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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi detectar a carga viral do citomegalovirus (CMV) e presenca de
periodontite em pacientes renais crénicos submetidos a hemodialise. Estudo epidemioldgico
e observacional, composto por um grupo caso que envolvia pacientes em hemodialise
provenientes do Hospital das Clinicas da UFPE e do Hospital Maria Lucinda. O grupo controle
foi composto por pacientes que realizaram primeira consulta para triagem na clinica de
Estomatologia da UFPE, sendo saudaveis para doenca renal cronica. A deteccdo do CMV foi
feita pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. O diagndstico
periodontal foi estabelecido através da avaliacdo da profundidade de sondagem, perda de
insercdo clinica, presenca de placa visivel e de sangramento a sondagem. Foram avaliados
109 pacientes (Caso: n=54; Controle: n=55) com idade média de 46,5 + 12,8 anos, variando
dos 18 aos 78 anos, na qual a maioria (56%) era do sexo feminino. Todos os pacientes do
grupo controle foram negativos para CMV, enquanto 29 pacientes do grupo caso (53,9%)
apresentaram-se positivos. Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre
os dois grupos quanto a presenca de placa visivel (p=0,249), grau (p=0,960) e extensdo
(p=0,763) da periodontite. Entretanto, o sangramento a sondagem foi significativamente
menor (p<0,001) nos pacientes do grupo caso. Quando os pacientes em hemodialise foram
subdivididos quanto ao tempo de tratamento (até 12 meses; 1 a 2 anos; mais de 2 anos)
também nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas quanto ao grau de
periodontite (p=0,060) e presenca de CMV (p=0,588). N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre os 2 grupos quanto a presenca de periodontite, entretanto, o CMV foi

positivo apenas nos pacientes em hemodidlise.

Palavras-chave: Hemodidlise. Citomegalovirus. Doencas Periodontais. Reacdo em Cadeia

da Polimerase em Tempo Real.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the prevalence of cytomegalovirus (CMV) and
periodontitis in chronic renal patients undergoing hemodialysis. The present study was
epidemiological and observational, composed of a case group that involved patients on
hemodialysis from the UFPE Hospital das Clinicas and Maria Lucinda Hospital, Recife, PE.
The control group consisted of patients who first consulted for screening at the Stomatology
Clinic of UFPE, and were healthy for chronic kidney disease. The detection of CMV was done
by the real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) technique. Periodontal diagnosis was
established through evaluation of probing depth, clinical attachment loss, presence of visible
plague and bleeding on probing. A total of 109 patients (Case: n = 54; Control: n = 55) were
evaluated, with a mean age of 46.5 + 12.8 years, ranging from 18 to 78 years, which the
majority (56%) were female. All patients in the control group were negative for CMV, while 29
patients in the case group (53.9%) were positive. There was no statistically significant
difference between the two groups regarding the presence of visible plaque (p = 0.249), grade
(p = 0.960) and extent (p = 0.763) of periodontitis. However, bleeding on probing was
significantly lower (p = 0.000) in the patients in the case group. When hemodialysis patients
were subdivided into treatment time (less than 12 months, 1 to 2 years, more than 2 years),
no statistically significant differences were found in the degree of periodontitis (p = 0.060) and
presence of CMV (p = 0.588). There was no statistically significant difference between the two
groups regarding the presence of periodontitis, however, CMV was positive only in

hemodialysis patients.

Keywords: Hemodialysis. Cytomegalovirus. Periodontal Diseases. Real-Time Polymerase

Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) € uma enfermidade grave, com alteragdo da estrutura
dos rins, causando perda lenta, progressiva e irreversivel das suas funcbes. Essa patologia
pode derivar de uma ampla gama de doencas, tais como: diabetes, hipertensdo e
glomerulonefrite®. Independentemente da sua etiologia, a DRC pode progredir para um
estagio terminal, na qual limitacdes na capacidade de filtracdo glomerular causam a uremia,
caracterizada pelo acimulo no sangue de produtos metabdlicos que deveriam ser filtrados e
excretados pelos rins. Esse acumulo provoca diversos distlrbios sistémicas que, se nao
tratados, levam o paciente a Gbito, gerando, assim, a necessidade por terapias substitutivas

como a didlise e o transplante renal®,

Fraqueza, disturbios na coagulacdo e no sistema imune sdo algumas das alteragbes
sistémicas decorrentes da sindrome urémica. O comprometimento imunolégico é responsavel
por proporcionar um aumento da susceptibilidade a infec¢gdes, uma das mais prevalentes
causas de morbidade e mortalidade no paciente renal crdnico, necessitando de maior

monitoramento para evitar o estabelecimento de qualquer foco infeccioso?.

Uma das infecgBes oportunistas mais frequentemente encontrada nesta populagéo é
decorrente do citomegalovirus (CMV), um B-herpesvirus ubiquoto, com uma soroprevaléncia
(IgM e 1gG) na populagédo entre 40% e 100%!°%. Pacientes em hemodialise seriam mais
susceptiveis a adquirir esse virus devido as inimeras transfusfes sanguineas a que estao
sujeitos. Sua inoculacdo normalmente ocorre na infancia de forma assintomatica,
permanecendo na forma latente na maior parte da vida, e dificimente compromete a saude
de pacientes saudaveis. Contudo, devido ao imunocomprometimento do paciente renal, é

possivel que ocorra a replicacédo viral e o estabelecimento da doenca®.

Por se tratar de uma terapia desgastante que dificulta as atividades diarias, os
pacientes visam se libertar da hemodialise sendo candidatos a transplante renal*%2¢, A
deteccdo do CMV é imprescindivel ndo s6 para evitar complicacdes durante a fase dialitica
como, também, para diminuir a chance de insucesso do transplante. O paciente com peffil
soroldgico negativo ao virus, ao receber um 6rgdo de um doador positivo, terd maior chance
de desenvolver a doenca ativa por CMV, que é conhecida por influenciar na diminuicdo da

sobrevida ou rejeicdo do 6rgéo transplantado?.

Os sinais e sintomas da infeccao por CMV néo sdo especificos da doenga, por isso
nao se pode estabelecer um diagnostico clinico sem o auxilio do diagndstico laboratorial. Os
testes sorologicos, feitos por meio da identificacdo de anticorpos especificos IgM e IgG anti-

CMV (para indicar infecgdo aguda e cronica, respectivamente), sdo muito usados para definir



o status sorologico do doador e do receptor antes da cirurgia de transplante. Entretanto, esses
testes apresentam limitagdes, ndo conseguindo distinguir reinfeccdo, reativagdo viral e

infeccdo cronica®.

Técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
PCR) conseguem predizer a reativagdo viral antes mesmo do inicio dos sintomas,
identificando infec¢des subclinicas. A carga viral informada pelo PCR pode ser correlacionada
com o risco de desenvolver a doenca, guiando o profissional no monitoramento dos pacientes
e na necessidade de estabelecimento precoce da terapia antiviral. E uma técnica cara, mas é

rapida, sensivel e favorece ao melhor acompanhamento dos pacientes imunossuprimidos?14,

As infecgbes sistémicas, entretanto, ndo sdo as Unicas a desencadear transtornos
significativos a saude do paciente com DRC. A presenca de processos infecciosos na
cavidade oral pode complicar o quadro desses pacientes. Um exemplo disso é que muitos
estudos discutem uma relacdo bilateral entre a doencga periodontal e a DRC. Como o0s
pacientes em hemodidlise apresentam uma deficiéncia na imunidade, aumento da
susceptibilidade a infec¢cbes, e, muitas vezes, sdo mais negligentes quanto a saude bucal em
detrimento da salde sistémica, podem apresentar maior propensdo a desenvolver

periodontite, sendo um agravo muito prevalente nesse grupo”-8.

A doenca periodontal (DP) é uma condicao inflamatéria multifatorial complexa que
resulta, inicialmente, do acimulo de placa bacteriana na superficie dos dentes. No entanto, é
a resposta imunologica do paciente que determina a caracteristica destrutiva da doencga. Ha
um aumento de marcadores pro-inflamatérios, como algumas citocinas e proteina C-reativa,
em pacientes periodontalmente comprometidos’. Semelhantes marcadores também estéo
envolvidos no desenvolvimento da DRC. Esse aumento de mediadores inflamatérios poderia,
entdo, causar agravo indireto aos rins, enquanto que a disseminacéo de periodontopatbégenos

pela corrente sanguinea até este 6rgdo poderia causar um agravo direto?’.

Apesar de muitos estudos correlacionarem o CMV como fator de risco para pacientes
transplantado, poucos fazem a relacéo desse virus com os pacientes em hemodidlise. Da
mesma forma, no ambiente hospitalar, pouca relevancia tem sido dada as infec¢cBes orais
como potenciais modificadoras da situacdo sistémica desses pacientes, além disso, os
resultados na literatura sdo conflitantes entre a severidade da periodontite e a influéncia da
DRC. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os parametros clinicos periodontais
e a presenca do CMV em pacientes em hemodialise em comparacdo a um grupo controle,
com o intuito de verificar se ha maior probabilidade do paciente renal em desenvolver esses

guadros infecciosos.
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2 METODOLOGIA
Pacientes

Foi realizado um estudo epidemiolégico e observacional tipo caso-controle no periodo
de marco a novembro de 2016. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pernambuco (nimero de parecer: 1.445.608. Foram considerados 2

grupos: Pacientes em hemodidlise (Caso) e individuos sistemicamente saudaveis (Controle).
Inclusé&o por grupo

Foram incluidos na pesquisa pacientes de ambos os sexos, com idade superior a 18
anos. Foram excluidos os pacientes com menos de 8 dentes, sob terapia de
imunossupressao, fumantes, diabéticos, gravidas ou nutrizes e aqueles que tenham feito

tratamento periodontal nos ultimos 6 meses.

Pacientes do grupo caso foram provenientes do Servigos de Nefrologia do Hospital
das Cinicas da UFPE (HC-UFPE) e do Hospital Maria Lucinda, Recife - PE, Brasil. Foram
convidados a participar todos os pacientes que se apresentassem em hemodialise no
momento da visita, apos avaliacdo dos critérios de exclusdo. O grupo controle apresentou
pacientes que se declararam sistemicamente saudaveis que compareceram a clinica de
Estomatologia da UFPE para primeira consulta odontolégica de avaliagdo, pareando 0s

grupos em relacéo ao sexo e idade.

Todos os pacientes foram submetidos a uma avaliagéo periodontal de todos os dentes,
exceto terceiros molares, para avaliagdo da profundidade de sondagem, sangramento a
sondagem, presenca de placa visivel e perda de insercao clinica, semelhante a Brito, et al.
(2012)°. Para profundidade de sondagem foram sondados 6 sitios em cada dente (mésio-
vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, médio-lingual e disto-lingual),
enquanto para sangramento a sondagem e presenca de placa visivel foram 4 sitios (mesial,
distal, vestibular e palatina). O exame clinico foi realizado no proprio ambulatério de nefrologia
para o grupo caso e na clinica de Estomatologia para o grupo controle, por apenas um
examinador calibrado, com ajuda de espelho clinico plano nimero 5 (Duflex®) e sonda

periodontal milimetrada tipo Universidade Carolina do Norte (Trinity®).

Primeiramente classificou-se a periodontite quanto ao seu grau em: Sem periodontite,
leve (profundidade de sondagem de 4mm), moderada (5 ou 6mm) e severa (> ou = 7mm).
Depois classificou quanto a sua extensdo em: localizada (< ou = a 30% dos dentes afetados)
e generalizada (mais de 30%). Foram considerados pacientes com periodontite aqueles com
profundidade de sondagem = 04 mm em um ou mais sitios examinados, conforme critérios

estabelecidos pela AAP (Academia Americana de Periodontologia)?>. Depois da avaliacdo
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periodontal foi realizada a coleta de 3ml de sangue de cada paciente, que ficaram

armazenadas em freezer a -20°C.

Extracdo do DNA

O DNA foi extraido a partir de sangue total usando o Kit de extracdo Wizard Genomic
DNA Purification (Promega Bio Sciences, LLC. San Luis Obispo, CA, USA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante, feito a partir de 300ul do sangue total. O produto final foi
avaliado no NanoDrop-2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) para verificagdo da
presenca e qualidade do DNA extraido.

Amplificacdo do gene da CMV polimerase (pol)

A sequéncia génica correspondente a subunidade catalitica da DNA polimerase (pol)
presente no genoma do citomegalovirus (Human herpes virus 5 strain NANU complete
genome) disponivel no GeneBank: KU550090.1, foi utilizada como molde para o desenho de
dois novos oligonucleotideos especificos que flanqueiam uma regido conservada da CMV pol
que contempla um trecho de anelamento de primers e probes TagMan desenhados
previamente segundo Yun, et al. (2003)® e expostos na Tabela 1. Para a amplificacdo da
regido pol foram utiizados os primers: 1- P1F CMVpolclonagem (5
GCCAGCCTCTATCCTTCCATCATC-3) e P1R CMVpolclonagem (5-
CGCTGTCCGTGTCCCCGTAGATG-3’) cujo produto de PCR teve um fragmento de 586pb.
As reacdes de PCR para amplificacdo dos fragmentos génicos selecionados foram realizadas
em um volume final de 25 pl contendo 0,4 mM de cada dNTP, 1,6 uM de cada primer
associado (Tabela 1), 2,5 U de Platinum Tag DNA Polimerase® (Invitrogen), tamp&o contendo
20 mM Tris-HCI pH 8.4 / 50 mM de KCI, 2 mM de MgCl, e 100 ng do DNA molde extraido de

uma amostra positiva para CMV. As reagbes foram conduzidas em um termociclador

BIOMETRA® programado para uma etapa de desnaturacéo a 94°C por 3 min, seguido de 35
ciclos a 94°C por 50 seg, 52°C por 50 seg e 72°C por 120 seg, e uma etapa final de 72°C por
10 min. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
em tampao TBE 0,05X (Tris 8.9 mM; &cido borico 8.9 mM; EDTA 2 mM), corado com brometo
de etideo e visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta. Os fragmentos génicos
amplificados foram excisados do gel e purificados com o kit “GFX DNA and Gel Band

Purification®” (GE Healthcare), antes da etapa de clonagem.

Quadro 1. Oligonucleotideos desenhados a partir do genoma do Herpes virus humano 5
linhagem NANU gb KU550090.1 especificos para o gene da CMV polimerase.

Oligonucleotideo Sequéncia (5’ - 3’)
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PF CMVpolTagMan 5- CATGCGCGAGTGTCAAGAC -3
PR CMVpolTagMan 5- ACTTTGAGTGCCATCTGTTCCT -3’
Sonda TagMan 5-TGCGCCGTATGCTGCTCGACA-3

P- Primer, F- Forward, R- Reverse

Clonagem e sequenciamento do gene da CMV polimerase (pol) em pGEMTeasy

O produto de PCR do gene da CMV polimerase foi excisado e purificado a partir de
gel de agarose, o qual foi submetido a uma etapa de tratamento A-tailed, cuja reacéo foi
realizada em um volume final de 10ul contendo 5U de Platinum Tagq DNA Polimerase®
(Invitrogen), tampé&o contendo 20 mM Tris-HCI pH 8.4/ 50 mM de KCI, 2 mM de MgCl, e 0,2mM
do desoxinucleotideo dATP e foi incubada a 70°C em termobloco programado para 30min. O
vetor plasmidial de clonagem utilizado foi o pPGEM-T Easy® (Promega). A combinagéo vetor
plasmidial/fragmento de PCR foi calculada seguindo as instrucdes do fabricante e esta foi
tratada com T4 DNA ligase® (Promega) a 3U/ul. Apos a etapa de ligacdo, o DNA plasmidial
foi utilizado na transformacao de bactérias quimiocompetentes (Escherichia coli cepa Top10).
As colbnias foram selecionadas em placas de cultura com ampicilina/IPTG/X-Gal seguindo as
instru¢cdes do manual técnico do Kit pPGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems e estas
foram inoculadas em 5ml de meio de cultivo Luria-Bertani por 16h a 37°C para a realizagéo
de extracOes de DNA plasmidial. As mini-prepara¢fes plasmidiais foram realizadas através
do Kit QlAprep®Spin Miniprep - Plasmid DNA Purification (Qiagen). As preparacdes de DNA
plasmidial foram submetidas a reacdo de sequenciamento automatico no ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), realizada no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
(NPT) do CPgAM, com o intuito de avaliar a identidade e integridade das sequéncias clonadas.
As construcdes plasmidiais obtidas foram utilizadas como padrdo positivo para RT-PCR no
diagndstico de CMV.

Determinacé&o da carga viral do CMV

As construcdes plasmidiais obtidas na etapa acima foram utilizadas para elaboracéo
da curva padrédo para determinacdo da carga viral absoluta de CMV. Para a curva padrao
foram utilizados 5 pontos em diluicdo seriada partindo de 108 ng/ul. Para a RT-PCR, além dos
primers e sondas da tabela 1, foi utilizado o Universal master MIX tagman (Thermo Scientific).
A reacdo teve um volume fina de 25 ul, sendo 12,5 ul de master mix, 0,9 ul de primers F e R,
0,625 de sonda tagman, 6 ul H>O e 5 ul de DNA template. A programac&o seguiu a ciclagem
de 50°C por 2min, 95°C por 10 min seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 58°C por 1min.
A andlise de eficiéncia e célculo da concentracdo foi realizada utilizando o software SDS

software (termo scientific).
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Analise Estatistica

ApoOs a coleta, os dados foram tabulados no Microsoft Excel e analisados no programa
SPSS 20.0 para avaliagdo da andlise estatistica descritiva. As variaveis continuas foram
comparadas pelo teste ndo-paramétrico de Mann Whitney para comparar duas categorias e
Kruskal Wallis para compara mais de dois grupos. A comparacao de proporcdes foi através
do teste da Razédo de verossimilhanca quando o teste qui-quadrado nao fosse possivel. Em

todos os casos, foram considerados como nivel de significancia 95% (p<0,05).

3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a presenca de CMV e de periodontite em dois grupos: Pacientes em
hemodialise e nos saudaveis para doenca renal crénica.

Objetivos Especificos

e Avaliar a presenca da periodontite nos dois grupos estudados por meios dos
parametros clinicos: Profundidade de sondagem, perda de insercéo clinica,
sangramento gengival a sondagem e presenca de placa visivel.

e Inferir se ha diferenca na severidade da periodontite entre os dois grupos.

e Inferir se ha diferenca na presenca CMV por PCR em tempo real nos dois grupos
estudados.

¢ Inferir se ha diferenca no valor da carga viral do CMV por PCR em tempo real nos dois

grupos estudados.

4 CONCLUSAO

Concluimos, entdo, que a Periodontite e 0 CMV séo fatores de risco relevantes para
agravamento da DRC, sendo fundamental estabelecer como rotina tanto o monitoramento
para deteccdo da carga viral para CMV (principalmente em pacientes candidatos a
transplante), quanto a instrucdo sobre a importancia do cuidado odontolégico e o
encaminhamento para avaliacdo e tratamento periodontal. Afinal, como esses pacientes
apresentam relativa disfuncdo imune, é necesséria atencdo redobrada para minimizar os

focos de infeccdo decorrentes desses problemas, tanto de ordem sistémica quanto oral.
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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi detectar a carga viral do citomegalovirus (CMV) e
presenca de periodontite em pacientes renais crénicos submetidos a hemodialise. Materiais
e Métodos: Estudo epidemiolégico e observacional, composto por um grupo caso que
envolvia pacientes em hemodialise provenientes do Hospital das Clinicas da UFPE e do
Hospital Maria Lucinda. O grupo controle foi composto por pacientes que realizaram primeira
consulta para triagem na clinica de Estomatologia da UFPE, sendo saudaveis para doenca
renal crénica. A deteccdo do CMYV foi feita pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real. O diagnostico periodontal foi estabelecido através da avaliagdo da
profundidade de sondagem, perda de insercdo clinica, presenca de placa visivel e de
sangramento a sondagem. Resultados: Foram avaliados 109 pacientes (Caso: n=54;
Controle: n=55) com idade média de 46,5 + 12,8 anos, variando dos 18 aos 78 anos, na qual
a maioria (56%) era do sexo feminino. Todos os pacientes do grupo controle foram negativos
para CMV, enquanto 29 pacientes do grupo caso (53,9%) apresentaram-se positivos. Nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos quanto a presenca de
placa visivel (p=0,249), grau (p=0,960) e extensédo (p=0,763) da periodontite. Entretanto, o
sangramento a sondagem foi significativamente menor (p<0,001) nos pacientes do grupo
caso. Quando os pacientes em hemodialise foram subdivididos quanto ao tempo de
tratamento (até 12 meses; 1 a 2 anos; mais de 2 anos) também néo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas quanto ao grau de periodontite (p=0,060) e presenca
de CMV (p=0,588). Conclusao: Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os 2
grupos quanto a presenca de periodontite, entretanto, o CMV foi positivo apenas nos
pacientes em hemodialise.

Palavras-chave: Hemodidlise. Citomegalovirus. Doencas Periodontais. Reacdo em Cadeia

da Polimerase em Tempo Real.
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INTRODUGCAO

A doenca renal cronica (DRC) € uma enfermidade grave, com alteragdo da estrutura
dos rins, causando perda lenta, progressiva e irreversivel das suas funcdes. Essa patologia
pode derivar de uma ampla gama de doengas, como: diabetes, hipertensdo e
glomerulonefrite®. Independentemente da sua etiologia, a DRC pode progredir para um
estagio terminal, na qual limitacdes na capacidade de filtracdo glomerular causam a uremia,
caracterizada pelo acimulo no sangue de produtos metabdlicos que deveriam ser filtrados e
excretados pelos rins. Esse acumulo provoca diversos distlrbios sistémicas que, se nao
tratados, levam o paciente a Gbito, gerando, assim, a necessidade por terapias substitutivas
como a didlise e o transplante renal®,

Fraqueza, disturbios na coagulacdo e no sistema imune sdo algumas das alteracdes
sistémicas decorrentes da sindrome urémica. O comprometimento imunolégico é responsavel
por proporcionar um aumento da susceptibilidade a infec¢cdes, uma das mais prevalentes
causas de morbidade e mortalidade no paciente renal crénico, necessitando de maior
monitoramento para evitar o estabelecimento de qualquer foco infeccioso??.

Uma das infecgbes oportunistas mais frequentemente encontrada nesta populacéo é
decorrente do citomegalovirus (CMV), um B-herpesvirus ubiquoto, com uma soroprevaléncia
na populagdo entre 40% e 100%%2¢, Pacientes em hemodidlise seriam mais susceptiveis a
adquirir esse virus devido as inUmeras transfusbes sanguineas a que estdo sujeitos. Sua
inocula¢@o normalmente ocorre na infancia de forma assintomética, permanecendo na forma
latente na maior parte da vida, e dificilmente compromete a salde de pacientes saudaveis.
Contudo, devido ao imunocomprometimento do paciente renal, é possivel que ocorra a
replicagdo viral e o estabelecimento da doencga®.

Por se tratar de uma terapia desgastante que dificulta as atividades diarias, os
pacientes visam se libertar da hemodidlise sendo candidatos a transplante renal'626, A
detecgdo do CMV é imprescindivel ndo sé para evitar complicag6es durante a fase dialitica
como, também, para diminuir a chance de insucesso do transplante. O paciente com perfil
sorolégico negativo ao virus, ao receber um 6rgao de um doador positivo, terd maior chance
de desenvolver a doenca ativa por CMV, que é conhecida por influenciar na diminui¢cdo da
sobrevida ou rejeicdo do 6érgéo transplantado?®.

Os sinais e sintomas da infeccdo por CMV néo séo especificos da doenga, por isso
ndo se pode estabelecer um diagnostico clinico sem o auxilio do diagndstico laboratorial. Os
testes sorologicos, feitos por meio da identificacdo de anticorpos especificos IgM e IgG anti-
CMV (para indicar infec¢@o aguda e crbnica, respectivamente), sdo muito usados para definir
o status sorologico do doador e do receptor antes da cirurgia de transplante. Entretanto, esses
testes apresentam limitagBes, ndo conseguindo distinguir reinfeccdo, reativacdo viral e

infeccédo cronica’®.
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Técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
PCR) conseguem predizer a reativagdo viral antes mesmo do inicio dos sintomas,
identificando infec¢des subclinicas. A carga viral informada pelo PCR pode ser correlacionada
com o risco de desenvolver a doenca, guiando o profissional no monitoramento dos pacientes
e na necessidade de estabelecimento precoce da terapia antiviral. E uma técnica cara, mas é
rapida, sensivel e favorece ao melhor acompanhamento dos pacientes imunossuprimidos?4,

As infeccdes sistémicas, entretanto, ndo sdo as Unicas a desencadear transtornos
significativos a saude do paciente com DRC. A presenca de processos infecciosos na
cavidade oral pode complicar o quadro desses pacientes. Um exemplo disso € que muitos
estudos discutem uma relacdo bilateral entre a doenca periodontal e a DRC. Como os
pacientes em hemodidlise apresentam uma deficiéncia na imunidade, aumento da
susceptibilidade a infec¢bes, e, muitas vezes, sdo mais negligentes quanto a saude bucal em
detrimento da salde sistémica, podem apresentar maior propensdo a desenvolver
periodontite, sendo um agravo muito prevalente nesse grupo’8.

A doencga periodontal (DP) € uma condicao inflamatéria multifatorial complexa que
resulta, inicialmente, do acimulo de placa bacteriana na superficie dos dentes. No entanto, €
a resposta imunoldgica do paciente que determina a caracteristica destrutiva da doenca. Ha
um aumento de marcadores pro-inflamatérios, como algumas citocinas e proteina C-reativa,
em pacientes periodontalmente comprometidos’. Semelhantes marcadores também estao
envolvidos no desenvolvimento da DRC. Esse aumento de mediadores inflamatérios poderia,
entdo, causar agravo indireto aos rins, enquanto que a disseminacéao de periodontopatbégenos
pela corrente sanguinea até este 6rgdo poderia causar um agravo direto?’.

Apesar de muitos estudos correlacionarem o CMV como fator de risco para pacientes
transplantado, poucos fazem a relacdo desse virus com os pacientes em hemodialise. Da
mesma forma, no ambiente hospitalar, pouca relevancia tem sido dada as infec¢Ges orais
como potenciais modificadoras da situacdo sistémica desses pacientes, além disso, 0s
resultados na literatura sdo conflitantes entre a severidade da periodontite e a influéncia da
DRC. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os parametros clinicos periodontais
e a presenca do CMV em pacientes em hemodialise em compara¢do a um grupo controle,
com o intuito de verificar se ha maior probabilidade do paciente renal em desenvolver esses

guadros infecciosos.

METODOLOGIA
Pacientes
Foi realizado um estudo epidemiol6gico e observacional tipo caso-controle no periodo

de marco a novembro de 2016. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
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Universidade Federal de Pernambuco (numero de parecer: 1.445.608. Foram considerados 2

grupos: Pacientes em hemodidlise (Caso) e individuos sistemicamente saudaveis (Controle).

Inclusé&o por grupo

Foram incluidos na pesquisa pacientes de ambos os sexos, com idade superior a 18
anos. Foram excluidos os pacientes com menos de 8 dentes, sob terapia de
imunossupressao, fumantes, diabéticos, gravidas ou nutrizes e aqueles que tenham feito
tratamento periodontal nos Gltimos 6 meses.

Pacientes do grupo caso foram provenientes do Servigcos de Nefrologia do Hospital
das Cinicas da UFPE (HC-UFPE) e do Hospital Maria Lucinda, Recife - PE, Brasil. Foram
convidados a participar todos os pacientes que se apresentassem em hemodialise no
momento da visita, apés avaliagdo dos critérios de exclusdo. O grupo controle apresentou
pacientes que se declararam sistemicamente saudaveis que compareceram a clinica de
Estomatologia da UFPE para primeira consulta odontolégica de avaliagdo, pareando os
grupos em relagéo ao sexo e idade.

Todos os pacientes foram submetidos a uma avaliacéo periodontal de todos os dentes,
exceto terceiros molares, para avaliacdo da profundidade de sondagem, sangramento a
sondagem, presenca de placa visivel e perda de insercdo clinica, semelhante a Brito, et al.
(2012)8. Para profundidade de sondagem foram sondados 6 sitios em cada dente (mésio-
vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, médio-lingual e disto-lingual),
enquanto para sangramento a sondagem e presenca de placa visivel foram 4 sitios (mesial,
distal, vestibular e palatina). O exame clinico foi realizado no proprio ambulatério de nefrologia
para o grupo caso e na clinica de Estomatologia para o grupo controle, por apenas um
examinador calibrado, com ajuda de espelho clinico plano nimero 5 (Duflex®) e sonda
periodontal milimetrada tipo Universidade Carolina do Norte (Trinity®).

Primeiramente classificou-se a periodontite quanto ao seu grau em: Sem periodontite,
leve (profundidade de sondagem de 4mm), moderada (5 ou 6mm) e severa (> ou = 7mm).
Depois classificou quanto a sua extensdo em: localizada (< ou = a 30% dos dentes afetados)
e generalizada (mais de 30%). Foram considerados pacientes com periodontite aqueles com
profundidade de sondagem = 04 mm em um ou mais sitios examinados, conforme critérios
estabelecidos pela AAP (Academia Americana de Periodontologia)?>. Depois da avaliacdo
periodontal foi realizada a coleta de 3ml de sangue de cada paciente, que ficaram

armazenadas em freezer a -20°C.

Extracdo do DNA
O DNA foi extraido a partir de sangue total usando o Kit de extracao Wizard Genomic

DNA Purification (Promega Bio Sciences, LLC. San Luis Obispo, CA, USA) de acordo com as
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recomendacdes do fabricante, feito a partir de 300ul do sangue total. O produto final foi
avaliado no NanoDrop-2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) para verificagdo da
presenca e qualidade do DNA extraido.

Amplificacdo do gene da CMV polimerase (pol)

A sequéncia génica correspondente a subunidade catalitica da DNA polimerase (pol)
presente no genoma do citomegalovirus (Human herpes virus 5 strain NANU complete
genome) disponivel no GeneBank: KU550090.1, foi utilizada como molde para o desenho de
dois novos oligonucleotideos especificos que flanqueiam uma regido conservada da CMV pol
gue contempla um trecho de anelamento de primers e probes TagMan desenhados
previamente segundo Yun, et al. (2003)%° e expostos na Tabela 1. Para a amplificacdo da
regiado pol foram utilizados os primers: 1- P1F CMVpolclonagem (5
GCCAGCCTCTATCCTTCCATCATC-3) e P1R CMVpolclonagem (5'-
CGCTGTCCGTGTCCCCGTAGATG-3) cujo produto de PCR teve um fragmento de 586pb.
As reacdes de PCR para amplificacdo dos fragmentos génicos selecionados foram realizadas
em um volume final de 25 pl contendo 0,4 mM de cada dNTP, 1,6 uM de cada primer
associado (Tabela 1), 2,5 U de Platinum Tag DNA Polimerase® (Invitrogen), tampao contendo
20 mM Tris-HCI pH 8.4 / 50 mM de KCI, 2 mM de MgCl, e 100 ng do DNA molde extraido de

uma amostra positiva para CMV. As reagbes foram conduzidas em um termociclador

BIOMETRA® programado para uma etapa de desnaturacéo a 94°C por 3 min, seguido de 35
ciclos a 94°C por 50 seg, 52°C por 50 seg e 72°C por 120 seg, e uma etapa final de 72°C por
10 min. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
em tampao TBE 0,05X (Tris 8.9 mM; &cido borico 8.9 mM; EDTA 2 mM), corado com brometo
de etideo e visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta. Os fragmentos génicos
amplificados foram excisados do gel e purificados com o kit “GFX DNA and Gel Band

Purification®” (GE Healthcare), antes da etapa de clonagem.

Quadro 1. Oligonucleotideos desenhados a partir do genoma do Herpes virus humano 5

linhagem NANU gb KU550090.1 especificos para o gene da CMV polimerase.

Oligonucleotideo Sequéncia (5’ - 3’)

PF CMVpolTagMan 5- CATGCGCGAGTGTCAAGAC -3
PR CMVpolTagMan 5- ACTTTGAGTGCCATCTGTTCCT -3
Sonda TagMan 5-TGCGCCGTATGCTGCTCGACA-3

P- Primer, F- Forward, R- Reverse

Clonagem e sequenciamento do gene da CMV polimerase (pol) em pGEMTeasy
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O produto de PCR do gene da CMV polimerase foi excisado e purificado a partir de
gel de agarose, o qual foi submetido a uma etapa de tratamento A-tailed, cuja reacéo foi
realizada em um volume final de 10ul contendo 5U de Platinum Tag DNA Polimerase®
(Invitrogen), tampao contendo 20 mM Tris-HCI pH 8.4/ 50 mM de KCI, 2 mM de MgCl; e 0,2mM
do desoxinucleotideo dATP e foi incubada a 70°C em termaobloco programado para 30min. O
vetor plasmidial de clonagem utilizado foi o0 pGEM-T Easy® (Promega). A combinacéo vetor
plasmidial/fragmento de PCR foi calculada seguindo as instrucdes do fabricante e esta foi
tratada com T4 DNA ligase® (Promega) a 3U/ul. ApGs a etapa de ligacdo, o DNA plasmidial
foi utilizado na transformacé&o de bactérias quimiocompetentes (Escherichia coli cepa Top10).
As colbnias foram selecionadas em placas de cultura com ampicilina/IPTG/X-Gal seguindo as
instru¢cdes do manual técnico do Kit pPGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems e estas
foram inoculadas em 5ml de meio de cultivo Luria-Bertani por 16h a 37°C para a realizacdo
de extracbes de DNA plasmidial. As mini-preparacfes plasmidiais foram realizadas através
do Kit QIAprep®Spin Miniprep - Plasmid DNA Purification (Qiagen). As preparagdes de DNA
plasmidial foram submetidas a reacdo de sequenciamento automatico no ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), realizada no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
(NPT) do CPgAM, com o intuito de avaliar a identidade e integridade das sequéncias clonadas.
As construcdes plasmidiais obtidas foram utilizadas como padrdo positivo para RT-PCR no
diagnostico de CMV.

Determinacéo da carga viral do CMV

As construgdes plasmidiais obtidas na etapa acima foram utilizadas para elaboracéo
da curva padréo para determinagdo da carga viral absoluta de CMV. Para a curva padréo
foram utilizados 5 pontos em diluicéo seriada partindo de 10° ng/ul. Para a RT-PCR, além dos
primers e sondas da tabela 1, foi utilizado o Universal master MIX tagman (Thermo Scientific).
A reacao teve um volume fina de 25 ul, sendo 12,5 ul de master mix, 0,9 ul de primers F e R,
0,625 de sonda tagman, 6 ul H.O e 5 ul de DNA template. A programacao seguiu a ciclagem
de 50°C por 2min, 95°C por 10 min seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 58°C por 1min.
A andlise de eficiéncia e célculo da concentracdo foi realizada utilizando o software SDS

software (termo scientific).

Analise Estatistica

ApOs a coleta, os dados foram tabulados no Microsoft Excel e analisados no programa
SPSS 20.0 para avaliagdo da andlise estatistica descritiva. As variaveis continuas foram
comparadas pelo teste ndo-paramétrico de Mann Whitney para comparar duas categorias e

Kruskal Wallis para compara mais de dois grupos. A comparacéo de propor¢des foi através
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do teste da Raz&o de verossimilhanca quando o teste qui-quadrado néo fosse possivel. Em

todos os casos, foram considerados como nivel de significancia 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Foram avaliados 109 pacientes, sendo 54 do grupo caso (Hemodialise) e 55 do grupo
controle. A maioria dos pacientes era do sexo feminino (56%), com idade média de 46,5 +
12,8 anos, variando dos 18 aos 78 anos. Houve maior predominio de individuos com baixa
escolaridade em ambos os grupos, no qual, 57,9% cursaram apenas até o ensino
fundamental.

Em relacdo a presenca do CMV, nenhum paciente do grupo controle teve resultado
positivo, enquanto no grupo caso 29 (53,7%) foram positivos. A carga viral variou de 214.250
a 396.821 copias/mL, com valor médio de 265.282 cépias/mL. Essas cargas foram
consideradas baixas de acordo com a faixa de deteccao estabelecida para o0 CMV durante a
PCR, que variou de 24 mil a 1 milhdo de cdépias/ml. Os resultados da carga viral foram
condizentes com a auséncia de infeccdo ativa por CMV, tanto sistémica quanto oral, nos
pacientes avaliados.

Ao correlacionar a presenca do CMV no grupo caso com as variaveis: ldade (p=0,425),
tempo de hemodidlise (p= 0,620), grau (p= 0,181) e a extensao (p=0,127) da periodontite,
nenhum resultado estatisticamente significativo foi encontrado. Nem mesmo quando
subdividimos esses pacientes quanto ao tempo de hemodidlise (até 1 ano; 1 a 2 anos e mais
de 3 anos), nenhuma diferencga significativa foi encontrada quanto a presenca do CMV, como
€ visto na tabela 1.

J& quando a periodontite foi avaliada, comparando os dois grupos em relacdo ao seu
grau (p= 0,960) e extenséo (p=0,763), nenhuma diferenca foi encontrada. Ambos os grupos
tiveram alta prevelancia desse agravo. Apenas 10 pacientes do grupo caso (18,5%) nao
apresentaram periodontite, contra 9 do grupo controle (16,36%), como mostra a tabela 2. A
periodontite severa generalizada foi a forma mais presente tanto nos pacientes em
hemodialise (37%) quanto nos controles (38,18%).

A escolaridade teve correlagdo signifitativa com o grau da periodontite tanto no grupo
caso (p=0,024) quanto no grupo controle (p=0,012), no qual pacientes com baixa escolaridade
tiveram maiores chances de desenvolver periodontite severa. Ja ao correlacionar a idade com
o0 grau de periodontite, quanto mais velho o paciente, maior a chance de desenvolver
periodontite, tanto nos pacientes em hemodialise (p<0,001) quanto nos saudaveis (p=0,002),
como mostra a tabela 3.

A média da porcentagem de faces com sangramento foi menor no grupo caso (12,7%)

do que no controle (21,4%) com diferenca estatisticamente significativa (p<0,001). Ja em
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relacdo a média das faces com presenca de placa visivel os resultados foram bastante

semelhantes entre grupo caso (12,2%) e controle (12,6%), como mostra a tabela 4.

DISCUSSAO

Infec¢des por CMV ja sdo bem conhecidas por provocar graves alteragdes como febre
alta, renitite, colite e neuropatia em pacientes imunossuprimidos, transplantados e HIV
positivo, entretanto, pouco tem se falado da sua importancia para os pacientes renais crénicos
submetidos a hemodialise. Esses pacientes ndo costumam ser monitorados para esse tipo de
infeccdo, mesmo apds alguns estudos relatarem que a sindrome urémica estd associada com
uma disfuncdo imune, incluindo defeitos nas funcdes de linfécitos e mondcitos, de modo que
um paciente em dialise pode estar com algum grau de imunossupressao, resultando em altas
taxas de morbidade e mortalidade por complicacdes infecciosas?.

Além disso, pacientes em hemodialise costumam estar na fila para transplante,
necessitando da eliminagdo de qualquer foco infeccioso. Todavia, as infecgdes sistémicas ndo
sdo as Unicas a agravar o estado de saude do paciente em didlise. A periodontite é uma
infeccdo oral inicialmente desenvolvida pelo acimulo de placa bacteriana na superficie
dentaria. No entanto, a resposta imunoinflamatéria fragilizada desses pacientes poderia
propiciar o agravamento e maior predisposicdo desses pacientes a DP, com possivel
disseminacéao sistémica, que pode comprometer ainda mais a salide desses pacientes?®.

Nesse estudo, quanto ao sangramento gengival, apesar de ndo termos visto diferenca
entre a quantidade de placa bacteriana nos 2 grupos, 0s pacientes em hemodialise tiveram
sangramento a sondagem significativamente menor. A inflamacédo gengival em pacientes
renais cronicos é uma relagcdo bem controversa na literatura. Souza, et al.?® (2005) e Yamalik,
et al.?® (1991) relataram que o menor sangramento encontrado nesse grupo pode ser
decorrente do estado urémico e sua imunossupressao, que poderiam diminuir a resposta
gengival frente a placa bacteriana.

N&o foi encontrada diferenga entre a presenca de periodontite entre 0os grupos caso e
controle. Os resultados obtidos foram semelhantes aos relatados nos estudos de Bayraktar,
et al.* (2007), Castillo, et al.2 (2007) e Matos, et al.’® (2011), sugerindo que talvez a DRC néo
tenha correlacdo direta com o agravamento da DP. Entretanto, nos trabalhos de Parkar, et
al.?! (2012), Chhokra, et al.® (2013) e Cengiz, et al.1° (2009) houve uma piora dos parametros
clinicos periodontais dos pacientes em hemodialise em comparagdo com um grupo controle.
Para Parkar, et al.?! (2012) a maior prevaléncia de periodontite em pacientes dialiticos pode
estar relacionada a negligéncia com a higiene bucal, pois esses pacientes costumam
apresentar baixa autoestima e grande estresse psicolégico, devido as desgastantes e

constantes sessdes de hemodidlise a que sdo submetidos. Isso dificultaria a procura por
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tratamentos odontol6gicos, que acabam sendo vistos como de menor prioridade em
detrimento da sua condic&o sistémica.

Um fator que pode ter influenciado na maior predisposicdo de Periodontite entre os
pacientes controles € que todos eles fizeram busca ativa ao Departamento de Odontologia,
pois, provavelmente, estavam com algum incomodo em relacdo a sua condi¢do bucal. J& os
pacientes em hemodialise foram todos convidados a participar enquanto estavam nas suas
sessfes de hemodidlise. Outro fator a se considerar para a alta prevaléncia da DP, em ambos
0S grupos, é que mais da metade dos pacientes (57,9%) s6 concluiram, no maximo, até o
ensino fundamental. O nivel educacional € uma varidvel demogréfica importante que tem sido
associada com habitos de higiene oral mais precarios, pois muitos deles podem néo ter
acesso a orientacdes basicas sobre esses cuidados?*. Repaldando os dados que obtidos, no
gual a escolaridade foi maior, tanto no grupo caso quanto no controle, para 0s pacientes sem
periodontite.

O fato da periodontite severa generalizada ter sido a mais predominante causa
preocupacéo, pois ela pode estar relacionada ao aumento local e sistémico de mediadores de
fase aguda, que também estdo presentes na progressédo da DRC’. Sendo assim, quanto mais
sitios ativos da doenca maior o risco de infeccdo sistémica, com possivel agravamento da
saude dos pacientes em hemodidlise’?. Alguns estudos, como Chen, et al.!! (2011) e
Yoshioka, et al.?® (2015) tem relatado que a periodontite severa tem associacdo com
mortalidade, por varias causas, em pacientes em hemodialise. JA& Huang, et al.}” (2015)
relataram que a melhora do periodonto, apés o tratamento periodontal, diminui
significativamente a chance de desenvolvimento de infec¢cbes sistémicas graves, como
endocardite, pneumonia e osteomielite, pois o tratamento periodontal diminui os mediadores
de fase aguda.

Enquanto a periodontite esta surgindo atualmente como um fator de risco nao
tradicional para DRC, o citomegalovirus (CMV), ha muito tempo, é considerado a infecgéo
viral oportunista mais comum e que mais causa morbidade, perda de enxerto e mortalidade
em renais cronicos.

O estudo de Bal, et al.2 (2013), que avaliou a influéncia do CMV em transplantados
renais, relatou a maior presenga desse virus nos pacientes transplantados que se
submeteram a hemodialise por mais tempo, além disso, a frequéncia de rejeicdo aguda foi
significativamente maior no grupo CMV positivo. Dentre todos os pacientes avaliados pelo
estudo acima, apenas 10,4% dos pacientes apresentaram carga viral positiva, que foi
considerada uma baixa taxa de prevaléncia do virus. Os autores associaram esse bom
resultado a avaliacao dos pacientes antes do transplante, no qual, pacientes em hemodialise
gue tinham carga negativa para CMV receberam, preferencialmente, o rim com carga viral

também negativa e para os que tivessem carga positiva foi estabelecida uma estratégia de



26

profilaxia antiviral. Isso mostra a importancia do monitoramento dos pacientes em hemodialise
para a presenca do virus.

Abou-El-Yazed, et al.! (2008), ao avaliar a prevaléncia do CMV em pacientes em
hemodialise pelas técnicas de soroprevaléncia (IgG e IgM) e de RT-PCR, relatou baixo indice
de concordancia entre elas. Enquanto para PCR 30% dos pacientes apresentaram carga
positiva para CMV, a soroprevaléncia para IgG foi de 98% e para IgM de 11%, sendo a PCR
considerada uma técnica mais precisa. Entratanto, ndo foram relatados os valores dessas
cargas virais e se elas estao de acordo com a situacao clinica do paciente.

Diferentemente dos resultados encontrados no nosso trabalho, Pliquett, et al.??(2011),
ao avaliar a prevaléncia de CMV em pacientes em hemodialise por RT-PCR, ndo encontrou
nenhum paciente com carga viral positiva. A comparacdo entre os diferentes resultados
obtidos na literatura para o RT-PCR é bastante dificultosa, jA que nao existe uma
padronizagdo na preparacdo dos testes e na deteccdo da carga viral do CMV entre os
laboratérios. Em um estudo comparativo entre laboratérios da Europa, Estados Unidos e
Canadéa a carga do CMV variou de 100 a 100.000cépias/mL entre laboratérios®®. Isso ndo
significa erro dos laboratérios. A diferenca € decorrente da: Elaboragcédo do teste, limite de
deteccao e intervalo linear, favorecendo a ampla variedade de valores decorrentes de cada
ensaio.

E preciso que o clinico conheca os padrdes de deteccédo do laboratério, para assim,
conseguir basear qual intervalo de carga viral seria condizente com o inicio da terapia antiviral
com uso, por exemplo, do aciclovir. Eshraghi, et al.?° (2015) ao tentar avaliar qual a possivel
carga viral estabeleceria a doenca clinica por CMV em transplantados renais, relatou uma
média de 3.651.800 copias/mL entre 0s pacientes sintomaticos e de 432.590 cOpias/mL entre
0s assintomaticos. Em nosso estudo, obtivemos uma média de 265.282 cépias/mL, que foi
considerada baixa, com chances relativamente reduzidas de desenvolver a doenga por CMV,
0 que concordou com a auséncia de doenca clinica.

Concluimos, entédo, que a Periodontite e o CMV séo fatores de risco relevantes para
agravamento da DRC, sendo fundamental estabelecer como rotina tanto 0 monitoramento
para detecgdo da carga viral para CMV (principalmente em pacientes candidatos a
transplante), quanto a instrucdo sobre a importancia do cuidado odontolégico e o
encaminhamento para avaliacdo e tratamento periodontal. Afinal, como esses pacientes
apresentam relativa disfuncdo imune, é necesséria atencdo redobrada para minimizar os

focos de infecc@o decorrentes desses problemas, tanto de ordem sistémica quanto oral.
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Tabela 1 - Distribuicdo das variaveis grau/extensao da periodontite e presenca de CMV
segundo o tempo de hemodialise

Tempo de Tratamento
Variaveis Até 12 De13a24 | Acimade?24 Total p-valor!
meses meses meses
n % n | % n | % n | %

Periodontite
Sem periodontite 5 50,0 1 10,0 4 40,0 10 100,0 0,060
Leve e Localizada 4 444 1 11,1 4 44.4 9 100,0
Moderada e Localizada 0 0,0 0 0,0 7 100,0 7 100,0
Moderada e 3 429 2 286 2 286 7 1000
Generalizada
Severa e Localizada 0 0,0 1 100,0 0 0,0 1 100,0
Severa e Generalizada 10 50,0 3 15,0 7 35,0 20 100,0
CMV
Positivo 12 414 3 10,3 14 48,3 29 100,0 0,588
Negativo 10 400 5 20,0 10 40,0 25  100,0
Total 22 40,7 8 14,8 24 44,4 54  100,0

(1): Resultado obtido através do teste da Razao de Verossimilhanga

Tabela 2 - Distribuicdo dos grupos caso e controle segundo as variaveis gengivite; grau e
localizacdo da periodontite; presenca de CMV

. Grupo Total p-
Variaveis Caso Controle valor OR IC95%
n] % n] % n | %

Grau da Periodontite
Sem Periodontite 10 18,5 16,4 19 17,4  0,960!
Leve 9 16,7 14,5 17 15,6
Moderada 14 25,9 14 25,5 28 25,7
Severa 21 38,9 24 43,6 45 41,3
Extenséo da
Periodontite
Sem periodontite 10 18,5 9 16,4 19 17,4 0,7631
Localizada 17 31,5 21 38,2 38 34,9
Generalizada 27 50,0 25 45,5 52 47,7
CMmV
Positivo 29 53,7 - - 29 26,6 *0,001? 3,20 2,31 4,43
Negativo 25 46,3 55 100,0 80 73,4
Total 54 1000 55 100,0 109 100,0

(1):Resultados obtidos pelo Teste qui-quadrado de Pearson; (2): teste Exato de Fisher; OR=0dd Ratio; 1C95%=Intervalo de
Confianca de 95%; (*): Diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Tabela 3 - Medidas descritivas das variaveis idade, tempo de tratamento e escolaridade
segundo o grau de periodontite no grupo caso e no grupo controle.

variavel / Grau Grupo Caso PoS Grupo Controle Pos
Periodontite N | Média | DP | p-valort [HOC| N | Média| DP | p-valort |HoC

Idade
Sem Periodontite 10 33,2 9,7 0,001* A 9 37,7 7,3 0,002* A
Leve 9 34,6 11,7 A 8 43,6 13,7 AB
Moderada 14 50,4 111 B 14 44,5 8,4 AB
Severa 21 55,4 11,2 B 24 51,8 10,5 CB
Tempo Tratamento
Sem Periodontite 10 35,4 34,8 0,202 - - - -
Leve 9 53,4 67,7 - - -
Moderada 14 56,4 40,1 - - -
Severa 21 27,8 28,4 - - -
Escolaridade
Sem Periodontite 10 4,2 15 0,024* A 9 47 0,9 0,012* A
Leve 9 3,8 1,7 AB 8 3,8 1,4 B
Moderada 14 2,3 1,0 CB 14 3,4 1,2 B
Severa 21 3,5 1,8 AB 24 3,0 11 B

(1): Resultados obtidos pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis; Pos-Hoc com teste de Mann-Whitney (letras iguais néo
diferem estatisticamente); DP = Desvio-padrao; (*): Diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

Tabela 4 - Avaliagdo das medidas descritivas das variaveis idade, escolaridade, percentual
de faces com sangramento e com placa segundo 0s grupos caso e controle.

Variavel / Grupo N Média DP p-valor!
Idade
Caso 54 46,5 14,4 0,739
Controle 55 46,4 11,1
Escolaridade
Caso 54 3,4 1,7 0,398
Controle 55 3,5 1,3
% faces com sangramento
Caso 54 12,7 14,2 0,001*
Controle 55 21,4 14,7
% faces com placa
Caso 54 12,2 15,0 0,249
Controle 55 12,6 10,5

(1): Resultados obtidos pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; DP = Desvio-padrdo; (*): Diferenca estatisticamente
significante (p<0,05)
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APENDICE B - FICHA CLINICA PERIODONTAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO

FICHA CLINICA

DETECCAO DA PRESENCA DE CMV POR RT-PCR E AVALIACAO DE PARAMETROS
CLINICOS PERIODONTAIS EM PACIENTES RENAIS CRONICOS SUBMETIDOS A
HEMODIALISE

Grupo: ( )Saudaveis ( )Hemodialise

Nome:
Nacionalidade:
Sexo:
Idade:
Estado civil:
Fone: Celular:
Habito de fumar:
() nunca fumou
() ex-fumante: (anos que parou)
() fumante: (quantos por dia)
8. Profisséo:
9. Escolaridade:
I. () N&o sabe ler ou escrever

[I. ( )1°grau incompleto

[ll. () 1°grau completo

IV. () 2°grauincompleto

V. () 2°grau completo

VI. ( )Universidade incompleta

VII. ( )Universidade completa

VIII. ( )PoOs-graduacao

IX. () N&o sei
10. Ja fez ou faz hemodialise? Quanto tempo?
11. Ja realizou transplante renal? Quanto tempo?
12. Medicamentos que utiliza:
13. Apresente alguma doenca sistémica?

NoghkwhNPRE




FICHA PERIODONTAL

PACIENTE:

DATA:

Dente

Sondagem (mm)

Recessao Gengival (mm)

Vestibular

Palatina

Vestibular

Palatina

Furca

Mob

D

C

M

D

C

M

D

C

M

D

C

M

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

38

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

47

48

32



SANGRAMENTO: Faces

%

18 |17 |16 |15 |14 (13 |12 (11 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28

48 |47 |46 |45 |44 |43 |42 |41 |31 |32 |33 |34 |35 |36 |37 |38
PLACA: Faces %

18 |17 |16 |15 |14 (13 |12 (11 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28

48 |47 |46 |45 |44 |43 |42 |41 |31 |32 |33 |34 |35 |36 |37 |38

33
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ANEXO A - NORMAS DA REVISTA JOURNAL OF APPLIED ORAL SCIENCE
1 SCOPE

The Journal of Applied Oral Scienceis committed in publishing the scientific and
technologic advances achieved by the dental and speech-language pathology and audiology
communities, according to the quality indicators and peer reviewed material, with the objective
of assuring its acceptability at the local, regional, national and international levels. The primary
goal of The Journal of Applied Oral Science is to publish the outcomes of original
investigations as well as invited case reports and invited reviews in the field of Oral Sciences,
with emphasis in dentistry, speech-language pathology and audiology, and related areas.

This Journal adopts Creative Commons license CC-BY:

"This license lets others distribute, remix, tweak, and build upon your work, even
commercially, as long as they credit you for the original creation. This is the most
accommodating of licenses offered. Recommended for maximum dissemination and use of
licensed materials.”

There is no fee to authors for submitting to the JAOS nor Article Processing Charge (APC).
2 General Guidelines

2.1 The papers sent for publication must be original and the simultaneous submission to other
journal, either national or international, is not allowed. The Journal of Applied Oral Science
shall retain the copyright of all papers published, including translations, yet allowing future
reproduction as a transcription, provided the source is properly mentioned.

2.2 Only papers written in the English language shall be accepted, and the authors are fully
responsible for the texts, citations and references.

2.3 The Journal of Applied Oral Science has the right to submit all manuscripts to the Editorial
Board, which is fully authorized to settle the convenience of their acceptance, or return them
to the authors with suggestions for modifications in the text and/or for adaptation to the
editorial rules of the Journal. In this case, the manuscript will be re-evaluated by the Editor-in-
Chief and Editorial Board.

2.4 The Journal of Applied Oral Science will receive literature reviews and case reports only
upon invitation by the Editor.

2.5 The concepts stated on the papers published are full responsibility of the authors and do
not necessarily reflect the opinion of the Editor-in-Chief and Editorial Board.

2.6 The dates of receipt of the original paper and its acceptance will be indicated in the
occasion it is published.

2.7 Each corresponding author will receive one copy of the Journal. Additional reprints may
be supplied upon request and must be paid by the authors.

2.8 Depending on the financial resources of the Journal of Applied Oral Science or the
authors, color illustrations will be published at the discretion of the Editor-in-Chief.
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3 Revision Criteria

3.1 Technical review: manuscripts will be firstly evaluated regarding presentation according
to the instructions for authors and presence of mandatory documents required for submission.
Manuscripts not in accordance with instructions will be returned to authors for adjustments
before being reviewed by Associate Editors and referees.

3.2 Pre-evaluation: manuscripts in accordance with the instructions will be appreciated by
Associate Editors regarding its adequacy to Journal scope and the presentation of all required
documents. Papers considerated inadequate will be rejected and returned to authors.

3.3 Merit and content evaluation: papers approved by Associate Editors will be evaluated in
their scientific merit and methods by at least two ad hoc referees from different institutions of
that of the authors, besides the Editor-in-Chief. Editor-in-Chief will decide on manuscript
acceptance. When revision of the original is required, the manuscript will be returned to the
corresponding author for modification. A revised version with modifications will be re-
submitted by the authors, and that will be re-evaluated by the Editor-in-Chief and Editorial
Board, if necessary.

3.4 After approval of the scientific merit, manuscripts will pass through a final review
performed by a professional assigned by the JAOS. The costs of this service will be under the
authors’ responsibility, and instructions regarding the necessary procedures, the value of the
service and the payment directly to the professional will be forwarded to the corresponding
author. If manuscripts are still considered inadequate, they will be returned to authors for
revision.

3.5 Authors and referees will be kept anonymous during the review process.

3.6 Contents of the manuscript are the authors’ responsibility and do not reflect the opinion of
the Editor-in-Chief or Editorial Board.

4 Galley Proofs

4.1 Galley proofs will be sent to the corresponding author by electronic mail in pdf format for
final approval.

4.2 Approval of galley proofs by the corresponding author should be returned with corrections,
if necessary, within 72 hours.

4.3 If not returned within 72 hours, the Editor-in-Chief will consider the present version the
final, and will not allow further modifications. Corrections in the galley proofs should be

restricted to minor mistakes that do not modify the content of the manuscript. Major corrections
will imply that the manuscript should enter the review process again.

4.4 Inclusion of new authors is not allowed at this phase of the publication process.
Form and preparation of manuscripts

1 Presentation of the Manuscript

1.1 Structure of the manuscript



Cover page (must be submitted as a supplementary file through the online
submission system) which should contain only:

1.2 Text

Title of the manuscript in English.

Names of the authors in direct order with their respective
degrees and affiliations in English.

Full address of the corresponding author, to whom all
correspondence should be addressed, including fax and
phone number as well as e-mail address.

The paper must be previously translated or reviewed by
professional or company responsible for English language.
The costs of this service will be under the authors’
responsibility. Authors with English as native language must
submit as supplementary file a signed letter taking
responsibility for the quality of the English language and editing
of the text.

Title of the manuscript and subtitle, if necessary, in English.
Abstract: should comprise at most 300 words, highlighting a
little introduction, objective, material and methods, results and
conclusions.

Key words: (words or expressions that identify the contents of
the manuscript). The authors are referred to the list of subjects
of the "Index Medicus" and DeCS (Health Sciences
Descriptors available at http://decs.bvs.br/I/homepagei.htm/).
Authors must use periods to separate the key words, which
must have the first letter of the first word in capital letters. Ex:
Dental implants. Fixed prosthesis. Photoelasticity. Passive fit.
Introduction: summary of the rationale and proposal of the
study including only proper references. It should clearly state
the hypothesis of the study.

Material and Methods: the material and the methods are
presented with enough detail to allow confirmation of the
findings. Include city, state and country of all manufacturers
right after the first appearance of the products, reagents or
equipments. Published methods should be referred to and
briefly discussed, except if modifications were made. Indicate
the statistical methods employed, if applicable. Please refer to
item 3 for ethical principals and registration of clinical trials.
Results: presents the outcomes in a logical sequence in the
text, tables and illustrations. Data contained in tables and
illustrations should not be repeated in the text, and only
important findings should be highlighted.

Discussion: this should emphasize the new and important
aspects of the study and the resulting conclusions. Any data or
information mentioned in the introduction or results should not
be repeated. Findings of other important studies should be
reported. The authors should point out the implications of their
findings as well as their limitations.

Conclusion(s) (if any).

Acknowledgments (when appropriate). Acknowledge those
who have contributed to the work. Specify sponsors, grants,
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scholarships and fellowships with respective names and
identification numbers.
o References (please refer to item 2.3)

2 TECHNICAL NORMALIZATION

The manuscript should be typed as follows: 1.5 spacing in 11 pt Arial font,
with 3-cm margins at each side, on an A4 page, adding up to at most 15
pages, including the illustrations (graphs, photographs, tables, etc). The
authors should keep a copy of the manuscript for possible requests.

2.1 lllustrations and Tables

2.1.1 The illustrations (photographs, graphs, drawings, charts, etc.), regarded
as figures, should be limited to the least amount possible and should be
uploaded in separate files, consecutively humbered with Arabic numbers
according to the order they appear in the text.

2.1.2 Photographs should be sent in original colors and digitized in .jpg or tif
formats with at least 10 cm width and at least 300 dpi. These illustrations
should be provided in supplementary files and not inserted in the Word
document.

2.1.3 The corresponding legends for figures should be clear, concise and
typed at the end of the manuscript as a separate list preceded by the
corresponding number.

2.1.4 The tables should be logically arranged, consecutively numbered with
Arabic numbers. The legend shall be placed on the top of the tables. Tables
should be open in the right and left laterals.

2.1.5 Footnotes should be indicated by asterisks and restricted to the least
amount possible.

2.2 Citation of the Authors
Citation of the authors in the text may be performed in two manners:

1) Just numeric: " and interfere with the bacterial system and tissue
system 34710 References must be cited in a numeric ascending order
within the paragraph.

2) or alphanumeric

one author - Silva® (1986)

two authors - Silva and Carvalho?® (1987)

three authors - Ferreira, Silva and Martins?’ (1987)
more than three authors- Silva, et al.?® (1988)
Punctuation characters such as periods and commas
must be placed after the numeric citation of the authors.
Ex: Ferreira®.
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2.3 References

The references must follow the "Uniform requirements for manuscripts
submitted to Biomedical Journals - Vancouver" available
at: http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html.

2.3.1 All references must be cited in the text. They should be alphabetically
ordered by the last name of the author and numbered in increasing order
accordingly. The order of citation in the text should follow these numbers.
Abbreviations of the titles of the international journals cited should follow the
Index Medicus/MEDLINE.

2.3.2 Personal communications and unpublished data with no publication date
must not be included in the reference list.

2.3.3 Abstracts, monographs, dissertations and theses will not be accepted
as references.

2.3.4 The names of all authors should be cited up to 6 authors; in case there
are more authors, the 6 first authors should be cited, followed by the
expression ", et al.", which must be followed by "period" and should not be
written in italics. Ex; Uhl, et al.

2.3.5 At most 30 references may be cited, except for invited reviews by the
Editor-in-Chief.

Examples of references:
Book

Melberg JR, Ripa LW, Leske GS. Fluoride in preventive dentistry: theory and
clinical applications. Chicago: Quintessence; 1983.

Book chapter

Verbeeck RMH. Minerals in human enamel and dentin. In: Driessens FCM,
Woltgens JHM, editors. Tooth development and caries. Boca Raton : CRC
Press; 1986. p.95-152.

Papers published in journals

Wenzel A, Fejerskov O. Validity of diagnosis of questionable caries lesions in
occlusal surfaces of extracted third molars. Caries Res. 1992;26:188-93.

Papers with more than 6 authors
The first 6 authors are cited, followed by the expression ", et al."
Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, lvanov E, et al.

Childhood - leukemia in Europe after Chernobyl : 5 years follow-up. Br J
Cancer. 1996;73:1006-12.
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Papers without authors’ names
Seeing nature through the lens of gender. Science. 1993;260:428-9.
Volume with supplement and/or Special Issue

Davisdson CL. Advances in glass-ionomer cements. J Appl Oral Sci.
2006;14(sp. Issue):3-9.

Entire issue

Dental Update. Guildford 1991;18(1).

The authors are fully responsible for the correctness of the references.

3 ETHICAL PRINCIPLES AND REGISTRATION OF CLINICAL TRIALS
3.1 Experimental procedures in humans and animals

The Journal of Applied Oral Science reassures the principles incorporated in
the Helsinky Declaration and insists that all research involving human beings,
in the event of publication in this journal, be conducted in conformity with such
principles and others specified in the respective ethics committees of authors’
institution. In the case of experiments with animals, such ethical principles
must also be followed. When surgical procedures in animals were used, the
authors should present, in the Material and Methods section, evidence that
the dose of a proper substance was adequate to produce anesthesia during
the entire surgical procedure. All experiments conducted in human or animals
must accompany a description, in the Material and Methods section, that the
study was approved by the respective Ethics Committee of authors’ affiliation
and provide the number of the protocol approval.

3.1.1 Papers presenting clinical trials or clinical studies in human
volunteers or in animals must contain the Ethical Committee approval of the
reports of theresults presented for publication as mandatory
supplementary file.

3.2 Clinical Trial Registration - International Standard Randomized
Controlled Trial Number (ISRCTN)

The Journal of Applied Oral Science supports the policies of the World Health
Organization (WHO) and the International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE) for the registration of clinical trials. The journal recognizes
the importance of such initiatives for the registration and international
publication of clinical studies with an open access. Therefore, the Journal of
Applied Oral Science will publish only those clinical trials that have previously
received an identification number, the ISRCTN, validated by the criteria
established by the WHO and ICMJE. The WHO defines clinical trials as "any
research study that prospectively assigns human participants or groups of
humans to one or more health-related interventions to evaluate the effects on
health outcomes. Interventions include but are not restricted to drugs, cells
and other biological products, surgical procedures, radiologic procedures,
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devices, behavioral treatments, process-of-care changes, preventive care,
etc".

3.2.1 Manuscripts presenting clinical trials in human volunteers must be
submitted with the following mandatory supplementary files:

e CONSORT 2010 checklist (http://www.consort-
statement.org/);

e registration number of the research in a database that
meets the requirements of the World Health
Organization (WHO) and the International Committee
of Medical Journal Editors (ICMJE)

e Suggestions: for Brazilian
authors: http://www.ensaiosclinicos.gov.br/

e Suggestions for Braziian and non-Brazilian
authors: http://www.controlled-trials.com/ (ISRCTN) or
http://prsinfo.clinicaltrials.gov.

3.3 The Editor-in-Chief and the Editorial Board reserve the right to refuse
manuscripts that show no clear evidence that the methods used were not
appropriate for experiments in humans or animals.

4 ANY QUERIES SHALL BE SOLVED BY THE Editor-in-Chief AND
EDITORIAL BOARD

Sending of manuscripts

1 MANUSCRIPT SUBMISSION

1.1 Articles must be submitted through the following address http://www.scielo.br/jaos

1.2 The original file containing the main manuscript must be submitted without the authors’
identification and affiliations. The cover page must be submitted as a supplementary file
containing the names of the authors, affiliations and correspondence address.

1.3 Figures must be submitted as supplementary files according to the specifications of item
2.1 regarding the form and preparation of manuscripts.

1.4 - Tables must be prepared in Excel format and must be submitted as a supplementary
files.

1.5 Files such as registration number of clinical trial or Ethics Committee approval must be
sent as mandatory supplementary files.

1.6 The letter from the author responsible for English language or from a professional or
company responsible for translation or review must be submitted as mandatory
supplementary file.

1.7 The submission form, signed by ALL the authors, must be submitted as a supplementary
file containing the following text:
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http://www.consort-statement.org/
http://www.ensaiosclinicos.gov.br/
http://www.controlled-trials.com/%20(ISRCTN)%20or%20http:/prsinfo.clinicaltrials.gov
http://www.controlled-trials.com/%20(ISRCTN)%20or%20http:/prsinfo.clinicaltrials.gov
http://www.scielo.br/jaos
https://mc04.manuscriptcentral.com/societyimages/jaos-scielo/Submission%20Form_English.doc
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By signing the Submission Form, the authors state:

Copyright transfer: In the event of publication of the above mentioned manuscript, we, the
authors, agree with the use of Creative Commons license CC-BY and transfer to the Journal
of Applied Oral Science all rights and interest of the manuscript. This document applies to
translations and any preliminary presentation of the contents of the manuscript that has been
accepted, but yet not published. If any authorship modification occurs after submission, a
document with of agreement of all authors is required to be kept by the Editor-in-Chief.
Exclusion of authors may only be accepted by his/her own request.

Responsibilities of the authors:
| hereby state that:
The content is original and does not consist of plagiarism or fraud,;

The work is not under consideration or will be submitted to other journal until a final decision
is issued by this journal;

| have effectively contributed to this work and am familiar with its contents;

I have read the final version and assume the responsibility for its contents. | understand that
if the work, or part of it, is considered deficient or a fraud, | take shared responsibility with the
other authors.

Release of conflict of interest:

All my affiliations, corporate or institutional, and all sources of financial support to this
research are properly acknowledged, except when mentioned in a separate letter. | certify
that do not have any commercial or associate interest that represents a conflict of interest in
connection with the submitted manuscript.
PRINT NAME: SIGNATURE: DATE:
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA DA UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE m““l“
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

b 643 UFFE

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Detecc¢édo da presenca de EBV e CMV por PCR e avaliagcdo de parametros
clinicos periodontais em portadores de doenca renal cronica e transplantados renais
Pesquisador: Mariana de Moraes Corréa Perez

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 52257316.0.0000.5208

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

DADOS DO PARECER
NUmero do Parecer: 1.445.608

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado que sera desenvolvido por Mariana de Moraes Corréa Perez, sob
orientacdo da Dra. Alessandra de Albuquerque Tavares Carvalho e co-orientag&o do Dr. Luiz Alcino
Monteiro Gueiros, com colaboracdo de Barbara Souza Luz Prazeres. O trabalho serd desenvolvido no
Hospital das Clinicas de Pernambuco, Clinica Nefromais (localizada no Hospital Maria Lucinda),
Clinica de Estomatologia da UFPE e Laboratério de Biologia Molecular Il da Pés-Graduacdo em
Odontologia.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a presenca do virus Epstein-Barr, citomegalovirus e correlacionar com a condi¢ao periodontal
em individuos saudaveis e em pacientes em tratamento com hemodialise e transplantados renais. A
condicao periodontal serd avaliada pela profundidade de sondagem, sangramento a sondagem e
presenca de placa visivel.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: constrangimento durante anamnese, pequeno desconforto durante a avaliagéo periodontal e
ocorréncia de hematoma pés-coleta de sangue e dor durante a coleta sanguinea. Os riscos serdo
minimizados pelo pessoal técnico.

Beneficios: os pacientes diagnosticados com problemas periodontais poderdo ser acompanhados na
Clinica de Estomatologia da UFPE ou encaminhados a outros servi¢os da UFPE, caso necessitem de
outros atendimentos odontolégicos. Para aqueles pacientes que apresentarem carga viral positiva
seus médicos responsaveis tomardo conhecimento da infec¢éo.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Comentarios e consideracdes: O estudo apresenta-se bem delineado e com proposta clara. Ademais,
parece exequivel e viavel.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Adequados

Recomendacgdes:
Sem recomendacbes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Recomendo aprovacéo

Consideracdes Finais a critério do CEP:
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As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta
de dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto sé sera dada apds o envio do
Relatorio Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final
para envia-lo via “Notificacdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instru¢des do link “Para enviar
Relatério Final”, disponivel no site do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciagao desse relatério, o CEP
emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntario participante
(item V.3., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificag6es nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugao, é obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacgéo (item X.1.3.b., da
Resolugdo CNS/MS N° 466/12). O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos
ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (item V.5., da Resolucdo CNS/MS N°
466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar todas as medidas imediatas e adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e ainda, enviar notificagcao a
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 08/0312016 Aceito
do Projeto ROJETO 645139 pdf 21:40:27
Projeto Detalhade / | PROJETO.docx 08/032016 |Mariana de Moraes Aceito
Brochura 21:38:06 |Comméa Perez
Investigador
QOutros Curricule_colaboradora_Barbara.docx 05/01/2016 | Mariana de Moraes Aceito
00:00:44 | Cormréa Perez

Folha de Rosto Folha_de_rostro.pdf 03/012016 | Mariana de Moraes Acsito
22:46:20 | Corréa Perez

QOutros Curricule_Coorentador_Luiz.docx 03/01/2016 |Mariana de Moraes Aceito
22:33:31 | Cormréa Perez

Outros Curriculo_COrientadora_Alessandra_ docx | 03/01/2016 | Mariana de Moraes Acsito
22:32:54 | Comréa Perez

QOutros Curriculo_Mariana.docx 03/01/2016 | Mariana de Moraes Aceito
22:31:49 | Cormréa Perez

QOutros Carta_nefromais.jpg 03/01/2016 |Mariana de Moraes Aceito
22:30:56 | Corréa Perez

Qutros Carta_laboratorio jpg 03/012016 | Mariana de Moraes Aceito
22:29:57 | Comréa Perez

QOutros Carta_estomatologia.jpg 03/01/2016 |Mariana de Moraes Aceito
22:20:09 | Cormréa Perez

Qutros Carta_HC jpg 03/012016 | Mariana de Moraes Acsito
222758 |Comréa Perez

TCLE f Termos de | TCLE.docx 03/01/2016 |Mariana de Moraes Acsito

Assentimento / 22:26:04 |Comréa Perez

Justificativa de

Auséncia

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao



