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RESUMO

ASSOCIACAO ENTRE A CARGA VIRAL PLASMATICA E A CARGA
VIRAL SUBGENGIVAL NO BIOFILME EM PACIENTES INFECTADOS PELO
HIV-1

Priscila Pereira Pavan Vidal

Orientadores: Prof. Dr. Carmelo Sansone
Prof. Dr. Licio Gongalves

Co-orientadora: Dra. Luciana Costa

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdao em Odontologia
(Periodontia), Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte

dos requisitos necessarios para a obtencdo do titulo de Mestre em Odontologia (Periodontia).

Objetivo: Investigar a associac¢do entre carga viral no biofilme subgengival (CVS) e
carga viral plasméatica (CVP) do HIV-1 e os parametros clinicos periodontais em individuos
infectados pelo HIV. Metodologia: Quarenta e um pacientes com sorologia positiva para
HIV-1 foram distribuidos em dois grupos: 20 com CVP detectavel e 21 com CVP
indetectavel (< 50 copias/mL). Amostras do biofilme subgengival foram coletadas de 12
sitios de cada paciente com periodontite, sendo 6 sitios com as maiores PBS,
preferencialmente nao adjacentes, e 6 sitios com periodonto sadio. Nos pacientes com saide
periodontal, foram coletadas 6 amostras de sitios periodontais sadios aleatérios. Das 6
amostras dos sitios com maiores PBS dos pacientes com periodontite, foram realizados 3
pools, com 2 amostras cada, de sitios com parametros clinicos semelhantes. O mesmo foi
feito para as 6 amostras de periodontos sadios (tanto para os pacientes com periodontite

como para aqueles com saude periodontal), resultando em 3 pools. A detecgdo e
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quantificagdo da CVS foram realizadas através do PCR em Tempo Real. Os niveis de
linfocitos T CD4+, T CD8+, neutréfilos e CVP foram obtidos dos resultados desses exames
presentes nos prontudrios médicos de cada paciente. Diferencgas significativas entre os grupos
para todos os parametros estudados foram avaliadas pelos testes Qui-quadrado, exato de
Fisher e Mann-Whitney. O modelo de regressdao utilizado foi a Equacdo de Estimacdo
Generalizada (GEE) para testar a associacdo entre as co-varidveis e a CVS. Resultados: A
maioria dos individuos era composta por homens (51,2%), ndo usudrios de drogas (85,4%),
ndo tabagistas (63,4%) e ndo consumidores didrios de dlcool (87,8%). Os dados laboratoriais
demonstraram diferencas significantes entre os dois grupos estudados somente para os niveis
de linfécitos T CD4+ (p = 0,038), porém nao houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos em relacdo aos pardmetros clinicos periodontais. Nao houve associacao
estatisticamente significante entre CV plasmética e CV subgengival, sendo a contagem de
linfécitos TCD4+ a unica co-varidvel que apresentou efeito estatisticamente significante
sobre o desfecho CV subgengival indetectdvel (p = 0,017). A interpretacdo dos resultados
demonstrou que individuos com niveis mais altos de linfécitos T CD4+ (> 500 células/mm?)
tem uma chance muito maior de apresentar CV subgengival indetectivel em relacdo aos
individuos com niveis de linfécito T CD4+ < 200 células/mm?. Conclusdo: Nio hi
associacdo entre a carga viral no biofilme subgengival e a carga viral plasmédtica do HIV-1 e
os parametros clinicos periodontais em pacientes infectados pelo HIV.

Palavras - chave: infeccado pelo HIV-1; biofilme subgengival; carga viral plasmética



ABSTRACT

ASSOCIATION BETWEEN PLASMATIC VIRAL LOAD AND
SUBGINGIVAL VIRAL LOAD IN BIOFILM IN HIV-1 INFECTED PATIENTS.
Priscila Pereira Pavan Vidal
Mentors: Prof. Dr. Carmelo Sansone

Prof. Dr. Licio Gongalves

Abstract of dissertation submitted to the Postgraduate Program in Dentistry (Periodontics),
School of Dentistry, Federal University of Rio de Janeiro, as part of the requirements for

obtaining the title of Master of Dentistry (Periodontics).

Aim: To investigate the association between subgingival viral load in biofilm and plasmatic
viral load and clinical periodontal parameters in HIV-1 infected patients. Methods: Forty-
one HIV-positive patients were divided into two groups: detectable and undetectable
plasmatic viral load (< 50 copies/mL). Subgingival biofilm samples were collected from 12
sites in each patient with periodontitis, 6 sites with the deepest PBS, preferably not adjacent,
and 6 sites with healthy periodontium. In patients with periodontal health, 6 samples were
collected from random healthy periodontal sites. Of the six samples of periodontal lesions
were performed 3 pools, with 2 samples from each site with similar clinical parameters. The
same was done with the 6 samples from healthy periodontium, resulting in three pools.
Detection and quantification of subgingival viral load were determined by Real Time PCR.

The levels of CD4, CD8, neutrophils and plasmatic viral load were obtained from the
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medical records of each patient. Significant differences between groups for all parameters
were evaluated by Chi-square, Fisher's exact test and Mann-Whitney. The utilized regression
model consisted of a test called Generalized Estimation Equation (GEE) to test the
association between the co-variables and the subgingival viral load. Results: The majority of
the patients were male (51,2%), non-drug users (85,4%), non-smokers (63,4%) and non-
alcohol users (87,8%). The laboratory data demonstrated significant differences between
groups only for levels of TCD4+ cells (p=0,038), however there was no significant difference
between groups for clinical periodontal parameters. There was no statistically significant
association between plasmatic viral load and subgingival viral load, and only the levels of
TCD4+ cells demonstrated significant effect on the undetectable subgingival viral load
(p=0,017). The interpretation of the results demonstrated that patients with higher levels of
TCD4+ cells (> 500 cells/mm?) have a much higher chance of presenting undetectable
subgingival viral load compared to patients with levels of TCD4+ cells < 200 cells/mm?.
Conclusion: There is no association between subgingival viral load in biofilm and plasmatic
viral load and clinical periodontal parameters in HIV-1 infected patients.

Keywords: HIV-1 infection; subgingival biofilm; plasmatic viral load
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1-INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma doenga causada pela
infec¢do do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e € tipicamente caracterizada por
alteracdes imunes graves atingindo, particularmente, subpopulacdes de linfécitos TCD4+
com conseqiiente imunossupressdo e aparecimento de uma variedade de infecgdes
oportunistas potencialmente fatais (CHERMANN et al., 1983).

Em 2007, 33 milhdes de pessoas no mundo estavam infectadas pelo HIV. O
modo de transmissao difere entre os paises, e inclui contato sexual, compartilhamento de
seringas entre usudrios de drogas injetdveis, transmissao de mae para filho (incluindo o
leite materno) e outras fontes nosocomiais (COHEN et al.,, 2008). Globalmente a
transmissdo do HIV em mulheres é predominante devido ao alto risco do contato sexual,
contribuindo para 80% de novas infeccoes (NAVAZESH et al., 2010).

O HIV tipo 1 e tipo 2 (HIV-1 e HIV-2) sao retrovirus. A infec¢ao pelo HIV-1 é
a principal causa da AIDS pelo mundo. O HIV-2 também causa a AIDS e estd presente
principalmente nos paises do Oeste da Africa e em menores proporcdes em outras regides
com vinculos socioecondmicos histéricos como as antigas colonias portuguesas incluindo
Angola, Mocambique, Guiné-Bissau, India e Brasil. Na Europa e América do Norte, a
maioria dos individuos infectados pelo HIV-2 era imigrante da Africa ou menos
frequentemente, pessoas que tinham vivido no Oeste da Africa por um periodo ou que se
relacionaram sexualmente com pessoas desta regido (SORIANO et al., 2000).

O HIV-1 pode ser isolado de varios fluidos corporais, excre¢des e secrecoes
(HADLEY, 1989). Entretanto, evidéncias epidemiolégicas mostram apenas sangue,
sémen, secre¢do vaginal e cervical, e leite materno como fontes de transmissao do virus
(SCHACKER et al., 1996). O HIV-1 também pode ser encontrado na saliva, fluido do

sulco gengival e fluido cerebroespinhal (NAVAZESH et al.,2010; SHUGARS et



al.,2001; MATICIC et al.,2000; CINQUE et al.,2002). Apesar de alguns estudos
mostrarem a presenca do HIV-1 na saliva dos pacientes infectados pelo HIV
(GROOPMAN et al., 1984; HO et al., 1985; LEVY AND GREENSPAN, 1988; BARR et
al., 1992), raramente a mucosa bucal é considerada uma fonte de transmissido do HIV
(MATICIC et al., 2000).

NAVAZESH et al.(2010), demonstraram uma forte associagdo entre a carga
viral plasmatica de HIV-1 com a carga viral nas amostras de saliva analisadas de
mulheres infectadas pelo HIV. Isso também foi demonstrado em outros estudos (LIUZZI
et al.,1996; SHUGARS et al.,2000; SHUGARS et al.,2001 ) e reforca a idéia de que a
saliva possa ser uma fonte util e ndo-invasiva para se estimar a carga viral plasmaética
(SHUGARS et al., 2000). Essa correlagao significativa também foi observada entre carga
viral plasmadtica de HIV-1 e carga viral do fluido do sulco gengival no estudo de
MATICIC et al (2000).

Em paises em desenvolvimento, 24-42% de criancas infectadas pelo HIV-1
adquiriram o virus durante a amamentacio (THE BREASTFEEDING AND HIV
INTERNATIONAL TRANSMISSION STUDY GROUP, 2004). A ingestdao de 1000 mL
de leite materno de uma mae infectada pelo HIV-1 confere ao bebé um risco de aquisi¢do
do HIV da mesma magnitude que contato sexual de um adulto infectado pelo HIV-1
(RICHARDSON et al., 2003). A alta propor¢ao de células infectadas pelo HIV-1 do total
de células produtoras de leite estd associada com a transmissdo do HIV-1 (ROUSSEAU
et al., 2004), sugerindo que células T CD4+ infectadas latentes no leite possam contribuir
para a transmissao através da amamentagdo (PETITJIEAN et al., 2007).

A complicagdo neuroldgica € um dos principais problemas em pacientes
infectados pelo HIV, embora a frequéncia tenha reduzido bastante com a introducdo da

terapia antirretroviral (TARV). Doencas do sistema nervoso central causadas por virus



incluem encefalite, meningite, entre outras. Infec¢des do sistema nervoso central
causadas por Citomegalovirus e HIV-1 sdo bons exemplos em que os métodos
quantitativos para deteccdo do virus no fluido cerebroespinhal podem ser muito tteis
(CINQUE et al., 2003). A reag¢do em cadeia da polimerase (PCR) é um dos métodos que
tem sido utilizado para quantificacgio do RNA do HIV-1 no fluido cerebroespinhal
(CINQUE et al., 2000).

Tem sido sugerido que a ativagcdo imune cronica associada as co-infecgdes
causadas por patégenos nao-HIV (por exemplo Pneumocystis jiroveci, Mycobacterium
tuberculosis,  Herpesvirus e Porphyromonas gingivalis) (KOZIEL et al, 1999;
GOLETTI et al., 1996; CASELLI et al., 2005; GIACAMAN et al., 2007; GIACAMAN et
al., 2008) seja um fator critico que influencia o grau e a progressdo da AIDS, além do
sucesso/fracasso da terapia antirretroviral. Além disso, algumas citocinas/quimiocinas
pro-inflamatérias € mediadores produzidos por células imunes e ndo-imunes do
hospedeiro também podem agir como inibidores ou estimuladores regulando a
recrudescéncia do HIV-1 (COLLMAN et al., 2003; OGUARIRI et al.,, 2007). Por isso,
entender o papel da ativagdo imune associada as co-infecgdes nao-HIV (incluindo a
doenca periodontal) na replicacdo do HIV-1 pode ter importante significincia clinica para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o controle da AIDS durante as
infeccdes oportunistas (GONZALEZ et al., 2009).

As doencas periodontais sdao doengas infecto-inflamatérias, de natureza
polimicrobiana e multifatorial, que podem resultar na destruicio do periodonto de
protecdo e sustentacdo e, conseqiientemente, causar a perda dentdria. Clinicamente
podem ser detectadas pela presenca de inflamacdo gengival, formagdo de bolsa
periodontal e reabsor¢do Ossea alveolar (LINDHE, 1999). A periodontite crénica é a

forma mais comum de doencga periodontal destrutiva que se caracteriza clinicamente pela



presenca e aciumulo de cdlculo e biofilme dental, apresenta uma progressdo lenta a
moderada, com surtos de exacerbagdo, e acomete principalmente individuos com mais de
35 anos de idade. A quantidade de destrui¢do periodontal estd diretamente relacionada
com a presenga de fatores irritantes locais, tais como grau de higiene bucal do paciente,
quantidade de biofilme e célculo dentais, bem como com a presenga de fatores de risco
associados a suscetibilidade do hospedeiro (LINDHE, 1999).

A doenca periodontal tem sido associada com o virus HIV-1 durante as dltimas
décadas (BARR et al.,, 1992; HOLMSTRUP et al., 1994). No estudo realizado por
Vernon et al. (2009) o grau e a extensdo da doenga periodontal em pacientes infectados
pelo HIV foram elevados, mesmo a maioria dos pacientes fazendo uso de TARV.
Existem relatos inconsistentes da frequéncia de doenca periodontal em pacientes
infectados pelo HIV. H4 um nimero de possiveis razdes para isso: diferentes definicdes
de doenga periodontal (HOLMSTRUP et al., 1994) e diferentes metodologias usadas para
mensurar os parametros clinicos periodontais (medi¢des parciais versus full-mouth e o
nimero de sitios avaliados por dente). Muitos estudos que relataram menor frequéncia de
doenca periodontal em pacientes infectados pelo HIV usaram coleta parcial de dados
periodontais (ALVES et al., 2006; DRINKARD et al., 1991; FRIEDMAN et al., 1991;
SCHEUTZ et al., 1997), subestimando a prevaléncia da doenca periodontal nesta
populacao(PAGE et al, 2007).

Existem evidéncias crescentes de que o aumento na prevaléncia e gravidade de
uma variedade de doengas orais estd associado a imunossupressdao com a infeccdo pelo
HIV. Cerca de 40-50% dos pacientes soropositivos para o HIV exibem alguma infec¢ao
oral fungica, bacteriana ou viral (REZNIK, 2005). Estudos clinicos tém demonstrado uma
correlacdo positiva entre carga viral plasmatica do HIV-1 e doencas infecciosas orais,

como a doenga periodontal, leucoplasia pilosa e candidiase (ALPAGOT et al., 2004,



2007; PATTON, 2000; RAMIREZ-AMADOR et al., 2005; BLACK et al., 2000).
Entretanto, o potencial para os patdgenos orais impactarem os reservatérios das células
com HIV e induzirem a reativa¢ido do virus ainda ndo foi definido (GONZALEZ et al.,
2009).

O HIV-1 € um virus RNA (4cido ribonucléico) que pertence a familia dos
retrovirus, género lentivirus. Esse grupo de virus geralmente precisa produzir o acido
desoxirribonucleico (DNA) a partir do RNA (cDNA) para replicar dentro da célula do

hospedeiro, utilizando todo maquindrio enzimético que inclui a transcriptase reversa

(FREED E MOULAND, 2006).

A infeccdo € iniciada pelo encontro do HIV-1 com uma célula que expressa a
molécula CD4 como receptor. A interacdo entre a molécula de CD4 e a glicoproteina de
superficie viral, gp120, induz uma mudanca conformacional nessa glicoproteina gp120,
permitindo que ela interaja com os receptores CCRS5 ou CXCR4. Essa ligacdo leva a
mudancas conformacionais na gp 41 que resulta na fusdo do virus com a membrana
celular, permitindo a entrada do virus na célula do hospedeiro. No citoplasma da célula
do hospedeiro, a transcriptase reversa do HIV-1 converte RNA viral em DNA, e esse
novo DNA associado a proteinas do virus e do hospedeiro transloca-se ao nucleo, onde é
integrado ao DNA do hospedeiro através da atividade da enzima viral integrase. O DNA
viral que se integrou com o genoma do hospedeiro é conhecido como um provirus. Neste
ponto do ciclo viral, o HIV-1 pode manter-se em laténcia infectando algumas células do
hospedeiro. Embora as células T CD4+ parecam ser os alvos primdrios do HIV-1, outras
células imunes e ndo-imunes com ou sem molécula CD4 em sua superficie podem ser
infectadas. Macréfagos, células dendriticas, células T CD8+, células endoteliais, células
epiteliais e fibroblastos também podem abrigar provirus HIV no seu genoma (FREED E

MOULAND, 2006).



Laténcia viral é definida como um estado reversivel no qual o genoma viral
estd presente na célula do hospedeiro sem produgdo de particulas infecciosas virais, um
quadro de sucesso da TARV (GONZALEZ et al., 2009). Entretanto, a populacio de
células infectadas latentes em pacientes infectados pelo HIV pode ser refrataria a TARV,
€ mesmo em pacientes que recebem a terapia antirretroviral, a replicagdo do HIV-1 pode
ocorrer, explicando a persisténcia da infec¢do, resultando na AIDS (BLANKSON et al.,

2002).

Estudos analisando o impacto da vacinagdo da gripe e tétano em pacientes
infectados pelo HIV encontraram um aumento na carga viral que retornou aos niveis pré-
vacinag¢do em 3-4 semanas (STAPRANS et al., 1995; STANLEY et al.,1996; O’BRIEN
et al., 1995). Essas observagoes confirmam o que foi relatado anteriormente a respeito da
hipétese de que co-infecgdes em pacientes soropositivos para o HIV podem contribuir
para a progressao da doenga, um conceito baseado na relacio entre infec¢des microbianas

e a evolucado clinica da AIDS (GONZALEZ et al., 2009).

Estudos prospectivos mostrou uma correlagdo positiva entre carga viral
plasmdtica do HIV-1 e doenga periodontal assim como aumento na presenca de
prostaglandina E2, metaloproteinase-9 e inibidor de metaloproteinase-1 no fluido
gengival crevicular (ALPAGOT et al., 2007,2006). Além disso, um aumento significativo
nos niveis de Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermédia, assim como interferon y e
TGF B no fluido gengival também foram demonstrados, o que podem ser fatores de risco
para uma rdpida progressdo da periodontite em pacientes infectados pelo HIV

(ALPAGOT et al., 2003,2004,2007,2008).

O ambiente oral pode ser um local favordvel a patogénese do HIV-1 e

também um potente reservatorio para a doenga em pacientes infectados pelo HIV, ji que



o RNA viral e o DNA proviral estdo presentes na saliva e no fluido do sulco gengival
(MATICIC et al., 2000; SHUGARS et al., 2001). Além disso, tem sido demonstrado que
as células epiteliais orais e células de Langerhans podem ser reservatérios do HIV-1 na
mucosa bucal (SONJA et al., 2009). Entretanto, substancias que inativam o virus, carga
viral baixa e anticorpos especificos anti-HIV parecem reduzir a infectividade dos virions
na saliva (MCNEELY et al., 1995;SHUGARS et al., 1999; KIM et al., 2006).

Na mucosa bucal, mais especificamente nos sitios subgengivais, a presenga do
HIV-1 pode desempenhar um papel importante na patogénese da doenca periodontal em
individuos soropositivo para o HIV (RYDER, 2002), além do fluido gengival funcionar
como um reservatério de particula viral mesmo na auséncia de sangramento gengival,
principalmente em individuos com infeccdo pelo HIV avancada (MATICIC et al., 2000).
Assim, a infeccdo dos tecidos periodontais pelo HIV-1 atuaria como um co-fator na
doenca periodontal destrutiva através de um efeito litico direto nas células do epitélio
gengival (PARRA & SLOTS, 1996; CONTRERAS et al, 1999). Além disso, tem sido
sugerido que a acao do HIV-1 no tecido periodontal ocorre pela supressido das células T
CD4+ e/ou pela atuagdo como superantigeno, que pode provocar um desequilibrio na

resposta do hospedeiro (SHIRAI et al, 1992).



2- OBJETIVO
O presente estudo teve como objetivo investigar a associacdo entre a carga viral
no biofilme subgengival (CVS) e a carga viral plasmética (CVP) do HIV-1 e os

parametros clinicos periodontais em pacientes infectados pelo HIV.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Selecao de pacientes

O presente estudo selecionou, entre 2010 e 2011, os pacientes de um grupo de
individuos em acompanhamento na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ) e no Servi¢o de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ infectados com sorologia positiva para
HIV-1. Todos os pacientes foram informados por escrito dos objetivos do estudo, seus
riscos e beneficios e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
para a participa¢dao no estudo (Anexo 1). Em seguida, esses pacientes preencheram um
questiondrio de anamnese, que incluiu dados demograficos e gerais sobre sua saide e a
histéria da infec¢ao pelo HIV (Anexo 2). Todos os pacientes tinham mais de 20 anos de
idade e no minimo 15 dentes, excluindo os terceiros molares. Foram excluidos do estudo
pacientes gestantes, lactantes, diabéticos, pacientes internados, pacientes com doencgas
auto-imunes e doencas periodontais necrosantes, pacientes que faziam uso de aparelho
ortoddntico ou que necessitavam de pré-medicacao profildtica para tratamento dentério.
Apds todos esses procedimentos, dos 150 pacientes examinados, somente 41 foram
incluidos no estudo. Os pacientes foram distribuidos em dois grupos: 20 com CVP
detectavel (> 50 copias/mL) e 21 com CVP indetectdvel (< 50 cépias/mL). Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitdrio

Clementino Fraga Filho da UFRJ (Anexo 3).

3.2 - Exame clinico periodontal
Todos os pacientes incluidos no estudo foram submetidos a exame clinico
periodontal. As medidas clinicas foram realizadas em 6 sitios por dente (mésio-vestibular,

vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual e disto-lingual), em todos os dentes,
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exceto os terceiros molares, por um unico examinador calibrado (coeficiente de
correlagdo intraclasse igual a 0,96 para PBS e 0,97 para NIC) utilizando uma sonda
periodontal milimetrada modelo Carolina do Norte (Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA). Os
parametros avaliados incluiram: sangramento a sondagem (SS) (0/1), indice de placa (IP)
(0/1), profundidade de bolsa a sondagem (PBS) e nivel de insercdo clinico (NIC) em
milimetros (Anexo 4). O critério de classificacdo de paciente portador de periodontite
cronica considerado foi a presenca de pelo menos 4 sitios periodontais com profundidade
de bolsa a sondagem (PBS) > 5 mm e/ou nivel de inser¢do clinico (NIC) >4 mm com SS,
em diferentes dentes. Aquele com saude periodontal deveria apresentar menos de 5% dos
sitios com SS, podendo ter PBS ou NIC = 4 mm em até 5% dos sitios sem SS
concomitante (desde que essas perdas ndo envolvessem dreas interproximas), mas sem

perdas dentdrias por doenga periodontal.

3.3 - Deteccao do HIV-1 no biofilme subgengival
3.3.1 - Coleta de amostras para deteccao do HIV

Utilizando curetas periodontais (Hu-Friedy) estéreis, amostras do biofilme
subgengival foram coletadas de 12 sitios de cada paciente com periodontite, sendo 6
sitios com as maiores PBS(> 3mm), preferencialmente ndo adjacentes, e 6 sitios com
periodontos sadios. Nos pacientes com saude periodontal, foram coletadas 6 amostras de
sitios periodontais sadios aleatdrios. Depdsitos do biofilme supragengival foram
removidos previamente com gaze estéril. Das 6 amostras dos sitios com maiores PBS
dos pacientes com periodontite foram realizados 3 pools, com 2 amostras cada, de sitios
com parametros clinicos semelhantes. O mesmo foi feito para as 6 amostras de
periodontos sadios (tanto para os pacientes com periodontite como para aqueles com

saude periodontal), resultando em 3 pools. Cada pool de biofilme foi depositado em um
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tubo tipo eppendorf estéril contendo 100ul de uma solug¢do tampao TE (10 mM Tris-HCl,
1 mM EDTA, pH 7,6) e armazenadas no freezer (-80°C). Essas amostras foram usadas
para detec¢do e quantificacdo do HIV no biofilme subgengival pela técnica da PCR em

Tempo Real.

3.3.2 - Extracio do RNA viral

A metodologia de extracdo do RNA viral foi realizada utilizando o Mini Kit
QIAamp Viral RNA (QIAGEN), conforme instrucdes do fabricante.

Adicionou-se 560 ul do tampao AVL(adicionado de tRNA carreador) em um tubo
tipo eppendorf para que a amostra fosse lisada, inativando as RNases, garantindo assim, o
isolamento do RNA viral intacto. O tRNA carreador é adicionado ao tampao AVL para
aumentar a probabilidade do RNA viral se ligar a membrana de silica das colunas.
Posteriormente, 100 ul da amostra foram adicionados neste tubo. A mistura foi incubada
a temperatura ambiente por 10 minutos. Foram adicionados 560 pul de etanol puro a
mistura seguido de centrifugacdo rdpida a 8000 rpm . Os 630 pl da mistura foram
aplicados a coluna, centrifugando durante 1 minuto a 8000 rpm. Trocou-se o tubo coletor
de cada amostra e o restante foi aplicado a coluna, repetindo-se a centrifugagdo e a troca
do coletor. O RNA viral quando presente fica desta forma ligado a coluna. A fim de
remover possiveis contaminantes sdo realizadas lavagens adicionando-se 500 ul de
tampao de lavagem AW1, seguindo centrifugacdo e troca do coletor, e posteriormente,
500 ul de tampao de lavagem AW2, repetindo centrifugacdo e troca do coletor. O uso de
dois diferentes tipos de solugdes de lavagem AW1 e AW2 melhora significativamente a
pureza do RNA e garante a completa remog¢do de qualquer residuo contaminante sem
afetar a ligacdo do RNA a membrana. Entdo, as colunas juntamente com os coletores

vazios foram centrifugados em velocidade méxima durante 1 minuto. Depois disso, foram
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adicionados 50 ul do tampao de elui¢do AVE. A Figura 1 ilustra esta etapa da extracio
de RNA viral. A amostra final foi incubada a temperatura ambiente de 2 a 5 minutos e
depois foi realizada uma dltima centrifugacdo em velocidade maxima durante 3 minutos.

O RNA viral foi armazenado no freezer (-80°C).

Amostra
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Figura 1. Representacido esquemadtica da etapa de extracdo de RNA viral. Adaptado de

QIAamp Viral RNA Mini Handbook (2010). www.giagen.com
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3.3.3 - Reacao de cDNA

A reacgdo de sintese de cDNA foi realizada mediante o preparo de uma solucao
contendo 1 pl do tampdo da transcriptase reversa (10x concentrado); 0,4 pl de
desoxiribonucleotideo trifosfato (ANTP 100 mM); 1 ul do primer randdmico (10x
concentrado), 0,5 ul da transcriptase reversa(50 U/ulL) e 7,1 ul da amostra obtida da
extracdo do RNA viral, totalizando um volume de 10 upl de solu¢do. A reacdo foi
realizada em um Termociclador (Gene Amp® PCR System 9700 Applied Biosystems) e
incluiu o primeiro estagio a 25° C durante 10 minutos; o segundo estdgio a 37° C durante
120 minutos; o terceiro estdgio a 85° C durante 5 segundos e, em seguida, manteve uma

temperatura de 4° C. As amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C.

3.3.4 - Identificacao do HIV pela técnica da PCR em Tempo Real

A PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) é uma técnica capaz de identificar um
unico fragmento de DNA e amplificd-lo ao ponto de ser detectado. Consiste na
amplificacdo da seqiiéncia alvo em trés etapas: desnaturacdo do DNA, hibridacdo dos
iniciadores e polimerizacao.

Foi utilizada a PCR em Tempo Real, uma técnica que permite o acompanhamento
continuo da amplificacdo, € com menor risco de contaminacio e maior sensibilidade que
a PCR convencional (MACHAY et al., 2002). Além disso, permite a visualizacdo da
deteccao durante a amplificagdo, e vem sendo empregada para determinacdo da carga
viral ou proviral devido a sua rapidez, precisdo e acuricia.

Diferentes fluor6foros, moléculas que absorvem e emitem luz em um

comprimento de onda especifico, sdo usados na PCR em tempo real. Os métodos mais
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comuns de amplificagdo para esta técnica sao a 5’Nuclease (TagMan) e SYBR® Green
(MACHAY et al., 2002).

A TagMan usa sondas fluorogénicas na reacdo de amplificacdo. A sonda é um
oligonucleotideo que possui um marcador fluorescente emissor no final 5’ € um captador
proximo ao final 3°. Devido a proximidade dos dois no oligonucleotideo, ndo hd emissao
de fluorescéncia. Mas durante a amplificagdo, a sonda que se hibridizou ao produto alvo
serd clivada pela atividade da enzima Tag DNA polimerase, separando o emissor do
captador. Assim, ocorrerd um aumento na intensidade de fluorescéncia, permitindo a
quantificacdo do produto-alvo (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS, 2001).

O SYBR® Green € um corante que quando se liga a moléculas de dupla fita de
DNA, aumenta sua emissdo fluorescente. A intensidade dessa fluorescéncia é
proporcional a carga viral inicial do individuo (MACHAY et al., 2002; NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2001). Uma das
desvantagens do uso desse tipo de corante é que ele se liga a qualquer fita dupla de DNA
e nido apenas ao produto-alvo. Isso pode ser contornado, analisando-se a curva de
dissociag¢do do produto. Cada produto tem pico de temperatura de dissociagdo especifico,
o que diferencia o produto-alvo de produtos inespecificos (NATIONAL COMMITTEE
FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2001).

Neste estudo foram utilizados esses dois tipos de métodos para andlise das

amostras pela PCR em Tempo Real.

3.3.4.1 - TagMan
Os cDNAs foram analisados pela PCR em Tempo Real quantitativo usando

combinacdes de oligonucleotideos e sonda especificos do HIV-1: oligonucleotideo senso
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SSF1 (5'-GCT AAC TAG GGA ACC CAC TGC TT-3'), anti-senso SSR1 (5'-CAA CAG
ACG GGC ACA CAC TAC T-3'), e sonda SS (5'FAM-AGC CTC AAT AAA GCT TGC
CTT GAG TGC TTC-BHQI-3'). Cada reacdo consistia de: 5 ul de cDNA, 12,5 ul da
mistura Tagman Universal PCR (2x) (Applied Biosystems, Foster City, CA), 2,5 ul de
primer SSF1 (2,5 uM), 2,5 ul de primer SSR1 (2,5 uM), 0,5 ul da sonda SS (2,5 uM), 2
ul de agua, totalizando um volume de 25 pl. As amplificagdes foram realizadas com um
aparelho de PCR em tempo real modelo 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA). As condi¢des dos ciclos foram as seguintes: 50°C durante
2 minutos; 40 ciclos a 95°C durante 10 minutos, 95°C durante 15 segundos e 60°C

durante 1 minuto.

3.3.4.2 - SYBR® Green

A mistura da reacao utilizou 5 ul do cDNA, 0,25 ul de primer 1 (10 uM), 0,25 ul
de primer 2 (10 puM), 12,5 pl da mistura SYBR® Green Master Mix (2x), 0,25 pl de
CXRD (PROMEGA - Madison — EUA), e 6,75 ul de dgua, em um total de 25 pl de
reacdo. As amplificagdes foram realizadas com um aparelho de PCR em Tempo Real
modelo 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA). As
condi¢Oes dos ciclos foram as seguintes: 50°C durante 2 minutos; 40 ciclos a 95°C

durante 10 minutos, 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto.

3.3.4.3 - Curva Padrao

O plasmideo utilizado para constru¢do da curva padrdo no experimento foi o
pNL4-3. Este € um clone infeccioso do HIV-1, contendo toda a regido gé€nica deste virus
clonado em um vetor pBR322. Para obter a curva padrdao da PCR em Tempo Real, este

plasmideo, em uma concentragdo de 1pg/ml, foi diluido seriadamente em dgua (diluicdes
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de 10! a 10'% e para a construcio da curva padrio foram utilizadas as dilui¢des
equivalentes as concentracdes de 10° a 5 cépias de DNA. A detec¢io minima do

experimento foi de 100 copias iniciais.

3.4 — Analise imunolégica
3.4.1- Analise do sangue periférico

Como exame de rotina, a coleta e andlise do sangue periférico desses pacientes
sao realizadas a cada 3-4 meses, no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho. Os
niveis de linfocitos T CD4+, T CD8+, neutrofilos e CVP foram obtidos dos resultados
desses exames presentes nos prontudrios médicos de cada paciente. Foram utilizados os
exames laboratoriais com data de realizacdo mais préxima possivel dos exames clinicos

periodontais e das coletas das amostras.

3.5- Analise estatistica

Todos os testes estatisticos empregados no presente estudo foram realizados
utilizando-se o programa estatistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, versao
17.0). Andlises descritivas foram realizadas para as caracteristicas sOcio-demograficas, de
comportamentos relacionados a infeccdo pelo HIV, de doengas passadas ou recentes e da
terapia antirretroviral da amostra estudada. Os dados descritivos foram obtidos através do
célculo da frequéncia e percentagem das categorias dentro de cada varidvel. Na comparagdo
entre os grupos, as varidveis qualitativas foram analisadas através da frequéncia de cada
categoria, enquanto as varidveis quantitativas foram avaliadas pela média computada para
cada paciente, e posteriormente em cada grupo estudado. Diferencas significativas entre os
grupos para todos os parametros estudados foram avaliadas pelos testes Qui-quadrado, exato

de Fisher e Mann-Whitney.
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Um modelo logistico bindrio ajustado, através da Equacdo de Estimacdo
Generalizada (GEE), foi utilizado para estimar o efeito das co-varidveis (varidveis preditoras)
sobre a carga viral subgengival (varidvel resposta ou desfecho). Optou-se por um desfecho
dicotdmico (deteccdo ou indeteccdo de HIV-1 no biolfilme subgengival), para facilitar a
interpretacdo dos resultados, usando como referéncia a indetec¢do do HIV-1 no biolfilme
subgengival . Este modelo foi escolhido, pois uma destas co-varidveis, a profundidade de
bolsa a sondagem (PBS), era formada por dados com dependéncia entre si (vérios sitios
periodontais correlacionados entre si por pertencerem ao mesmo individuo), ou seja, dados
agrupados. Para esta andlise multipla, s6 foram utilizadas as co-varidveis que apresentaram p

< 0,05 na comparagao entre os grupos CV detectavel e indetectavel.
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4- RESULTADOS

4.1-Caracteristicas socio-demograficas, de comportamentos relacionados a saudde,
clinicas e laboratoriais dos pacientes estudados

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas sécio-demogréaficas e de comportamentos
relacionados a saide de toda a amostra estudada. A maioria dos individuos era composta
por homens (51,2%), brancos (39%), com mais de 41 anos de idade (50%) e com ensino
médio incompleto (61%). A grande maioria ndo era usudria de drogas (85,4%), e poucos
eram tabagistas (14,6%) e, além disso, consumidores didrio de dlcool (12,2%).

O resumo de doencas passadas ou recentes dos 41 pacientes infectados pelo HIV
estudados estd demonstrado na Tabela 2. As condi¢des mais frequentemente relatadas
foram diarréia (63,4%) e aftas recorrentes (70%), enquanto a retinite por citomegalovirus
(CMV) foi relatada por apenas um paciente (2,4%). A maioria era portador de
periodontite (51,2%) e tinha mais de 10 anos de exposi¢ao ao HIV (68,3%).

No que diz respeito a medicagdo em uso, a Tabela 3 descreve a frequéncia de
antirretroviral, TARV e sulfametoxazol+trimetoprima. A maioria fazia uso de TARV
(65,9%), e lamivudina (70,7%), tenofovir (57,5%) e zidovudina (37,5%) foram os
antirretrovirais mais frequentemente utilizados. Além dos antiretrovirais, 15% dos
pacientes estavam expostos a terapia combinada de sulfametoxazol+trimetoprima para
tratamento de pneumonia por Preumocystis jirovecii, anteriormente denominado

Pneumocystis carinni.
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Tabela 1. Caracteristicas sécio-demogréficas e de comportamentos relacionados a saide

dos 41 pacientes estudados.

Caracteristicas N %

Parametros socio-demogrdficos

Idade
18-30 anos 02 5
31-40 anos 18 45
>41 anos 20 50
Género
Masculino 21 51,2
Feminino 20 48,8
Cor
Branco 16 39,0
Negro 13 31,7
Pardo 12 29.3
Escolaridade
Ensino médio incompleto 25 61,0
Ensino médio completo ou mais 16 39,0

Comportamentos relacionados a savde

Usuario de drogas

Sim 06 14,6

Nao 31 85,4
Tabagismo

Sim 06 14,6

Nao 26 63,4

Ex-fumante 09 22,0
Alcool

Sim (diariamente) 05 12,2

N30 ou socialmente 36 87,8
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Tabela 2. Doencas passadas ou recentes dos 41 pacientes infectados pelo HIV estudados.

Caracteristicas N %
Tuberculose

Sim 12 29,3

Nio 29 70,7
Periodontite

Sim 21 51,2

Nio 20 48,8
Diarréia

Sim 26 63,4

Nio 15 36,6
Pneumonia

Sim 13 31,7

Niao 28 68,3
Herpes labial

Sim 13 31,7

Nio 28 68,3
Herpes zoster

Sim 12 29,3

Nio 29 70,7
Candidiase oral

Sim 09 22,0

Nio 32 78,0
Retinite por CMV

Sim 01 2,4

Nio 40 97,6
Distarbios emocionais

Sim 14 34,1

Niao 27 65,9
Anemia

Sim 10 24.4

Nio 31 75,6
Aftas recorrentes

Sim 28 70,0

Niao 12 30,0
Tempo de exposicao ao HIV

1-10 anos 13 31,7

11-20 anos 25 61,0

> 21 anos 03 7,3

CMV: citomegalovirus
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Tabela 3. Frequéncia do uso de antiretroviral, TARV e sulfametoxazol+trimetoprima

pelos 41 pacientes estudados.

Medicacdo em uso %0
TARV 65,9
ITRAN
Zidovudina 37,5
Didanosina 2.5
Lamivudina 70,7
Tenofovir 57,5
ITRNN
Efavirenz 7.5
Nevirapina 5,0
IP*
Atazanavir 20,0
Darunavir 2.5
Fosamprenavir 5,0
Lopinavir + Ritonavir 27,5
Ritonavir 27,5

Inibidor de fusao
Enfuvirtida 2.5
Inibidor de integrase
Raltegravir (T-20) 2,5
Antibacteriano sistémico

Sulfametoxazol+trimetoprima 15,0

ITRAN: Inibidores da Transcriptase Reversa Andlogos de Nucleosideos; ITRNN:
Inibidor de Transcriptase Reversa Nao-analogo de Nucleosideos; IP*: Inibidor da
Protease

Quando os dois grupos (CVP detectavel e indetectdvel) foram comparados com
relacdo aos dados laboratoriais, somente os niveis de linfécitos TCD4+ apresentaram

diferencas significantes entre os grupos (p = 0,038, teste de Mann-Whitney) (Tabela 4)
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Tabela 4. Comparacdo dos dados laboratoriais entre os grupos carga viral plasmatica (CVP)

detectavel e indetectavel

Dados CVindetectdvel CV detectdvel P
laboratoriais (N=21) (N=20) valor*
[mediana (min-max)]
Linfécitos TCD4+% 589 (193 — 986) 436 (11 - 1133) 0,038
Linfécitos TCD8+* 752 (410 -1.763) 902 (393 —2.746) 0,165
Leucdcitos totais® 5.750 (3.200 — 8.230) 5.600 (2.500 — 0,616
12.520)
Linfécitos 1.782 (1.200 — 4.075) 1.769 (850 —4.050) 0,345
Neutréfilos 2.964 (1.376 — 5.431) 2.818 (1.177 — 0,291
7.084)

¥ Células/ mm? de sangue * Teste de Mann-Whitney
Ap6s comparagdao dos dois grupos (CVP detectavel e indetectdvel) com relacao
aos parametros socio-demograficos e de comportamentos relacionados a saide, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significante para todas essas varidveis estudadas (p

> 0,05, teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher) (Tabela 5).

Na Tabela 6, foi realizada uma comparacdo das caracteristicas relacionadas a
infeccdo pelo HIV entre os grupos CVP detectdvel e indetectivel. O uso de TARV e
carga viral subgengival foram as unicas varidveis que demonstraram diferengas

estatisticamente significantes (p < 0,05, teste exato de Fisher).
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Tabela 5. Comparagdo das caracteristicas socio-demograficas e do comportamento relacionado

a saude entre os grupos carga viral plasmética (CVP) detectavel e indetectdvel.

Caracteristicas CcvpP cvpP P
indetectdvel detectdvel valor
(N=2I) (N =20)
Parametros socio-demogrdficos
N (%)
Idade* 0,356
18-29 1(4.8) 1(4.9)
30-39 6 (28,6) 10 (50,0)
> 40 14 (66,7) 9 (45,0)
Género! 0,879
Masculino 11 (52,4) 10 (50)
Feminino 10 (47,6) 10 (50)
Cor* 0,367
Branco 8 (38,1) 8 (40,0)
Negro 5(23,8) 8 (40,0)
Pardo 8 (38,1) 4 (20,0)
Escolaridade’ 0,160
Até ensino médio incompleto 15 (71,4) 10 (50,0)
Ensino médio completo ou mais 6 (28,6) 10 (50,0)
Comportamentos relacionados a
satide
Usuario de drogas* 0,948
Sim 3(14,3) 3 (15,0)
Nao 18 (85,7) 17 (85,0)
Tabagismo* 0,066
Sim 1 (4,8) 5(25,0)
Nio 13 (61,9) 13 (65,0)
Ex-fumante 7 (33,3) 2 (10,0)
Alcool* 0.136
Sim (diariamente) 1(4,8) 4 (20,0)
N3ao ou s6 socialmente 20 (95,2) 16 (80,0)

T Teste Qui-quadrado, *Teste exato de Fisher
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Tabela 6. Comparacdo das caracteristicas relacionadas a infec¢do pelo HIV entre os grupos

carga viral plasmética (CVP) detectdvel e indetectdvel.

Caracteristicas cvpP CcvpP P
indetectdvel detectdvel valor*
(N=2I) (N =20)
N (%)
Tempo de exposicao ao HIV 0,060
1-10 anos 5(23,8) 8 (40,0)
11-20 anos 16 (76,2) 9 (45,0)
> 21 anos 0 (0,0) 3 (15,0)
TARV?
Sim 20 (95,2) 7 (36,8) < 0,001
Nio 1(4,8) 12 (63,2)
CV subgengival
Indetectavel 21 (100) 12 (60,0) 0,001
Detectavel 0 8 (40,0)
Uso Bactrim®
Sim 1(4,8) 5(26,3) 0,071
Nao 20 (95,2) 14 (73,7)

*Teste exato de Fisher ¥ Informac@o referente a 40 pacientes

No grupo CVP detectdvel, foi realizada uma comparacao descritiva entre a CV

plasmaética e os niveis de CV subgengival para cada paciente (Tabela 7). Observou-se que

40% dos individuos que apresentaram CV plasmatica detectivel demonstraram CV

subgengival detectdvel. Entretanto, ndo houve correlacdo significativa entre CV

plasmétiva e CV subgengival (dados nao demonstrados). A CV subgengival também nao

apresentou correlacdo significativa com nenhum parametro clinico periodontal (dados

nao demonstrados).

A Tabela 8 resume as caracteristicas dos parametros clinicos periodontais dos

dois grupos para sitios coletados e todos os sitios examinados. O unico parametro clinico
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estatisticamente significante foi profundidade de bolsa a sondagem (PBS) dos sitios

coletados (p < 0,05, teste de Mann-Whitney).

Tabela 7. Comparagdo descritiva entre a CV plasmatica e a CV subgengival para cada

paciente do grupo CV detectavel

Numero do CV plasmdtica’ Numero de pools de sitios com  CV subgengival®
paciente CV subgengival detectdvel
70 631 1 283
135 14498 0 0,0
130 7597 1 2248
134 444 1 225
131 1173 0 0,0
101 38614 1 3334
127 37779 0 0,0
89 20600 0 0,0
133 1101 1 500
132 1557 0 0,0
138 3697 0 0,0
139 830 0 0,0
56 4841 0 0,0
140 34221 0 0,0
144 479 0 0,0
21 5300 1 411
87 2282 1 233
76 7863 0 710,5
60 417 1 4222
45 1306 0 0,0

9Copias/mL
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Tabela 8. Comparacdo dos parametros periodontais entre o0s grupos carga viral

plasmatica (CVP) detectavel e indetectavel.

Caracteristicas Periodontais CVP indetectdvel CVP detectdvel P valor
(N=21) (N =20)
Periodontite — N(%)" 11 (52,4%) 10 (50%) 0,879

Média (DP) dos sitios coletados®

NIC 3,3(0,8) 3,6 (1,0) 0,196
PBS 2,9 (0,5) 3,4 (0,8) 0,016
1P 61,1 (33,5) 67,9 (26,7) 0,318
SS 38,9 (30,0) 49,1 (29,5 0,116

Média (DP) do exame periodontal

completo®®

NIC 2,6 (0,4) 2,4 (1,1) 0,317
PBS 2,3(0,3) 2,5(0,5) 0,197
1P 40,7 (16,4) 49,5 (20,6) 0,103
SS 18,0 (14,3) 23,2 (23,4) 0,216

PBS (profundidade de bolsa a sondagem), NIC (nivel de insercao clinico), IP (indice de placa
visivel), SS (sangramento & sondagem), DP (desvio padrio). ‘Teste exato de Fisher, “Teste de

Mann Whitney

Foi realizada uma anélise bivariada entre as co-varidveis do nivel do individuo
que apresentaram diferenca significativa entre os grupos CVP detectavel e indetectavel
(uso de TARYV, niveis de linfocitos TCD4+, média de PBS dos sitios coletados), além dos
niveis de CVP, e o desfecho CV subgengival (Tabela 9). Significancia estatistica foi
encontrada somente para a co-varidvel niveis de linfécitos TCD4+ (p = 0,017; teste exato

de Fisher).
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Os resultados do modelo logistico, que utilizou a equacdo de estimagdo
generalizada, buscando o efeito das co-varidveis utilizadas na andlise bivariada (Tabela
9) sobre o desfecho CV subgengival indetectavel estdo apresentados na Tabela 10. Nesta
andlise, no lugar da média de PBS de cada paciente, incluimos no modelo os valores de
PBS de todos os 372 sitos coletados. A tunica co-varidvel que apresentou efeito sobre o
desfecho foi nivel de linfécitos TCD4+, demonstrando que individuos com niveis > 500
células/mm3 tém uma chance oito vezes maior de ter CV subgengival indetectavel em

comparagdo com aqueles apresentando niveis < 200 células/mm3 (p = 0,017).

Tabela 9. Analise bivariada entre as co-variaveis do nivel do individuo e o desfecho CV

subgengival.
Co-varidvel CV subgengival P valor
Indetectdvel Detectdavel
(N=33) (N=8)
N(%)
CV plasmatica!
0-3 log 23 (69,7) 3 (375, 0,082
>3 log 10 (30,3) 5(62,5)
TARVI$
Sim 23 (71,9) 4 (50,0)
Nao 9 (28,1) 4 (50,0) 0,400
Linfécitos TCD4+!
0-199 30,1 4 (50,0) 0,017
200 - 499 9(27,3) 2 (25)
> 500 19 (63,8) 2 (25)
Média (DP)
PBS dos sitios coletados* 3,1(0,7) 3,1(0,7) 0,753

* Teste de Mann-Whitney, 1 Teste exato de Fisher, ¥ Informacdo referente a 40 pacientes
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Tabela 10. Modelo logistico utilizando equagdo de estimacao generalizada para estimar o

efeito das co-varidveis sobre o desfecho carga viral subgengival indetectavel

Covaridveis

CVplasmatica
0 -3 log
>3 log
TARV
Nao
Sim
Linfécito TCD4+
0-199
200 - 499
> 500
PBS dos 372 sitios

coletados

B

-0,13

-0,74

-0,06
2,18
-0,17

0,70

0,71

0,88
0,72
0,25

Erro padrao

RC IC 95% P valor
Inferior Superior

1

0,88 -1,5 1,2 0,851
1

0,48 2,1 0,6 0,292
1

0,11 -1,8 1,7 0,945

8,85 3,6 9,2 0,002

0,84 -0,7 0,3 0,504

A Figura 2 ilustra a constru¢do da curva padrao realizada com a PCR em Tempo

Real nas dilui¢des de 10° a 5 cépias do plasmideo.
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Figura 2. Amplificacdo da curva padrao realizada no estudo.
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A Figura 3 representa uma amostra do biofilme com carga viral subgengival
positiva (seta vermelha). Observe que a amostra que estd apontada pela seta azul parece
ter um sinal inicial que decresce e depois volta ja muito préximo de quando temos o

controle negativo, caracterizando uma amostra negativa.

En il

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

1.0e-003

1.0e-004

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 15 1617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Figura 3. Amplificacdo de amostra de carga viral subgengival

Para confirmacao de que o virus detectado na amostra era do biofilme subgengival
e nao provirus presente nas células mononucleares do sangue periférico, que,
ocasionalmente, estava presente em algumas amostras, foi feito um PCR em Tempo Real
dessas amostras positivas com o RNA extraido diretamente, sem que fosse realizada a
reacdo de c-DNA. Todas as amostras analisadas nesta etapa foram negativas. Este fato

sugere que a deteccdo do virus era realmente proveniente do biofilme subgengival.
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5-DISCUSSAO

O presente estudo investigou a associagdo entre a carga viral subgengival no
biofilme e a carga viral plasmadtica e os parametros clinicos periodontais. Provavelmente,
este é o primeiro estudo que identificou e quantificou o HIV-1 no biofilme subgengival
em pacientes infectados pelo HIV.

A amostra era composta na sua grande maioria por pacientes com mais de 10 anos
de exposicao ao HIV (68,3%), o que demonstra aumento na expectativa de vida dos
pacientes infectados pelo HIV, muito provavelmente devido ao maior acesso da
populacio brasileira 4 TARV (LEVI & VITORIA, 2002). Além disso, a alta frequéncia
no uso da TARV (65,9%) também pode explicar a baixa freqiiéncia de doencas
associadas a imunodeficiéncia, sendo diarréia e aftas recorrentes as condi¢des mais
observadas.

Apesar da historia natural da infeccao pelo HIV ser descrita como um declinio
progressivo da fun¢do do sistema imune, a taxa de progressdo varia substancialmente
entre os pacientes. A contagem de linfécitos T CD4+ e carga viral plasmatica do
paciente infectado pelo HIV tém sido os principais marcadores laboratoriais de
progressdo da doenca nos ultimos anos (MELLORS et al., 1997). A determinacdo da
carga viral plasmadtica é, atualmente, estabelecida como uma valiosa ferramenta para
determinar os efeitos da terapia antirretroviral (PERELSON et al., 1997).

Diversos estudos t€ém demonstrado uma forte associacdo entre a presenca de
determinadas lesdes orais, tais como leucoplasia pilosa, candidiase oral e doencas
periodontais, como eritema gengival linear e gengivite ou periodontite ulcerativa
necrosante, ¢ a imunodeficiéncia avancada, determinada principalmente pelos niveis de
linfécitos T CD4+ no sangue periférico (MONIACI et al., 1990; BARR et al., 1990;

FEIGAL et al., 1991; FARIZO et al., 1992; GLICK et al., 1994; KOLOKOTRONIS et
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al., 1994; BEGG et al., 1996; JOHNSON et al., 1997; MARGIOTTA et al., 1999).
Entretanto, esta associacao ainda ndo estd clara no que diz respeito a periodontite cronica
(GONCALVES et al., 2005). Apesar disso, Gongalves et al. (2007) demonstraram que
um longo periodo de exposi¢cdo a TARV, que normalmente leva a um declinio
significativo da carga viral plasmatica e eleva os niveis de linfécitos T CD4+ (UNAIDS,
2008), resultou em reducdo da gravidade das caracteristicas clinicas periodontais em uma
amostra de brasileiros infectados pelo HIV portadores de periodontite cronica. Entretanto,
em um estudo recentemente realizado por Fricke et al. (2012) este achado ndo foi
observado.

A carga viral plasmdtica do HIV-1 também parece ter uma associacio
significativa com a presenca de lesdes orais fortemente associadas a infec¢ao pelo HIV
(MARGIOTTA et al.,, 1999) visto que este parametro laboratorial estd associado a
contagem de linfécitos T CD4+ (BAGNARELLI et al., 1992), além de estar relacionado
com o estdgio clinico da doenc¢a e funcionar como um marcador do sucesso ou fracasso
da terapia antirretroviral (MARGIOTTA et al., 1999).

Com relagdo aos dados laboratoriais, houve diferenca significante entre os dois
grupos estudados somente para os niveis de linfécitos T CD4+. Esse resultado sugere que
o grupo com CVP detectdvel, que apresentou valores menores na contagem de linfocitos
T CD4+, pode estar em maior risco de desenvolver infec¢des, como por exemplo,
doencas periodontais. Entretanto, Gongalves et al. (2005) compararam grupos de
individuos infectados pelo HIV com e sem doenca periodontal e nao observaram
associacdo entre os niveis de linfécitos T CD4+ e a condi¢do periodontal desses
individuos.

Quando as caracteristicas relacionadas a infec¢do pelo HIV foram comparadas

entre os grupos CVP detectdvel e indetectdvel, somente o uso de TARV e carga viral



32

subgengival demonstraram diferencgas signifitivas. O uso de TARV inibe a replicag¢do do
HIV-1, podendo gerar uma carga viral plasmdtica com niveis abaixo do limite de
deteccao (abaixo de 50 copias/mL) (HAMMER et al., 1997; POGGI et al., 1999). As
técnicas utilizadas para deteccao do HIV-1 incluem o PCR. Entretanto, esse método, além
de ser tecnicamente dificil, representa uma determinacdo apenas qualitativa, ndo sendo
possivel quantificar o nimero de cdpias virais presentes na amostra, o que ¢ uma
importante ferramenta para o diagndstico da infec¢do pelo HIV e também uma forma de
monitorar a terapia antirretroviral (GIBELLINI et al., 2004). A técnica do PCR em
Tempo Real representa um método mais adequado de diagndstico pela sensibilidade,
especificidade e possibilidade de quantificacdo viral da infeccao (ALDEA et al., 2002;
DESIRE et al., 2001; MORRISON et al., 1998). Além disso, esta técnica nao requer
eletroforese em gel ou qualquer outra manipulacdo p6s-PCR para andlise da amostra,
reduzindo o tempo e a possibilidade de contaminacao (GIBELLINI et al., 2004).

No presente estudo, para realizar a detec¢do e quantificagcdo da CV subgengival,
optou-se pelo emprego da técnica do PCR em Tempo Real. No grupo de pacientes com
CV plasmitica detectavel, foi observado que 40 % dos individuos apresentaram CV
subgengival detectdavel. Por outro lado, todos os pacientes com CV plasmética
indetectdvel apresentaram CV subgengival indetectdvel, sugerindo uma possivel
participacdo dos linfécitos T CD4+ nessa correlagdo, em virtude deste grupo demonstrar
niveis significativamente maiores destas células em comparagdo com aquele grupo. Estes
achados estdo de acordo com o estudo de Maticic et al. (2000), que detectaram o HIV-1
em 49% das amostras de fluido do sulco gengival e demonstraram correlagdao
significativa com a carga viral plasmatica. Além disso, nenhum dos pacientes infectados
pelo HIV com niveis de linfécitos T CD4+ > 500 células/mm® demonstrou detec¢do do

virus no fluido do sulco gengival.
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Quando os parametros periodontais foram comparados entre os grupos CV
plasmadtica detectdvel e indetectavel, houve diferenga significante somente para PBS dos
sitios coletados. Este achado poderia explicar em parte a deteccio do HIV-1 no sitio
subgengival de alguns pacientes do grupo detectdvel por apresentarem média de PBS dos
sitios coletados (3,6 mm) maior do que o grupo indetectdvel (3,3 mm). Entretanto, ao
realizar a andlise bivariada entre as covaridveis do nivel do individuo e o desfecho CV
subgengival isso nao foi confirmado, pois apenas os niveis de linfocitos T CD4+
apresentaram diferenca significante. Contudo, este resultado pode sugerir um possivel
efeito da contagem de linfocitos T CD4+ na CV subgengival. Com relagdo ao uso de
TARYV, estd andlise ndo demonstrou significancia para a CV subgengival. Este resultado
estd de acordo com o encontrado por Maticic et al. (2000) que também nao observou
correlagdo entre o uso de TARV e a deteccao do virus nas amostras do fluido gengival.

Como o presente estudo utilizou varios sitios subgengivais para coletar o biofilme
em cada individuo, e por isso tendem a se comportar de forma mais semelhante que sitios
de individuos diferentes, foi necessdrio considerar essa dependéncia para que fosse
possivel avaliar a relagdo entre as co-varidveis e o desfecho estudado. Desse modo, ndao
foi possivel utilizar nenhum dos modelos tradicionais de regressdo, pois estes partem da
suposicao da independéncia entre as observacdes do mesmo individuo. Sendo assim, o
modelo escolhido foi a Equacao de Estimacdo Generalizada (GEE), que foi proposto por
ZEGER & LIANG (1986) e LIANG & ZEGER (1986) com o objetivo de estimar
parametros de regressdo quando os dados estdo correlacionados. Apesar da existéncia
desse modelo e de ele estar implementado em programas estatisticos como o SPSS, ainda
€ pouco comum encontrar artigos, principalmente no Brasil, que utilizem o modelo

adequado para dados correlacionados (AGRANONIK, 2009).
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Ap6s a aplicagao do modelo logistico utilizando GEE, foi observado que a tinica
co-varidvel que apresentou efeito significativo sobre o desfecho CV subgengival
indetectavel foi o nivel de linfécito T CD4+. A interpretacdo dos resultados demonstra
que individuos com niveis de linfécito T CD4+ > 500 células/mm?® tem uma chance muito
maior de apresentar CV subgengival indetectdavel em relacdo aos individuos com niveis
de linfécito T CD4+ < 200 células/mm>. Esses achados estio de acordo com os
encontrados por Maticic et al. (2000), como descrito anteriormente. Contudo, estes
autores nao souberam explicar o efeito do HIV-1 no fluido gengival, e especularam se ele
seria ou nao capaz de funcionar como um reservatorio do virus para disseminacdo da
infec¢do. O presente estudo detectou e quantificou este virus no biofilme gengival, e a
hipétese de reservatorio para o HIV também pode ser especulada.

Os resultados aqui apresentados precisam ser considerados com cautela em fungdo
das limitagdes do estudo. Por ser um estudo seccional, apenas associagdes podem ser
feitas, e ndo inferéncias causais. Além disso, o pequeno tamanho da amostra pode ter
contribuido para a auséncia de diferencgas estatisticas entre os grupos CV plasmatica para
algumas varidveis estudadas. Outra limitagdo importante foi a coleta do biofilme, na qual
ndo permitiu separar o biofilme subgengival dos componentes do fluido do sulco
gengival. A auséncia de outros trabalhos pesquisando a presen¢a do HIV-1 no biofilme
subgengival também ¢ uma limitacdo, que dificulta o conhecimento acerca da
metodologia ideal para conduzir este tipo de trabalho.

Apesar das limitagdes deste estudo, estes resultados podem contribuir para um
melhor conhecimento a respeito da presenca do HIV-1 no ambiente subgengival. Na atual
era da infecc¢do pelo HIV, os individuos soropositivos para esse virus estdo vivendo cada
vez mais e, consequentemente, o tempo de exposicdo a4 doenga também aumenta. Assim,

¢ fundamental entender o comportamento do HIV-1 nos sitios subgengivais e verificar o
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possivel efeito da sua presenga por longo periodo de tempo ndo apenas para a condi¢ao
periodontal, mas também para a saude sist€mica do individuo. Entretanto, futuros estudos

ainda serdo necessdrios para alcangar tais objetivos.

6- CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, ndo hé associagcdo da carga viral
no biofilme subgengival com a carga viral plasmatica do HIV-1 e os parametros clinicos

periodontais em pacientes infectados pelo HIV.
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8 - ANEXOS

ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA /FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROJETO DE PESQUISA EM PERIODONTIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor e Senhora,

A pesquisa da qual estd sendo convidado(a) a participar, intitulada “Risco de desenvolver doenga periodontal
em adultos infectados pelo HIV em atendimento num Hospital Universitario do Rio de Janeiro: um estudo de coorte
prospectivo”, visa identificar e caracterizar as doencas que afetam as gengivas e 0 0sso que suportam os dentes na
boca, denominadas DOENCAS PERIODONTAIS, em pacientes infectados pelo HIV. As doengas periodontais sdo
infec¢des causadas pelo actimulo de bactérias especificas presentes na placa dental bacteriana localizada abaixo da
gengiva, o que leva a uma inflamag@o e possivel perda do dente. Esta doenga afeta principalmente adultos, mas também
pode ocorrer em individuos jovens e em criancas. Ela se manifesta pela inflamagdo da gengiva, com sangramento e
vermelhiddo gengival, presenca de tdrtaro e placa dental (massa branca aderida ao dente), dor, presenca ou nio de pus e
mobilidade (“amolecimento”) do dente. Além das bactérias, outros fatores podem favorecer o aparecimento desta
doenca, como fumo, stress, diabetes, a composi¢do genética e a infec¢do pelo HIV. Alguns individuos possuem genes
especificos no seu cromossomo que podem aumentar sua chance de desenvolver a doenga. Por isso, este estudo ird
avaliar as bactérias encontradas na placa dental e alguns genes especificos que possam ter alguma influéncia nessas
doengas numa populag@o soropositiva para o HIV. Para participar dele é necessdrio ter saide periodontal ou apresentar
uma doencga periodotal leve a moderada (sangramento, vermelhiddo e inchaco da gengiva, dente amolecido, dor,
presenca de tartaro), ndo estar gravida nem amamentando, estar com boa saide geral, ndo ter tido tratamento para as
gengivas ou ter tomado antibidticos nos tltimos 6 meses. O protocolo da pesquisa envolve inicialmente um exame
clinico oral (exame da gengiva e dentes para avaliar inflamagdo e presenga de placa dental ou tédrtaro) e radiograficos
de todos os dentes. Além disso, a placa dental bacteriana serd removida com uma cureta periodontal estéril (usada
para remocdo de tdrtaro) de alguns dentes. A saliva (que contém grandes quantidades de células da bochecha) também
serd coletada num recipiente plastico para a identificagdo dos genes especificos do paciente. Os individuos selecionados
que aceitarem participar desse estudo receberdo tratamento periodontal gratuito, consistindo de limpeza dos dentes
para remocdo da placa dental e tdrtaro, e controle da higiene. Este estudo terd a duracio de 4 anos e envolverd de 6-12
visitas de aproximadamente 1 hora, sendo que haverd acompanhamento a cada 3 meses apds o tratamento. Todos os
exames e tratamento serdo feitos com material estéril e equipamento odontoldgico adequados num consultério
pertencente ao Hospital Clementino Fraga Filho da UFRIJ, pelo pesquisador responséavel. Pacientes que necessitarem de
outros tratamentos serdo encaminhados as diferentes especialidades da Clinica da Faculdade de Odontologia da UFRIJ.
Os procedimentos deste estudo envolvem exames clinicos e tratamento de gengiva que sdo normalmente realizados no
consultdrio dentdrio e ndo implicam em nenhum risco maior ao paciente. Além disso, cada participante responderd um
questiondrio amplo sobre saide em geral, hdbitos alimentares e diferentes aspectos de saide bucal, que levard
aproximadamente 30 minutos. Os participantes terdo como beneficio o tratamento odontoldgico por profissionais
especializados, sem custos, assim como um melhor conhecimento do seu estado de satide oral e geral. Os resultados de
seus exames serdo confidenciais e estardo disponiveis para quando vocé quiser requisitd-los. Os dados desta pesquisa
poderdo ser apresentados em congressos ou publicados em revistas especializadas, mas a identidade dos participantes
serd sempre preservada. Finalmente, vocé estard a vontade para nfo participar desse estudo ou desistir de continuar, a
qualquer momento, sem prejuizo ao seu tratamento. Portanto, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos,
solicitamos que vocé date e assine esse formuldrio de consentimento. Em caso de didvida, durante todo o estudo, vocé
terd acesso ao profissional responsédvel (Lucio de Souza Gongalves) que pode ser encontrado no endere¢co Rua Dois de
Dezembro, 78, 913, Flamengo, telefones (21) 2205-3425 ou 9455-0040.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes sobre o estudo acima citado que li ou
que foram lidas para mim.

Nome/assinatura do paciente Rio de Janeiro,  / /




Nome/assinatura do pesquisador Rio de Janeiro,___/___/
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ANEXO 2
FICHA DE ANAMNESE
Nome:
Endereco:
Bairro: Cep: Data de Nascimento: __ /_ /
Sexo: ( ) Masc. ( ) Fem. Nacionalidade/Naturalidade: Estado Civil:
Racga: Tel:

Pesquisador nas Perguntas sobre escolaridade preencher:
1= Analfabeto/lé-escreve 3= 1°grau completo 5=2°grau completo

2= 1° grau incompleto 4= 2°grau incompleto 6= 3° grau incompleto/completo

Escolaridade: I:I

Quantos comodos existem na casa: I:I

Quantas pessoas residem na moradia? I:I

Renda familiar (marcar em saldrios minimos): |

A. INFORMACOES MEDICAS

1- Nome do seu médico:

Telefone:
2- Data do seu dltimo exame médico: / /
3- Vocé ja foi hospitalizado(a)? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo Sei
4- Em caso de resposta positiva, qual o motivo?
5- Vocé esta sob cuidados médicos? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei

6- Em caso de resposta positiva, qual o motivo?

7- Vocé tem ou ja teve algumas das seguintes condicoes:

a- Doencas congénitas do coragio? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei

b-Doencas  cardiacas (ex.: infarto, angina, derrame, pressdo alta, pressdo baixa)?

( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
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= Respiragdo dificil quando deitado ou sem fazer esforco fisico?____ () Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
=  Inchaco nos pés ou nos tornozelos? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo Sei
=  Dor, pressdo ou mal estar no peito? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
c- Febre reumatica? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo Sei
d- Endocardite bacteriana? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
€- Sopro no coragdo? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
f- Desmaios, convulsdes ou epilepsia ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
g- Dor de cabega freqiiente (2 ou mais por semana)? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
h- Tratamento com neurologista? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo Sei
i- Problemas pulmonares (ex.: tuberculose, asma, enfisema, bronquita)?_____ ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
j- Hepatite, outras doengas hepdticas, ictericia? () Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
k- Artrite ou dores articulares? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
1- Doengas sexualmente transmissiveis (ex.: sifilis, gonorréia, AIDS)? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
m- Diabetes? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Néo Sei
=  Demlora na cicatrizacao dos ferimentos? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
=  Vocé urina mais de 6 vezes por dia? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Néo Sei
=  Vocé sente sede a maior parte do tempo? () Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei

n- Problemas sangiiineos (ex.: anemia, fragilidade capilar, coagulacdo, sangramento, hemoptise, melena,

hematemese, hematria, epistaxes)? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei

o- Ulceras ou outros problemas estomacais? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei

p- Reacdo alérgica a: anestésicos, antibidticos (ex.: penicilina, tetraciclina), sulfa, analgésicos, anti-

inflamatdrios, tranqiiilizantes, outros (ex.: alimentos, iodo, poeira)? _( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
g-Em caso de resposta positiva, qual(is) substancia(s) vocé é
alérgico?

8- Vocé ja foi submetido a transfusdo sangiiinea? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
9- Vocé estd tomando algum medicamento (listar mais adiante)? () Sim ( ) Néo ( ) Nao Sei
10- Voce teve alguma reducdo acentuada do seu peso? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
11- Voce teve alguma alteragdo recente no seu apetite? () Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei

12- Voce foi submetido a radioterapia? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
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13- Voce ja foi submetido a tratamento para (marcar 1 = sim; 2 = ndo; e 3 = nio sabe)

Outros

DOENCA DOENCA
Hipetrofia de parétidas Impetigo
Doenca renal Estréfila

Sindrome nefrética

Eczema Seborréico

Amigdalite Osteomielite
Diarréia Déficit de crescimento
Moniliase Retinite

(CMV toxoplasmose)
Otite Articulagdo (artrite)

Infeccao respiratdria

Distirbios emocionai

Problesmas gastrointestinais Hipertensao
Pneumonia Cardiopatias
Escarlatina Diabetes
Hemoglobinopatia Colagenoses
Febre Anemia

Herpes labial Hepatite

Herpes Zoster Alergia respiratéria
Gengivoestomatite Aftas

Herpética

Retardo mental Trombocitopenia
Doeng¢a mentabélicas Leucopenia
Encefolapatia Agranulocitose

Neuropatia periférica

Retardo do desenv.
psicomotor

14- Gravidez

Em caso de resposta positiva, hd quantos meses?
Vocé ja passou pela menopausa?

Voce estd tomando algum hormonio?

15- Habitos:

Fumo

() Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei

( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo Sei

( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo Sei

(1- ndo; 2-de 1 a 10 cig. P/ dia; 3- de 10 a 20 cig. P/dia; 4- + de 20 cirg. P/dia)

Caso seja ex-fumante, informe:



H4 quanto tempo parou?

fumava?

Alcool I:I

(1- sim; 2- ndo) Consumo didrio:

Drogas
(1- sim; 2- ndo; 3- injetdveis) I:I

Quanto tempo

fumou?

16- Vocé tomou algum medicamento nos tltimos dias?

(1- sim ; 2- ndo) I:I

Quantos

Se a resposta for positiva, quais os medicamentos que vocé utilizou nos dltimos 90 dias?
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cigarros

MEDICAMENTO

POSOLOGIA

Quando vocé fez exame p/ o HIV ?

Por que vocé fez o teste da AIDS ?

(colocar a data)
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Dados

Laboratoriais:

Data

s

Data

s

Data

s

Data

s

Data

s

Data

s

Data

s

Data

s

Data

s

Hemacias

Hematocito

plaquetas

VHS

Leucécitos

Neutréfilos

Linfécitos

Granuldcitos

CDh4

CD8

CD4/CD8

Carga Viral

Taxa de

glicose
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B. INFORMACOES ODONTOLOGICAS

1- Queixa principal:

2- Nome do seu dentista: Telefone:

3- Freqiiéncia de visitas ao dentista:

4- Data da ultima visita ao dentista:

5- Sua gengiva sangra? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
6- Voce jd teve abscesso periodontal ou GUNA? () Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
7- Vocé ja foi submetido a tratamento periodontal? () Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei

8- Em caso de resposta positiva:
= Qual? Quando?

9- Vocé ja foi submetido a tratamento ortodontico? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Néo Sei

10- Em caso de resposta positiva:

= Qual?
=  Quando? Duragdo do tratamento?
11- Vocg j4 foi submetido a tratamento endodontico? () Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei

=  Em caso de resposta positiva, informar a data do tratamento:

12- Vocé usa ou ja usou alguma prétese dentéria? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo Sei

= Em caso de resposta positiva, informar o tempo de duracio da prétese em uso:

13- Historia Familiar:
=  Alguém em sua familia tem ou teve doenca periodontal? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
. Agﬁem em sua familia teve perda precoce dos dentes? () Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei

= Em caso de resposta positiva, citar quem e possiveis causas:

14- Vocé costuma respirar pela boca? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao Sei
15- Vocé range os dentes? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
16- Quantas vezes vocé escova os dentes por dia?

17- Alguém ja lhe ensinou a escovar os dentes? () Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
18- Vocé usa fio dental? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo Sei

19- Voce usa ou ja usou algum medicamento para de problemas dentdrios?__( ) Sim ( ) Ndo ( ) Nao Sei
29- Em caso de resposta positiva, informe qual medicamento, quando usou e as condi¢des que levou ao

uso:




OUTRAS INFORMACOES
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DATA

/

ASSINATURA
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ANEXO 3
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho

Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO —n.° 746/07 Rio de Janeiro, 19 de setembro de 2007,
Da: Coordenadora do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dr. Lucio de Souza Gongalves
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.
Sr. (a) Pesquisador (a).

Informo a V. S.a. que o CEP constituido nos Termos da
Resolugdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude e, devidamente
registrado na Comissao Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e
emitiu parecer sobre a documentagio referente ao protocolo e seu respectivo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme abaiyo
discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 054/07 - CEP

Titulo: “Risco de desenvolver doenga periodontal em adultos

infectados pelo HIV em atendimento num Hospital Universitério do Rio De
Janeiro: um estudo de coorte prospectivo™.

Pesquisador (a) responsavel: Dr. Lucio de Souza Gongalves

Data de apreciagdo do parecer: 26/07/2007

Parecer: "APROVADO.”

Informo ainda. que V. Sa. deverd apresentar relatério
semestral, previsto para 26/01/2008, anual e/ou relatério final para este

Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VII. 13.d.. da
Resolugdo n. ° 196/96 — CNS/MS).

Alenciosamente,

Prof®. Alice Helena Dutra Violante
Coordenadora do CEP

(s

Mario Teixeira Antonio
Coordenador Substituio do CEP



ANEXO 4

EXAME CLINICO PERIODONTAL
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NOME:

DATA:

Dentes

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

PBS

NCI

Furca
Trauma
oclusal
Mobilidade
Def. 6sseo

Dentes

38

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

47

48

PBS

NCI

Furca
Trauma
oclusal
Mobilidade
Def. 6sseo
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Dentes

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

MV

\

DV

IP | ML

L

DL

MV

\4

IG | DV

ML

L

DL

Dentes

38

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

47

48

MV

\

DV

IP | ML

L

DL

MV

\4

IG | DV

ML

L

DL

IP = Indice de Placa

IG = Indice Gengival

%

%

PBS = Profundidade de Bolsa a Sondagem
NCI = Nivel Clinico de Insercao

DIAGNOSTICO:




PLANO DE TRATAMENTO PERIODONTAL
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DATA: / /

PACIENTE: concorda com o plano de tratamento?




FICHA DE EVOLUCAO
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DATA

PROCEDIMENTO




