0-1) e ap0s a terapia periodontal (Tempo 2 e
3; 30 e 90 dias ap6s o tratamento, respectivamente). Pacientes do grupo 1
apresentaram contagem de UFC superiores a verificada nos pacientes do grupo 2
(p=0, 268; ANOVAF). Houve tendéncia a reducdo de UFC apds o tratamento
periodontal em ambos 0s grupos, mas sem diferencas estatisticamente significantes.
Os niveis de Lf foram semelhantes entre os grupos, e reduziram 30 dias apds o
tratamento periodontal (p=0,0111; Mann Whitney). Os niveis salivares de histatina ao
tempo 0 foram mais elevados no grupo 1 quando comparado ao grupo 2 (p= 0,6481,
Tukey-kramer), mas tiveram comportamento distinto apés o tratamento periodontal:
foram mais elevados no grupo 1 e reduziram no grupo 2. Estes resultados sugerem a
associacdo entre a presenca de Candida spp e a PC, e também a importancia da

manutenc¢do da higiene oral na prevencdo da candidiase. Além disso, Lf salivar pode



ser um marcador da PC, tanto em pacientes nédo-infectados, quanto infectados pelo
HIV.

Palavras-chave: HIV-1, periodontite cronica, Candida spp, saliva, peptideos
antimicrobianos.



ABSTRACT

Polvora TLS. Influence of non-surgical periodontal treatment on the oral Candida spp
count, and salivary levels of lactoferrin and histatin, in HIV-1-infected patients with
chronic periodontitis [dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2018. Verséao Corrigida.

Current studies reveal that, even in the era of antiretroviral therapy (ART), HIV-1
infection is associated with severe and frequently refractory chronic periodontitis
(CP), which leads to the possibility of other factors associated with the development
of CP in these patients. It is believed that factors related to the microbial population,
including Candida spp infections, and the expression of microbial peptides may be
involved in the pathogenesis of CP in patients infected with HIV-1. The aim of this
study was to determine the influence of non-surgical periodontal treatment on the
oral count of Candida spp and on the salivary levels of lactoferrin (Lf) and histatin, by
means of a quasi-experimental study. Patients infected (Group 1) and non-HIV-1
infected (Group 2 - control), all with CP, underwent non-surgical periodontal therapy.
Patients in group 1 had a CD4 + T-cell count <200cel / mm3, and were on regular
ART. The counts of colony forming units (CFU) of Candida spp were evaluated by
oral rinsing and salivary levels of Lf and histatin before (Time 0-1) and after
periodontal therapy (Time 2 and 3, 30 and 90 days after the treatment, respectively).
Patients in group 1 had a higher CFU count than in patients in group 2 (p = 0.268;
ANOVAF). There was a tendency to reduce CFU after periodontal treatment in both
groups, but without statistically significant differences. Lf levels were similar between
groups, and reduced 30 days after periodontal treatment (p = 0.0111; Mann
Whitney). Salivary levels of histatin at time O were higher in group 1 when compared
to group 2 (p = 0.6481; Tukey-Kramer), but had distinct behavior after periodontal
treatment: they were higher in group 1 and reduced in group 2. These results
suggest the association between the presence of Candida spp and CP, and also the
importance of maintaining oral hygiene in the prevention of candidiasis. In addition, Lf

salivary can be a marker of CP in both uninfected and HIV infected patients.

Keywords: HIV-1, chronic periodontitis, Candida spp, saliva, antimicrobial peptides.






Figura 2.1 -

Figura 4.1 -

Figura 4.2 -

Figura 4.3 -

Figura 4.4 -

Figura 4.5 -

Figura 5.1 -

Figura 5.2 -

Figura 5.3 -

LISTA DE FIGURAS

Representacdo esquematica de peptideos antimicrobianos salivares

envolvidos na patogénese da infeccdo pelo HIV.........ccccciiiiiiiiiinnnnes 33
Critérios de incluséo e exclusdo empregados no estudo ..................... 38
Fluxograma etapas do eStUdO...........coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 40
Colonizag&o por Candida em Agar Sabouraud-dextrose...................... 44
Colonizacao por Candida em meio “CHROMagar™ Candida’ ............ 44

Microplaca para dosagem de lactoferrina pela técnica ELISA direto ...45

Fluxograma demonstrando o processo de identificacdo e selecdo dos
pacientes iNCluidoS NO €StUAO .........coiiiieeiiiiiice e e 50

Mediana e 95% de intervalo de confianca. Resposta do tratamento
periodontal nos diferentes tempos do estudo, a profundidade de
sondagem (a) a interacdo entre as etapas de tratamento esta bordeline
(p=0,0793) e o tempo foi significante, houve melhora no grupo controle
no nivel clinico de insercdo (b), porém estatisticamente nao significante
e nao teve interacdo com o tempo de tratamento (p=0,6523) e indice de
sangramento (c) o comportamento de variacdo de sangramento ao
longo do tempo néo foi diferente, assim como o0s grupos nao foram
estatisticamente diferentes ( p = 0.0873) sendo apenas o tempo
relevante no declinio de sangramento para os dois grupos ( p < 0.001)..
............................................................................................................. 55

Mediana e 95% de intervalo de confiangca. Comportamento da
lactoferrina (a) e histatina (b) ao longo do tempo, nos dois grupos...... 64






Tabela 5.1 -

Tabela 5.2 -

Tabela 5.3 -

Tabela 5.4 -

Tabela 5.5 -

LISTA DE TABELAS

Perfil clinico e demografico dos pacientes infectados e ndo infectados

POI HIV e 52
Parametros imunoldgicos da infeccdo pelo HIV ..., 53
Parametros clinicos periodoNntais ............ooouuviiiiiiieeeei e 57

Contagem oral de UFC (desvio padrédo) de Candida spp e frequéncia
de espécies (C. albicans ou C. ndo-albicans) nos pacientes dos grupos
1 e 2, e nos diferentes tempos do eStudo ............eceeeieiieeiiiiiiiiieieeeee, 61

Contagem de lactoferrina e histatina nos grupos 1 e 2 nos diferentes
teMPOS O ESTUAD......ii e e 64






%

pl

AIDS

ATP

C. albicans
Ca

CAAE
Candida spp
Cél

DP

EP

Fe

FORP

g

H
HC-FMRP/USP

HIV
HIV-1
IL-18
IL-1B
IL-6

ISG
Lf

Mg
Min
ml

mm

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Porcentagem

Microlitro

Acquired Immunodeficiency Syndrome
Adenosina Trifosfato

Candida albicans

Célcio

Certificado de Apresentacio para Apreciacéo Etica
Espécies do género Candida

Células

Desvio Padrao

Erro Padréao

Ferro

Faculdade de Odontologia de Ribeir&o Preto
Gravidade

Histatina

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de S&o Paulo

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Virus da Imunodeficiéncia Humana Subtipo 1
Interleucina 18

Interleucina 1 beta

Interleucina 6

indice de sangramento

indice de Sangramento Gengival
Lactoferrina

Molar

Magnésio

Minutos

Milésima parte de um litro

Milimetro



mm3
NIC
Nm
OMS
PBS
PC
PCI
(8]¢)

pH
PMN
PS
Sinan
TARV
TCLE
TNF-a
™
UBSs
UETDI
UFC

Milimetro cubico

Nivel clinico de insercao

Nanbmetro

Organizacao Mundial de Saude

Phosphate Buffered Saline

Periodontite Cronica

Perda Clinica de Insercao

Picograma

Potencial Hidrogenidnico

Polimorfonucleares

Profundidade de Sondagem

Sistema Nacional de Informacéo de Agravos de Notificacao
Terapia Antiretroviral

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Fator de Necrose Tumoral-Alfa

Trademark

Unidades Basicas de Saude

Unidade Especial de Tratamento de Doengas Infecciosas
Unidade Formadora de Colbnia



2.2
2.3

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

5.1
5.2
5.3
5.4

SUMARIO

INTRODUGAOQ ...ttt n 23
REVISAO DA LITERATURA ..o, 27
Aspectos clinicos da periodontite cronica associada a infec¢céo por HIV
...................................................................................................................... 27
Microbiota oral na doenca periodontal de infectados pelo HIV-1 .......... 29

Biomarcadores salivares na periodontite crénica associada a infec¢cédo

PEIO HIV-L 31
PROPOSICAD ...ttt ettt sttt 35
PACIENTES E METODOS......coioiieeieeiecteceeeee ettt sae e 37
o Lo 1= o PR 37
Delineamento de eSTtUO ......ooeeevviiiiiiie e 39
Coleta dos dados ClINICOS ..o 41
Coleta das AMOSTIAS .....coiie i 42
F N T TSI F= Lo ol = Lo =V 43
ANALISE ESTALISTICA ..vvvvviriiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
RESULTADOS ... .ttt e e e e e s e e e e e e e e e e s nnnnnees 49
O =T 1 (R 49
Par@metros clinicos periodoNtais ......ooevviiiiiiiiiiie e 54
Contagem oral de Candida SPP ..ooooeeeeeeieeeeeeeee e 59
Comportamento da lactoferrina e histatina na saliva.................c............ 63
DISCUSSAOD ...ttt 65
CONCLUSAO. .....ccuitiiiiieieiee ettt 69
REFERENCIAS ..ottt sttt 71












23

1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), causa da aids, €
uma doenca infectocontagiosa, que continua a ser um grave problema de saude
publica mundial, especialmente no leste e sudeste da Africa (UNAIDS, 2017). No
Brasil, 882.810 casos de aids foram registrados desde o comeco da epidemia até
Junho de 2017 (Brasil, 2017). Apesar das altas taxas de mortalidade devido a
causas relacionadas a infec¢édo pelo HIV-1 (1.1 milhdes de mortes mundialmente), o
controle da doenca com o advento da terapia antiretroviral (TARV) tem levado ao
aumento da expectativa de vida das pessoas infectadas pelo HIV-1 (36.7 milhdes),
de forma que nesta populacédo, a preocupacao consiste ndo s6 nas comorbidades

relacionadas ao HIV-1, mas também aquelas nao relacionadas ao HIV-1

Existe grande interesse no estudo das manifestacdes cronicas associadas a
infeccdo pelo HIV-1. No contexto da TARV, doencas inflamatorias cronicas orais,
especialmente doencas periodontais, ganham destaque quando comparadas as
classicas manifestacfes orais da imunossupresséo, muito bem descritas na era pré-
TARV (Classification and diagnostic criteria for oral lesions in HIV infection, 1993;
Kinane et al., 1999; Alpagort et al., 2004). Sabe-se que a imunossupressdo em
pacientes infectados pelo HIV-1 favorece o desequilibrio entre a agressédo
microbiana e a resposta immune do hospedeiro, que, por sua vez, pode potencializar
a destruicdo dos tecidos periodontais; de fato, uma correlacdo positiva tem sido
demonstrada entre a perda de tecido de insercdo e a reducdo na contagem de
linfocitos T CD4+ T cells (Barr et al.,1992; Nery et al., 1994; Saunus et al., 2008;
Berberi; Norujeint, 2015). Assim, o comprometimento da resposta immune em
individuos infectados pelo HIV-1, em combinacdo com outros fatores inerentes ao
hospedeiro oferece um risco adicional para a destruicdo periodontal (Barr et al.,
1992; Glick et al., 1994; Salvi et al., 1997; Vernon et al., 2009; Mataftsi et al., 2011).

Além das infec¢des bacterianas, as infec¢des fungicas orais se destacam no
contexto da infec¢do pelo HIV-1 por serem de ocorréncia frequente em quadros de
imunossupressao (Alpagort et al., 2008). A maioria das infecgfes flungicas orais séo
causadas por fungos do género Candida spp, que possuem relacdo comensal com a

cavidade oral, mas que assumem caracteristicas de patogenicidade em estados de
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imunossupressdo. Além da C. albicans, outras espécies sdo comumente
encontradas, dentre elas, a C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. stellatoidea,

C. guilliermondii, C. krusei e C. dubliniensis (Eggimann et al., 2003).

Acredita-se que espécies do género Candida spp possuem fatores de
patogénicos que possibilitam o agravamento da doenca periodontal, como por
exemplo, a capacidade de invadir o epitélio do sulco, o potencial de inibicdo da
funcdo dos polimorfonucleares, lise dos mondcitos, presenca de endotoxinas e
producdo de enzimas (Nery et al., 1994). A producéo de fosfolipase, juntamente com
a proteinase, parece exercer papel importante na invasdo celular do hospedeiro,
pois sdo enzimas hidroliticas que destroem, alteram ou danificam a integridade da
membrana celular, levando a disfuncdo ou interrupcédo das atividades celulares

(Eggimann et al., 2003).

Além dos aspectos microbiolégicos, o estudo de biomarcadores que possam
estar envolvidos na periodontite crénica em pacientes infectados pelo HIV-1,
incluindo quimiocinas, citocinas e peptideos antimicrobianos, pode contribuir para o
entendimento da patogénese e progressédo da doenca periodontal, assim como para
a busca de alvos terapéuticos (Barr et al., 1992; Classification and diagnostic criteria
for oral lesions in HIV infection, 1993). Muitos destes marcadores estdo presentes na
saliva, fluido crevicular gengival e tecidos orais, e apresentam importantes
propriedades quimiotaticas, inflamatérias e angiogénicas (Baqui et al., 2000). Além
disso, eles sdo responsaveis por ampla gama de propriedades anti-HIV-1, incluindo
sintese de proteina antiviral, degradacéo do RNA e inibicdo da replicacéo viral, além
de atuarem na resposta imune antigénica, causando reacfes da fase aguda da
inflamacgé&o. No entanto, a deficiéncia na sua secrecao e atividade pode aumentar a
replicacdo do HIV-1 na cavidade oral (de Lima et al., 2016; Miller et al., 2010).

Conhecer o perfil clinico, microbiologico e molecular da periodontite cronica
em individuos infectados pelo HIV-1 pode contribuir para a prevencéo da destruicdo
adicional dos tecidos periodontais, minimizar as reac6es inflamatorias locais e/ou
sistémicas, reduzir a manuteng¢do do virus em laténcia, além de oferecer novas
possibilidades terapéuticas para a doenca periodontal. Dentro deste contexto, este
trabalho se propde a estudar aspectos sobre a inter-relacdo entre a infeccéo pelo

HIV-1 e a periodontite crbnica, englobando trés tdpicos: aspectos clinicos da
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periodontite cronica, participacdo de espécies do género Candida spp na doenca
periodontal e participagdo de biomarcadores orais na periodontite cronica associada
a infeccéo pelo HIV-1, por meio de estudo quase-experimental avaliando o impacto
do tratamento periodontal nao-cirirgico sobre os niveis salivares de lactoferrina e
histatina, e sobre a contagem oral de Candida spp, em pacientes infectados pelo

HIV-1 apresentando periodontite cronica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos clinicos da periodontite cronica associada a infec¢cao por HIV

A histéria natural da periodontite consiste no seu inicio durante ou logo apos a
puberdade a partir do acumulo de biofilme bacteriano, que € responsavel pelo
recrutamento de neutrdéfilos e linfécitos para o epitélio juncional e tecido conjuntivo
da regido sulco-gengival (Lindhe et al., 2005). Com a continuidade da agressao
tecidual pelos microrganismos do biofilme, ha a intensificacdo do processo
inflamatério estabelecendo a gengivite propriamente dita. Posteriormente ao
estabelecimento da gengivite, o epitélio juncional pode migrar em direcdo apical
associando-se a propagacao do infiltrado inflamatdrio e perda progressiva de tecido
0sseo e da insercdo alveolar. Estes eventos finais caracterizam a periodontite
cronica (Lindhe et al., 2005).

O fator etiolégico primario da periodontite € o biofilme bacteriano, entretanto
outros fatores podem contribuir para a patogénese da doenca, incluindo fatores
inerentes ao hospedeiro, como o uso de medicamentos, tabagismo, fatores
genéticos, estresse e doencas que imunossuprimem o individuo (Lindhe et al.,
2005). Esta bem reconhecido que o inicio da doenca periodontal depende da
interacdo entre os microrganismos (principalmente bactérias) do biofilme dental e a
resposta imune do hospedeiro (Kinane et al., 2017). Enquanto a bactéria coloniza e
invade os tecidos periodontais, o hospedeiro se esforca para manter o equilibrio
entre estes patdgenos e a microbiota comensal (Alpagot et al., 2004). O
desequilibrio na populacdo microbiana (disbiose) resulta em danos aos tecidos
periodontais (Kinane et al., 1999; Van Dyke; Serhan, 2003; Ji et al., 2015).

A infeccao pelo HIV-1 atua como um fator modificador na doencga periodontal,
e € frequentemente associada a ocorréncia de doencas agudas (gengivite e
periodontite necrosante e eritema gingival linear) e exacerbagdo de periodontite
cronica pré-existente (Winkler; Robertson, 1992; Van Dyke; Serhan, 2003). A
diminuicdo na contagem de linfécitos T CD4+ resulta na prolongada ativacao

neutrofilica e aumentada carga viral plasmatica, que por sua vez causa ativacao
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imune local e sistémica e contribui para o surgimento de doenca periodontal mais
grave e refrataria aos tratamentos convencionais (Kinane et al., 1999; Alpagot et al.,
2004).

Em relacdo aos parametros clinicos periodontais, adultos infectados pelo HIV-
1 com baixas contagens de linfécitos TCD4+ apresentam maior risco, duas vezes
mais, para perda de inser¢do clinica e ruptura tecidual que controles ndo-infectados
(Barr et al.,, 1992). Aliado a outros fatores como idade, tabagismo, doenca
periodontal pré-existente, pobre higiene oral e dieta inadequada, a imunossupressao
aumenta o risco para o inicio da periodontite (Glick et al., 1994; Vernon et al., 2009;
Mataftsi et al., 2011; Berberi; Noujeim, 2015). Adicionalmente, Alpagot et al. (2004)
encontraram associacao entre os niveis de elastase e (3-glucuronidas neutrofilica e
0s parametros clinicos periodontais (profundidade de sondagem e nivel clinico de
insercao) em individuos infectados pelo HIV-1, possivelmente devido ao aumento do
namero de leucécitos polimorfonucleares (PMN), os quais produzem essas enzimas.
A elastase € uma das principais enzimas dos granulos azuroéfilos dos neutrofilos
humanos, e sua liberagcéo nos tecidos gengivais inflamados, contribuem para o dano
tecidual na doenca periodontal, pela degradacdo de varias proteinas, incluindo
elastina, colageno e fibrinogénio (Armitage et al., 1994; Robinson, 2002). A -
glucuronidase € uma enzima envolvida na degradagdo de glicosaminoglicanos.
Niveis elevados de [-glucuronidase no fluido crevicular gengival podem ser
resultado da interacdo local de leucdcitos polimorfonucleares com endotoxinas e
outros fatores liberados por microorganismos subgengivais, e estdo associados
significativamente a inflamacéo, profundidade de bolsa periodontal e perda 6ssea
alveolar (Lamster et al., 1994; Alpagot et al., 2008).

Apesar da associagao entre a gravidade da doenca periodontal e a infeccao
pelo HIV-1 ser bem estabelecida, alguns fatores que afetam a progressao da doenca
periodontal podem comprometer a interpretacdo destes resultados, como por
exemplo, o uso de antibioticos e anti-inflamatérios, e a ndo exclusdo de
doencas/condi¢cdes consideradas modificadoras da doenca periodontal, como
diabetes mellitus, gravidez, tabagismo e fatores genéticos (Drinkard et al., 1991;
Riley et al., 1992; Robinson et al., 1996; McKaig et al., 1998; Gongalves et al., 2005).

Adicionalmente, as diferentes formas de caracterizacdo da doenca periodontal e as
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diversas metodologias usadas para registrar os parametros clinicos periodontais
também parecem influenciar os resultados destes trabalhos (Vernon et al., 2009).

2.2 Microbiota oral na doenca periodontal de infectados pelo HIV-1

O imunocomprometimento afeta negativamente os mecanismos imunoldgicos
envolvidos no controle de microorganismos, levando ao aumento da carga de
patdgenos oportunistas, resisténcia a medicamentos e infec¢bes frequentes e
recidivantes, culminando na modificacdo da composicao e diversidade da microbiota
(Gongalves et al., 2007; Lourenco; Figueiredo, 2008; Berberi et al., 2015). Diversos
estudos tém investigado a composicdo e a complexidade da microbiota oral em
individuos infectados pelo HIV-1 (Goncalves et al.,, 2007; Cembranelli et al., 2013;
Pereira et al., 2014). Microrganismos ndo comumente encontrados no ambiente
subgengival tém sido isolados, incluindo bactérias comensais gram-positivas do trato
gastrointestinal como Clostridium dificile e Enterococcus faecalis, bactérias gram-
positivas comensais ao trato gastrointestinal; C. albicans, Mycoplasma salivarium,
Entamoeba gingivalis, microorganismos comensais ao ambiente oral;
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, bactérias oportunistas que afetam frequentemente as vias
respiratorias e o trato urinario. Além disso, patdgenos mais tipicamente associados a
doenca periodontal - Porphyromonas gingivalis (Pg), Tannerella forsythia (Tf),
Treponema denticola (Td) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) - foram
encontrados em maior frequéncia em individuos infectados pelo HIV-1 com
periodontite crénica, mesmo estando sob TARV, em comparacéo a individuos nao-
infectados pelo HIV-1. Estes achados sugerem a correlacdo entre as bactérias
periodontopatogénicas e destruicdo periodontal, com destaque para 0s niveis
aumentados de DNA de P. gingivalis nos infectados pelo HIV-1, espécie fortemente
associada a perda de insercdo periodontal e também reativacdo de virus latente
(Cross; Smith, 1995; Vernon et al., 2009; Bierne et al., 2012).

Espécies do género Neisseria foram detectadas no biofiime dental e em

amostras de saliva de individuos infectados pelo HIV-1, mas nenhuma associacao
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com inflamacéo, parametros imunolégicos ou contetudo functional dos genes foi
determinado (Noguera-Julian et al., 2017). Além disso, Streptococcus mitis, que tem
o potencial de transferir fatores de viruléncia para outras bactérias, e
Capnocytophaga sp., um conhecido patdgeno comensal oportunista envolvido na
patogénese de doencas periodontais, foram também detectados em amostras de
saliva (Avila et al., 2009; Zhang et al., 2015). Veillonella parvula, Prevotella pallens,
Campylobacter rectus, Campylobacter concisus e Megasphaera micronuciform foram
encontrados na microbiota da lingua, a qual pode estar associada com lesdo de
carie, doenca periodontal e infeccdo sistémica em individuos infectados pelo HIV-1
(Dang et al., 2012).

As infec¢cBes fungicas ganham destaque na infeccdo pelo HIV-1, j& que se
instalam facilmente na cavidade oral, em virtude das alteragbes na funcao
imunologica mediada por linfocitos T, e consequente reducdo da imunidade do
paciente infectado pelo HIV-1 (Canabarro et al., 2013). Como jA mencionado
anteriormente, na cavidade oral, hd o predominio de infec¢des causadas por fungos
do género Candida spp, 0s quais possuem relacdo comensal com a cavidade oral,
mas que assumem caracteristicas de patogenicidade devido ao estado de
imunossupressdo (Eggimann et al., 2003). A frequéncia da candidiase oral nos
pacientes infectados pelo HIV-1 é variada, podendo atingir até 90% dos individuos
infectados, dependendo do estagio da infec¢céo e da populacdo analisada (Saunus et
al., 2008; Berberi; Aoun, 2017; Lourenco et al., 2017). Em individuos saudaveis, a
frequéncia de Candida spp na microbiota residente € descrita entre 30% e 50%
(Jainkittivong et al., 1998; Lourenco et al., 2017), enquanto que em individuos
infectados pelo HIV-1 tal frequéncia é aumentada para 62% (Costa et al., 2006a,b).

Vérios estudos relataram aumento da colonizacdo subgengival por leveduras,
particularmente C. albicans, em pacientes com periodontite crénica (Canabarro et
al., 2013; Peters et al.,, 2017). Alguns estudos vém sugerindo a relagdo entre a
presenca de Candida spp e a patogénese da doenca periodontal em individuos
infectados pelo HIV (Barr et al.,, 1992; McKaig et al., 1998). Diferentemente dos
pacientes infectados pelo HIV-1, a doenca periodontal ndo foi um fator para o
aumento de Candida spp na cavidade oral de pacientes nao infectados pelo HIV-1,

ou seja, estes individuos apresentaram prevaléncia e contagem de Candida spp
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semelhantes, independentemente de suas condi¢des periodontais (Canabarro et al.,
2013).

Em sintese, os dados apresentados suportam a recente evidéncia de que
maior e mais complexa diversidade bacteriana pode ser encontrada na microbiota
oral de individuos infectados pelo HIV-1, em comparacdo com individuos néao-
infectados. Além da reducdo dos niveis de linfocitos T CD4+, o uso prolongado de
TARYV influencia a imunidade oral inata reduzindo o fluxo salivar e a expresséao de B-
defensina 2, um peptideo antimicrobiano usado como biomarcador de
suscetibilidade ao desenvolvimento de infeccdo oral e transformacdo maligna, e
outros farmacos que tém impacto adverso na imunidade oral (Nittayananta et al.,
2013).

2.3 Biomarcadores salivares na periodontite crénica associada a infeccao pelo
HIV-1

A inflamacao sistémica decorrente da infeccdo pelo HIV-1 pode influenciar no
avanco da doenca periodontal, por meio da expressdo dos marcadores
inflamatérios, incluindo  diferentes  citocinas, quimiocinas e peptideos
antimicrobianos, os quais podem ser detectados em diversos fluidos, incluindo a
saliva (Holmstrup; Glick, 2002; Alpagot et al., 2004).

Hé& vasta evidéncia de que certas citocinas desempenham papel essencial na
progressdo da doenca periodontal, devido as suas propriedades quimiotéaticas,
inflamatdrias e angiogénicas. Ozcaka et al. (2011) verificaram maior expressédo da
interleucina 18 (IL-18) na saliva de pacientes com periodontite quando comparado a
controles saudaveis. De forma semelhante, Figueredo et al. (2008) encontraram
altos niveis de IL-18 em bolsas periodontais profundas (>5 mm). Esta citocina pro-
inflamatoria modula a resposta de linfécitos T auxiliares (Thl). Outras citocinas pro-
inflamatdrias, notavelmente interleucina 1B (IL-1B), fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), apresentam um importante papel na resposta imune
inata nos tecidos periodontais por meio de sua acdo na reabsorcdo Ossea. A

deteccdo de TNF-a, que é produzida principalmente por macréfagos, na saliva e no
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fluido crevicular gengival € diretamente relacionada a destruicdo tecidual local (5;
Boyce et al., 2005; Teles et al., 2009). Neste mesmo contexto, altos niveis de IL-6
sdo detectados na saliva. Esta citocina estimula a atividade dos osteoclastos,
também determina a transicdo da inflamacgéo agora para a cronica, altera a natureza
do infiltrado leucocitario e exerce efeito estimulatorio sobre as linfocitos T e B
(Gabay, 2006; Costa et al., 2010).

Em pacientes infectados pelo HIV-1, outros biomarcadores podem também
exercer papel na patogénese da doenca periodontal, como os peptideos
antimicrobianos. Entre eles, a lactoferrina (Lf), uma glicoproteina da familia
transferrina, que é encontrada em altas concentracfes em diferentes secrecdes
corporais, incluindo a saliva (Lourenco et al.,, 2014). A lactoferrina apresenta um
conhecido efeito protetor anti-HIV, por reduzir a habilidade das células dendriticas a
identificarem antigenos (Groot et al., 2005). Além disso, ela tem efeito antibacteriano
e antifungico, no sitio da infeccdo e reduzindo a disponibilidade deste ion, que é
essencial para o crescimento microbiano e manutencao da permeabilidade cellular
fungica (Gonzalez-Chavez et al., 2009). Em virtude destas caracteristicas, a Lf tem
sido considerada um potencial marcador da doenca periodontal em individuos

imunocompetentes (Lourenco et al., 2013).

Histatina, um peptideo com potente acdo antifungica, principalmente contra C.
albicans, e efetivo controle sobre a homeostase oral, € um outro peptideo
antimicrobiano de grande importancia na patogénese das doencas orais (Devine,
2003; Melino et al., 2014). Estudos in vitro tém demonstrado que a histatina tem a
habilidade de eliminar C. albicans de maneira dose-dependente (Edgerton et al.,
2000; Jang et al., 2010). Histatina se liga aos receptores de membrana do fungo e é
translocada para o interior da célula onde se dirige as mitocondrias, causando
liberacdo de ATP, calcio e magnésio, levando a morte celular (Koshlukova et al.,
1999; Melino et al., 2014) (Figura 2.1). Embora bastante estudada, ainda ha poucas
pesquisas avaliando os niveis de histatina em individuos infectados pelo HIV-1,

apresentando doencas orais, como por exemplo a doenca periodontal.

Assim, seria importante avaliar mais detalhadamente o papel desses
diferentes biomarcadores na patogénese das doencas periodontais em pacientes
infectados com HIV-1 sob TARV.
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Figura 2.1 - Representagdo esquematica de peptideos antimicrobianos salivares envolvidos na
patogénese da infeccéo pelo HIV
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3 PROPOSICAO

Avaliar se o tratamento periodontal € capaz de alterar a contagem oral de
Candida spp e as concentracbes salivares dos peptideos antimicrobianos
lactoferrina e histatina, em pacientes infectados e néo infectados pelo HIV-1,
correlacionando essas possiveis alteracbes com a melhora clinica da doenca

periodontal. Para tal, pretende-se:

e Avaliar a contagem oral de Candida spp em pacientes infectados e nao

infectados pelo HIV-1, antes e ap0s terapia periodontal,

e Avaliar as concentracfes dos biomarcadores lactoferrina e histatina na saliva
total, de pacientes infectados e néo infectados pelo HIV-1, antes e apls a
terapia periodontal.

e Correlacionar a contagem de Candida spp com a concentracdo salivar de

histatina;

e Mensurar diferencas nas caracteristicas clinicas da doenca periodontal antes
e apoés a terapia periodontal em pacientes infectados e nado infectados pelo

HIV-1, comparando tais grupos entre si.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes

Pacientes adultos (= 18 anos) infectados e ndo infectados pelo HIV-1,
apresentando periodontite crbnica, foram selecionados para este estudo. Os
pacientes infectados pelo HIV-1 foram recrutados na Unidade de Especial de
Tratamento de Doencas Infecciosa (UETDI), do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP),
inicialmente a partir da revisdo de prontuarios médicos. Aqueles selecionados foram
entrevistados e submetidos a exame periodontal de triagem, no intuito de determinar
a presenca ou nao da periodontite crbnica (Armitage et al., 1994). Finalmente, os
pacientes que atenderam a todos os critérios de inclusdo (Figura 4.1) foram
convidados a participar da pesquisa. Os pacientes néo infectados pelo HIV-1 (grupo
controle) foram selecionados a partir de casos encaminhados pelas Unidades
Bésicas de Saude (UBSs) de Ribeirdo Preto, para atendimento na Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto-USP (FORP-USP). Este trabalho foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da FORP-USP (ANEXO A), Certificado
de Apreciacdo Etica (CAAE: 50004415.1.0000.5419), e obteve registro no
ClinicalTrials.gov sob o numero NCT03262402. Todos os pacientes foram orientados
quanto aos objetivos da pesquisa, e incluidos no estudo apés fornecerem o

consentimento livre esclarecido (ANEXO B).
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Figura 4.1 - Critérios de incluséo e exclusdo empregados no estudo

Critérios

Grupo HIV Grupo controle

Incluséo

Ter idade superior ou igual a 18 anos;

Aceitar e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido;

Possuir mais do que 12 dentes;

Possuir periodontite crénica, com no minimo dois sitios com profundidade de

sondagem >4mm e dois dentes com perda de inser¢cao >4mm.

Possuir soropositividade para o HIV-1,
confirmada por meio do teste ELISA, em
amostras sanguineas distintas,
confirmada por Western Blot;

Apresentar contagem de linfécitos T CD4+
inferior a 200 célulasl/mm?;

Estar em uso de terapia antiretroviral
regular, com uso de um inibidor da
transcriptase  reversa  andlogo de
nucleosideo, um inibidor da transcriptase
reversa ndo analogo de nucleosideo e um
inibidor de protease;

Apresentar contagem de linfécitos T CD4+
e carga viral recente (trés meses antes ou
trés meses depois da abordagem inicial

da pesquisa).

Excluséao

Ter realizado tratamento periodontal recente (seis meses antes da consulta);
Historia de uso de antibiéticos e anti-inflamatdrios nos Ultimos seis meses;
Apresentar outro envolvimento sistémico que possa interferir na progressédo da
doenca periodontal ou na resposta ao tratamento, como gestacdo, diabetes
mellitus, ou outro estado de imunossupressao;

N&o apresentar envolvimentos protéticos extensos;

Ser tabagista.

Fonte: A autora
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4.2 Delineamento de estudo

Trata-se de um modelo quase-experimental com dois grupos de estudo que
foram constituidos por conveniéncia, durante o periodo de janeiro de 2016 a
novembro de 2017. Todos participantes foram submetidos a exame clinico-
anamneésico, coleta de saliva total, enxaguado bucal, fluido crevicular gengival e
tecido gengival (os dois ultimos para estudos futuros), em diferentes tempos, para as
andlises laboratoriais do estudo, conforme demonstrado pela figura 4.2. O
detalhamento serd feito apenas para as coletas pertinentes ao presente estudo.

Tempo 0: Foram realizados exame clinico-anamnésico, coleta de saliva e
enxaguado bucal. Ap6s as coletas, os pacientes receberam instru¢cdes de higiene

oral.

Tempo 1: Apés 7 dias da consulta inicial, os pacientes foram submetidos a
tratamento periodontal ndo-cirirgico em estagio Unico. A terapia periodontal foi
realizada em um intervalo de 48 horas, por meio de raspagem (supragengival e
subgengival) e aplainamento radicular de toda a boca com a utlizagdo de

instrumentos manuais (curetas de Gracey) e ultrassoénicos.

Tempo 2: Ap6s 30 dias do Tempo 1, os pacientes foram submetidos a exame
periodontal completo de reavaliagdo, nova coleta de saliva total e enxaguado bucal
utilizando-se a mesma metodologia do Tempo 0. Nova instrucao de higiene oral foi

realizada.

Tempo 3: Ap6s 90 dias do Tempo 1, os pacientes foram novamente submetidos a
exame periodontal de reavaliagdo, coleta de saliva total e enxaguado bucal. As
coletas da pesquisa foram entdo concluidas, e os pacientes receberam alta parcial,

retorno livre ou foram encaminhados para tratamento de suas outras necessidades.
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Figura 4.2 — Fluxograma etapas do estudo
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4.3 Coleta dos dados clinicos

Anamnese: A anamnese foi realizada por meio de questionario contendo
perguntas sobre as condi¢cbes médico-odontoldgicas dos pacientes (ANEXO C).
Algumas questbes foram dirigidas diretamente ao entrevistado, como: dados
pessoais, automedicacdo e a historia odontologica. Informacdes sobre tempo de
soropositividade para o HIV-1, tempo de tratamento, ganho ou perda recente de
peso, medicamentos em uso, valores de linfocitos T CD4+, carga viral, classificacéo
da infecgdo pelo HIV (Centers for Disease and Prevention, 1993) e historico de
manifestacbes oportunistas, foram obtidas por meio de consulta ao prontuério

médico.

Exame fisico intra e extraoral: O exame fisico teve inicio pela palpa¢do dos
linfonodos em regido de cabeca e pescoco buscando alteragcbes de volume,
consisténcia e temperatura (ANEXO D). Ao exame extraoral foram avaliadas
alteracdes cutaneas faciais e perilabiais: comissuras labiais, labios, nariz, regido do
processo zigomatico da maxila e regido mentual. Ao exame intrabucal foi realizada a
avaliacdo dos tecidos moles: lingua, assoalho bucal, gengiva, mucosa jugal, palato
duro, palato mole e tonsilas. As manifesta¢des orais associadas a infeccao pelo HIV-
1 foram catalogadas de acordo com a classificacdo preconizada por EC-
Clearinghouse on Oral Problems Related to HIV Infection and WHO Collaborating
Centre on Oral Manifestations of the Immunodeficiency Virus (Classification and
diagnostic criteria for oral lesions in HIV infection,1993). Ap6s o exame fisico de
partes moles, o paciente foi convidado a enxaguado bucal para quantificacdo de
Candida spp, e teste de fluxo salivar ndo-estimulado.

Parametros clinicos periodontais: O exame periodontal (ANEXO E) foi
realizado apdés a coleta de saliva, para evitar contaminacdo da amostra por
sangramento gengival. Foram determinados os parametros: indice de sangramento
gengival (IS), profundidade a sondagem (PS) e nivel de insercéo clinica (NIC). Para
a determinacéo do IS, os sitios sangrantes apds a sondagem foram registrados e
calculados o percentual de sangramento gengival. A determinacdo da PS
correspondeu a distancia entre a margem gengival e a base do sulco gengival. Para

essa mensuracdo a sonda periodontal foi introduzida entre o dente e a gengiva
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paralelamente ao longo eixo do dente, respeitando-se o contorno dental. Todas as
profundidades de bolsa superiores a trés milimetros foram registradas. Finalmente,
para a determinacédo da NCI, a distancia entre a base do sulco gengival e a juncao
amelo-dentinaria foi registrada. Para essa mensuracdo a sonda foi introduzida
paralelamente ao longo eixo do dente, respeitando-se o contorno dental. Foram
anotadas todas as perdas clinicas de inser¢cdo superiores a trés milimetros. Todos
os dentes presentes (exceto os terceiros molares) foram avaliados, com sonda
milimetrada, em seis sitios: sitio mesio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-
ligual/palatino, lingual/palatino, disto lingual/palatino, e trés diferentes mensuragdes
foram feitas para os parametros PS e NCI. O diagnéstico da periodontite cronica foi
estabelecido com base na presenca de pelo menos 2 sitios com PS> 4mm e pelo

menos 2 sitios com PCIl > 4mm.

4.4 Coleta das amostras

Saliva: Para a coleta da saliva os participantes foram instruidos a ndo se
alimentar, ndo beber, ndo fumar e ndo escovar os dentes uma hora antes da coleta,
de forma a minimizar os riscos de contaminacdo da amostra. Os participantes
ficaram sentados, com a cabeca levemente inclinada para frente, expectorando a
saliva por cinco minutos, em frasco colocado abaixo do labio inferior. Todas as
amostras foram coletadas entre oito e dez horas da manha, e foram levadas ao
laboratério e centrifugadas a 800 rotacBes por minuto, por 30 minutos a 4°C. A saliva
foi alicotada em criotubos e imediatamente congelada a — 80°C até a realizacdo das

analises (Schenkels et al., 1995).

Enxaguado bucal: Amostras de enxaguado bucal foral obtidas a partir de
bochecho com PBS para quantificar Candida spp, pela técnica descrita por
Samaranayake et al. (1986). Um dia antes da coleta, foram preparados os frascos
contendo 10 ml de PBS (pH 7,3; 0,1 M) e esterilizados em autoclave. Esses frascos
contendo PBS estéril foram acondicionados em temperatura de 4°C a 10°C até seu
uso. O participante realizou o bochecho com 10 ml de PBS por 60 segundos e em

seguida realizou expectoracdo dentro de um coletor universal. O coletor universal foi
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acondicionado em recipiente refrigerado a 4°C, e conduzido imediatamente ao
laboratério onde foi centrifugado a 2.000 rota¢des por minuto, durante 10 minutos.
ApoOs a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o residuo solido depositado
no fundo do tubo de 15mL, ressuspendido em PBS até atingir 1ml de solucdo. A
partir desse 1ml de solug&o obtido, foi realizada a semeadura em meio de cultura,

conforme descrigdo no item Andlises laboratoriais.

4.5 Andlises laboratoriais

Contagem oral de Candida spp: A andlise micolégica para Candida spp foi
realizada utilizando-se o enxaguado bucal, conforme descrito no item Coletas das
amostras. As amostras de enxaguado foram diluidas em PBS, a fim de obter trés
diferentes concentracfes: amostra pura;, amostra diluida dez vezes; e, amostra
diluida cem vezes. Cem microlitros de cada diferente concentracdo de amostras
obtidas, foram semeadas em placas de Petri de cultura com Agar Sabouraud
Dextrose com Cloranfenicol e incubadas em estufa de cultura a 37°C por 48 horas
colonizacdo por Candida spp em Agar Sabouraud-dextrose. As culturas positivas
foram contadas para determinacdo do numero de unidades formadoras de colbnias
(UFC/ml) (Figura 4.3).

Determinacgédo de espécies de Candida spp: Para realizar essa andlise foi feita
a técnica de semeadura em meio cromogénico, semeando 100uL da amostra pura
do enxaguado bucal em placas de Petri, em meio “CHROMagar™ Candida”, e
incubadas em estufa de cultura a 37°C, por 48 horas (Figura 4.4). A identificacéo foi
feita de acordo com a pigmentacéo das leveduras, sendo a cor verde claro indicativa
de C. albicans, e as outras cores, que variaram de azul escuro, rosa e malva escuro,
indicando C. néo-albicans, conforme descrito pelo fabricante (CHROMagar™
Candida, DIFCO/BBL).
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Figura 4.3 - Colonizacg&o por Candida em Agar Sabouraud-dextrose

Fonte: A autora

Figura 4.4 - Colonizagéo por Candida em meio “CHROMagar™ Candida”

Fonte: A autora
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Dosagem da lactoferrina na saliva: Os niveis salivares de lactoferrina foram
determinados por ELISA. Resumidamente, realizaram-se diluicbes seriadas de
lactoferrina (Lactoferrin from human Milk, SIGMA), em concentracdo inicial de
5ug/ml. Adicionou-se 100ul de cada concentragdo de lactoferrina por pogo, em
duplicata, para realizar o padrdo. Foram diluidos 200ul saliva de cada paciente em
800ul de PBS, e, em seguida, a saliva diluida foi adicionada a placa de ELISA, em
duplicata (100uyl por pogo), e mantida em temperatura ambiente, por
aproximadamente 12 horas (overnight). Apds esta etapa, foi realizado o bloqueio da
placa com 200ul/po¢o de ovalbumina a 10%, (Sigma Albumin from Chicken Egg
Whites Grade Il), pelo periodo de duas horas, em temperatura ambiente. Apds o
bloqueio, foi adicionado 100uL/poco do anticorpo primario policlonal anti-lactoferrina
humana (sheep anti human lactoferrin: hrp ab-dierct), diluido em ovalbumina 1%, na
concentracédo de 1:300, e incubado durante duas horas, em temperatura ambiente.
Apébs essa etapa, foram realizadas trés lavagens da placa com PBS. Em seguida,
adicionado 100uL por poco do anticorpo secundario (Rabbit Anti-Sheep IgG H&L
(HRP) ab97130), em concentracdo 1: 2.000, deixando em incubacédo por 90 minutos,
em temperatura ambiente. Apds novas lavagens com PBS, foi realizada a revelacao
com o-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (SIGMA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A placa foi entdo incubada em temperatura ambiente,
na auséncia de luz, por 45 minutos, e em seguida realizada a leitura empregando
absorbancia a 450nm, utilizando-se leitor de ELISA (DIATECH) (Figura 4.5).

Figura 4.5 - Microplaca para dosagem de lactoferrina pela técnica ELISA direto

Fonte: A autora
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Dosagem de histatina na saliva: Os niveis salivares de histatina também foram
determinados por ELISA. Resumidamente, diluicbes seriadas de Histatin (N-20; sc-
28110P, Santa Cruz) em concentragao inicial de 5ug/ml foram inoculadas por poco
(100ul de cada concentragao), em duplicata. Duzentos microlitros de saliva diluido
em 800pul PBS foram adicionadas a placa de ELISA, em duplicata (100ul por pogo), e
incubadas em temperatura ambiente por um periodo de 12 horas (overnight). Apés a
incubacéo, foi realizado o bloqueio da placa com 200ul/pogo de ovalbumina a 10%,
(Sigma Albumin from Chicken Egg Whites Grade IlI), durante 2 horas, em
temperatura ambiente. ApGs bloqueio, foi adicionado 100uL por poco do anticorpo
primario policlonal de cabra anti-histatina humana (Histatin - N20; sc 28110, Santa
Cruz), diluido em ovalbumina 1%, na concentracdo de 1:300, e incubado durante
duas horas, em temperatura ambiente. Apés trés lavagens com PBS, foi adicionado
100uL por poc¢o do anticorpo secundario (donkey anti-goat IgG-HRP: sc-2020, Santa
Cru), diluido em ovalbumina 1%, na concentracdo de 1:2.000, e incubado por 90
minutos, em temperatura ambiente. Apds trés lavagens com PBS, a reacdo foi
revelada com o-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (SIGMA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A placa foi entdo incubada, em temperatura
ambiente, na auséncia de luz, por 45 minutos, e em seguida a leitura foi realizada

empregando absorbancia a 450nm, por meio de leitor de ELISA (DIATECH).

4.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas considerando-se testes bicaudais e
alfa de 0.05. As andlises descritivas incluiram estimadores pontuais como médias,
desvios padrdo, medianas e quartis (primeiro quartil - Q1 e terceiro quartil - Q3)
conforme necessério. Analises bivariadas de comparacdo entre 0S grupos em
momentos isolados (sem dependéncia de dados) incluiram teste do qui-quadrado ou
teste exato de Fisher para desfechos categoricos, para desfechos continuos testes
paramétricos (teste-t) e testes ndo parameétricos (Mann Whitney). Para comparacoes
de desfechos entre os trés tempos para um mesmo grupo, foram realizados testes
levando em consideracdo a dependéncia dos dados ao longo do tempo. Quando

desfechos possuiam distribuicdo normal, analise de variancia de modelos mistos
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considerando o individuo como fator aleatério e tempo como fator fixo foi utilizado

para comparacgio entre os trés tempos.

No caso de desfechos com distribuicbes ndo normais (n&o definidas) o teste
de Friedman foi empregado. Comparacdes entre os dois grupos e ao longo do
tempo para distribuicbes normais, foram realizadas por meio de modelos mistos
considerando o individuo como fator aleatério, e as variaveis grupo e tempo como
fatores fixos. No caso de distribuicdo ndo normal foi utilizado anélise de variancia de
modelos mistos incluindo comando ANOVAF e estimador de covariancia nao
estruturada para cada tratamento especificamente. Todas as analises foram

realizadas no programa SAS 9.1.
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5 RESULTADOS

5.1 Pacientes

Mil, quinhentos e vinte oito pacientes infectados pelo HIV foram identificados
por meio da revisdo de prontuarios meédicos da UETDI, HCFMRP-USP e 80
pacientes nao-infectados pelo HIV, encaminhados por UBSs de Ribeirdo Preto,
foram identificados na FORP-USP (Figura 5.1). Em relacdo aos pacientes infectados
pelo HIV, 1.303 foram excluidos por ndo atenderem as condicbes clinicas
laboratoriais, e assim, 225 foram submetidos ao exame periodontal de triagem.
Destes, 189 foram excluidos por n&o atenderem as condi¢cbes clinicas
odontoldgicas, e 36 foram submetidos ao tratamento periodontal, 14 pacientes foram
excluidos durante o tratamento, devido a 6bito (n=1) abandono de tratamento (n=12)
ou por voltarem a fumar (n=1), entretanto 22 concluiram todas as etapas do estudo.
Em relagcdo aos pacientes do grupo controle, dos 80 pacientes inicialmente
identificados, 38 foram excluidos por ndo corresponderem a condicdo clinica
odontoldgica, 42 foram submetidos a avaliacdo periodontal de triagem. Destes, 10
foram excluidos por ndo quererem participar da pesquisa e 32 foram incluidos no
estudo. Doze pacientes foram excluidos durante o tratamento periodontal, por
abandono de tratamento (n=7) ou por voltarem a fumar (n=5). Destes, 20 concluiram

todas as etapas da pesquisa.
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Figura 5.1 - Fluxograma demonstrando o processo de identificacdo e sele¢do dos pacientes incluidos

no estudo
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Fonte: A autora
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Os resultados clinicos e demograficos estdo descritos na tabela 5.1. Dos 22
pacientes do grupo 1,14 (63,6%) foram do sexo masculino e 08 (35,4%) do sexo
feminino, com idade média de 45 (27-54) anos e de cor branca (n=15; 68,2%). A
maioria dos pacientes apresentava ensino fundamental incompleto (n=9: 40,9%) e
eram solteiros (n=13; 59,1%), 18 pacientes apresentaram algum tipo de infeccao
oportunista, com destaque para pneumonia (n=14; 63.6%), candidiase oral (n=13;
59,1%), e herpes zoster (n=9; 40,9%). Em relacdo aos pacientes do grupo 2, 4 foram
do sexo masculino e 16 (80%) do sexo feminino, com idade média de 48 (22-75)
anos, e também de cor branca (n=19; 95%). A maioria dos pacientes (n=8; 40%)
apresentou ensino médio completo e eram casados (n=16; 80%). Das infec¢des

oportunistas, apenas candidiase oral foi detectada neste grupo (n= 3; 15%).

Os parametros imunolégicos dos pacientes do grupo 1 estédo descritos na tabela
5.2. Esses pacientes possuiam tempo médio de infec¢cdo pelo HIV de 13,5 (x7,2)
anos, o tempo médio de tratamento da doenca foi 10,7 (+ 8,5) anos, cerca de 14
(63,6%) declararam que a forma de contaminac&o por HIV ocorreu pela via sexual, 1
(4,5%) participante declarou a contaminacgao por transfusado de sangue e 7 (31,9%)
nao souberam informar a forma de contagio. Todos os participantes do grupo 1
estavam em uso de terapia antirretroviral, que foi dividida em cinco esquemas, a
maioria (n=12, 54,5%) utilizavam a combinac¢do de inibidor de transcriptase reversa
anélogo nucleosideo e inibidor de protease (TARV 4), 4 pacientes (18,2%)
utilizavam inibidor de integrasse e inibidor de protease (TARV 3), 3 pacientes
(13,6%) utilizavam inibidor de transcriptase reversa analogo de nucleosideo e
inibidor de transcripatse reversa ndo-analogo nucleosideo (TARV 2), 2 pacientes
(9,1%) utilizavam inibidor de transcriptase reversa analogo nucleosideo, inibidor de
protease e inibidor de integrasse (TARV 5), e 1 paciente (4,5%) utilizava inibidor de
transcriptase reversa analogo de nucleosideo, inibidor de protease, inibidor de
integrase e inibidor de entrada (TARV 1). A maioria apresentou contagem de
linfécitos T CD4+ inferior a 200 cel/mm3 no tempo 1, evoluindo com aumento
significante (p = 0,0064) da contagem dessas células ao final do estudo (tempo 3). A
variacdo da carga viral plasmatica foi semelhante nos diferentes tempos do estudo
(p=0,2984).
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Tabela 5.1 - Perfil clinico e demografico dos pacientes infectados e nao infectados por HIV

Variaveis Grupo 1 (HIV+) Grupo 2 (Nao-HIV) Valor de p

Sexo
Masculino 14 (63,6%) 04 (20%) 0,0043
Feminino 08 (36,4 %) 16 (80%)
Idade 44,8 (5,8) 47,8 (12,8) 0,3398
Cor/etnia
Branco 15 (68,2%) 19 (95%) 0,0471
N&o-branco 07 (31,2%) 01 (5%)
Escolaridade
Ensino Fundamental Incompleto 09 (40,9%) 07 (35%) 0,4081
Ensino Fundamental Completo 04 (18,2%) 03 (15%)
Ensino Médio Incompleto 05 (22,7%) 02 (10%)
Ensino Médio Completo 04 (18,2%) 08 (40%)
Situacéo conjugal
Casado 05 (22,7%) 16 (80%) 0,0001
Uni&o estavel 02 (9,1%) 00 (0%)
Solteiro 13 (59,1%) 03 (15%)
Divorciado/viavo 02 (9,1%) 01 (5%)
Uso de élcool
Sim 01(2,4%) 00 (0%) 0,9999
Né&o 21 (95,4%) 20 (100%0)
Perda ou ganho de peso
Sim 16 (72,7%) 11 (55%) 0,2311
Né&o 06 (27,3%) 09 (45%)
Infec¢cBes oportunistas
Sim 18 (81,8%) 3 (15%)

0,0001
Nzo 04 (18,2%) 17 (85%)

Fonte: A autora
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Média = DP Mediana Q1-Q3 Minimo - Valor
Méaximo dep
Tempo de 135+7,2 15,0 7-17 2-29 *
infeccéo
(anos)
Tempo de 10,7 £ 8,5 10,5 3-15 0,25-29 *
tratamento
(anos)
Linfocitos
TCD4+
(cel/mms3)
Tempo 1 104,7 £ 57,3 105,0 66 — 140 11 - 206
Tempo 2 165,7 £ 110,4 178,0 67 — 228 15 - 359 0,0064
Tempo 3 195,6 + 155,2 122,0 93 -273 29 -622
Carga viral
(cépias/ml)
Tempo 1 1.444.892,27 £ 423.174,5 40 40-106.931 40-1.941.107
Tempo 2 19.547,4 + 66.181,4 40 40-249.000 40— 282443 02984
Tempo 3 28.380,8 + 103.229,3 40 40 — 239.000 40 — 461.382

DP = Desvio padréo ; * = analise descritiva

Fonte: A autora



54

5.2 Parametros clinicos periodontais

A descricdo detalhada dos parametros clinicos periodontais encontra-se na
figura 5.2 e tabela 5.3. O tratamento periodontal ndo-cirtrgico foi responsavel pela
reducdo dos parametros clinicos da doenca periodontal nos pacientes de ambos os
grupos. Entre os pacientes do grupo 1, verificou-se IS de 42,4%, e médias da PS
2,8+0,1 mm e NIC 3,1+0,2 mm antes do tratamento periodontal. Esses indices foram
reduzidos para 19,1% do IS, e médias de PS de 2,2+ 0,1mm e de NIC de 2.7+
0,2mm 30 dias apdés o tratamento, e aos 90 dias verificou-se 16,1% do IS, e médias
de PS de 2,2+0,1mm e de NIC de 2,6+0,2mm. A reducéo do indice de sangramento
e profundidade de sondagem foram estatisticamente significante, entre os trés
tempos de estudo (p= < 0,0001; teste qui-quadrado) e também houve diminuicdo
significativa no nivel clinico de insercao (p= 0.0013; teste qui-quadrado). Por outro
lado, nos pacientes do grupo 2 verificou-se IS de 28,3%, e médias da PS 2,9+0,1mm
e NIC 3,3£0,2mm antes do tratamento periodontal. Esses indices foram reduzidos
para 12,4% do IS, e médias de PS de 2,5+0,21mm e NIC de 3,0+0,2mm 30 dias apoés
o tratamento, e 90 dias apds o tratamento periodontal verificou-se 9,1% do IS, e
médias de PS de 2,3+0,1mm e NIC de 2,8+0,2mm. O tratamento periodontal trouxe
melhora nos parametros clinicos da doenca periodontal no grupo 2 reduzindo de
forma significativa indice de sangramento e profundidade de sondagem nos trés
tempos do estudo (p= < 0,0001 — teste qui-quadrado) e também houve diminuicédo
significativa no nivel clinico de inser¢éo (p= 0.0001- teste qui-quadrado).
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Figura 5.2 — Mediana e 95% de intervalo de confianca. Resposta do tratamento periodontal nos
diferentes tempos do estudo, a profundidade de sondagem (a) a interacdo entre as
etapas de tratamento esta bordeline (p=0,0793) e o tempo foi significante, houve
melhora no grupo controle no nivel clinico de insercéo (b), porém estatisticamente nédo
significante e nao teve interacdo com o tempo de tratamento (p=0,6523) e indice de
sangramento (c) o comportamento de variacdo de sangramento ao longo do tempo néo
foi diferente, assim como os grupos nao foram estatisticamente diferentes ( p = 0.0873)
sendo apenas o tempo relevante no declinio de sangramento para os dois grupos (p <

0.001)
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Tabela 5.3 - Pardmetros clinicos periodontais

Grupo 1 (HIV+) Grupo 2 (Nao-HIV)
Parametros Média + EP Valor de p Média + EP Valor de p
T1 T2 T3 T1 T2 T3
IS (%) 42,4 + 4,3 19,1+43 16,1+4,3 <0.0001 28,3+ 4,6 12,4+ 4,6 9,1+4,6 <0.0001
PS (mm) 28+0,1 22+0,1 22+0,1 <0.0001 29+0,1 25%0,1 23+0,1 < 0.0001
NIC (mm) 3,1+0,2 2,7+0,2 2,6+0,2 0.0013 3,3+0,2 3,0£0,2 2,8+0,2 0.0001

IS = indice de sangramento; PS = profundidade de sondagem; NIC = nivel clinico de inser¢éo; EP = Erro padréo

Fonte: A autora
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5.3 Contagem oral de Candida spp

Os pacientes do grupo 1 apresentaram, em média, maior numero de UFC antes
do inicio do tratamento periodontal, quando comparado a contagem aos 30 dias e 90
dias ap0s o tratamento periodontal, sem entretanto ter mostrado diferencas
estatisticamente significantes entre os tempos do estudo, conforme os dados
apresentados na tabela 5.4. O mesmo comportamento foi observado nos pacientes
do grupo 2. O teste de comparacdo entre 0S grupos mostrou que nao houve
diferenca significativa entre os grupos nos diferentes tempos, foi aplicado ANOVAF
como teste ndo paramétrico, apenas no grupo de individuos que apresentaram
Candida os grupos nao se mostraram estatisticamente diferentes (p = 0,3946), nem
mesmo o tempo (p = 0,6196) e interacdo também nao foi significante (p = 0,4874).
Em relacdo as espécies, os dados foram dicotomizados em C. albicans e C. nao-

albicans. Verificou-se predominio de C. albicans em ambos 0s grupos.












Tabela 5.4 - Contagem oral de UFC (desvio padrdo) de Candida spp e frequéncia de espécies (C. albicans ou C. nao-albicans) os pacientes dos grupos 1 e
2, e nos diferentes tempos do estudo

Grupo 1 (HIV +) Grupo 2 (Nao-HIV)
Média + DP Média + DP
Valor de P Valor de P
Tl T2 T3 Tl T2 T3

UFCs/ml 583,3+1800,5 110,1+219,4 156,2 £ 347,9 0,2683 62,3+ 154,6 43,6+102,3 54,2+ 145,1 0,2359
Mediana (Q1-Q3) 0,5 (0-215) 0,5 (0-87) 0 (0-162) 0,5 (0-14,5) 0 (0-25) 0 (0-35)
Min — Max 0 - 8400 0-704 0-1570 0-600 0- 349 0-579
C. albicans (%)
Nao 13 (59,1%) 14 (63,6%) 14 (63,6%) 14 (70%) 13 (65%) 16 (80%)

0,7088 0,5630
Sim 09 (40,9%) 08 (36,4%) 08 (36,4%) 06 (30%) 07 (35%) 04 (20%)
C .ndo
albicans (%)
Nao 20 (90,9%) 19 (86,4%) 20 (90,9%) 18 (90%) 20 (100%) 20 (100%)

0,3125 0,3220
Sim 02 (9,1%) 03 (13,6%) 02 (9,1%) 02 (10%) 0 (0%) 0 (0%)

UFCs = Unidades Formadoras de Colbnias; DP = Desvio padrao

Fonte: A autora
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5.4 Comportamento da lactoferrina e histatina na saliva

O comportamento da lactoferrina e histatina ao longo dos tempos do estudo
esta demonstrado na figura 5.3 e tabela 5.5. Ao tempo 1, as concentragcdes médias
de lactoferrina salivar foram de 4,0+1,68 pg/ml e 3,85+1,90 pug/ml para os pacientes
do grupo 1 e 2, respectivamente (p= 0, 0111) e (p= 0, 8603), teste utilizado para
essas analises Mann Whitney. O tratamento periodontal foi responsavel pela
diminuicdo dos niveis de lactoferrina salivares em ambos os grupos, entretanto
houve aumento dos niveis da lactoferrina ao tempo 3 (90 dias apds o tratamento

periodontal), no grupo 1.

Em relacdo a histatina, no tempo 1, as concentracdes médias de histatina
salivar foram de 5927,7+3036 pg/ml e 4212,4+5562 pg/ml para os pacientes do
grupo 1 e 2, respectivamente (p=0,6481) e (p=0,9490), Tukey-kramer. A histatina
aumenta sutilmente com o tempo no grupo 1, enquanto o grupo controle diminui.
Entretanto o tempo n&o foi estatisticamente significante (p=0,8162), e n&o foi
possivel encontrar interacdo entre o tempo e grupo (p=0,2163). De forma geral,
apenas 0s grupos sdo consistentemente diferentes ao longo do estudo (p=0,0010).
Esses valores referem-se ao pos-test de Tukey-Kramer. Foi realizado modelo misto
com indicacdo de fator aleatorio.
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Figura 5.3 — Mediana e 95% de intervalo de confianca. Comportamento da lactoferrina (a) e histatina

(b) ao longo do tempo, nos dois grupos
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Tabela 5.5 - Contagem de lactoferrina e histatina nos grupos 1 e 2 nos diferentes tempos do estudo

Grupo 1 (HIV +)
Média + DP/EP

Grupo 2 (N&o HIV)
Média =+ DP/EP

Marcador
Valor Valor
T1 T2 T3 deP T1 T2 T3 de P
Lactoferrina 4.0 28 41 0,0111 3,8 3,6 3,6 0,8603
(ng/ml)

DP +1,68 +1,68 +1,68 - +1,90 +1,90 +2,27 -
EP +0,40 +0,40 +0,40 - +0,40 +0,40 +0,40 -
Histatina 5927,7 6504,8 6717,7 0,6481 4212,4 2792,1 2789,0 0,9490

(pg/ml)
DP +3036 +4159 +4230 - +5562 +1727 +1665 -
EP +839,64 +839,64 +839,64 - +839,64 +839,64 +839,64 -

DP = desvio padréo; EP = erro padréo; Lactoferrina = grupo 1 (n=21) e grupo 2 (n=17); Histatina =
grupo 1 (n=20) e grupo 2 (n=17);

Fonte: A autora



65

6 DISCUSSAO

A média de idade dos participantes com HIV foi de 45 anos (+ 5,8), o fator
sexo mostra que numero de homens infectados pelo HIV (63,6%) foi maior que
mulheres infectadas (35,4%), mostrando que a doenca ainda € mais comum em
homens. Com relacdo a cor da pele autodeclarada 68,2%, consideravam-se
brancos. Esses valores encontrados no grupo HIV+ do nosso estudo, sdo similares
aos registrados no Sistema Nacional de Informacdo de Agravos de Notificacao
(Sinan, 2017) divulgados no Boletim epidemiolégico HIV/Aids 2017 (Brasil, 2017).

O tratamento periodontal ndo-cirargico foi responsavel pela reducédo
significativa nos parametros clinicos da doenca periodontal nos pacientes de ambos
0s grupos. O tempo de tratamento foi importante para reducdo do indice de
sangramento em ambos o0s grupos (p = <0,0001). A profundidade de bolsa entre os
grupos ao longo do estudo, teve diminuicdo significativa ao longo do tempo (p <
0.0001), foi observado que houve interacdo bordeline significante entre o tempo e 0s
grupos (p = 0.0793), embora o valor seja bordeline, significa que o grupo HIV+ teve
uma diminuicdo de profundidade de sondagem muito mais acentuada do que o

grupo ndo HIV.

O tempo de tratamento foi importante no declinio de NIC para ambos os
grupos, embora nao significante (p=0,6523) o grupo de pacientes nao infectados por
HIV teve uma melhora maior do NIC quando comparado aos pacientes HIV+. A
perda de insercdo clinica e a pouca melhora nesse parametro periodontal em
pacientes infectados por HIV, pode esta relacionado a redug¢do na contagem de
linfécitos T CD4+ T cells, como descrito em outros estudos (Barr et al., 1992; Nery et
al.,1994; Saunus et al., 2008; Berberi et al., 2015). Considerando que os individuos
avaliados nesse estudo apresentavam contagem de LTCD-4+ inferior a 200

células/mms.

No presente estudo verificamos prevaléncias semelhantes de diferentes
espécies de Candida spp a partir de enxaguado bucal de pacientes infectados e néao
infectados pelo HIV, acometidos pela periodontite cronica. Alguns trabalhos
descrevem a presenca de Candida spp e variacdo dos resultados divergem na
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literatura. Kamtane et al., em 2013, relata frequéncia de espécies do género Candida
em 15% dos pacientes nao infectados pelo HIV e em 55% dos pacientes infectados
pelo HIV. Em outros estudos esses valores variam entre 44% e 62% relatando a
colonizacéo de leveduras em pacientes HIV (Costa et al., 2006a,b; Hung et al., 2005;
Delgado et al., 2009).

No presente estudo, verificamos a presenca de Candida spp em 40 % dos
pacientes ndo infectados pelo HIV e 50% dos pacientes infectados pelo HIV. A
variagdo entre os resultados diferentes dos estudos, pode estar relacionada a
metodologia usada para a coleta, como uso de swabs, coleta de saliva total e
enxaguado bucal. Segundo Samaranayake et al. (1986), a técnica mais sensivel
para a quantificacdo e deteccdo de Candida spp € o uso de enxaguado bucal,

método adotado no presente trabalho.

Um dos principais resultados desse estudo foi a queda de contagem de UFCs
de Candida spp em pacientes infectados pelo HIV apds o tratamento periodontal,
durante os diferentes tempos, embora ndo tenha sido encontrada diferencas
estatisticas nesse resultado. Os pacientes infectados pelo HIV representaram média
maior de UFC, antes da terapia periodontal. Diferentemente dos pacientes HIV +, o
tratamento periodontal ndo influenciou a reducéo da contagem de Candida spp na
cavidade oral de pacientes nado infectados pelo HIV. Isso provavelmente ocorreu
pela menor contagem de Candida spp nesses pacientes antes do tratamento

periodontal.

Os patrticipantes nao infectados pelo HIV apresentaram, em média, 62,3
(x154,6) UFC/mL, antes do tratamento periodontal, mesmo sem a significancia
estatistica, esse resultado descreve tendéncia de maior contagem de Candida spp
na cavidade oral de pacientes HIV+. Pelo fato da contagem de Candida spp ser
maior nesses pacientes, em média 583, 3 (+ 1800,5) no baseline, a reducdo na
contagem de Candida spp foi mais expressiva frente ao tratamento periodontal. A
contagem de LTCD-4+ inferior a 200 células/mms3, atribuida aos participantes,
permite tornar essa faixa de pacientes mais susceptiveis ao aparecimento de
manifestagbes oportunistas, como a candidiase. Evidenciamos a partir dessa
analise, que uma condicdo oral adequada pode prevenir a candidiase oral em

pacientes infectados pelo HIV (Fong et al., 1997).
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A Candida albicans foi encontrada em ambos 0s grupos, resultado esperado
em nosso trabalho, pois algumas pesquisas associam a presenca C. albicans como
agravante da condicdo periodontal. Sugerindo que as duas condi¢cdes presentes
simultaneamente resultam na piora da condicéo oral do paciente, especialmente em
pacientes infectados pelo HIV, onde a doenga periodontal aumenta a contagem de
Candida spp, e por sua vez esta contagem aumentada agrava a doenca periodontal.
Fator que pode ser explicado pela imunossupressdo causada pela doenca, que
favorece a instalacao de infecc6es oportunistas fungicas, em especial pela Candida
Spp, que assume caracteristicas de patogenicidade nesses individuos (Eggimann et
al., 2003; Feigal et al., 1991).

Em relacdo aos marcadores pesquisados, a Lf € uma glicoproteina, que atua
na inibicdo da adesao bacteriana no biofilme dental e na marcacao de granulécitos
presentes em sitios de infeccdo (Ozdemir et al., 2009). Pode ser encontrada em
diferentes secrecdes corporais, incluido a saliva, desenvolvendo atividade antiviral,
antibacteriana e antifungica (Lourenco et al., 2014). A Lf promove o sequestro de
ions de ferro no local da infeccdo, privando as bactérias desse nutriente, onde
interrompe seu crescimento. O presente estudo mediu a dosagem de lactoferrina

salivar encontrou no decorrer do tratamento periodontal de todos os individuos.

No inicio do tratamento observamos que a concentracdo de lactoferrina
salivar entre os grupos sado semelhantes. O grupo HIV + apresentou a maior queda
na concentracdo de lactoferrina apés 30 dias de tratamento (T1), depois desse
periodo a diminuicdo da concentracdo de Lf ndo foi consideravel. O declinio da Lf no
grupo ndo HIV no mesmo periodo avaliado foi minimo, quando comparado ao grupo
HIV+. Podemos relacionar que a queda da profundidade de sondagem no T1 nos
individuos HIV+, reduziu da inflamacdo gengival e consequentemente diminui a

concentracéo da lactoferrina salivar nesses pacientes durante esse periodo.

Um outro achado importante na correlagdo da lactoferrina com o nivel clinico
de insercao, quanto maior a diferenca da Lf no tempo de tratamento, maior a queda
do NIC, ou seja, a producédo maior da Lf pode levar a melhora da doenca periodontal
diminuindo a perda de insercdo. A Lf ndo é sintetizada em tecidos gengivais
saudaveis, estando associada a tecidos inflamados com presenca de células

inflamatorias, e, portanto, pode ser considerada um excelente marcador da doenca
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periodontal, ja que € secretada por neutrofilos em resposta a condicao inflamatéria
local (Wakabayashi et al., 2010).

Nossos resultados foram divergentes ao encontrados por Lin et al. (2001),
gue verificaram maiores concentracfes de Lf na saliva de participantes infectados
pelo HIV, segundo esse estudo, a concentracdo de Lf na saliva de participantes
infectados pelo HIV estiveram aumentadas em 40% em relagdo aos participantes
nao infectados pelo HIV. No entanto, mesmo que o presente estudo nao tenha
encontrado uma correlacdo positiva entre as concentracdes salivares de Lf e o
estado sorolégico dos sujeitos ou o uso de TARV, houve correlacao positiva entre 0s

niveis de Lf e a condicéo periodontal.

A histatina é uma classe de peptideos antimicrobianos com poderosa acao
antifangica principalmente contra o a espécie C. Albicans e inibem a formacéo do
biofiilme que da origem a patologias na cavidade oral (Hicks et al.,, 2003). No
presente trabalho, as concentracfes de histatina salivares no grupo HIV+ aumentam
sutiimente com o tempo, enquanto o grupo nao HIV diminui as concentracdes de

histatina, especialmente no primeiro tempo.

Quando relacionamos as concentragdes de histatina com a contagem de
Candida, o grupo HIV + aumenta a concentracdo de histatina para quem possui
Candida albicans, porém diminui para quem tem Candida ndo albicans. Podemos
verificar que o tratamento periodontal diminui a quantidade de Candida spp, por isso
a quantidade de histatina salivar aumenta nesses individuos. J4 no grupo nao HIV,
observamos diminuicdo da histatina com o tempo, tanto para quem possui Candida
nao albicans e Candida albicans, e ao final do tratamento periodontal nesse mesmo

grupo a Candida nao albicans desaparece.
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7 CONCLUSAO

Estes resultados sugerem a associacdo entre a presenca de Candida spp e a
periodontite cronica. Embora ndo tenha havido mudancgas significativas na contagem
oral de Candida spp apdés o tratamento periodontal, os pacientes apresentaram
melhora nos parametros clinicos da doenca periodontal. A presenca de espécies do
género C. albicans na cavidade oral, eleva a quantidade de histatina salivar, por esse
motivo concentracdo do peptideo foi maior no grupo HIV+. A lactoferrina salivar pode
ser um marcador da periodontite cronica, tanto em pacientes néo-infectados, quanto

infectados pelo HIV.
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ANEXO A — Parecer comité de ética e pesquisa

Ribeirdo Preto, 15 de maio de 2017.

Ao Comité de Etica em Pazquiza da Faculdade de Odontolozia de Ribeirdo Preto.

Subatituicio d izad ixel

Solicito que a pds-graduanda Tabata Lanssa Santos Polvora me substituz como
pesquisador responzavel no projeto intitulado “Determinagdo de fatores emvolvidos na
patogénese da doenga periodontal em paciente: infactados pelo HIV™ CAAE:
50004415.1.0000.5419.

Atualments este projeto ¢ tema de mestrado da referida pdés-graduanda. E por uma
exigéncia da Pos-Graduagdo em Estomatologia da Faculdade de Odonmtologia da
Universidade de Sdo Paulo (FO-USP), na qual ela estd matriculada, se faz necessdrio
que ela seja a responsdvel pelo projeto mediante a0 Comité de Etica da Faculdade de
Odontologia de Ribeiro Prato.

No aguardo de uma resposta favoravel, envio saudagdes cordiais.

Alan Grupioni Lourengo
Pesquisador responsavel.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinacdo de fatores envolvides na patogénese da doenca periedontal em
pacientes infectados pelo HIV

Pesquisador: Alan Grupioni Lourenco

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 50004415.1.0000.5419

Instituigdo Proponente: Universidade de Sao Paulo

Patrocinador Principal: Financiamente Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

'I'Ipothﬂnﬁﬁcagi'm: Envio de Relatorio Parcial

Detalhe:

Justificativa: Envic em anexo o relatorio parcial para apreciacao do comité de éfica e pesquisa
Data do Envio: 17122017

Situagdo da Notificagdo: Parecer Consubstanciado Emifido

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.452 277

Apresentagio da Nofificagdo:

Relatério parcial

Objetivo da Notificagio:

Relatbrio parcial

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Os mesmeos descritos inicialmente.

Comentarios e Consideragoes sobre a Nofificagdo:

A notificac3o informa que serdo incluides noves pesguisadores (aluno Afila Vinicius Vitor Mobre) e que a

responsabilidade do projete de pesquisa sera da aluna de pos graduacao Tabata Larissa Santos Polvora.
Solicita promogacdo de prazo por seis meses.
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Comirusgic do Farecen 2422377

ConsideragOes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Adequados

Recomendagoes:
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Aprovado. O pesquisader responsavel atual devera fazer uma Emenda ao projeto na Plataforma Brasil &

inserir 3 alterag3e de responsabilidade, inserir o nome dos novos pesquisadorss e altsrar o cronograma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovar a solicitagdo de alteracio de pesquisador ad-referendum

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Envio de Relatorio | relstorio _pamial.p-d? 171122017 |Alan Grupioni Postado
Parcial 13:11:49  |Loursnco

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
N3o

RIBEIRAO PRETO, 21 de Dezembro de 2017

Assinado por:
Simone Cecilio Hallak Regalo

{Coordenador)
Endersgo: Avenida do Caté sin®
Balrro: Momis Alegre CEP: 14.040-504
UF: 8P Municiplo: RIEEIRAD FRETO
Telefane: (15)3315-0433 Fax: (1€)3315-4102 E-mall: cepSforpusplbe

Pagratlce 23












ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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Termo de Conzentimento Livre e Ezclarecido dirigide ao individuo nao mfectado pelo
HIV

Moz, Alan Grupioni Loursngo, Afila Vinicms Vitor Nobre, Laticia Richard MhMiranda
Siva, Tabata Lamsza Santo: Polvora, Vanesza de Oliveira Teles, Camulz Tmapelli & Ana
Carchnz Fragoso Iulottz zolicitamos aon Er.(2)
auterizagao para coletar
sua zaliva, sen fldo erevicular gengival (liquido que sai eatre a gengiva e o dente), enxazue
bucal (bockecho com wma substineia um pouco salgada chamada d= PBEE) e bidpsia de tecado
genzival (Cazo o zenhon(z) neceszzite de cirurgia peniodontal, & somente e rezlments existir tal
indicagio) parz a pesguiza: Determinacio de fatores envolvidos na patogénese da doenca
periodontal pacientes infectadoz pelo HIV. Este trabalho gquer avzliar quaiz =3o as
caracteristicas da penodontite cromica (doenga da gengiva que leva ac amolecimento dos
dentes) am indrviduos mfectados e nio mfectados pelo HIV, quais s3c o= fatores que causam
prorz ou melhora das periodontite crdmea, & 22 hi alguma substineia na gengiva, na zalva, no
fimdo crevicular gengrval e no enxaguado bucal que e2fa relacionzda com o apalar_u:nsnm on
gravidade da doenga periodontal nessas pessoas. Esta avaliagio serd feita por meio de:
permumtas sobre sua sadde; exame de sua boea; bidpsia de 5 milimetros da drea com
pericdontite cronica (caso o senhor precise refirar o excesso gengival durants sen tratamento
pericdontzl, sera faifz anestesiz, segmda de um pequeno corts com limma de basturt, remocdo
do fragmento e depois realizagdo de sutura - ponto); coletz de sua salra (cuspir em um pote
durante 3 mmutos); & coleta do zeu fludo cravicular engrval (para 1zs0, colocaremos de uma
tirmhza de papel entre o dente & a gengiva) e astudo destas amostras em laboratdrio. Mesmo que
o astudo astaja preccupado astudar a doenpa periodontal em pessoas com o HIV, & muito
importants tambeam conhacermos esses fatores em pezzoas nio mfectada: pele o HIV, como o
zenhor(z). Para que poszamos comparar 2 dosnga peniodontal tamte am pacisntes com FHIV
quanto naquelss sem o HIV, 50 assim entenderemos as diferengas do comportamento da
penodontite am pessoas com o HIV. Esta pee.quua podera ajudar no enfendmmento do porgoé
da periodontite crdnica ser mals comum e mais graves am pacientes soropositivos para o HIV.
Todos os dados relacionados com o 5r. (3) zerdo confidenciais e sua identidade serd mantida
am zigilo. A dirvulzacdo dos resultados deste trabalho zerd realizada por meto da publicagdo em
wma revista clentifica que serd sslecionadz quande terminanmos o estude.

Gs. Tiscos pravisivels A sua sande em mr:lsaqueuﬂa desta pesquiza =30 mimmes, como
por example, discreta secura de boca imediztaments apos cuspir a salma; 1s50 volta ao normal
poucos mimitos depols da coleta. Enfretanto, garantimos as indemizagdes neceszanas caso

eventuz] de danes, & o rezzarcimento ds de-gpesas (transporte, alimentapZo & oufras d.espE.as:l
decorrente: da parficipagdo ma pesquisa, no: termos da Resolupdo CHE 4662012 O
pesgusadorss gque enfrardo contato com o Sr. (3), caso necessino, serdo: Alan Grupioni
Lourenco, Atilla Vinicinz Vitor Nobre, Leticia Richard Miranda Silva, Tabata Larizza
Santos Polvora, Vanessa de Oliveira Teles, Camila Tirapelli ¢ Ana Carolina Fragozo
Motta. E o 2r. (3) podera fazer contato com a eguipe por meio dos felefones peszozis citados
abaixo e tambam pelos telefone da clinica de atendimento: Clinica de Pacientes Ezpeciaiz: 15-
33154021 {tergas-fairas manhd & quartas-feiras manhd e tards). Como benaficios, estes exameas
ajodaric a definir as caracteristicas da periodomtite erdmica pacientss mfectados & ndo
infactzdos pele HIV, e podera ajudar a outros pacientes e profissionzis 2 hidar com o tratamento
desta doenga penodontal. A suwa autorizacdo ndo € obngatena, e o Sr(a) podera desistir a
qualquer momento, retirando o seu consenfimento. A nio autorizagdo deste trabalho ndo frard
nenhum prejulzo sua relagdo com o pesgquizador ou com a Faculdade de Odontologia de
Ribeirio Preto — USP.

AVENIDA DO CAFE 300
1£040-004 — RIBETRLAO FRETO — 5.7, - ERASIL
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Wocd receberd uma via deste termo, com o contato de cada pesquisador e da secretaria
do Comité de Efica em Pasguiza da FOEP/TEP. Caszo tenha zlpuma divida sobre o estudo, o
Sr.i(a) podera entrar contato com oz pesgquizadores a gualquer momento, antes, durante ou
apos a reabizacio da pesquisa. Alem dizso, Sr.(a) tera termpo neces=zano para refletir & consultar
farmiliares ou ouwtraz peszozs de sua confiamga para avahiar =ze desajz ou ndo participar da
pesquisa.

Este documento serd azzmado peloz pesquizadores: Alan Gropioni Lourenco, Atfila
Viniciuz Vitor Nobre, Leticia Richard MMiranda Silva, Tabata Larizza Santoz Polvora,
Vanezza de Oliveira Telez, Camila Tirapelli e Ana Carclina Fragozo Motta, & caso haja
mazls de wna pagmna, 3 primeitas paginas devem ser rubricadas e a dltima assmada por todos o=
pesqusadores 2 pelo Sr.az). Além dizzo, oz dados ebtidos neste protocolo ndo serdo usados
ouira pesquisa sem novo consentimento do 2. (a).

Em cazo de insatisfagdes ou reclamacgdes, vocé poderd enfrar em contafo com a
secretaria do CEP, 2 seu nome sard manftido em anonmmato.

Secretiria do CEP: Enderego do CEP: Aw. do Café s/ n®, Faculdads de Odomtologia d=
Riberio Preto-USP, Monte Alesre, Fibewde Prato-SF, 14 .040-904; Telefone: (16) 33130493
e-mail: cepi@forp.usp br; horano de atendimento: de 2* a 6 fera, das 8 s 12horas.

Eibeirio Prato-3P, de da
Alzm Grupioni Lourengo Ana Carolma Fragoso Motta
CPF: 294408248-35; Tel: 16-3315-4021 CFF: 678.014 533-63; Tel: 16-3313-2067
Pesgmsador responsael Pesgmsadora participante
Atila Vmieins Vitor Mobra Tabata Larizza Santos Poalvora
CPF- 030.035.723-24; Tel: 88-996770350 CPF: 111.760.767-44; Tal: 27-90273E3E7
Peaguizadora parficipante Pesquizadora participants
Laticia Rachard hfirandz Silva Vanesza de Olverra Telas
CPF- 400 938 24E-48; Tel: 16-983110453% CPF: 415 008.308-52; Tal: 16-902242651
Pazmuizadora participante Pasquizadora participants
Canula Trapelh
CPF: 200582 248-58; Tel: 16-3315-3172
Pesgqmsader participants
(Participants da pasquiza)
RG: Talafome:

AVENIDA DO CAFE 300
18040-004 — RIEETRA0 FRETO — 3.F. - ERASIL
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Termo de Conzentimento Livre & Ezclarecido dirigido ao individuo infectado pelo HIV

MNos, Alan Grupioni Loursngo, Atila Vindems Vitor Nobre, Leficia Eichard Miranda
Bilva, Tabata Lansza Santos Polvera, Vanesza de Oliverra Teles, Canula Tmapelli & Ana
Carolina Fragoso Ilotta solicitamos ao Sr.a)
autorizagdo para coletar sua
zaliva, seu fodo crevicular gengival (liquido que =21 entre a gengiva 2 o dente), emchzue bucal
(bochecho com uma substincia wn pouco zalgada, chamada de PES) e hidpsia de tecido
genzival {Cazo o zsnhor(z) neceszite de cimorzia periodontzl, & somente se rezhmente exmstir 2l
indicagic) para a pesquiza: Determinacio de fatorez envolvidoz na patoge da doenca
periodontal pacientes infectadoz pelo HIV., Este trabalho goer avaliar guais =do as
caracteristicas da panodontrte crimica (doemga da gengiva gue lava ac amolecimento dos
dEntes} am mdrvidoos mfectados e ndo mfectados pelo HIV, quais s3c oz fatores gue cansam
prora ou melhora das periodontite crdnica, e =2 ha alguwma substincia na gengiva, na saliva, no
fimido eravicular gangival & no enxagnado bucal que estd relacionada com o aparammm on
gravidads da doenga pericdontzl nessas pessoas. Esta avaliapio serd fartza por meio de
perzuntas sobre sua sadde; exame de sua boca; bidpsia de 5 mulimetros da drea com
pericdontite cronica (caso o senhor precise refirar o excesso gengival durante zeuw tratamento
periodontal, serd feita anestesia, seguidz de um pequano corte com limina de bistun, remogio
do fragmento a dapois raa]Jza;;aﬂ de swhira - ponto]); colsta de sna saliva (cuspir em um pote
durante J munutos); e coleta do zeu floide crevicular gengrval (para izso, colocaremos de uma
tirmhz de papel emtre o dante 2 a gengiva) e estude destzs amostras em laboratonio. Esta
pesquisa podera ajudar no entendimento do porque da pencdontite cromica ser mals comum 2
mzls graves em paclsntes soropositives para o HIV. Todos o= dados ralacionzdes com o Sr. (z)
sardo confidenciai: & sua idemfidade serd mantida gigile. & drmulgacio dos resultados daste
trzbalho serd rezlizada por meio dz publicacio em uma revista clentifica que serd selscionada
quando termamarnmes o estudo.

O= n=cos previsivals 3 sua zatde em consequéncia desta pesquisa 30 minmmos, como
por e pIO dizcreta secura de boca imediatamente apos cuspir a saliva; 1sso volta 20 normal
poucos mimitos depois da coleta. Enfretanto, garantimos as indenizapgdes necsssanas £as0
eventual de dancs, & o reszarcimento de despesas (tramsporte, alimentagic e oufras ﬂ.E“pE.ES]
decorrentes da parbicipagio na pesquisa, nos termos da Resologde CMS 4662012, Os
pesqumsadores que entrardo em contato com o Sro (3), caso necessano, zer3o: Alan Gropioni
Lourenco, Atila Vinicinz Vitor Nobre, Leticia Richard Miranda Silva, Tabata Larisza
Samto: Polvora, Vanessa de Oliveira Telez, Camila Tirapelli ¢ Ana Carolina Fragozo
Motta. E o 2r. (3) podera fazer contato com a equipe por meio dos telefones pessoais citados
abaixo e também pelos telefome da clinica de atendimento: Clinica de Pacientes Ezpeciaiz: 15—
33134021 (tergas-foiras manhi e quartaz-feiras manh3 e tardse). Como beneficioz, estes exames
ajudardo 2 definir as caracteristicas da pericdontite cronicz em paclentss mfectado: = nio
infactados pele HIV, e poderd ajudar 2 outros pacientes e profissionzis z lidar com o fratamento
desta doenga perniodontal. A sua antorizacio nio € obngatdria, e o Sr(a) poderd desistir a
qualquer momento, retitande o sen consenfimento. A nio autorizacio deste trabalho nie frara
penhum prajuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a Facnldade de Odontologia da
Fibewrdo Preto — TUSE.

Veocd racebard wma via deste termo, com o contato de cada pesquisador & da secretaria
do Comité de Efica em Pesquiza da FOEP/TEP. Caszo tenha alpuma duvida sobre o estude, o
Sri(a) podera enfrar em contato com os pesquizadores a qualguer momento, antes, durante ou
apos 3 realizacio da pesquisa. Alsm disso, Br.(a) tara tempo necessano para refletir & consultar

AVENIDA DT CaFE 300
14040-604 - RIEETRAQ PRETO — 5.7, - ERASIL
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farniliares ou owtras pesszoas de sua comfianga para avaliar se deseja ou nio participar da
pesquisa.

Este documento sard aszinado pelos pesquisadors: Alan Grupioni Lourenco, Atila
Vimiciuz Vitor Nobre, Leticia Richard Miranda Silva, Tdbata Larizza Santoz Pahvora,
Vanezza de Oliveira Telez, Camila Tirapelli ¢ Ana Carclina Fragozo Motta, e caso haja
mais de wma pasma, as primeiras paginas devem ser rubricadas e a dltima assmada por todes oz
pesquizadores 2 pelo Br.(z). Além dizso, oz dados obtidos neste protocolo ndo zario usados em
oufra pesguisa sem novo consentimento do Sr. ().

Em caso de imszhisfagdes ou reclamapgfes, vocé poderi enfrar em comtato com a
secretaria do CEP, & s2u nome zard manbido em anommate.

Secretiria do CEP: Enderego do CEP: Aw. do Café &' n°, Faculdads de Odontologia ds
Fiberdo Preto-USE, Monte Alegra, Ribeirdo Preato-5F, 14.040-804; Telefone: (16) 3313-0493;
e-mail: cep@forp usp br; horanio de atendimento: de I* a 6* feira, das § 2s 12horas.

Ribairio Prato-8P, da da
Alan Grupioni Lourengo Amna Carolina Fragoso Motta
CPF: 294408248-5%; Tel: 16-3315-4021 CPF- 478.014 335-68; Tel: 16-3315-4067
Pesquisador responsaval Pesgmsadora parbicipante
Atila Vimieins Vitor Nobre Tdbata Larizza Santos Pdélvora
CPF:-030.039.723-24; Tel: 88-996770330 CPF: 111.760.767-44; Tel: 27992798387
Pesguizadora parficipante Pazquizadora parficipants
Leticia Richard Mirandz Silva Wanesza de Olivera Telas
CEFF- 400938 248-43; Tel: 16-981104935 CPF: 419.008 308-92; Tel: 16-952242651
Pasguizadora parficipante Pazquizadora parficipants
Carula Trrapelh
CPF: 200582 248-58; Tal: 16-3315-3172
Pesquisador participants
[Participante da pasquiza)
RG: Telefione:
Enderago:

AVENIDA DO CAFE 300
1£040-004 — RIEETRA0 PRETO - 5.F. - BRASIL



ANEXO C — Protocolo de investigacao clinica
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ANEXO D - Ficha de avaliacao fisica e exame intrabucal
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ANEXO E - Periograma
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