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RESUMO

A saliva é fonte de diferentes moléculas que podem refletir condi¢des fisioldgicas ou
patologicas do organismo. Estas moléculas podem ser denominadas de indicadores
biolégicos ou biomarcadores. A lactato desidrogenase (LDH), a fosfatase alcalina
(FAL) e o acido urico (AU) tem sido propostos como biomarcadores de diagnéstico,
evolugao e monitoramento terapéutico em diferentes doengas bucais, como por
exemplo cancer bucal e doencas periodontais. No entanto, quando estas doencas
estao presentes concomitantemente, o uso destes biomarcadores fica limitado. Uma
alternativa viavel é estudar o comportamento de indicadores salivares em individuos
que nao apresentam lesdes bucais, apds o controle da inflamagao proveniente
exclusivamente dos tecidos periodontais. O objetivo desse estudo foi avaliar o indice
de Sangramento a Sondagem (ISS) e as concentragdes de LDH, FAL e AU salivares
em individuos com doencas periodontais apos 3, 5 e 7 dias do uso solugdo de
gluconato de clorexidina a 0,12% sem alcool. Foram avaliados 36 individuos
sistemicamente saudaveis de ambos os sexos, com idade entre 18 e 70 anos e no
minimo 20 dentes em boca. Foram realizados exame clinico periodontal e coleta de
saliva ndo estimulada. Ap6s a coleta de dados, os pacientes foram instruidos a
bochechar 15 ml da solugao por um minuto a cada 12 horas durante 7 dias. Apds 3, 5
e 7 dias de uso da solucio foi reavaliado o ISS e realizada nova coleta de saliva. As
concentragbes de LDH, FAL e AU salivar foram mensuradas por meio de
espectrofotometria. A média de idade dos participantes foi de 40,9 (x 13,5) anos,
sendo que 24 (66,7%) eram mulheres. O 1SS inicial em individuos com gengivite foi
25% (min:13 max: 61), enquanto que nos participantes com periodontite de 38,9%
(min: 11 max: 67). Todos os participantes apresentaram diminui¢cao significativa do
1SS apdés 3, 5 e 7 dias (p<0,05). Em relagdo aos componentes salivares, a
concentracdao de LDH e FAL permaneceram semelhantes durante todo o periodo de
avaliacdo. Ja a concentracdo de AU teve aumentou em todos os tempos analisados
em comparagao ao tempo inicial nos participantes com periodontite, com média inicial
de 3,8 mg/dL (£1,2); 4,7 mg/dL (x1,3) apds 3 dias; 4,5 mg/dL (£1,2) apds 5 dias, e 4,7
mg/dL (£1,3) apds 7 dias. Os resultados deste estudo sugerem que o controle quimico
do biofilme reduz o ISS a partir do terceiro dia em todos os individuos, enquanto que

a concentracado de AU aumenta somente em individuos com periodontite. Tanto a



concentragado de LDH quanto a de FAL permaneceram constantes, sugerindo que n&o

sdo influenciadas pela presenga de doencgas periodontais.

Palavras-chave: Saliva. Doencgas periodontais. Lactato Desidrogenase. Fosfatase

Alcalina. Acido urico.



ABSTRACT

Saliva is a source of different molecules that can reflect body physiological or
pathological conditions. Those molecules are called biological indicators or
biomarkers. Lactate dehydrogenase (LDH), alkaline phosphatase (ALP) and uric acid
(UA) have been proposed as biomarkers for diagnosis, evolution and therapeutic
screening in several oral diseases, such as oral cancer and periodontal diseases.
However, when these diseases are present together, the biomarkers” use is limited. A
viable alternative is to study the behavior of salivary indicators in individuals without
oral lesions, after the control of the inflammation exclusively from periodontal tissues.
The aim of this study was to evaluate the Bleeding on Probing Index (BOP) and salivary
LDH, FAL, and AU concentrations in individuals with periodontal disease after 3, 5,
and 7 days of use of 0.12% chlorhexidine gluconate solution without alcohol. Thirty-six
healthy systemic individuals aged between 18 and 70 years, with at least 20 teeth in
the mouth. A periodontal clinical examination and collected non-stimulated total saliva
from each participant were performed. Then, each person was instructed to rinse 15
ml of mouthwash for one minute, every 12 hours, for 7 days. New evaluations of BOP
and new collection of non-stimulated total saliva were performed at 3, 5 and 7 days.
Salivary LDH, ALP and UA concentrations were measured by spectrophotometry. The
participants' mean age was 40.9 (+ 13.5) years, and 24 (66.7%) were women. The
initial BOP among the participants with gingivitis was 25% (min:13 max: 61), while in
periodontitis was 38.9% (min: 11 max: 67). All individuals presented a decrease in BOP
after 3, 5 and 7 days (p <0.05). Regarding the salivary components, the median
concentration of LDH and ALP remained similar throughout the evaluation period. On
the other hand, the UA had a significant increase of its concentration during the study
only among the participants with periodontitis at all times compared to the initial time,
with initial mean of 3.8 mg / dL (£ 1.2); 4.7 mg / dL (x 1.3) after 3 days; 4.5 mg /dL (x
1.2) after 5 days, and 4.7 mg / dL (£ 1.3) after 7 days. The decrease of BOP seems to
alter the salivary concentration of UA in individuals with periodontitis, whereas salivary
concentrations of LDH and ALP remain similar. These results suggest that biofilm
chemical control decreases BOP from the third day in all individuals, while UA

concentration increases only in individuals with periodontitis. Both LDH and ALP



concentrations remained constant, suggesting that they are not influenced by the
presence of periodontal diseases.

Keywords: Saliva. Periodontal Diseases. Lactate Dehydrogenase. Alkaline
Phosphatasis. Uric Acid.
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1. INTRODUCAO

1.1 Saliva

A saliva representa um dos fluidos corporais mais completos para analise da
homeostase do organismo humano. Estudos demonstram que componentes
bioldgicos encontrados na saliva podem ser utilizados como marcadores de alteragdes
teciduais, provenientes de um quadro inflamatério agudo ou crénico, ou uma alteragao
celular a nivel molecular (DEUTSCH; PALMON; AFRAMIAN, 2013; GUALTERO;
SUAREZ CASTILLO, 2016; GURSOY; KONONEN, 2016; CASTAGNOLA et al., 2017;
SAXENA et al., 2017).

A composigao da saliva possui grande heterogeneidade, compreende agua,
substancias organicas, inorganicas e aproximadamente 3000 tipos diferentes de
proteinas e peptideos, de origem tecidual, glandular ou microbiolégica (YOSHIZAWA
et al., 2013; CASTAGNOLA et al., 2017). Por outra parte, a saliva é considerada um
fluido multifuncional, tendo como suas principais fungdes facilitar a digestéo,
degluti¢ao, paladar, lubrificagcdo da mucosa oral, servir como uma barreira de protegao
contra patdogenos e atuar como um sistema tamp&o para neutralizar os acidos
presentes em boca (TAYLOR; PRESHAW, 2016; CANON; NEIERS; GUICHARD,
2018) . Este fluido presente na boca pode ser denominado saliva total, a qual
corresponde as secreg¢des das glandulas salivares, fluido crevicular gengival e todos
0s componentes ja descritos, segundo Dogra et al. (2013) e Yoshizawa et al. (2013).

A saliva é produzida nas glandulas salivares pelas células acinares, é
transportada pelos ductos menores e langada no meio bucal. Existem trés glandulas
salivares maiores (parétida, submandibular e sublingual) e uma variedade de
glandulas menores, que produzem saliva na mucosa oral e orofaringe. Cada glandula
€ inervada pelo sistema nervoso autbnomo, como consequéncia recebe estimulo
simpatico e parassimpatico. As glandulas salivares maiores sao responsaveis por
mais de 90% da saliva produzida (YOSHIZAWA et al., 2013; KESSLER; BHATT,
2018).

As glandulas salivares possuem permeabilidade e sdo envoltas por uma rede
de capilares sanguineos. Por isso, pode ocorrer passagem de componentes
plasmaticos para as células acinares adjacentes durante a produgao do fluido oral,

seja por transporte passivo, ativo ou ultrafiltracdo extracelular, possibilitando a



modificagdo do conteudo saliva (DEUTSCH et al., 2013; KESSLER; BHATT, 2018).
Deste modo, marcadores bioldgicos de alteragdes por diversos tipos de doengas
podem estar presentes na saliva e oferecer dados moleculares da condicdo do
organismo, sendo uma alternativa ao uso da coleta sanguinea para avaliagdo e
diagnostico (MOTAMEDI et al., 2013; WANG, et al., 2017).

A facilidade e na&o invasividade de coleta desse material biolégico sao
vantagens inerentes ao uso desse fluido para estudo do comportamento biolégico do
organismo e de alteragdes locais (SCHIPPER; SILLETTI; VINGERHOEDS, 2007;
ILEA et al.,, 2019). Também é uma ferramenta relativamente eficaz no auxilio ao
diagndstico de algumas doengas em individuos imunossuprimidos, nos quais a coleta
sanguinea pode ser um risco (MAFESSONI et al., 2018).

1.2 Inflamacao e dano tecidual

Muitos indicadores de dano tecidual apresentam-se alterados em condicbes
inflamatorias. Os componentes salivares se alteram tanto em condi¢cdes de carater
sistémico quanto, local. Como exemplo, uma alteragdo cancerigena, na qual um
processo inflamatorio local de outra origem também pode alterar os niveis dos
mesmos indicadores, o que gera a dificuldade de se estabelecer um padrdo da
expressao desses, em uma alteragao especifica do organismo (CHENG et al., 2014;
PATEL, METGUD, 2015; GUALTERO; SUAREZ, CASTILLO, 2016; MALICKA et al.,
2016).

As moléculas que podem ser chamadas de marcadores ou indicadores
bioldgicos de dano tecidual sao liberadas na saliva em processos de alterag&o celular
inflamatorio e neoplasico, provenientes do sangue por meio da secreg¢ao salivar,
transporte ativo ou passivo, jungdes intercelulares e fluido crevicular gengival, ou
provenientes de uma lesdo local, devido a necrose celular, apoptose, trauma ou
liberagao ativa (SAXENA et al., 2017).

Dentre os processos inflamatérios bucais, as doencas periodontais, como a
gengivite e a periodontite, se apresentam como as mais prevalentes na populacdo em
geral (DEMMER; PAPAPANOU, 2010). Sendo assim, o grande questionamento a
respeito do uso de indicadores de dano tecidual para analisar processos de alteracao

celular em geral, é sobre avaliagcdo detalhada das condigdes periodontais dos
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individuos que serdo submetidos a analise salivar, com intuito de auxiliar no
diagndstico ou correlacionar com doengas bucais/sistémicas.

Além de alteragbes metabolicas e gendmicas, os processos de alteragao
celular ja descritos anteriormente levam a uma produgdo exacerbada de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem ser decisivas na instalagdo e progressao de
um grande numero de doengas (MIYASAKI, 1991; WANG; ANDRUKHOV; RAUSCH-
FAN, 2017; YAMAMOTO; INOHARA; NAKAGAWA, 2017). Por exemplo, na
carcinogénese, as ROS participam a partir do dano oxidativo ao DNA da célula,
levando a mutacbes e progressdao da doenca. As ROS também influenciam na
proliferagao celular, apoptose e envelhecimento da célula ja alterada (KATAKWAR et
al., 2016). Ja no processo inflamatério, as ROS sao produzidas por células envolvidas
no sistema de defesa do hospedeiro, como os neutrdéfilos, as quais promovem
alteracdes endoteliais pela oxidagdo de proteinas de sinalizacdo (MITTAL et
al.,2014).

Para neutralizar a acao das ROS existe o sistema antioxidante, o qual é
formado por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Fazem parte do grupo de
antioxidantes enzimaticos o Glutation-Peroxidase, Catalase, Metionina-Redutase e
Superoxido Dismutase. Dentre os ndo enzimaticos, estdo o acido ascorbico,
albumina, tocoferol e o acido urico (AU), sendo este ultimo a principal molécula
antioxidante salivar e responsavel por 70% da Capacidade Antioxidante Total (CAT)
salivar (WANG; ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017; TRIPATHI et al., 2019).

Quando ocorre uma alteracdo na homeostase entre a producao de ROS e a
quantidade de antioxidantes se da o desenvolvimento de um microambiente rico em
Estresse Oxidativo (SO) (MITTAL et al.,2014). Estudos sugerem que alguns
marcadores salivares do SO podem auxiliar no diagnéstico de doengas periodontais
e da carcinogénese (MITTAL et al.,2014; ALMERICH-SILLA, et al., 2015;
KATAKWAR et al., 2016; WANG et al., 2017).

1.2.1 Parametros clinicos para diagnéstico das doengas periodontais

Os processos inflamatérios em meio bucal com grande prevaléncia na
populacdo sao provenientes primariamente do acumulo do biofilme bacteriano ao
redor dos dentes (DEMMER; PAPAPANOU, 2010).
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A gengivite pode ser categorizada em: Gengivite induzida por biofilme ou
Doenca gengival ndo induzida pelo biofilme. Na primeira categoria estao as lesdes
inflamatorias que resultam da resposta imunoldgica e inflamatdria frente ao acumulo
de biofilme dental n&o especifico por dias ou semanas. A inflamacéo se restringe a
gengiva marginal livre e aderida, ndo se estendendo além da linha mucogengival.
Com a desorganizagao e remogao do biofilme dental a condigéo é revertida. Porém,
se nao houver o controle do biofilme e mudanga de habito de higiene, existe a
possibilidade de progressao da doencga para o quadro de periodontite. Na segunda
categoria a gengivite é decorrente de alguma doenga sistémica ou fator local ndo
relacionado ao biofilme bacteriano. (CATON et al., 2018; CHAPPLE et al., 2018;
STEFFENS; MARCANTONIO, 2018).

O diagnéstico da gengivite € clinico. Os sinais clinicos incluem eritema,
sangramento e alargamento do sulco gengival. Pacientes podem relatar sangramento
durante a escovagao, sangue na saliva, inchago, vermelhiddo e halitose. O
sangramento a sondagem (SS) € o método utilizado para avaliar a inflamagao
gengival, realizado com sonda milimetrada periodontal, & dicotdmico e realizado em
seis sitios em todos os dentes presentes na boca. O resultado com 10% ou mais de
sitios apresentando SS caracteriza a presenca de gengivite. Nao existe necessidade
de exame radiografico para se fechar o diagnéstico (CATON et al., 2018; STEFFENS;
MARCANTONIO, 2018).

Enquanto que o diagndstico da periodontite inclui alguns parametros clinicos:
Perda de insergao interproximal detectavel em pelo menos 2 dentes n&o adjacentes,
perda de inser¢cao vestibular ou palatina/lingual > 3mm com profundidade de
sondagem > 3mm em 2 ou mais dentes, desde que o aumento da profundidade de
sondagem nao tenha sido por recessao advinda de trauma, lesao de carie cervical,
aumento da profundidade de sondagem na face distal de um segundo molar que
possa ter associagdo com posicionamento incorreto ou exodontia de terceiro molar,
lesdo com envolvimento endoddntico/periodontal com drenagem via margem
periodontal ou presenca de fratura vertical da raiz dentaria (PAPAPANOU et al. 2018;
STEFFENS; MARCANTONIO, 2018; TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018).

A doenca periodontal apresenta periodos de remisséo e de exacerbagao. Ainda

que o individuo com periodontite esteja na fase estavel, apresenta um risco de
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recorréncia da doenga maior quando comparado a aquele com gengivite ou saudavel
(CATON et al., 2018).

1.2.2 Perfil inflamatério das doengas periodontais

Tanto em situagdes reversiveis da doenga (gengivite), quanto em situagdes
avangadas (periodontite), existe a liberagcado de diferentes moléculas marcadores de
alteracao tecidual na saliva (KINANE et al., 2017; CATON et al., 2018; CHAPPLE et
al., 2018).

Na gengivite ocorre uma inflamacéo tecidual derivada do biofilme acumulado
ao longo do sulco gengival, restrita @ margem da gengiva. Fatores locais ou sistémicos
também podem estar envolvidos e predispor o desafio microbiano ao tecido. Em suas
diferentes fases, a inflamagéo gengival pode conter variadas células inflamatdrias.
Inicialmente, caracterizada pelo predominio de células de defesa inespecifica e com
o0 passar do estabelecimento da doenca ocorre o aumento de células de defesa
adquirida no sulco gengival (PAGE, 1986). Estudos estabelecem que mesmo em
estagios iniciais da gengivite, ja existe uma alteragao tecidual local com repercussao
em diferentes componentes salivares ( SYNDERGAARD et al., 2014; BOSTANCI et
al., 2018).

Juntamente com uma alteragdo nas quantidade e propor¢ado de microbiota
patogénica e consequentemente da atividade de doencga periodontal, ocorre uma
especificidade na resposta inflamatdéria e consequente aumento de substancias
liberadas nesse processo, substancias que podem ser consideradas indicadores
biolégicos de dano tecidual na saliva (BOSTANCI et al.,, 2018; KACZOR-
URBANOWICZ et al., 2018).

Sabe-se que a periodontite, no decorrer de sua evolugdo, possui como
caracteristica a degradacao colagena e reabsorgao do osso alveolar, provenientes da
simultaneidade do aumento de bactérias com potencial patogénico, seus produtos e
componentes estruturais, bem como processo inflamatoério e imunolégico desajustado
(KINANE et al., 2017). O aumento da expressao de indicadores biolégicos de dano
tecidual como citocinas pro-inflamatdrias, metaloproteinases, proteinas de membrana
e enzimas catalizadoras do processo de respiracao celular sdo bem descritos em
diversos estudos com doencga periodontal (EBERSOLE et al., 2015; JAWZALI, 2016,
PODZIMEK et al., 2016; LORENZO-POUSO et al., 2018). A resposta do hospedeiro



13

frente ao desafio microbiano inclui a producdo de diferentes enzimas que sao
liberadas pelo tecido conjuntivo, epitelial ou células inflamatérias. Durante o processo
inflamatorio dos tecidos periodontais algumas enzimas migram para o sulco gengival
ou bolsa periodontal, sdo liberadas junto ao fluido crevicular gengival e séao
incorporadas ao conteudo da saliva (NOMURA et al., 2012). Portanto, mudancgas na
atividade enzimatica local podem estar relacionadas as alteracbes inflamatérias
provenientes do periodonto ou da mucosa oral. Algumas dessas enzimas salivares
sdo associadas a um dano tecidual ou morte celular (NOMURA et al., 2006; AL-RAWI;
SHAHID, 2017).

Como a maioria das doencas infecciosas/inflamatorias, na doencga periodontal
ha aumento das ROS com consequente diminuicdo da CAT, sobretudo dos
antioxidantes nao-enzimaticos, principalmente o acido urico (ZHANG et al., 2016).
Além da alteragao decorrente do biofilme estabelecido, as células inflamatérias tém
papel importante nesse processo. Neutrofilos sdo elementos da série branca em maior
quantidade no tecido sanguineo e compdem a primeira linha de defesa contra invasao
bacteriana. Apds o inicio da resposta do hospedeiro contra o biofilme bucal, os
neutrofilos se acumulam no periodonto e podem ser considerados, associados aos
micro-organismos, fontes de ROS. Apds a estimulagdo por micro-organismos
patogénicos, os neutrofilos produzem oxigénio por meio da via metabdlica catalisada
pela NADPH oxidase durante a fagocitose. Os produtos finais da formacado da ROS
podem gerar graves danos as células do hospedeiro, sujeitas a alteragbes
moleculares e danos graves a diversas classes de proteinas, contribuindo
significativamente para o processo de destruicdo coladgena com consequente
reabsorcédo do osso alveolar (MIYASAKI, 1991; MITTAL et al., 2014; WANG;
ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017).

Zhang et al. (2016) analisaram a CAT e Status Oxidante Total (SOT) em
individuos com periodontite, relacionando com o0s niveis de micro-organismos
periodontais, bem como em relacdo aos parametros clinicos da doenca periodontal.
Foram selecionados 45 participantes com periodontite e 37 saudaveis. Individuos com
periodontite apresentaram SOT aumentado e CAT reduzida quando comparados com
grupo controle. Embora a mudanga na CAT esteja relacionada com a gravidade da
doenca periodontal (Quanto maior a perda de insergéo clinica, menor a CAT), ndo

houve relacdo com a carga bacteriana. Inferindo que alteragbes no SOT nos
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individuos com periodontite estdo mais relacionadas a uma resposta imune alterada

do que a quantidade de bactérias patogénicas.

1.2.2.1 LDH na doenc¢a periodontal.

A LDH € uma isoenzima que catalisa a reacdao de producdo do lactato via
reducao do piruvato durante a fase anaerdbica da glicélise. Sua atividade é intensa
em tecidos altamente oxigenados. Esse indicador pode ser encontrado no organismo
humano em cinco formas diferentes (LDH tipo |, tipo |1, tipo lll, tipo IV e tipo V). Embora
apresentem multiplas formas moleculares e desempenhem fungées em oérgaos
diferentes, catalizam a mesma reacéo (NAGLER et al., 2001).

Quando a expressao de sua atividade apresenta muito elevada em relagao aos
niveis basais no plasma, pode ser o indicio de algum dano tecidual. Na saliva, a
predominéncia € da LDH do tipo IV e V (70%) ( REHAK; CECCO; CSAKO, 2000;
NAGLER et al., 2001). Alguns estudos ja demonstraram que a LDH pode ter a
expressao de sua atividade aumentada tanto na periodontite (NOMURA et al., 2006)
quanto na gengivite (EKUNI et al.,, 2017), visto que a origem de tal enzima é
predominantemente (75%) do tecido epitelial da mucosa oral e gengiva (NAGLER et
al., 2001).

Bogdanovska et al. (2017) avaliaram os niveis de biomarcadores como LDH no
fluido crevicular gengival de individuos com doencga periodontal antes e sete dias ap6s
tratamento com gel de clorexidina 1% e observaram uma diminuicdo da expresséo da

expressao de atividade de LDH apés sete dias.

1.2.2.2 FAL na doenc¢a periodontal

FAL também é um componente salivar presente em processos que demarcam
dano tecidual. E enzima hidrolitica do fésforo, glicoproteina de ligagéo ao célcio e
fosfato. Pode ser originada de células como leucdcitos polimorfonucleares,
osteoblastos, macréfagos, fibroblastos do periodonto e fluido crevicular gengival. E
um importante indicador da atividade osteoblastica. Pode ser detectada nas glandulas
parotida, submandibular e glandulas salivares menores, bem como em células
epiteliais e bactérias do biofilme bucal. A presenca da FAL pode ser indicativa de
inflamacéo e destruicdo de tecidos periodontais. O nivel da FAL é positivamente

correlacionado com a gravidade da doenga periodontal (LUKE et al., 2015).
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E uma enzima ndo somente de demarcacdo de estado patolégico, como
também de renovacao celular do ligamento periodontal, cemento e raiz, contribuindo
para homeostase local (PATEL et al., 2016; SRIDHARAN et al., 2017). Luke et
al.,(2015) estimaram os valores de diferentes enzimas salivares presentes no
processo inflamatério e correlacionou com os parametros clinicos em individuos
saudaveis, com gengivite e periodontite. Teve como meédia dos grupos para FAL:
33,48 +15,84, 76,85 136,77 e 164,39 154,45, respectivamente, com diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.

Jeyasree et al. (2018) conduziram um ensaio clinico para avaliar os niveis
séricos e salivares de FAL em individuos com periodontite antes e depois do
tratamento periodontal ndo cirurgico e comparou com individuos saudaveis. As
amostras foram coletadas no primeiro dia e apés 30 dias da fase | do tratamento.
Houve diminuigao significativa na expressao da atividade de FAL apds o tratamento
em individuos com periodontite. A média inicial foi de 79,55 £ 6,40 e apos 30 dias
49,47 +5,11.

Os resultados de uma metanalise realizada por Di Lenardo et al. (2019)
demonstraram que tanto a FAL quanto a LDH podem ser utilizadas como indicadores
de inflamacéo periodontal, com expressao significativamente maior em individuos que

possuem a doenga quando comparados a grupos controle.

1.2.2.3 AU na doencga periodontal

O AU é o produto da degradagao da purina dos nucleotideos. Sua sintese
ocorre normalmente no figado, intestinos, musculos, rins e endotélio vascular
(MIKAMI; SORIMACHI, 2017). A elevacao de AU no organismo pode resultar em
doengas graves como hiperuricemia e gota (NERY et al., 2015). Entretanto, é
importante destacar o papel dessa molécula como substancia antioxidante, seja no
plasma ou na saliva, agindo na depuragao de radicais livres e consequentemente das
ROS (NERY et al., 2015; MIKAMI; SORIMACHI, 2017). Na saliva € responsavel por
70% da CAT (ZHANG et al., 2016; AL-RAWI; SHAHID, 2017).

Banu et al. (2015) avaliaram alguns marcadores inflamatérios na saliva e no
plasma de 40 individuos com periodontite, comparando com 20 controles saudaveis.
Observou que alguns marcadores se apresentavam aumentados na doenca

periodontal, dentre eles o acido urico (controle = 4,42 +0,68; com doenca = 5,32 +0,95;
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p< 0,01). Sugerindo que, assim como em outras doengas inflamatoérias do organismo,
0 acido urico poderia ser utilizado como um potencial marcador inflamatério da
periodontite. Porém, como ja descrito anteriormente, Zhang et al. (2016)
demonstraram que individuos com periodontite apresentaram CAT reduzida quando
comparados com grupo controle saudavel, com diminuigdo do acido urico.

Um estudo conduzido por Novakovi¢ et al. (2013) investigaram a CAT por meio
dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos: glutationa peroxidase, superoxido
dismutase, albumina e acido urico na saliva de 21 individuos com doenga periodontal
antes e apos tratamento. Foi realizada raspagem, alisamento radicular e instrucéo de
higiene bucal. As avaliagbes clinicas e salivares foram realizadas antes da consulta
inicial e dois meses apos o tratamento. Foi observado que houve significativa melhora
clinica, acompanhada de um aumento significativo de antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos, dentre eles o acido urico, sugerindo que o controle da doenga periodontal
pode aumentar os valores dos antioxidantes salivares.

Tripathi et al. (2019) investigaram a influéncia de licopeno e extrato de cha
verde, como tratamento adjuvante ao tratamento mecanico, nos niveis salivares de
AU em individuos com gengivite. Trinta participantes foram distribuidos em dois
grupos randomizados, o grupo controle recebeu profilaxia, enquanto o grupo teste
recebeu, além do tratamento mecanico, licopeno e cha verde. O grupo teste foi
orientado a fazer uso do suplemento por 45 dias, apds esse periodo foi realizada uma
nova avaliagao clinica e analise salivar. Houve um aumento dos niveis AU salivar
significativamente maior (p <0,01) no grupo teste, associado a melhora dos
parametros clinicos.

1.3 Lesdes de dano tecidual e doenga periodontal

Diferentes tipos de lesbes bucais podem estar relacionadas ao aumento ou
diminui¢cao da expressao de uma ampla variedade de indicadores de dano tecidual e,
grande parte desses indicadores também estado presentes no processo inflamatério
da doencga periodontal (LUKE et al., 2015; QIN et al., 2017).

Rezende et al. (2008) avaliaram 50 individuos com carcinoma espinocelular
bucal e de orofaringe para verificar a associagao entre habitos de higiene oral, doenga
periodontal e cancer, comparando com individuos sem a doenca. Observaram que

nos pacientes com cancer a doencga periodontal apresentou-se mais grave.
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Gupta et al. (2017) estudaram uma possivel associagédo entre a incidéncia de
cancer bucal na india, habitos de higiene oral, dieta, fumo e consumo de alcool.
Concluiram que a higiene oral deficitaria foi associada com um significativo risco de
cancer bucal (OR=6.98; 95% IC 3,72-13,05).

Em lesbes com potencial de malignizacdo e malignas bucais, existem
alteragdes moleculares nas células da mucosa a nivel de DNA, as quais levam a niveis
anormais de proteinas e possivel mudanga nos componentes enzimaticos
(CASTAGNOLA et al., 2017). Muitos indicadores salivares de dano tecidual tém sido
pesquisados para detectar o cancer bucal em estagio inicial. Esses indicadores podem
ser influenciados pelo meio bucal, condigao sistémica e pela resposta imune (KAUR
et al., 2018).

Devido as alteragcbes celulares, estudos demonstram modificacdo de
indicadores de dano tecidual tanto na carcinogénese oral quanto em doenga
periodontal, entre os indicadores estdo as citocinas pro-inflamatorias, isoenzimas
catabdlicas, eletrdlitos, proteinas de membranas, ROS, antioxidantes e componentes
estruturais do DNA/RNA (Tabela 1).
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Tabela 1. Exemplos de indicadores relatados na literatura como de dano tecidual em

doenca periodontal e carcinogénese oral.

Classe Indicador Doenca Periodontal Carcinogénese oral
Mediadores IL-1B Ebersole et al. (2015) Vesty et al. (2018)
inflamatorios

IL-1a Lee; Choi (2017) Korostoff et al. (2011)
IL-4 Jiaetal. (2017) Aziz et al. (2015)
IL-6 Ebersole et al. (2015) Sahibzada et al. (2017)
IL-8 Finoti et al. (2017) Sahibzada et al. (2017)
IL-10 Gomes et al. (2019) Aziz et al. (2015)
IL13 Zhang et al. (2018) Aziz et al. (2015)
TNF alfa Gomes et al. (2019) Kaur et al. (2018)
MMP-9 Yee et al. (2017) Peisker et al. (2017)
Enzimas FAL Jeyasree et al. (2018) Bassalyk et al. (1992)
LDH Ekuni et al. (2017) Joshi; Golgire (2014 e Kallalli
et al. (2016 e Mohajertehran
et al. (2019)
Amilase Acquier et al. (2015) Vedam et al. (2017)
Agente quimico Acetaldeido Bright et al. (2018) Kocaelli H et al. (2014)
Antioxidante CAT Wang, Y. et al. (2017a) Giebuttowicz et al. (2011)
Hormdnio Cortisol Ardila; Guzman (2016) (Sharma et al., 2018)
Célula CD 44 Kaur et al. (2014) Pereira et al. (2011)
fon Célcio Patel et al. (2016) (Dziewulska et al., 2013)
Carboidrato Acido Sialico Rathod et al. (2018) Achalli et al. (2017)

Proteinas

Serotransferrina

Albumina

KI-67

Shirmohamadi et al. (2016)
Kaur et al. (2015)
Preethi et al. (2014)

Jessie et al. (2013)
Metgud; Patel (2014)
Gongalves et al. (2017)

IL = Interleucinas; TNF = Fator de Necrose Tumoral; MMP = Metaloproteinase da Matriz; CAT =

Capacidade Antioxidante Total; LDH = Lactato desidrogenase; FAL = Fosfatase Alcalina
FONTE: A autora.
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Patel; Metgud (2015) avaliaram os niveis salivares de LDH em individuos com
leucoplasia e carcinoma epidermoide, em comparagao com controles saudaveis. A
LDH salivar, quando comparada com os controles, apresentava valores aumentados
nos casos de leucoplasia e um aumento ainda maior nos casos de carcinoma
epidermoide. A LDH salivar também aumentava conforme avangava o grau de
diferenciacdo celular do carcinoma. Da mesma forma, Joshi; Golgire (2014)
compararam grupos similares e obtiveram valores aumentados de LDH salivar
coincidindo com o grau de displasia tecidual. D’Cruz; Pathiyil (2015) também
avaliaram a precisdo da LDH salivar como biomarcador para o diagndstico de
Carcinoma epidermoide, correlacionando os niveis de LDH salivar com a
diferenciacao histolégica do tumor. Os resultados mostraram concordéancia entre os
niveis salivares de LDH e diferenciagao histolégica do carcinoma epidermoide.

Bassalyk et al. (1992) avaliaram a atividade e o perfil salivar da LDH e FAL no
cancer bucal (n=100), leucoplasia (n=7) e individuos saudaveis (n=66). Verificaram
que a atividade da LDH e FAL foram maiores em individuos com leucoplasia e cancer
bucal, quando comparados com individuos saudaveis, assim como o perfil da LDH foi
dotipolVeV.

Em relacdo ao SO, Bahar et al. (2007) avaliaram parametros relacionados ao
stress oxidativo e perfil antioxidante salivar em individuos com Carcinoma oral de
células escamosas. Os grupos foram divididos em 25 controles saudaveis e 25
individuos com cancer bucal. Demonstraram que houve uma diminuicdo dos
antioxidantes salivares e aumento da ROS no grupo com cancer bucal.

Por estes motivos, controlar a inflamagéo periodontal pode auxiliar na
identificacdo dos biomarcadores corretos. Nesse sentido, se a diminuigdo da
inflamacéo, coincide com o controle da expressao dos indicadores de dano tecidual,
0s mesmos poderdo ser utilizados em futuros estudos de individuos com lesdes

bucais, mesmo na presenca de doencas periodontais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as concentracdes da lactato desidrogenase (LDH), fosfatase alcalina (FAL) e
acido urico (AU) salivares em individuos com gengivite e periodontite ao longo de uma
semana de uso de gluconato de clorexidina a 0,12%.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar 0 ISS apés 3, 5 e 7 dias de uso gluconato de clorexidina 0,12%.

o Comparar os niveis de LDH, FAL e AU na saliva no inicio e apds 3, 5 e 7 dias
de uso gluconato de clorexidina 0,12%.

° Correlacionar o ISS com os niveis de LDH, AU e FAL na saliva.



3. Capitulo
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EFEITO DO CONTROLE QUIMICO DO BIOFILME SOBRE OS COMPONENTES
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23

EFEITO DO CONTROLE QUIMICO DO BIOFILME SOBRE OS COMPONENTES

SALIVARES EM INDIVIDUOS COM DOENCA PERIODONTAL

Carolina Eurich Mazur'*, Aline Borsato Hauser?, Geisla Mary Silva Soares', Jos¢ Miguel

Amenabar!

! Universidade Federal do Parana - UFPR, Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia,
departamento de Estomatologia, Curitiba, PR, Brasil;

2 Universidade Federal do Parana - UFPR, Curso de Farmacia, Curitiba, PR, Brasil.

Autora correspondente: Carolina Eurich Mazur
Endereco: Rua Doutor Corréa Coelho — 744 CEP: 80210-350
Telefone: +55 041 999791581

e-mail: carol.cem@gmail.com




24

RESUMO

Objetivo

O objetivo desse estudo foi avaliar o Indice de Sangramento a Sondagem (ISS) e as
concentracdes de LDH, FAL e AU salivares em individuos com doengas periodontais apds 3,
5 e 7 dias do uso solu¢do de gluconato de clorexidina a 0,12% sem alcool.

Materiais e métodos

Foram avaliados 36 individuos sistemicamente saudaveis de ambos os sexos, com idade entre
18 e 70 anos e no minimo 20 dentes em boca. Foram realizados exame clinico periodontal e
coleta de saliva ndo estimulada. Apos a coleta de dados, os pacientes foram instruidos quanto
ao uso da solugdo para bochecho. Apos 3, 5 e 7 dias de uso da solugdo foi reavaliado o ISS e
realizada nova coleta de saliva. As concentracdes de LDH, FAL e AU salivar foram mensuradas
por meio de espectrofotometria.

Resultados

A média de idade dos participantes foi de 40,9 (+ 13,5) anos. O ISS inicial em individuos com
gengivite foi 25% (min:13 max: 61), enquanto que nos participantes com periodontite de 38,9%
(min: 11 méx: 67). Todos os participantes apresentaram diminui¢do significativa do ISS apos
3,5 e 7 dias (p<0,05). Em relacdo aos componentes salivares, a concentracdo de LDH e FAL
permaneceram semelhantes durante todo o periodo de avaliacdo. J4 a concentragdo de AU teve
aumentou em todos os tempos analisados em comparag¢do ao tempo inicial nos participantes
com periodontite.

Conclusao

O controle quimico do biofilme reduz o ISS a partir do terceiro dia em todos os individuos,
enquanto que a concentragdo de AU aumenta somente em individuos com periodontite. As
concentragcdes de LDH e FAL permaneceram constantes, sugerindo que nao sao influenciadas
pela presenca de doengas periodontais.
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1. Introduciao

A saliva ¢ considerada atualmente um fluido corporal importante para avaliagdo e
monitoramento tanto de condigdes fisiologicas quanto patologicas, devido a presenca de
moléculas provenientes dessas condi¢des e que podem ser analisadas com facilidade (Ilea et al.,
2019; C.-Z. Zhang et al., 2016). Estas moléculas podem ser denominadas de indicadores
biologicos, ja que indicam alguma alteragdo tecidual local ou sistémica (Gutiérrez-Corrales,
Campano-Cuevas, Castillo-Dali, Torres-Lagares, & Gutiérrez-Pérez, 2017).

Diversos tipos de lesdes e doencas bucais podem liberar na saliva um niimero expressivo
de moléculas associadas a processos inflamatorios, espécies reativas de oxigénio (ROS) e
antioxidantes. Por esse motivo, varios estudos utilizam estas moléculas como marcadores de
dano tecidual local (Almerich-Silla et al., 2015; Gualtero & Suarez Castillo, 2016; Ullmann et
al., 2010; T. Zhang et al., 2016). Dentre esses componentes pode-se destacar a lactato
desidrogenase (LDH), fosfatase alcalina (FAL) e o 4cido trico (AU).

A LDH ¢ uma isoenzima que participa da fase final da respiracao celular anaerdbica. O
aumento significativo de sua expressao em saliva estd associada ao dano tecidual, e se estima
que 75% da sua expressdo tem sua origem no tecido epitelial bucal (Nagler, Lischinsky,
Diamond, Klein, & Reznick, 2001). Por outra parte, a FAL ¢ considerada um marcador
metabolico durante o processo inflamatério, sendo uma enzima que quebra a molécula de
fosforo e se liga ao calcio e fosfato. A FAL ¢ liberada por células inflamatdrias e esta associada
ao processo de reabsor¢do Ossea ou dano/morte celular (Sridharan, Sravani, Satyanarayan,
Kiran, & Shetty, 2017).

Da mesma forma, o sistema antioxidante salivar tem sido utilizado para mensurar o dano
tecidual na mucosa bucal. Dentre os antioxidantes, 0 AU ¢ responsavel por 70% da capacidade
antioxidante total salivar (Al-Rawi & Shahid, 2017). Tanto a FAL quanto a LDH e o AU tém

sido sugeridos como potenciais biomarcadores nas doeng¢a periodontais assim como em outras
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doengas bucais como o cancer (Al-Rawi & Shahid, 2017; Ali, Telgi, Tirth, Tantry, & Aleem,
2018; Babiuch et al., 2019; Bassalyk, Gus’kova, Pashintseva, & Liubimova, 1992; Dabra &
Singh, 2012; Patel & Metgud, 2015).

Como estas moléculas tém sido propostas como indicadores de inflamagdo nas doencgas
periodontais e em lesdes bucais, a aplicabilidade do seu uso clinico ainda pode ser colocada em
duvida. Uma alternativa para solucionar essa dubiedade ¢ estudar o comportamento de
indicadores salivares em individuos que ndo apresentam lesdes bucais, apds o controle da
inflamacao proveniente exclusivamente dos tecidos periodontais. Diante disso, o objetivo desse
estudo ¢ avaliar as concentragdes da LDH, FAL e AU salivares em individuos com gengivite e

periodontite durante uma semana de uso da solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12%.

2. Materiais e métodos
2.1 Perfil da Amostra

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Parana (UFPR) com o numero 2.751.685. O recrutamento dos individuos foi realizado na sala
de espera da clinica de odontologia da UFPR. Os individuos foram convidados a participar do
estudo. A metodologia da pesquisa foi explicada e caso o paciente concordasse, foi oferecido o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A amostra foi por conveniéncia, compreendendo 36 individuos recrutados de agosto de
2018 a abril de 2019. Os critérios de inclusao foram: Apresentar pelo menos 20 dentes em boca,
ter pelo menos 10% de todos os sitios dentarios analisados com sangramento a sondagem.
Foram considerados excluidos do estudo individuos que realizaram raspagem e alisamento
radicular nos ultimos 3 meses; apresentaram condigdes fisicas que ndo permitiram o exame;

gestantes e/ou lactantes, possuiam doengas sistémicas com alteragdo em sistema imune; usaram
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antibidticos ou medicacdo imunossupressora nos ultimos 3 meses; apresentaram diabetes
descompensado; possuiam qualquer tipo de lesdo bucal inflamatdria.
2.2 Avaliacao clinica

O estudo foi dividido em duas etapas: clinica e laboratorial. A etapa clinica teve como
sequéncia: Assinatura do TCLE, anamnese, coleta de saliva total nao estimulada e diagnostico
periodontal por um examinador previamente calibrado (Kappa intraexaminador = 0,89).

Ap6s assinatura do TCLE e anamnese, foi realizada avaliagdo e diagndstico periodontal.
Os parametros de avaliagao foram registrados para seis sitios em todos os dentes com condi¢ao
de analise, terceiros molares ou dentes com destruicao corondria. Dentre os registros, foram
mensurados indice de placa visivel (IPV), indice de sangramento a sondagem (ISS),
profundidade de sondagem (PS), nivel clinico de inser¢ao (NCI), supuragdo, mobilidade e grau
de furca. Cada participante foi diagnosticado quanto a gengivite ou periodontite estagio I/1I.

Ap6s a coleta de dados foi fornecido a todos os participantes do estudo um frasco de
250 ml da solugdo de gluconato clorexidina sem dalcool a 0,12% (Perioplak®, Brasil). O
paciente foi instruido a bochechar 15 ml da solugdo durante um minuto a cada 12 horas, por 7
dias. Juntamente com a explicacao verbal, foi fornecido um manual de instrugdes de como
realizar o procedimento. Os participantes retornaram para reavaliagdo do ISS e coleta de saliva
apos 3, 5 e 7 dias, seguindo os mesmos procedimentos metodoldgicos descritos anteriormente.

As amostras salivares foram coletadas anteriormente a avaliacao bucal, em recipientes
descartaveis. O participante foi orientado a despejar a saliva no frasco por um periodo de
aproximadamente 5 minutos. A coleta foi realizada com intervalo de uma hora apos a refeicao
e/ou com mesmo intervalo da ultima higiene bucal. As amostras foram mantidas em gelo
durante todo o periodo de coleta. Apds a coleta, as amostras foram armazenadas a -20 °C.

2.3 Avaliacio laboratorial
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Todas as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 2600 g por dois minutos, antes

da anélise por espectrofotometria.

Analise da LDH

A atividade da LDH foi determinada pela conversao do piruvato a lactato na presenca
de NADH. O decréscimo da absorbancia em 340nm devido a oxidacdo do NADH ¢
proporcional a atividade da LDH na amostra. A mensuragdo foi realizada por meio de kit
especifico (LDH Liquiform, Labtest®) em aparelho automatizado Labmax 400 (Labtest®)

sistema aberto.

Analise da FAL

A atividade da FAL foi determinada mediante a rea¢dao colorimétrica com formacao de
complexo da cor amarela no meio alcalino. A mensura¢dao foi realizada por meio de kit
especifico (Fosfatase alcalina, Labtest®). As leituras foram feitas a 405nm em aparelho

automatizado Labmax 400 (Labtest®) sistema aberto.

Analise do AU

As dosagens do acido urico foram realizadas por meio do método enzimatico por reagao
de ponto final em amostras de saliva pela técnica manual. As leituras foram feitas a 505nm. A
mensuragdo foi realizada por meio de kit comercial especifico (Acido trico liquifo Liquiform,
Labtest®). As amostras foram analisadas em triplicata e foi utilizada a média como expressao

final do AU.

2.4 Analise estatistica dos dados
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Os dados foram tabulados e organizados no software Excel® 2013. Estes foram
analisados estatisticamente por meio do Software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versao 25.0, com significancia estatistica determinada no nivel de 0,05 para diminuir a
possibilidade de erro do Tipo I. Foi utilizado o teste de Shapiro Wilk para verificacao da
distribuicao dos dados. Os valores de PS, NCI, ISS e IPV foram calculados pela divisao do
numero de sitios alterados pelo niumero de sitios presentes.

Para todos os calculos foi considerada a média da frequéncia relativa do IPV e ISS.
Foram considerados individuos com gengivite aqueles que apresentaram mais de 10% de todos
os sitios analisados com sangramento a sondagem e NCI de até 3mm. Foram considerados com
periodontite os individuos com NCI igual ou superior a 4 mm em mais de dois sitios
interproximais ndo contiguos. Quanto a gravidade da doenga, foi considerado periodontite
estagio I quando houve perda de inser¢do de 1 a 2 mm interproximal no pior sitio e estagio I
de 3 a 4 mm Interproximal no pior sitio. Quanto a extensdo do sangramento a sondagem foi
considerado sangramento localizado (<30% de todos os sitios analisados) ou generalizado
(>30% de todos os sitios analisados).

Para comparagao das médias/medianas das varidveis clinicas entre o grupo com
periodontite e o grupo com gengivite foi utilizado Teste-T para amostras independentes nos
dados paramétricos e Teste U de Mann-Whitney de amostras independentes para os dados nao
paramétricos.

Os testes para averiguar diferenca entre as médias dos dias de avaliagdo foram ANOVA
para medidas relacionadas nos dados paramétricos e ajustamento de Bonferroni para
comparagdoes multiplas. Enquanto que os Testes de Friedman por Postos de amostras
relacionadas e ajustamento de Bonferroni para comparagdes multiplas foram utilizados para

comparar a mediana dos dias em dados ndo paramétricos.
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O ISS e a concentragdo dos componentes salivares foram correlacionadas pelo
coeficiente de correlagdo de Pearson em dados paramétricos e coeficiente de correlacao de
Spearman em dados ndo paramétricos.

3. Resultados

A amostra foi composta inicialmente por 46 participantes, porém 10 tiveram sua exclusdo, seis
devido a auséncia em um dos dias de avalia¢do, quatro por problemas durante o processamento
das amostras, totalizando um niimero amostral de 36 individuos com idades entre 23 € 69 anos.

A maioria dos individuos ¢ da etnia branca (75%).
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TABELA 1. Caracterizagdo da amostra

Variavel Valor
Idade (média) 40,9 (£ 13.5)
Sexo n(%)
Feminino 24 (66,7)
Masculino 12 (33,3)
Etnia n(%)
Branco 27 (75)
Nao Branco 9 (25)
Procedéncia n(%)
Curitiba 31(86,1)
Regido Metropolitana 5(13,9)
Diagnéstico n(%)
Gengivite 15 (41,7)
Periodontite 21 (58,3)

Todos os participantes apresentaram mais que 50% de biofilme visivel durante a
avaliagdo inicial. Quando os grupos foram divididos por doenga, houve diferenca estatistica em
relacdo ao nimero de dentes, nimero total de sitios analisados e ISS inicial, sendo que em todos
estes parametros o grupo de individuos com periodontite apresentaram um maior nimero.
Quanto ao IPV, embora houve um aumento da média dos individuos com periodontite, em
relagdo aos individuos com gengivite, nao ocorreu diferenga estatisticamente significante. Nao
houve diferenca estatisticamente significante na PS entre os grupos com gengivite e
periodontite, porém a média do NCI dos individuos com periodontite foi maior que a média

daqueles com gengivite.
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TABELA 2. Média e medianas (Min-Max) das variaveis clinicas por diagnostico de doenga

Variavel Gengivite Periodontite p
Numero de dentes 27,13 £2,5 /28 (22-31) 24,7 £2,8 / 24 (20-30) 0,011«
Numero total de sitios 162,4 £14,8 / 168 (132-186) 147,7+17,5/ 144 (120- 0,013
analisados 180)
IPV (%) 72,5+16,9/69 (51,2-100 81,1 £7,7/ 0,083F
ISS inicial 27,1 £12,8 /25 (13-61) 38,9 (10,9-66,7) 0,018
PS 2,28 £0,3 /2,3 (1,89-2,95) 2,5+0,4/2,5(2-3,5) 0,160
NCI 1,63 £0,2 /1,57 (1,38-2,11) 2,1+0,4/2(1,6-3,2) 0,0198
NCI >4 mm (%) NA 11,3+£9,9/7,6 (2,8 —40,9) NA

o=Teste U de Mann-Whitney de amostras independentes. B=Teste-T para amostras independentes;
IPV = Indice de Placa Visivel; ISS = Indice de Sangramento a Sondagem; PS = Profundidade de Sondagem,;
NCI = Nivel Clinico de Inser¢do; NA = Nao se aplica.

Quanto a extensdo do sangramento inicial, individuos com periodontite apresentaram
maior sangramento generalizado, enquanto que a maioria dos individuos com gengivite

apresentaram sangramento localizado.

TABELA 3. Extensdo do sangramento inicial de acordo com o diagnostico periodontal.
Extensao do sangramento inicial

Localizado (< 30%) | Generalizado (>30%) | TOTAL

Diagnostico Gengivite 12 3 15
Periodontite 7 14 21
TOTAL 19 17 36

Em relagdo aos indicadores de inflamagdao em individuos com gengivite, o ISS
apresentou diferenca significativa entre o dia de avaliagdo inicial e os outros tempos. Enquanto

que a LDH, FAL e AU mantiveram-se semelhantes durante todo o periodo avaliado.
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TABELA 4. Medianas (25%-75%) do ISS, LDH, FAL e AU dos individuos com diagnostico

de gengivite.

Variavel Avaliacao inicial | Avaliacdo apés 3 | Avaliaciao apdés | Avaliaciao apds p
dias 5 dias 7 dias
ISS (%) 25(17,3-28)ABC 13,7 (8,3-18,4)* | 8,8(7,1-17,4)® | 10,1 (7,7-13,6) € | <0,001
LDH 147 (52-240) 129 (64-308) 133 (69-440) 155 (89-404) 0,247
FAL 4 (2-7) 4 (2-6) 4 (3-6) 2 (1-7) 0,128
AU 3,5(2,9-4,9) 4,1 (3,6-4,7) 4,1 (3,8-4,9) 3,9 (3,6-4,5) 0,131

ISS = Indice de de Sangramento a Sondagem; LDH = Lactato Desidrogenase (U/L); FAL = Fosfatase Alcalina

(U/L); AU= Acido Urico (mg/dL). *Teste de Friedman por Postos de amostras relacionadas. Ajustamento para

diversas comparacdes: Bonferroni, letras semelhantes, valores diferentes estatisticamente.

No grupo com periodontite, além da diminuigdo significativa do ISS durante em todos

os dias de avaliacao em relagdo ao dia inicial, houve também aumento significativo do nivel de

AU todos os dias de avaliacao em relacao ao dia de avaliacao inicial.
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TABELA 5. Média (DP) ou medianas (25 % - 75%) do ISS, LDH, FAL e AU dos individuos

com diagnostico

de periodontite.

Parametro | Avaliacao inicial | Avaliacdo apos Avaliacao Avaliacio apés P
3 dias apos S dias 7 dias
ISS (%) 38,9 (£15,4)ABC 21,6 (£11,2)A 21,3 (£9,6) B 18,6(£9,4)€ <0,01°
LDH 183 (99,5-450) 130 (68,5-279) | 230 (62,5-424) | 232 (73-511,5) 0,219¢
FAL 4 (1,5-5,5) 2 (1,5-4) 3 (1-5,5) 4 (2-6,5) 0,174
AU 3,8 (£1,2)ABC 4,7 (£1,3)4 4,5 (+1,2)8 4,7 (£1,3)¢ <0,001P

ISS = Indice de de Sangramento a Sondagem; LDH = Lactato Desidrogenase (U/L); FAL = Fosfatase Alcalina

(U/L); AU= Acido Urico (mg/dl). a = Teste de Analise de Variancia de dois Fatores de Friedman por Postos de

amostras relacionadas. B = ANOVA para amostras relacionadas. Ajustamento para diversas comparagdes:

Bonferroni, letras semelhantes, valores diferentes estatisticamente.
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Figura 1: Expressdo da atividade de Fosfatase alcalina salivar durante os dias de avaliacdo em individuos com gengivite e
periodontite.
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Figura 2: Expressdo da atividade da Lactato Desidrogenase salivar durante os dias de avaliagdo em individuos com
gengivite e periodontite.
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Figura 3: Expressdo da concentragdo de dcido trico salivar durante os dias de avaliagdo em individuos com gengivite e
periodontite.
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periodontite.

Colocar as barras
Nao houveram correlagdes entre os componentes salivares e o ISS, exceto o acido urico
em individuos com periodontite, no qual houve uma correlagao negativa moderada (p = - 0,504;

p=0,02).
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4. Discussao

O presente estudo comparou os niveis de LDH, FAL e 4cido urico na saliva de
individuos com diferentes graus de inflamagdo periodontal ao longo de sete dias de uso do
gluconato de clorexidina 0,12%. Durante o periodo avaliado houve diminui¢ao significativa do
ISS tanto no grupo de pacientes com gengivite quanto, periodontite, entretanto os componentes
salivares LDH e FAL ndo acompanharam a diminui¢ao da inflamacao, somente o AU aumentou
significativamente no grupo de individuos com periodontite.

A comparagdo dos niveis de indicadores de dano tecidual com um controle saudavel ¢
comumente empregado para justificar o aumento da expressdo dos niveis salivares em
individuos com variedade de lesdes bucais e doencas inflamatdrias como € o caso da doenga
periodontal (Jawzali, 2016; Liu et al., 2017). Entretanto, ainda existe uma lacuna sobre os
valores de referéncia para uma populagdo saudavel. Em um estudo conduzido por Kallalli et al.
(Kallalli et al., 2016), no qual estimou os niveis de LDH salivar entre pacientes com fibrose
submucosa, cancer bucal e controles saudaveis, teve uma média da LDH dos individuos
saudaveis de 182,21 + 34,85, enquanto que um outro estudo realizado por Patel et al (Patel &
Metgud, 2015) comparou os niveis de LDH de individuos normais com os niveis de individuos
com leucoplasia e carcinoma de células escamosas, a média do valor da expressao da LDH no
controle saudavel foi de 261,16 £75,8.

Em estudos com doenca periodontal também existe uma variagdo nos valores do grupo
dos controles saudaveis, como o de Kugahara (Kugahara, Shosenji, & Ohashi, 2008) no qual
encontrou que a mediana da LDH em gestantes sem doenca periodontal foi semelhante a
daquelas com gengivite: 363 (143-611) e 358 (159-697), respectivamente. Um outro estudo
conduzido por Ali et al.(Ali et al., 2018) verificou os niveis de LDH salivar em individuos com
periodontite fumantes, ndo fumantes e controle. O valor da média para o grupo controle,

composto por individuos ndo fumantes sem ou com gengivite leve foi de 285,34 + 35,76. Esses
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dados justificam o desenho desse estudo, no qual foi utilizado como parametro de caso-controle
o proprio individuo.

Os resultados demonstraram que embora houvesse um nivel de inflamacao gengival
determinado pelo ISS, a expressdao dos indicadores de dano nao acompanhou a diminui¢ao
significativa do processo inflamatdrio apds o uso do agente antimicrobiano. Semelhantemente,
um estudo conduzido por Syndergaard (Syndergaard et al., 2014) comparou os niveis de alguns
indicadores inflamatorios como interleucina-1f3 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), Prostaglandina
E> (PGE>), metalloproteinase — 8 (MMP-8) e Proteina inflamatoria do macrofago (MIP-1a) na
saliva de individuos com gengivite e com saude periodontal. Em seguida verificou se a
profilaxia dentdria poderia alterar as concentracdes de tais biomarcadores salivares nos
individuos com gengivite em até 30 dias apos o tratamento. Tiveram como resultados que ainda
que houvesse uma significativa melhora clinica com retorno a satde periodontal dos individuos
com gengivite, ndo houve alteracdo significativa nos mediadores inflamatorios 30 apds
tratamento.

Uma metanalise realizada por Di Lenardo (Di Lenardo et al., 2019) avaliou a relagcdo
entre niveis salivares de diversas enzimas indicadoras de dano tecidual em amostras de
individuos com periodontite comparados com controles saudaveis. Concluiram que tanto a FAL
(IC 95% = 20.02-36.99) quanto a LDH (IC 95% = 54,13-104,37) estao associados a
periodontite. Embora varios estudos demonstrem associagdao entre LDH, FAL e inflamagao
periodontal (Nomura et al., 2012; Nomura et al., 2006; Sridharan et al., 2017), o presente estudo
demonstrou que ndo houveram altera¢des nesses indicadores até 7 dias de controle quimico do
biofilme.

Foi evidenciado nos resultados desse estudo o aumento significativo do AU ja com trés
dias de uso da solu¢do em individuos com periodontite, enquanto que em individuos com

gengivite os niveis de AU permaneceram semelhantes nos tempos analisados. Estes resultados
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podem ser explicados pelo fato da maioria dos individuos com periodontite apresentar niveis
de sangramento a sondagem inicial generalizado maiores (66,7%), enquanto que aqueles com
gengivite, em sua maioria (80%) apresentaram sangramento localizado, com proximidade da
saude periodontal, o que justificaria a ndo alteragdo do indicador durante os tempos avaliados.
Uma pesquisa que realizou tratamento periodontal em individuos com gengivite demonstrou
que houve aumento significativo do AU apoés tratamento (Tripathi et al., 2019). Um estudo
conduzido por Novakovi¢ et al. (Novakovi¢ et al., 2013 ) investigaram a CAT por meio dos
antioxidantes glutationa peroxidase, superoxido dismutase, albumina e 4cido urico na saliva
de 21 individuos com doenga periodontal. Foi realizado raspagem, alisamento radicular e
instrugdo de higiene bucal em todos os individuos recrutados. As avaliacdes clinicas e salivares
foram realizadas antes da consulta inicial ¢ dois meses apoOs o tratamento. Foi observado que
houve significativa melhora clinica, acompanhada de um aumento significativo de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, dentre eles o acido urico, sugerindo que o controle
da doenca periodontal pode aumentar os valores dos antioxidantes salivares.

Como conclusdes desse estudo pode-se afirmar que o controle do biofilme
supragengival, por meio de bochecho com solucdo de clorexidina 0,12% 2x/dia levou a
diminuig¢ao significativa do ISS em todos os tempos analisados em relagdo ao tempo inicial em
individuos com periodontite e gengivite. Nao houve diferenga estatistica na expressao da
atividade de FAL e LDH longo dos tempos de avaliagdo. o controle quimico do biofilme reduz
o ISS a partir do terceiro dia em todos os individuos, enquanto que a concentragdo de AU
aumentou somente em individuos com periodontite. Tanto a concentracdo de LDH quanto a de
FAL permaneceram constantes, sugerindo que nao sao influenciadas pela presenca de doencas
periodontais.

Estes resultados sugerem que tanto a LDH quanto a FAL ndo acompanham a diminui¢o

do sangramento periodontal. Sendo considerados possiveis indicadores de dano tecidual em
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doencas bucais, mesmo na presen¢a de doencas periodontais. Novos estudos com amostras
maiores € acompanhamento a longo prazo apos diminui¢ao clinica da inflamagao periodontal,
um estabelecimento dos niveis dos indicadores de dano tecidual e perfil antioxidante sdao

sugeridos, tanto na doenca periodontal quanto em outras doengas que acometem a mucosa oral.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Houve diminuicao significativa do ISS em todos os tempos analisados em relagao
ao tempo inicial em individuos com periodontite e gengivite ap6s o uso da solugéo de
clorexidina 0,12%. Bem como houve aumento significativo de Acido urico em todos os
tempos analisados em relagdo ao tempo inicial em individuos com periodontite. Em
contrapartida, ndo houve diferenca estatistica na expressao da atividade de FAL e
LDH longo dos tempos de avaliagdo, assim como nao foi possivel correlacionar os
niveis dos componentes salivares com o ISS. Os resultados sugerem FAL e LDH
como possiveis indicadores de dano tecidual em lesdes bucais mesmo na presenca

de doencga periodontal.
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6. APENDICE 1 - METODOLOGIA ESTENDIDA

O presente estudo é um estudo clinico observacional longitudinal. O recrutamento
foi realizado na sala de espera da clinica de odontologia da UFPR. Os individuos
foram convidados a participar do estudo. O tamanho da amostra foi composto por 36
individuos recrutados de agosto de 2018 a abril de 2019 (amostra por conveniéncia).

A metodologia da pesquisa foi explicada e caso o paciente/responsavel

concordasse, foi oferecido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Critérios de inclusao:

o Ter pelo menos 20 dentes em boca.

o Apresentar pelo menos 10% de todos os sitios dentarios analisados com
sangramento a sondagem.

Critérios de exclusao :

o Pacientes com condigdes fisicas que nao permitam o exame.
o Pacientes gestantes e/ou lactantes.
o Pacientes que fizeram uso de antibidticos ou medicagdo imunossupressora

continua nos ultimos 3 meses.

o Pacientes com diabetes descompensado ou doengas que alteram o sistema
imunoldgico.

o Pacientes com qualquer tipo de lesédo bucal inflamatéria.

o Pacientes que realizaram tratamento periodontal nos ultimos 3 meses.

Os Procedimentos metodoldgicos ocorreram em duas etapas:
1) Etapa Clinica
2) Etapa Laboratorial

1) Etapa Clinica: Anamnese, exame fisico, coleta de saliva total n&o estimulada e
exame clinico e diagnostico periodontal, tudo realizado por um unico avaliador
previamente calibrado.

A calibracdo do examinador ocorreu no periodo de sete dias, na qual foram
avaliados dois individuos ndo incluidos no estudo em duas avaliagcbes em dias

distintos, pelo mesmo examinador. O valor final de Kappa foi 0,89. Apdés anamnese
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foi realizada avaliagdo e diagndstico periodontal. Os indices periodontais foram
avaliados em seis sitios em todos os dentes com condi¢cao de analise (aqueles que
nao apresentassem destruigcdo coronaria ou alteracdo anatdmica que nao permitissem
realizar a sondagem periodontal). Os parametros clinicos utilizados mensurar a
doenca foram indice de placa visivel (IPV), ISS, profundidade de sondagem (PS), nivel
clinico de insercéo (NCI), supuracado, mobilidade e grau de furca. O participante foi
diagnosticado quanto a saude periodontal, gengivite ou periodontite.

Apods a coleta de dados foi fornecido a todos os participantes do estudo um
frasco de 250 ml da solugao de gluconato clorexidina sem alcool a 0,12% (Perioplak®,
Brasil). O paciente foi instruido a bochechar 15 ml da solugdo durante um minuto a
cada 12 horas, por 7 dias. Juntamente com a explicagao oral, foi fornecido um manual
de instrucbes de como realizar o procedimento. Os participantes retornaram para
reavaliacdo do ISS e coleta de saliva apds 3, 5 e 7 dias, seguindo os mesmos
procedimentos metodoldgicos descritos anteriormente.

As amostras de saliva foram coletadas antes da avaliagao fisica, em recipientes
descartaveis, por um periodo de 5 minutos. A coleta foi realizada com intervalo de
uma hora apos a refeigdo e/ou com mesmo intervalo da ultima higiene bucal. O
participante foi orientado a permanecer sentado verticalmente em local confortavel e
antes do inicio da coleta. As amostras mantiveram-se em gelo durante todo o periodo

de coleta. Apds a coleta, as amostras foram armazenadas a -20 °C.

2) Etapa Laboratorial: Foram mensurados os niveis de LDH, FAL e AU no inicio e
3, 5 e 7 dias apods avaliagao inicial.
Todas as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 2600 g por dois

minutos, antes da analise por espectrofotometria.

Avaliagao da LDH

A atividade da LDH foi determinada pela conversao do piruvato a lactato na
presenca de NADH. O decréscimo da absorbancia em 340nm devido a oxidacao do
NADH é proporcional a atividade da LDH na amostra. A mensuracao foi realizada por
meio de kit especifico (LDH Liquiform, Labtest®, Lagoa Santa/MG, Brasil) em aparelho

automatizado Labmax 400 (Labtest®) sistema aberto.
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Avaliagao da FAL

A atividade da FAL foi determinada mediante a reacdo colorimétrica com
formagédo de complexo da cor amarela no meio alcalino. A mensuragéo foi realizada
por meio de kit especifico (Fosfatase alcalina, Labtest®, Lagoa Santa/MG, Brasil). As
leituras foram feitas a 405nm em aparelho automatizado Labmax 400 (Labtest®)

sistema aberto.

Avaliagcao do AU

As dosagens do acido urico foram realizadas por meio do método enzimatico

por reagao de ponto final em amostras de saliva pela técnica manual.
O acido urico é oxidado pela uricase alantoina e perdoxido de hidrogénio. O peroxido
de hidrogénio na presenca da peroxidase, reage com DHBS e 4-aminoantipirina,
formando o cromogénio antipirilquinonimina. A intensidade da coloragéo vermelha
formada foi diretamente proporcional a quantidade de acido urico presente na
amostra.

A mensuracéo foi realizada por meio de kit comercial especifico (Acido Urico
liquifo Liquiform, Labtest®, Lagoa Santa/MG, Brasil). O kit € composto pelo ragente 1,
reagente 2 e padrao (6,0 mg/dL de acido urico).

Para andlise, inicialmente foi realizado preparo do reagente de trabalho (RT),
utilizando a proporgéo de quatro volumes do reagente 1 (0,8 ml) para um volume do
reagente 2 (0,2 ml). Depois foram adicionados 1,0 ml do RT em cada tubo de ensaio,
0,02 ml da solugao padrdo em um tubo de ensaio (padrao), somente RT em outro tubo
(branco) e 0,02 ml de amostra salivar em cada tubo restante. O conteudo foi
homogeneizado e incubado em banho-maria a 37° C por 5 minutos, o nivel de agua
nos tubos foi superior ao nivel dos reagentes em cada tubo de ensaio. Apds esse
periodo, foi realizada a leitura a 505 nm.

Para calcular o valor final de AU, foi utlizada a

seguinte formula: Absorbancia do teste

Acido urico (mg/dL) = Absorbancia do padrao

As amostras foram analisadas em ftriplicata e foi utilizada a média como

expressao final do AU.
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Analise estatistica dos dados

Os dados foram tabulados e organizados no software Excel® 2013. Estes
foram analisados estatisticamente por meio do Software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versao 25.0, com significancia estatistica determinada no
nivel de 0,05 para diminuir a possibilidade de erro do Tipo I. Foi utilizado o teste de
Shapiro Wilk para verificagao da distribuicdo dos dados. Os valores de profundidade
de sondagem (PS), nivel clinico de inser¢ao (NCI), ISS e indice de placa visivel (IPV)
foram calculados pela divisdo do numero de sitios alterados pelo numero de sitios
presentes.

Para todos os calculos foi considerada a média da frequéncia relativa do IPV e
ISS. Foram considerados individuos com gengivite aqueles que apresentaram mais
de 10% de todos os sitios analisados com sangramento a sondagem e NCI de até
3mm. Foram considerados com periodontite os individuos com NCI igual ou superior
a 4 mm em mais de dois sitios interproximais ndo contiguos. Quanto a gravidade, foi
considerado periodontite estagio | aqueles que apresentassem perda de insergao de
até 2 mm, estagio Il de 2 a4 mm. Em relacdo a extensao do sangramento a sondagem
foi considerado sangramento localizado (£30% de todos os sitios analisados) ou
generalizado (>30% de todos os sitios analisados).

Para comparacéo das medias ou medianas das variaveis clinicas entre o grupo
com periodontite e o grupo com gengivite foi utilizado Teste-T para amostras
independentes nos dados paramétricos e Teste U de Mann-Whitney de amostras
independentes para os dados n&o parametricos.

O teste para verificar diferenca entre as médias dos dias de avaliagao foi
ANOVA para medidas relacionadas e ajustamento para diversas comparagdes de
Bonferroni nos dados paramétricos, enquanto que o Teste de Friedman por Postos de
amostras relacionadas e ajustamento para diversas comparacdes de Bonferroni foram
utilizados para comparar as medianas dos dias em dados ndao paramétricos.

A média do ISS e a média de concentracdo dos componentes salivares foram
correlacionadas pelo coeficiente de correlagao de Pearson em dados paramétricos e

Spearman em dados n&o paramétricos.



6. APENDICE 2 -TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nas, Carolina Eurich Mazur, aluna de pas-graduacdo, Jose Miguel Amenabar e
Geisla Mary Silva Soares professores da pos graduagdo da Universidade
Federal do Parana, estamos convidandoo Sria) paciente da dinica de
odontologia da Universidade Federal do Parana a participar do estudo ntiulado
"EFEIMO DO GLUMCOMATO DE CLOREXIDIMA 0.12% EM MARCADORES DE
DAMO TECIDUAL NA SALIVA®,

O acomulc de bactérias na boca provoca processos inflamatorios que
danificam a gengiva. O gluconato de clorexidina 0,12% € a solucao antisseptica

mais eficaz contra as bactérias bucais sendo utilizada para awiliar no controle
da inflamag3o de doengas das gengivas.

a) O objetivo desta pesquisa & verificar qual o menor tempo possivel de uso da
solugdo antisséptica (Clorexidina) nos marcadores de inflamagdo gengival,
verificados cimicamente e na saliva.

b) Caso wocé participe da pesquisa, sera realizada uma avaliagio de sua boca
para werificar se ha a presenga de placa bacteriana, doenca da gengiva & em
qual grau se encontra. Além disso, vocé devera realzar bochechos com a
solugao a cada 12 horas durante 7 dias e comparecer para avaliagies aos 3, §
e 7 dias apos o inicio do fratamento.

¢} O local de avaliagao sera a clinica de estomatologia da UFPR (Aw. Prefeito
Lothano Meisser, 832, bloco de odontologia, clnica 2 - Jardim Botanico- Curitiba,
PR). Os atendimentos possuirdo media de duragao de 30 minutos, de acordo
com sua necessidade. Essa consulta sera realizada 4 vezes. Mo primeire dia
para diagnostico da salude da sua boca, depois de 3 dias, 5 e 7 dias para

reavaliagao, a fim de verficar se houve diferenga nos indices analisados.
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d) Em cada dia serd coletada saliva para realizar a avaliagao dos marcadores de
nflamagdo, motive pelo qual vocé ndo podera ter comide, nem bebido, nem ter
escovado 05 dentes por pelo menos uma hora antes da consulta. Vocé podera
se sentir com algum descontentamento ou descenforto na realizagie do exame
micial, porem a sensibilidade € momentanea, n3o precisa de anestesia e serao
tomados todos os cuidados para seu resguardo, para que n3o haja prejuizos a
sua integridade fisica & moral.

&) Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser: contaminagao pela saliva e
materiais utilizados em sua boca, manchamento dentario pelo uso da solugdo
para bochecho e alieragao do paladar, para tanto alguns cuidados serao
tomados no sentido de diminuir a chance de ocoméncia dessas situagdes, comao:
utilizar materiais estéreis e desinfetados, ndo pemmitir que ulilize a solugao para
bochecho por mais de 7 dias para nao ccomencia dos efeitos colaterais, os quais
geralmente acontecem apos 30 dias de wuso continuo. Caso ocoma
manchamento dentario decorente do wso do produto, o pesquisador se
responsabiiza pela remogdc das manchas.

f) Os beneficios esperados com essa pesquisa sao- 1) Verficar qual o menor
temipo possivel de uso do enxaguatdnio; 2) Propiciar ao Sr.{ajo ensino da técnica
cometa de escovagdo, onentagdc com relagio aos riscos da ma higiene para
salde sistémica 3) Melhora da salde da sua gengiva e caso necessite de
tratamento odontodogico, sera encaminhado para as devidas disciplinas dentro
do curso de Odoniologia desta universidade..

g) Os pesquisadores Carolina Eurich Mazur (Mestranda do Programa de Pos
Graduagao em Odontologia da UFPR) telefone: (42) 200820 1581; e-mail:
carokmazurGi@hotmail.com), Dr.® Jose Miguel Amenabar (Professor da disciplina
de estomatologia da UFPR); telefone: (41) 33004050; e-mail: jamenabai@ufpr.br
e Geisla Mary Silva Soares (Professora da disciplina de pericdontia da UFPR];
telefone (41) 3380 4013; e-mail: geislamary@ufpr.br, responsaveis por este
estudo. poderac ser contatados na sala da discipina de estomatologia da
UFPR, localizada na Av. Lothario Meissner, 832, bloco 1 de odontologia, para
esclarecer eventuais duwvidas que o Sria) possa ter & fomecerdhe as
nformagdes que queira, antes, durante ou depois de encemado o estudo.
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h) A sua participag3o neste estudo & voluntana e se nao quiser mais fazer parte
da pesquisa podera desistir a qualguer momento e solicitar que lhe devolvam o
termio de consentimento livre & esclarecido assinado. A sua recusa n3o implicara
na intermupg¢an de seu atendimento /oy tratamento, que esta assegurado.

) As informagdes relacionadas ao estudo poderao ser conhecidas por pessoas
autorizadas: pesguisadora Carolina Eurich Mazur, ofentador Dr.® Jose Miguel
Amenabar e co-orentadora Dra Geisla Mary Silva Soares. Mo entanto, se
qualquer informagao for divulgada em relatonio ou publicagdo, isto sera feito sob
a forma codificada, para gue a sua identidade seja preservada & seja mantida a
confidencialidade.

i} A amostra de saliva sera utlizada unicamente para essa pesquisa e sera
destruido/descartado em descarte especifico ao témmino do estudo.

k) As despesas necessanas para a realzag3o da pesquisa n3o s3o de sua
responsabiidade e pela sua participagao no estudo vocé ndo recebera qualquer
valor em dinheiro. Os gastos necessdrios para sua locomogdo ate a universidade
serao de responsabiidade dos pesquisadores envolvidos.

I) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu Nome, & Sim wm
m) Se voceé tiver dividas sobee seus direilos como participants de pesquisa, voce
pode contatar também o Comité de Etica em Pesguisa em Seres Humanos
{CEP/SD) do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana,
pelo telefone 3360-7258. O Comité de Etica em Pesquisa & um drgdo colegiado
multi e transdisciplinar, independente, que existe nas instiluigdes que realizam
pesgquisa envolvends seres humanos no Brasd e fol crado com o objetve de
proteger os paricipantes de pesquisa, em sua integridade & dignidade, e
assegurar que as pesquisas sejam desenvolvidas dentro de padrbes eticos
{Resolucdo n® 456/12 Conselho Nacional de Sadde).

Eu, li es5e Termmo de Consentimenta e

compreendi a natureza & objetive do estudo do qual concordei em participar. A
explicagSo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi gue sou livre

para interremper minha participagao a qualquer momento sem justificar minha
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decisao e sem qualguer prejuizo para mim. Eu entendi o que os bochechos
devem ser realizados seguindo as instrugdes determinadas pelo pesquisador e
que devo comparecer nos dias agendados para avaliag3o. Fui informado que se
eu apresentar algum dos problemas relaconados no #em &), serei encaminhado

para atendimento.

Eu concordo weluntariamente em parbicipar deste estudo.

[Curitiba, de de ]

Assinatura do Participante de Pesguisa .

=y Y . "
.ei._n-- e o, WO W o,
Iy

Carofina Eurich Mazur (Mestranda do programa de pos graduagdo em
Odontologia da UFR).

1N S 1
e /
L

José Miguel Amenabar (Professor do Programa de Pos Graduagio em
Odontologia da UFPR. responsavel pela pesquisal).

Ljrl"';"" ”?}.ﬁfma

Geisla Mary Siva Soares (Professora do Programa de Pos Graduagdo em
Odontodogia da UFPR, co-orentadora da pesguisa).
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6. APENDICE 3 - FICHA DE AVALIAGAO CLINICA

AVALIAGAO DO PACIENTE

Dados Pessoais

Nome: Idade: Sexo:M () F ()

Data de Nasc.: [/ /

Procedéncia:

Grupo Etnico: ( ) Leucoderma ( )Melanoderma ( )Feoderma ( ) Xantoderma

Data da avaliacdo inicial:

HISTORIA MEDICA

Medicamentos em uso:

Fumante: ( ) SIM ( ) NAO Etilista: ( ) SIM ( ) NAO

Doencas:

EXAME CLINICO ODONTOLOGICO INICIAL

Queixa principal:

Presencga de lesdo em mucosa: SIM( ) NAO( )

Anotacdes relevantes
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7. ANEXO 1 — TERMO DE APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO PARANA -
PARECER CONSUBSTANCIADG DO CEP

DADDS O PROJETD DE PESGUIEA

Titule da Pesguisa: EFEITO DO GLUCONATD DE CLOREXIDIMA D, 12% EM MARCADORES DE DANC
TECIDUIAL W& SAL VA

Peaquizador: Jose Mguel Amenabar Cespedes

Area Tematica:

Viara3o: 3

CAAE: BT445018.6.0000.0102

Institulg:Ao Proponents: Deparamenio de Esomatoiogla

Patrocinador Princdpal: Firanciamenn Priprio

DADOS O PARECER

Himere do Parecar: 2.751.685

Aprsssntacdo oo Projeto:;

Trata-s& de resposta 36 pencencias elencadas Nos Pareceres 2 620.471 & 2635196 do projeto de autona
dao Professor Or. Jose Miguel Amenabar, tendo como ciaboradores Camlina Ewrlch Mazur e Galsla Mary
‘Hoares. Foram

redlzadas adequagiies e segue paa Novo parscer. A poposta & ullizagio de amosTas de

sallva g paciantes dagnosicances com gengivite pu penodontite que farko uso de bachachos de gluconato
de clorexddina 0, 1% por 7 dlas, sendo esies paclentes avallados cinicamenie e com coleta de sallva em
basaline, dlas 3, 5e 7.

Objethvo da Pesqulsa;
D 3C0Mo COM 06 Autores, 0 obletivo geral & "verficar gual 0 menor iEmpd possivel 0 USD 0o gluconato de
ciordina 0, 12% para confrole da InflamagSo genghval por meio de Indeadores clinicos & sallvares ™,
ENgUETD ciam como obletivos especlcos:

"« Avallar o grau de Inflamago gengival no Inicio do estudo & apos 3, 5 e 7 dias de uso guconato de
clorexiding 0,12%.

Endarecn: Fia Padie Carnad e, 235 - Tames

Babnes Al ca Gadvla CEP: &) (a0

LF: PR Blunedpka: CLRITIBEA

Telelone 41 35807080 Eemnail. cumredicn sascefios b



UFPR - SETOR DE CIENCIAS

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE

FEDERAL DO PARANA -

Coniiisdesdn O Pareos 2 751 S5
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Emenda — ver modelo de carta em nossa pagina: www.cometica ufprbr {obrigatono envio)

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Situagao
Informagoes Basicas | FB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 140872018 Aceitn
| do Projeto ROJETO 1108475 pdf 20:48:57
TCLE § Termos de |icke_Carclina_comite_comigidoe_junbo.dol 14082018 | Carclina Eurich Aceitn
Assentmento [ o 2048:11  |Mazwr
Justificativa de
Auséncia
TCLE f Termos de | Resposta_inadeguacoss_tole jun.docx 14/08/2018 | Carolina Eurich Aceitn
Assentmento 2048:30  |Mazuwr
Justificativa de
Auséncia
Ourtros declaracac_laboratono_bioquimica.pdt 18052018 |Carolina Eurich Aceito

133628 |Mazuwr
Crtros Resposta_inadeguacoss. docx 1T/052018 | Carclina Eurich Aceitn
221236 [Mazur
Projeto Detathado /| Projeto_comite_alterado_maio doc 17052018 | Carolina Eurich Aceitn
Brochura 22:11:28  |Mazuwr
Inwestigador
Ourtros declaracac_tomar_publico pdf 107042018 | Carclina Eurich Aceitno
10:40:02 | Mazur
Cwrtros aprov_colegiado. pdf 10042018 | Carclina Eurich Aceitn
10:08:51 | Mazuwr
Crtros analise_merito. pdf 10042018 | Carclina Eurich Aceitn
1008:18  [Mazur
Ourtrovs term_inicio.pdf 1070472018 | Carclina Eurich Aceitn
100748  |Mazuwr
Ourtros @0 _comi.pdf 1042018 | Carolinag Eurich Aceito
100723 | Mazuwr
COurtros Check_lst_final pdf 1042018 | Caroling Eurich Aceilo
10:06:43 | Mazur
Ourtrovs dec]_uso_dado.pdf 1070472018 | Carclina Eurich Aceitn
10:06:12 [Mazur
Ourtros termo_conf_pdf 1042018 | Carolinag Eurich Aceito
100543  |Mazwr
Cwrtros responsabilidads_pesguisa.pdf 10042018 | Carclina Eurich Aceitn
10:05:14 | Mazuwr
Parecer Anterior PE_PARECER_COMNSUBSTAMCIADD | 10/04/2018 |Carolina Eurich Aceitn
CEP 2550716 pdf 10:04:12 | Mazur
Orgamento orcamento. doc 1070472018 | Carclina Eurich Aceitn
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Oreamento orcamento. doex 100233 |Mazwr Aceito

Declamgil:- de termio_materal_biologico. pdf 10042018 | Carclina Eurich Aceito

Manuseio Materal 0854:2T  |Mazuwr

Biologico /

Bioreposibario /

Biobanco

Declam_n:in de decla_inst pdf 10042018 | Carclina Eurich Aceito

Instituicao e DB:53:58  (Mazur

Infraesirutura

Cronograma Cronocgrama docx 1000452018 (Carolina Eurich Aceito
084850  |Mazur

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 10/042018 | Carclina Eurich Aceito
00-40:18  |Mazwr

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagao da COMEP:

Mao

CURITIBA, 032 de Julho de 2018

Assinado por:

IDA CRISTINA GUBERT

{Coordenador)




7. ANEXO 2 - PERIOGRAMA

| Paciente: | Data: | Examinador:
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