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Resumo:

Objetivo. O objetivo do estudo foi avaliar as possiveis alteracbes morfologicas e
morfomeétricas nas células epiteliais da mucosa bucal de individuos portadores do virus HIV-
1.

Metodologia. Foram coletadas células epiteliais da lingua e mucosa jugal de 30 individuos
portadores do virus HIV-1 e 30 ndo portadores por meio da citologia esfoliativa em base-
liquida. Os esfregacos foram analisados quanto a morfologia e as areas nuclear (AN),
citoplasmatica (AC), e a relagdo AN/AC foram calculadas.

Resultados. N&ao foram encontradas alteraces citomorfoldgicas entre os grupos. As médias
da AC no grupo experimental mostraram-se diminuidas em relacdo ao grupo controle, tanto
na regido lingual (p=0,0006) quanto na mucosa jugal (p=0,00242). As médias da AN foram
aumentadas no grupo experimental quando comparadas ao controle, nas mucosas jugal e
lingual, (p=0,00308 e 0,00095), respectivamente. As relacbes AN/AC foram aumentadas no
grupo experimental, tanto na lingua (p=0,00001) quanto na mucosa jugal (p=0,00000) em
relacdo ao controle.

Conclusdo. O estudo mostrou que a infeccdo pelo virus HIV pode induzir alteracfes

morfomeétricas nas células epiteliais bucais.

Palavras-chave: HIV, mucosa oral, epitélio oral, citologia esfoliativa.



INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS) é uma infeccdo crénica
provocada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), retrovirus com pelo menos oito
subtipos j& identificados.® Este virus infecta principalmente linfocitos CD4+, células que
comandam a resposta imune do organismo, levando a uma reducdo progressiva destes.* O
quadro resultante desse dano especifico ao sistema imunoldgico caracteriza-se pelo
surgimento de inimeras doencas de natureza infecciosa. >

Diversos estudos demonstram a importancia e a relevancia das formas de
manifestacdes bucais da AIDS, sendo que, durante as duas Ultimas décadas, mais artigos tém
sido escrito sobre essa sindrome e seu virus causador, o HIV, do que sobre qualquer outro
processo infeccioso. Estudos epidemioldgicos mostram que individuos portadores do HIV
tém quatro vezes mais chances de apresentar lesdes bucais em geral que individuos néo
infectados pelo virus.*

Além de freqlientes, as lesdes bucais associadas ao HIV representam, em geral, um
achado precoce na infeccdo pelo HIV, interferindo na qualidade de vida do paciente e
representando marcadores Uteis da progresséo da doenca e do quadro de imunossupresso.””’

A infeccdo da mucosa bucal pelo virus da imunodeficiéncia humana do tipo | (HIV-1)
in vivo € uma area critica da patogénese do HIV-1 que tem sido alvo de varias pesquisas. No
entanto, um ndmero grande de ddvidas importantes permanece sem resposta.®’® Os
mecanismos que levam a essa maior suscetibilidade dos pacientes portadores da sindrome a
possufrem lesdes bucais ainda ndo estdo bem definidos.™

Este campo de pesquisa é fundamental, pois a mucosa bucal esta intimamente
relacionada tanto com a transmissao horizontal quanto com a vertical deste lentivirus humano,
bem como, estd potencialmente envolvido com uma variedade de processos patogénicos na

boca de individuos infectados pelo HIV-1, como, por exemplo, candidose, leucoplasia pilosa



e sarcoma de Kaposi'®*® Tanto estudos in vitro quanto in vivo sugerem que as células
epiteliais podem ser infectadas pelo HIV-1,"**® no entanto, ndo ha relatos na literatura se o
HIV é capaz de produzir alteracbes na forma e no tamanho das células da mucosa bucal
humana. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar as possiveis alteracdes
citomorfomeétricas e citomorfologicas nas células epiteliais da mucosa bucal de individuos

portadores do virus HIV-1.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana - PUCPR sob registro n® 2122.

Sujeitos da Pesquisa

A amostra empregada neste estudo foi composta de 60 individuos adultos pareados em
sexo e idade que foram divididos em dois grupos: 30 pacientes portadores do virus HIV-1
provenientes do Hospital Oswaldo Cruz, Curitiba, Parana (grupo experimental) e outros 30
voluntarios ou pacientes da clinica odontoldgica da PUCPR ndo portadores do HIV (grupo
controle). Todos os individuos que aceitaram participar da pesquisa foram instruidos quanto a
natureza do estudo e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram excluidos da amostra os pacientes tabagistas, etilistas, usuarios de
enxaguatdrios bucais ou ainda aqueles individuos que apresentassem lesdes de qualquer
natureza na mucosa bucal. Todos os individuos do grupo experimental tiveram a confirmacédo
do diagndstico da infeccdo pelo virus HIV-1 por meio do teste anti-HIV (teste de Elisa).

Coleta das Células

A coleta das células epiteliais foi realizada por meio da técnica da citologia esfoliativa
em base liquida em borda de lingua e mucosa jugal, de forma a obter células de epitélios

ceratinizado e ndo-ceratinizado (respectivamente) de cada paciente. A escolha das mucosas



estudadas deveu-se a facilidade de acesso na mucosa jugal e a alta incidéncia de cancer bucal
na borda de limgua. Inicialmente, os pacientes foram orientados a realizar um enxagie bucal
com agua para remover possiveis restos alimentares, muco ou outras sujidades. Em seguida, a
coleta de células epiteliais foi obtida por meio do kit do sistema DNA-CITOLIQ®,
denominado Universal Collection Medium (DIGENE, Séo Paulo, Brasil).

Processamento Laboratorial

Conforme as orientagdes do fabricante, cada amostra foi homogeneizada com auxilio
de um agitador de tubos do tipo vortex por aproximadamente 20 segundos. Em seguida, com
0 auxilio de uma pipeta monocanal, uma aliquota de 200 uL de cada amostra foi transferida
do interior do frasco para a superficie de um filtro composto por uma membrana de
policarbonato com diametro de 25 mm e poros de 5 pm de didmetro (FiltroGene®, Digene,
Sao Paulo/SP, Brasil). Depois, o material foi filtrado e as células prensadas foram transferidas
para as laminas de vidro (LamiGene®), sendo estas fixadas por imersdo em solucao de &lcool
etilico absoluto por 20 minutos, e posteriormente, coradas pela técnica do Papanicolaou
modificada.

Analise Citomorfoldgica

A andlise das laminas foi feita por meio da microscopia de luz utilizando um
microscopio binocular (modelo Olympus BX50, Japdo) adaptado com ocular WH 10X-H/22
(Olympus, Japdo) e objetiva PLAN 10X/0,25 (Olympus, Japdo). As laminas foram
classificadas qualitativamente segundo os critérios citopatolégicos do Papanicolaou,”® e
quantitativamente seguindo os critérios citoldgicos de maturacdo, *° ou seja, foram contadas
50 células em cada lamina e a quantidade de células epiteliais ceratinizadas e ndo-
ceratinizadas foi analisada observando-se o predominio do tipo celular em cada esfregaco.

Analise Citomorfométrica



Cinqlienta células de cada lamina foram utilizadas para a analise morfométrica

segundo a metodologia proposta por Ogden et al.*

A imagem dos campos citolégicos foi
capturada em uma ampliacdo de 400 vezes, por uma camera de video Sony CCD iris Color
(Sony Model DXC-107A, Japdo) e as avaliacOes das areas nucleares (AN) e citoplasmaticas
(AC) e da relagdo AN/AC das células foram feitas por meio do sistema de anélise de imagens
Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring Md), versdo 4.5.029 for Windows
98/NR/2000, segundo a metodologia descrita por Woyceichoski et al. %2

Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do software estatistico
SPSS versdo 13.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL). Para a andlise citomorfoldgica,
foram aplicados os testes de Qui-quadrado e o teste exato de Fischer. Para a analise das
varidveis citomorfométricas, o teste aplicado para todas as variaveis foram os testes de

normalidade de Kolmogorov-Smirnov, de homogeneidade da variancia de Levene e o teste t de

Student. Foram consideradas diferencas estatisticamente significantes quando p < 0.05.

RESULTADOS

Todos os participantes deste estudo eram do sexo masculino e a média de idade foi de
39,7 (24-58) anos. Dentre os participantes do grupo experimental, a média das contagens de
CD4 foi de 332 CD4+/mms.

Na anélise citologica qualitativa, todas as [dminas analisadas foram classificadas como
classe I ou classe Il de Papanicolaou, ou seja, as laminas apresentaram esfregaco normal com
ou sem presenca de células inflamatorias. Quando comparadas quanto a presenca de células
inflamatdrias, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimental

e controle, independentemente da localizagéo da coleta p>0,05 (Tab. 1).



A tabela 2 apresenta os resultados da andlise citologica quantitativa. Ndo houve
diferenca estatisticamente significante a respeito do predominio celular dos esfregacos entre
0s dois grupos, na mucosa jugal e na regiao da lingua (p>0,05).

Os valores médios das variaveis AN, AC e da relacdo AN/AC sédo exibidos na tabela
3. A média da AC do grupo experimental mostrou-se significativamente diminuida em
relacdo ao grupo controle, tanto para mucosa de lingua quanto para mucosa jugal. De maneira
inversa, as médias da AN do grupo experimental mostraram-se significativamente maiores
que aquelas apresentadas pelo grupo controle, independente da localizacdo da coleta. A
relacio  AN/AC dos pacientes do grupo experimental mostrou-se significativamente
aumentada quando comparada ao grupo controle, novamente para ambas as regides

anatdmicas analisadas (p<0,05).

DISCUSSAO

Desde os primeiros relatos, no inicio dos anos 80, até os dias de hoje, o virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e a infec¢do crénica por ele provocada, a AIDS, tornaram-se
uma epidemia mundial e inimeros estudos sobre ambos tém sido publicados. Como o alvo da
infeccdo do virus HIV sdo as células componentes do sistema imunoldgico do hospedeiro,
muitas doencas oportunistas de natureza infecciosa ou neoplésica sao relatadas nos pacientes
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por ele infectados.

Sdo inimeras as manifestagdes bucais de pacientes infectados pelo HIV descritas até o
momento. * As mais comuns sdo decorrentes de infecces fingicas (por exemplo,
candidose), bacterianas (mycobacterium) e virais (Epstein-Baar, virus Herpes Simples,
Papiloma Virus Humano, entre outros), bem como neoplasias (Sarcoma de Kaposi e Linfoma)

: ; ; 12-15,23,24 PP ; / S 1A
e outras de etiologia desconhecida. Em um individuo sadio, ha um equilibrio ténue

entre a ecologia microbiana complexa na boca e o sistema imunoldgico do corpo.* Ao entrar



no organismo do hospedeiro, o HIV ataca e destroi esse equilibrio, levando o hospedeiro a
uma maior suscetibilidade a varias infeccdes oportunistas, que, por diversas vezes, aumentam
o risco de morbidade dessa populacéo.

O processo de infeccdo da mucosa bucal pelo virus HIV ainda permanece bastante
enigmatico. Varios estudos demonstraram que o virus HIV pode ser detectado na saliva de
pacientes infectados; ndo sendo, porém, a saliva considerada uma via de transmissdo comum,
ja que o virus é encontrado em menores concentra¢des quando comparado as vias comuns de
transmissdo, como sémen e sangue.®

A citologia esfoliativa € um método auxiliar de diagndstico que consiste em coletar
células em uma determinada area de interesse, e pela posterior analise das caracteristicas
dessas células obtidas, orientar diagndsticos ou apontar alteragfes marcantes que possam estar
acometendo o tecido epitelial envolvido. Os estudos citolégicos, conforme discutido por
Burzlaff et al., ° podem ser ferramentas Uteis na avaliacdo de mudancas celulares em tecidos
epiteliais aparentemente normais, onde a bidpsia ndo é indicada.

A semelhanca do estudo de Lourenco e Figueiredo, %" onde se relatou que os pacientes
portadores do virus HIV que ndo apresentaram lesdes bucais tinham em média 352
CD4+/mm3 (nimeros consideravelmente maiores do que aqueles portadores do virus que
apresentaram lesdes); os pacientes analisados no grupo experimental do presente estudo
tinham média os valores de 332 CD4+/mm? sangtiineo, e, conforme ja citado anteriormente,
ndo apresentaram lesdes bucais.

Visando justamente visualizar possiveis alteracdes celulares em areas ndo acometidas
por lesdes, neste estudo, as coletas celulares em ambos os grupos foram feitas apenas em
areas saudaveis da mucosa. Isso deve explicar o fato de que, quando os esfregagos foram
classificados qualitativamente, todas as células epiteliais apresentaram aspecto normal, com

ou sem presenca de células inflamatorias, em ambos os grupos. Nenhuma alteracdo celular



sugestiva de displasia ou de neoplasia foi observada entre os grupos ou entre os sitios
analisados.

Vaérios estudos tém demonstrado que as areas nuclear e citoplasmatica podem se
modificar em virtude de varias condicdes sistémicas e em resposta a varios agentes agressores
locais, como diabetes, anemia, e uso de tabaco, alcool e outras drogas.?* %332 Entretanto, ndo
existem estudos similares relacionando os possiveis efeitos citomorfométricos do virus HIV
sobre o epitélio da mucosa bucal.

O estudo de Ramaesh et al. *

sugeriu que os valores dos didmetros citoplasmaticos
tendem a diminuir em lesdes displasicas em relacdo aos tecidos sadios; e a diminuir ainda
mais nas células neoplasicas. No sentido inverso, os didmetros nucleares sdo aumentados
conforme o potencial maligno das lesdes aumenta. Da mesma forma, os resultados
encontrados no presente estudo, em que as areas citoplasmaticas estdo diminuidas e as areas
nucleares aumentadas no grupo experimental, podem justificar em parte a maior incidéncia de
lesdes e mesmo neoplasias ** na mucosa bucal dos pacientes portadores do virus HIV.

Outra explicacdo para as alteracfes nesses valores pode ser uma alteracdo no processo
de maturacdo, possivelmente provocado pela infeccdo pelo HIV. A medida que os
ceratindcitos da camada basal passam pelo processo de maturacdo epitelial normal, tém seus
citoplasmas gradualmente aumentados e os nucleos diminuidos, provocando uma diminuicédo
gradual também da relacdo nucleo-citoplasma. E importante ressaltar, ainda, que o aumento
citoplasmatico progressivo é mais acentuado em epitélios ndo-ceratinizados, e a diminuicéo
nuclear € maior nos epitélios ceratinizados, onde encontramos por vezes células anucleadas na
camada cérnea. *°

No presente estudo, os resultados do grupo teste ndo mostraram diferencas

significantes nos valores relacionados a localizacdo da coleta; mas ainda assim, uma alteragéo

nesse processo gradual de maturacdo, ou mesmo uma possivel atrofia do epitélio no grupo
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experimental, pode ter provocado a coleta de celulas localizadas habitualmente mais
profundamente nesse epitélio.

A presenca do virus HIV junto aos ceratindcitos da camada basal foi confirmada em
biépsias da mucosa bucal de pacientes infectados, sugerindo a infeccdo dessas células.” Além
disso, a inducdo de apoptose nos ceratindcitos da mucosa bucal por meio de proteinas virais
especificas pode representar um mecanismo complementar em potencial para que a barreira
da mucosa bucal possa ser alterada pela infeccéo pelo HIV *°. Essa apoptose induzida pela
infeccdo pelo virus HIV pode levar a uma provavel atrofia no epitélio da mucosa oral,
explicando, dessa forma, a coleta de células epiteliais mais profundas. De qualquer forma,
apenas um estudo histopatoldgico, onde as camadas epiteliais sejam estudadas em sua
distribuicdo original, poderia confirmar essa hipotese, uma vez que em citologia esfoliativa
apenas células isoladas, ou seja, fora de sua conformacéo tecidual, sdo estudadas.

E importante considerar que pode haver relacdo, ainda, entre as alteraces provocadas
nos ceratindcitos bucais e 0 uso dos medicamentos antirretrovirais nos pacientes investigados.
Vaérios estudos demonstram que a incidéncia de lesGes bucais em geral entre os pacientes
portadores do HIV é maior entre os pacientes que ndo fazem uso de medicacdo antirretroviral

do que entre aqueles que fazem uso de medicacdo continua, **?’

com a excecdo ainda nédo
explicada das lesdes verrucosas causadas pelo Papiloma-virus Humano (HPV), que
y s mae 36,37\ s4p "

apresentam aumento no uso continuo dessas medicagoes. Vaérios estudos relatam também
varios efeitos colaterais que podem ser provocados pela medicagdo antirretroviral acometendo
a boca, tais como: Ulceras bucais recorrentes, sindrome lipodistrofica, xerostomia, disgeusia,
queilite, eritema multiforme, reacdes liquendides e outros. 3"

E importante salientar que no presente estudo, dos trinta pacientes do grupo

experimental, apenas seis (20%) ndo faziam uso dos medicamentos no momento da coleta, e

que, apesar de ndo terem sido analisadas mucosas de pacientes que apresentassem lesdes
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bucais de quaisquer espécies, foram encontradas alteragcbes citomorfométricas importantes.
N&o ha estudos na literatura avaliando o efeito das drogas antirretrovirais sobre as celulas da
mucosa bucal, porém, as mudancas encontradas neste estudo, poderiam indicar alguma
associacdo entre as alteracdes observadas e 0 uso desses medicamentos; e explicar as maiores
incidéncias de lesGes bucais entre 0s pacientes que possuem o virus HIV em relacdo a
populacgéo geral.

Como as condicdes de vida dos pacientes portadores do virus HIV, ao longo de tantos
anos de pesquisa, apresentaram grandes melhorias, e grande parte delas esta relacionada ao
uso dos medicamentos antirretrovirais, €, ainda, levando em consideracdo que grande parte
dos pacientes € acometida por lesdes bucais, importantes marcadores da progressao da
doenca; muitos estudos ainda devem ser conduzidos de forma a antecipar as mudancas que de
fato podem ocorrer na mucosa bucal desses pacientes e tentar relaciona-las aos diversos

fatores associados a AIDS e aos tratamentos propostos.
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TABELAS

TABELA 1. Classificagdo das laminas segundo a presenca de inflamagdo de acordo com a

localizacgéo e grupos (p>0,05).

Grupo p
Experimental Controle
Localizacéo
Mucosa Lingual
Classe | 19 (63,3%) 21 (70%)
Classe II 11 (36,67%) 09 (30%) 0,5838
Mucosa Jugal
Classe | 17 (56,67%) 18 (60%)
Classe II 13 (43,33%) 12 (40%) 0,7934

Teste do Qui-Quadrado e Teste Exato de Fischer

TABELA 2. Classificacdo das laminas segundo a celularidade predominante de acordo com a

localizag&o e grupos (p>0,05).

Grupo p
Experimental Controle
Localizacdo
Mucosa Lingual
Ceratinizadas 15 (50%) 16 (53,33%)
Né&o-ceratinizadas 4 (13,33%) 2 (6,67%%)
Misto 11 (36,67%) 12 (40%) 0,6899
Mucosa Jugal
Ceratinizadas 11 (36,67%) 8 (26,67%)
Né&o-ceratinizadas 6 (20%) 3 (10%)
Misto 13 (43,33%) 19 (63,33%) 0,2727

Teste do Qui-Quadrado
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TABELA 3. Médias das areas citoplasmaticas e nucleares e relagdo entre area de ndcleo e de

citoplasma de acordo com a localizacédo e grupos.

Grupo p
Experimental Controle
Localizacdo
Mucosa Lingual
AC 2.249,4 +190,8 pm? 2.457,5 £182,8 pm? 0,00006*
AN 64,4 + 10,5 pm? 55,8 £10,7 pm2 0,00308*
AN/AC 0,030 + 0,006 0,023 + 0,005 0,00001*
Mucosa Jugal
AC 2.440,0 £+ 326,3 pm? 2.673,7 £ 237,5 pm? 0,00242*
AN 69,8 £ 11,2 pum? 59,8 + 11,0 um? 0,00095*
AN/AC 0,031 + 0,006 0,023 + 0,005 0,00000*
Teste t de Student

* p<0,05
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Cytologic study of oral mucosa in type 1 HIV patients

Adriane Bastos Pompermayer and Antonio Adilson Soares de Lima, Curitiba/PR Brazil

PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF PARANA

ABSTRACT:

Obijective. The aim of this study was to assess morphological and morphometrical alterations
of oral squamous epithelial cells in type 1 HIV infected individuals.

Study Design. Oral smears were collected from tongue and buccal mucosa of 30 HIV infected
(experimental) and 30 non-infected (control) individuals by liquid-based exfoliative cytology.
The cells were morphologically analyzed and the nuclear area (NA), the cytoplasmic area
(CA) and the nucleus-to-cytoplasm area ratio (NA/CA) were evaluated.

Results. No morphological differences were found between the groups. The mean values of
CA were decreased in tongue (P=.00006) and buccal mucosa (P=.00242) in HIV infected
individual, while mean values of NA were increased (P=.00308 and .00095, respectively) in
the same group. NA/CA ratio for experimental group was increased in both collected places,
with P=.00001 (tongue) and P=.00000 (buccal mucosa)

Conclusion. This study revealed that HIV infection was able to induce morphometrical

changes on the oral epithelial cells.

Key-words: HIV, oral mucosa, oral squamous epithelium, exfoliative cytology.
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INTRODUCTION

Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) is a chronical infection caused by
human immunodeficiency virus (HIV), a retrovirus with at least 8 recognized subtypes.® This
virus infects specially CD4+ lymphocytes, cells that play in important role on human body’s
defenses, leading to their progressive reduction.? The effect of this immune system damage
is the appearance of several opportunistic infections. *

Several studies have showed the importance and relevance of HIV oral manifestations
forms, being that, more articles have been written on this syndrome and this causing virus
than on any other infectious process during the past two decades. Epidemiological studies
demonstrate that HIV carrying individuals show four times more possibilities to present
general oral injuries than non-infected people.’

The HIV-associated oral lesions, beyond usual, may represent premature findings in
the HIV infection, intervening with patients life quality and representing useful progression
and immunosuppression markers.>”

Typel-HIV infection on oral mucosa is a critical point of its pathogenesis that is being
aimed in several studies. Great number of queries is still non-answered. #*° The mechanisms
that lead this syndrome carrying individuals to a greater susceptibility to present oral injuries
are still not well-defined. *

This search field is very important, because the oral mucosa is deeply related with
horizontal and vertical transmission of this human lentivirus, and potentially involved with a
variety of oral pathogenic process on HIV infected individuals, like candidiasis, hairy
leucoplakia and Kaposi’s sarcoma. **> Both in vitro and in vivo studies suggest that oral
keratinocytes can be infected by HIV, **® but there is still no literature reports concerning

possible shape or size alterations caused by this virus upon oral mucosa cells. This study
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assessed the cytomorphologic and cytomorphometric oral squamous epithelial cells
alterations on type-1 HIV infected individuals.

MATERIAL E METHODS

The experimental protocol of this study was approved by Committee of Ethics in
Research at Pontifical Catholic University of Parana, Curitiba/PR, Brazil (protocol number
2122).

Subjects

Thirty HIV infected adult individuals treated at the Oswaldo Cruz Hospital,
Curitiba/PR, Brazil (experimental group) and 30 non-infected volunteers or patients of the
Odontology Clinic of Pontifical Catholic University of Parana, Curitiba/PR, Brazil (control
group) matched by sex and age participated in this study. All the individuals that had accepted
to participate of the research had been instructed about its nature and had sign an Informed
Consent Term.

The alcohol, tobacco and mouth rinse regular users, as well those individuals that had
oral mucosa injuries, had been excluded from the sample study. All the experimental group
individuals had the HIV diagnosis confirmation by means of the Enzyme Immunoassay
(EAI)- Elisa test.

Cell collection

Exfoliated cells of clinically normal tongue and buccal mucosa membranes were
obtained by oral liquid-based exfoliative cytology. The choice of the analyzed mucosa
membranes was due the easy access to buccal mucosa and oral cancer high incidence on
tongue. This way, one sample of keratinized membrane and one sample of non-keratinized
mucosa membranes were obtained of each patient. Initially, the patients had been guided to

rinse their mouths with water to remove debris, mucus and bacteria within the oral cavity. The
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squamous cells were obtained using the Universal Collection Medium (UCM) kit of DNA-
Citoliq System™ (Digene, Sao Paulo/SP, Brazil).

Cytological preparations

Each sample was homogenized with aid of a vibratory equipment vortex type during
20 second following the kit producer’s instructions. An aliquot of 200 pL of UCM was
transferred by means of a single channel pipette to FiltroGene™ polycarbonate membrane
filters (Digene, Sdo Paulo/SP, Brazil), pore size 5um, diameter 25 mm, pressed and the
filtered cells had been transferred to glass slides. The slides were immediately fixed in
absolute alcohol for 20 minutes and stained with modified Papanicolaou stain technique.

Cytomorphologic analysis

The slides analysis was made by light microscopy means using binocular Olympus
BX50A microscopy (Olympus, Japan) adapted with WH 10X-H/22 ocular and 10X/0,25
objective lenses (Olympus). The smears had been qualitatively classified according the
Papanicolaou cytopathological criteria,”® and quantitatively classified according the
maturation cytological criteria, *° it means, 50 random cells had been counted in each slide
and the cellular predominance was analyzed observing the amount of keratinized and non-
keratinized epithelial cells.

Cytomorphometric analysis

According with the Ogden et al.*

methodology, 50 cells in each slide had been used
to the morphometric analysis. Cell images were captured by Sony CCD Iris Color (Sony
Model DXC-107A, Japan) at X400 magnification and the NAs and CAs were obtained using
the Image-Pro Plus image analysis system (Media Cybernetics, Silver Spring MD), version
4.5.029 for Windows 98/NR/2000, according to described methodology by Woyceichoski et

al. %

Statistical analysis
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The statistical tests of results were performed with SPSS for Windows 13.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL). Chi-square and Fisher’s exact tests were applied on the cytomorphologic
dates. For all analyzed cytomorphometric variables, Kolmogorov-Smirnov’s normality test,
Levene’s variance test and Student’s t-test had been applied. Differences were considered

statistically significant when P was less than .05.

RESULTS

All this study participants were male and their mean age was 39.7 (24 to 58) years.
Amongst the experimental group patients, the mean value of CD4 count was 332 cells/mm3.

In the qualitative cytological analyses, all slides had been classified as Papanicolaou
Class | or Class Il, what means that they had presented normal smears with or without
inflammatory cells. When experimental and control groups were compared about
inflammatory cells presence, there wasn’t significant statistical difference between groups or
collection localization (P>.05), as illustrated in Table I.

Table 11 shows the quantitative cytological analysis results. There was no significant
statistical difference regarding the smears cellular predominance between the groups in
tongue or buccal mucosa (P>.05)

The average values for CA, NA and NA/CA ratio are illustrated in Table Ill. The
mean CA values of the experimental group revealed a significant decrease when compared to
control group in both collection sites. In opposition, the experimental group mean values of
NA had showed a highly significant increase when compared with those presented by control
group, independently of the collect localization. NA/CA ratio of experimental group patients

was increased in comparison with control group in both analyzed anatomic regions (P<.05)

DISCUSSION
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Since the first reports at the early 80’s until current days, the Human
Immunodeficiency virus (HIV) and its induced chronical infection (AIDS) had become a
worldwide epidemy and several studies have been published about both. As the HIV infection
targets are the host immune system cells, many infectious or malignant opportunistic diseases
can accomit the HIV-infected individuals.™

Until now, there are many described oral manifestations of HIV-infected patients. 2
The most common are caused by fungal (candidiasis), bacterial (Mycobacterium), and viral
infections (Epstein Baar Virus, Herpes Virus, Human Papiloma Virus, among others), as well
as tumors (Kaposi’s sarcoma and Lymphoma) and unknown etiology diseases. ***%% |n a
healthy body, there is a delicate balance between the complex oral microbiota and the immune
system.* When HIV penetrates the host organism it attacks and destroys this balance, leading
the host to a higher susceptibility to life-threatening opportunistic infections.

The HIV infection process of oral mucosa still remains unclear. Some studies had
demonstrated that HIV can be detected in infected patient saliva, however, it is not considered
an usual way of transmission since the virus is found in lower concentrations in saliva that in
the common transmission fluids, as blood or semen.?®

Exfoliative cytology is an auxiliary method of diagnosis that consists of collecting
exfoliated cells in an interest surface and analyzing the cells characteristics, to guide diagnosis
or indicate important alterations in this epithelium. As argued by Burzlaff et al., ?° cytologic
studies can be useful tools in cellular chances evaluation in apparently normal epithelium,
where biopsies are not indicated.

In the present study, the experimental group composed only by individuals that not
present oral injuries, the average value of CD4 count was 332 cells/mm3, similarly to

Lourenco and Figueiredo®” study, where the HIV carrying patients who had not presented oral
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lesion had 352 cellss/mm?3 as average CD4 count value (considerably higher value than
infected patients that had presented injuries).

In this study, aiming exactly to assess potential cellular alterations in not injured
tissues, the cell collection in both groups was only performed on healthy areas of the oral
mucosa. This must explain the fact that all the smears, when qualitatively classified, had
present normal epithelial cellular aspect, with or without inflammatory cells presence
independently of the groups. No dysplastic or neoplastic suggestive cellular alteration was
observed between the groups or the analyzed zones.

Some studies have demonstrated that cytoplasmic and nuclear areas can be modified in
consequence of some systemic conditions (for example, diabetes and anemia) or some local
aggressive agents (as tobacco, alcohol and illicit drugs).?>%*?%*> However, there is not similar
studies relating possible morphometric effects of HIV on oral epithelium keratinocytes.

Ramaesh et al.

study suggested that cytoplasmic diameter (CD) tend to decrease in
dysplastic lesions when compared with healthy tissues, and decrease even more in neoplastic
lesions. On the other hand, the nuclear diameter (ND) tends to increase according the higher
malignant potential of the injuries. Therefore, the present study results where the cytoplasmic
area values are lower and the nuclear area values are higher in experimental group can justify
the higher incidence of injuries and neoplasms®* in HIV infected patients oral mucosa.

A potential HIV infection induced alteration in epithelial maturation process may
represent another explanation for these values changes. As basal keratinocytes pass through
normal epithelial maturation, they have their cytoplasms gradually increased and their nuclei
decreased, resulting in a gradual reduction of nucleus/cytoplasm ratio as well. It is still
important to emphasize that the gradual cytoplasmic increase is more accented in non-

keratinized epithelium and the nuclear decrease is more prominent in keratinized epithelium,

in which sometimes completely non-nucleated cell were found in superficial layer. *°
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In the present study, the experimental group results had not show significant
differences related to collect localization, but, even so, a maturation process alteration or a
potential epithelial atrophy provoked by HIV infection may have resulted in a collection of
cells usually deeply located in this epithelium.

The HIV presence with the basal keratinocytes was confirmed on oral mucosa biopsies
of infected patients, suggesting these cells infection.!” Moreover, apoptosis induction by
specific HIV viral proteins can represent a potential complementary mechanism that can
modify the oral mucosa barrier.*® This HIV infection induced apoptosis can lead to a possible
epithelial atrophy, explaining again the deeper cell collection. Anyway, only a
histopathological study, where the epithelial layers can be studied on this original structure,
could confirm this hypothesis since exfoliative cytology only assess isolated cells, out of their
tissue conformation.

It’s important to considerate that the changes induced on the keratinocytes can be
related with antiretroviral (ARV) therapy in the investigated infected patients. Studies have
demonstrated that general oral lesions incidence on HIV carrying patients is higher on those
that don’t have regular ARV therapy than those that take continuous medication *“*'with the
still not explained exception of the warty injuries caused by HPV, that present an increased
among of cases between the patient that uses ARV continuous medication. *3" Several
studies demonstrates some collateral effect induced by ARV on patient’s mouths, such as:
recurrent oral ulceration, lipodystrophy syndrome, xerostomy, disgeusy, cheilitis, multiform
erythema, lichenoid reaction, and others. *"

Only six (20 percent) of this study experimental group patients haven’t taken ARV
regularly at collection moment and although none patient had presented oral injuries,
important morphometric cellular alterations were found. There is no literature reports

evaluating the specific ARV effects on oral mucosa, however the changes found in this study
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could indicate some association between the observed alterations and the use of this drugs and
explain the higher oral injuries incidence among the HIV infected individuals in comparison
to the non-infected population.

As, throughout as many years of research the life conditions of the HIV carrying
patients had presented great improvements, most of them consequences to ARV use, and
considering that great part of the infected individuals presents oral lesions as important
markers of the disease progression; additional studies should be conduced to anticipate the
oral mucosa changes in these patients and try to relate them to many AIDS associated factors

and available treatments.
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TABLES

TABLE I. Slides inflammatory presence’s classification according to the groups and

collection localization (P>0.5).

Group P value
Experimental Control
Collection Localization
Tongue
Class | 19 (63,3%) 21 (70%)
Class II 11 (36,67%) 09 (30%) 5838
Buccal Mucosa
Class | 17 (56,67%) 18 (60%)
Class II 13 (43,33%) 12 (40%) 7934

Chi-square test Fisher’s exact test

TABELA 2. Slides predominant cellularity’s classification according to the groups and

collection localization (P>.05).

Group P value
Experimental Control
Localization
Tongue

Keratinized 15 (50%) 16 (53,33%)
Non-keratinized 4 (13,33%) 2 (6,67%%)

Both 11 (36,67%) 12 (40%) .6899

Buccal Mucosa

Keratinized 11 (36,67%) 8 (26,67%)
Non-keratinized 6 (20%) 3 (10%)

Both 13 (43,33%) 19 (63,33%) 2727

Chi-square test.
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TABLE 3. Average of cytoplasmic and nuclear areas and NA/CA ratio according to the

groups and collection localization (P<.05)

Group P value
Experimental Control
Localization
Tongue

CA 2.249,4 +190,8 pm? 2.457,5 £182,8 pm? .00006

NA 64,4 + 10,5 pm? 55,8 £10,7 pm2 .00308

NA/CA 0,030 + 0,006 0,023 + 0,005 .00001

Buccal mucosa

CA 2.440,0 £+ 326,3 pm? 2.673,7 £ 237,5 pm? .00242

NA 69,8 £ 11,2 um2 59,8 £ 11,0 um2 .00095

NA/CA 0,031 + 0,006 0,023 + 0,005 .00000

Student’s t test
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ANEXO 1- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

P~ FUNILFICIA UNIVERSIVDADE CATULICA DO PARANA

= > Niicleo de Bioética

Comité de Etica em Pesquisa
PUCPR PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Sarecer N° 0001216/07 ' Protocolo CEP N© 2122

'tuo do projeto Estudo citolégico da mucosa bucal de individuos portadores do virus Grupo III
Versdo 1

P-:tooo‘o CONEP Pesquisador responsdvel Adriane Bastos Pompermayer
Instituicdo
Objetivos Z

GERAL:

Avaliar se o virus da munodeﬁaencua humana é capaz de mduzur alguma modlﬁcagao morfologica e morfomeb1ca nas ..
células epiteliais de mucosa bucal humana.

ESPECIFICOS:

Analisar por meio da citologia esfoliativa em base-liquida se ocorre alteragoes:

«Morfoldgicas no nicleo das células da mucosa bucal em fun¢ao da infeccao pelo virus HIV;

sMorfométricas no nicleo das células da mucosa bucal em fungdo da.infecgdo. pelo-virus HIV; - e
«Morfaldgicas no citoplasma.das mlulasdmuc bue{gfp{t;p@@ﬂ;mfe@&pelomms B e e
+Morfométricas no citoplasma_das celulasﬂamucosa bucal-em fungdo-da-infecgdo-pelo virus HIV; — - —————
+Narelagdo drea do niicleo/area do citoplasma nas células epiteliais da mucosa bucal em fungdo da infeccio pélo vitus -

HIV;

Comentarios

Projeto bem delineado e sem implicacdes éticas

Termo de consentimento livre e esclarecido

adequado e bastante explicito, sem recomendacdes de alteracdo.

Devido ao exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéncias das Resolugdes Nacionais
196/96 e demais relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunido realizada no dia: 14/11/2007,
manifesta-se por considerar o projeto Aprovado.

Situagiao Aprovado

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugio 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) devera receber relatérios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do
pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité.
Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do estudo.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituigdes, cabe ao pesquisador n3o inicid-la antes de receber a
autorizacdo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado
pefo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por
este CEP em qualquer tempo.

Curitiba, 14 de Novembro de 2007.

>

Prof. Dr. Sergio Surugi de Siqueira
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
PUCPR o
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ANEXO 2- METODO

Linha de Pesquisa

Este estudo faz parte da linha de pesquisa denominada de Epidemiologia, Diagndstico
e Terapéutica, do curso de Mestrado em Odontologia, area de concentracdo em Estomatologia
da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR). O projeto foi submetido a anélise e

aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR.

Delineamento
Este trabalho constitui um estudo experimental do tipo estudo controlado randomizado

do paradigma quantitativo segundo a classificacéo de Freire e Patussi.*

Populacgao
A populacdo investigada neste estudo constituiu-se de individuos adultos, brasileiros,
do sexo masculino e portadores (grupo experimental) e ndo portadores do virus HIV-1 (grupo

controle).

Amostra

A amostra empregada neste estudo foi composta de 60 (sessenta) individuos adultos,
divididos em dois grupos: o grupo experimental foi composto por 30 (trinta) pacientes
portadores do virus HIV-1 provenientes do Hospital Oswaldo Cruz e o grupo controle foram

formados por 30 (trinta) voluntarios ou pacientes da clinica odontolégica da PUCPR néo

! Freire MCM, Patussi MP. Tipos de estudos. In: Estrela C. Metodologia cientifica: ensino e pesquisa
em odontologia. Sdo Paulo: Artes Médica, 2001: p. 307-25.
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portadores do HIV. O critério do pareamento foi a idade entre os pacientes, sendo que oS
voluntarios apresentaram idades entre 20 e 55 anos.
Criterios de incluséo
e Individuos do sexo masculino.
e |dade entre 20 e 55 anos.
e Diagndstico positivo por meio de sorologia para o HIV-1 (grupo
experimental).
Critérios de excluséo
e Usuérios de enxaguatorios bucais
e Alcodlatras
e Tabagistas

e Portadores de lesdo na mucosa bucal

Procedimento de Coleta de Material

Inicialmente, os individuos foram convidados a participar do estudo. Os objetivos
especificos e a metodologia da pesquisa foram explicados de forma detalhada aos
participantes, e 0s mesmos assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de
participacdo na pesquisa (anexo 3).

A coleta de células para a pesquisa foi realizada nas dependéncias do Hospital
Oswaldo Cruz e da Clinica Odontoldgica da PUCPR no periodo de outubro de 2007 a junho
de 2008, por meio da técnica da citologia em base-liquida. Para tal, inicialmente os individuos
foram submetidos a anamnese e exame clinico, e os dados obtidos, bem como resultados de
exames complementares (carga viral, contagem de CD4 e CD8 e dados do hemograma),

guando disponiveis, foram registrados em ficha padronizada (anexo 4).
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Na sequéncia, os pacientes foram orientados a realizar um enxague bucal com agua
para remover possiveis restos alimentares, muco ou outras sujidades. A coleta de células foi
obtida por meio do kit do sistema DNA-CITOLIQ® (DIGENE, Brasil), denominado Universal
Collection Medium (DIGENE, Brasil), cujo registro no Ministério da Salde estd sob o
ndmero 10322550015. Este kit é composto por um frasco contendo um mililitro de liquido
preservador de células e uma escova com cerdas de nylon e cabo longo de pléstico (Fig. 1).

Para a execucgédo desta manobra, o participante foi orientado a deixar a sua boca aberta
e 0 pesquisador procedeu suavemente a aplicacdo da escova em movimento giratrio no
sentido horario (cinco voltas) sobre a mucosa jugal do paciente. Com o frasco ja aberto, em
sequida, a parte da escova que apresenta as cerdas foi acondicionada em seu interior para
preservacao das células epiteliais, sempre observando se a escova estava totalmente submersa
na solucdo. O frasco foi tampado, identificado e agitado por aproximadamente 20 segundos
para homogeneizagdo da amostra.

Em seguida, o mesmo procedimento foi repetido na borda de lingua do mesmo
paciente. Dessa forma, foram obtidas duas amostras de cada participante da pesquisa. Apés a
obtencdo das duas amostras, ambas foram acondicionadas sob refrigeracdo (8°C) até o
momento do processamento laboratorial, realizado no Laboratério de Estomatologia da
PUCPR, localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS). Deve-se ressaltar
que segundo instrucdes do fabricante do produto, as amostras podem permanecer
armazenadas por até 6 (seis) meses sob refrigeracdo, e neste estudo todas as amostras foram

processadas antes desse prazo.

Procedimento de Preparo das Laminas
Conforme as orientacGes do fabricante, as amostras acondicionadas sob refrigeracéo

foram dispostas no UCM rack, elemento constituinte do Sistema DNA-CITOLIQ®, e
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deixadas por cerca de trinta minutos a temperatura ambiente (Fig. 2). Enguanto isso, as
laminas constituintes do Lamigene, cartela fabricada em polipropileno contendo doze laminas
histologicas de vidro, foram identificadas de acordo com o nimero da ficha de identificacéo
para evitar possiveis trocas de material.

A seguir, cada amostra foi homogeneizada individualmente pela coloca¢do do mesmo
sobre um aparelho agitador de tubos do tipo vortex, em alta velocidade e por
aproximadamente vinte segundos, com o objetivo de ressuspender as solucGes e desprender as
células das cerdas da escova (Fig. 3).

Uma aliquota de 200 (duzentos) uL de cada amostra foi transferida do interior do
frasco para a superficie da membrana do FiltroGene (filtro especial composto por uma
membrana de policarbonato) com o auxilio de uma pipeta monocanal, e espalhada
uniformemente sobre ela (Figs. 4 e 5).

A seqguir, a prensa metalica constituinte do sistema, PrepGene, foi fechada por meio
do levantamento de suas travas laterais por aproximadamente dez segundos (Fig. 6), havendo,
ao final, o chamado imprint, ou seja, a transferéncia das células retidas na superficie das
membranas sobre as laminas.

As laminas foram fixadas por imersdo em uma solucdo de alcool etilico absoluto por

vinte minutos.

Coloracéo das Laminas
Apos a fixacdo, as laminas foram coradas pela técnica de Papanicolaou modificada por

sugestdo do fabricante, descrita a seguir (Fig. 7):

e Alcool Etilico 80% 10-15 mergulhadas
e Alcool Etilico 70% 10-15 mergulhadas
e Alcool Etilico 50% 10-15 mergulhadas
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Agua Destilada

Hematoxilina de Harris

Agua Corrente

HCI 0,5% em &gua destilada

Agua Corrente
Alcool Etilico 50%
Alcool Etilico 70%
Alcool Etilico 80%
Alcool Absoluto
Orange G 6

Alcool Absoluto
Alcool Absoluto
Alcool Absoluto
EA-36

Alcool Absoluto
Alcool Absoluto
Alcool Absoluto
Alcool Absoluto
50/50 Xilol e Alcool
Xilol

Xilol

Xilol

Xilol

Montagem da Laminula

10-15 mergulhadas
1 minuto

2 minutos

2 mergulhadas

2 minutos

10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas
1 mergulhada
10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas
1 minuto

10 mergulhadas

10 mergulhadas

10 mergulhadas

10 mergulhadas
10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas
10-15 mergulhadas

Entellan®
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Método de Analise
Previamente a leitura, as laminas tiveram seus numeros de identificacdo cobertos para
a realizacdo de um estudo duplo-cego, evitando viés. A imagem dos campos citoldgicos foi
capturada em uma ampliacdo de 400 vezes, por uma camera de video Sony CCD iris Color
(Sony Model DXC-107A, Japdo) e as avaliacbes das areas nucleares (AN) e citoplasmaticas
(AC) e da relagdo AN/AC das ceélulas foram feitas por meio do sistema de anélise de imagens
Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring Md), versdo 4.5.029 for Windows
98/NR/2000.
Todas as laminas foram analisadas pela autora da pesquisa, apds treinamento e

periodo prévio de calibracdo sob supervisdo de um patologista.

1) Analise Citoldgica
A) Avaliacédo Qualitativa
As laminas foram examinadas e classificadas segundo os critérios citopatologicos do
Papanicolaou? descritos abaixo:
e Classe 0: Material insuficiente ou inadequado para analise.
e Classe | (Esfregagco normal): As células observadas apresentam padréo
morfoldgico normal em todo esfregaco.
e Classe Il (Esfregaco normal com alteracdes inflamatorias): Observacdo de
células inflamatdrias no esfregaco examinado em pelo menos em dois campos.

Presenca de alteracdes citoldgicas tais como: mudanca da relacdo nucleo-

2 Armstrong BK, Mufioz N, Bosh FX. Epidemiology of cancer of the cervix. In: Coppleson M, editor.
Gynecologic oncology. 2nd ed. Edinburgh: Churchill-Livingstone: 1992; p.11-29.
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citoplasma em favor do nucleo, células multinucleadas, presenca de halos
perinucleares.

Classe 11 (AlteracGes displasicas - esfregaco suspeito): Presenca de alteracdes
celulares em até dois campos por esfregaco. S&o consideradas displésicas as
celulas cujos nucleos apresentam alguns critérios de malignidade, mas que
mantenham o citoplasma com aspecto normal.

Classe IV (Fortemente indicativa, mas ndo conclusiva de malignidade):
Presenca de alteracGes celulares em dois ou mais campos. O namero de células
malignas imaturas, ou seja, células da camada basal e parabasal redondas ou
ovais, com o nucleo em posicdo central.

Classe V (Esfregaco maligno): Presenca de alteracdes celulares compativeis

com neoplasia maligna.

B) Avaliacao Quantitativa (Critérios Citoldgicos de Maturacéo)

Foram contadas 50 células, ao acaso, para a avaliagdo quantitativa da maturacao

epitelial, em cada esfregago, considerando-se aquelas que estiveram, em cada amostra, bem

distendidas e isoladas entre si. A lamina foi observada em toda a sua extensdo, no plano

horizontal, da esquerda para a direita. A quantidade de células epiteliais ceratinizadas e nao-

ceratinizadas foi analisada observando-se o predominio do tipo celular em cada esfregaco.

2) Andlise Citomorfométrica

Cinguenta células de cada lamina foram examinadas aleatoriamente. As areas

nucleares (AN) e citoplasmaticas (AC) foram obtidas pela delimitacdo dos limites do nucleo e

do citoplasma da célula, usando-se o cursor digitador e a placa no modo de medida. A

imagem dos campos citoldgicos foi capturada em uma ampliacdo de 400 vezes, por uma

camera Sony CCD fris (Color Video Camera) e a avaliagdo das células foi feita por meio do
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sistema de analise de imagens Image-Pro Plus, versdao 4.5.029 for Windows 98/NR/2000

(Figs. 8¢ 9).

3) Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos e devidamente tabulados foi realizada com
0 auxilio do software estatistico SPSS versdo 13.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL).
Na andlise citomorfoldgica, foram aplicados os testes de Qui-quadrado e o teste exato de
Fischer. Para a analise morfométrica, o teste aplicado para todas as variaveis foi o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e o teste de homogeneidade da variancia de Levene.
Uma vez que todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal, a excecdo de apenas uma
(porém, como a amostra possui n > 30, pode-se assumir entdo distribuicdo normal de todas as
varidveis); o teste utilizado foi o paramétrico t de Student. Foram consideradas diferencas

estatisticamente significante quando p < 0,05.
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ANEXO 3- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eua ’
nacionalidade: : anos, estado
civil: ,  profissao: , enderego:
RG , estou sendo convidado a participar de uma pesquisa chamada:

ESTUDO CITOLOGICO DA MUCOSA BUCAL DE INDIVIDUOS PORTADORES DO
VIRUS HIV, cujos objetivos e justificativas sdo:

A AIDS é uma doenga infecciosa grave decorrente da infeccdo por um virus chamado
HIV. Até o presente momento, a contaminacdo de pacientes por este virus através da boca
ainda ndo esta totalmente esclarecida. Tambem € um fato a ser desvendado se este virus é
capaz de induzir algum tipo de modificacdo nas células que revestem a boca.

Sendo assim, a minha participacdo no referido estudo serd no sentido de realizar um
enxagule bucal com agua e em seguida, o pesquisador realizara a coleta de células por meio de
uma escova de cerdas de nylon suavemente em movimentos giratorios (cinco voltas) em
minha bochecha e na minha lingua.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais como:
As células obtidas de minha boca serdo analisadas por meio de um microscépio. Caso o
pesquisador encontre qualquer alteracdo microscopica importante nas células de sua boca, eu
serei imediatamente informado do resultado do exame.

Recebi, por outro lado, 0s esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos e
riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que € uma pesquisa, e 0s resultados
positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizacdo. Assim, entendi que esta
raspagem bucal com a escova ndo oferecera qualquer tipo de risco ou desconforto a mim.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer
outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, serpa mantido em
sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa,
néo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo o Dr. Antonio Adilson Soares de
Lima, professor do curso de Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Parand PUC-
PR, e Adriane Bastos Pompermayer, mestranda em Estomatologia da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana PUC-PR, e com eles poderei manter contato pelos telefones : (41)
32712952 (Dr. Antonio Adilson Soares de Lima) e (41) 99083774 (Adriane Bastos
Pompermayer).
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E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso
a todas as informac0es e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias,
enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha participacao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do j& referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo h& nenhum valor
econdmico, a receber ou a pagar, por minha participacao.

No entanto, eu ndo terei nenhuma despesa decorrente da minha participacdo na
pesquisa, pois todos os gastos referentes ao exame microscopico serdo custeados pelos
pesquisadores.

Curitiba, de de 2007.

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) responsavel(responsaveis)
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ANEXO 4 — FICHA DE IDENTIFICACAO DOS SUJEITOS DA PESQUISA

CURSO DE ODONTOLOGIA
ESTOMATOLOGIA / PATOLOGIA

FICHA DE IDENTIFICACAO
TITULO: ESTUDO CITOLOGICO DA MUCOSA BUCAL DE

PORTADORES DO VIRUS HIV.

NOME:

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA PUCPR
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E SAUDE — CCBS

INDIVIDUOS

Ficha n°;

Prontuario Hospital n°

Prontuéario da PUCPR n°

Endereco:

Telefone: Idade: SexoM () F( )

Profisséo: Raca:

Data: / /

DADOS COMPLEMENTARES
1) Quando foi realizado o diagndstico da infeccao pelo HIV?

2) Qual (is) medicamento(s) faz uso?

3) Carga viral: CD4/CD8:

4) Apresenta algum outro tipo de doenca sistémica? Sim () Néo ( )
5) Em caso afirmativo, descreva:
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ANEXO 5- ANALISE ESTATISTICA

TABELA 1- Testes de Frequéncia do Qui-quadrado e exato de Fisher para a Avaliagédo

Citoldgica Qualitativa nos dois grupos

Teste do Qui-quadrado Teste Exato de Fisher
Mucosa Valor G.L. p p
Lingual 0,3 1 0,583* 0,784*
Jugal 0,068 1 0,793* 1*

LEGENDA: G.L. — Graus de liberdade
NOTA: *Frequiéncia normal para p>0,05

TABELA 2- Teste de frequéncia do Qui-quadrado para a Avaliacdo Citologica Quantitativa
nos dois grupos investigados

Teste do Qui-quadrado

Mucosa Valor G.L. p
Lingual 0,742 2 0,689*
Jugal 2,598 2 0,272*

LEGENDA: G.L. — Graus de liberdade
NOTA: *Frequiéncia normal para p>0,05
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TABELA 3- Teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para avaliagdo citomorfométrica

nos grupos estudados

Variavel Grupo Valor n
ACL Experimental 0,0797 30 0,20000*
Controle 0,1410 30 0,13227*
ANL Experimental 0,1397 30 0,13995*
Controle 0,1258 30 0,20000*
ANL/ACL Experimental 0,1055 30 0,20000*
Controle 0,0895 30 0,20000*
ACJ Experimental 0,1406 30 0,13423*
Controle 0,1056 30 0,20000*
ANJ Experimental 0,1348 30 0,17318*
Controle 0,2122 30 0,05503*
ANJ/ACL Experimental 0,1321 30 0,19225*
Controle 0,1758 30 0,03912

NOTA: *Distribuicdo normal para p>0,05

TABELA 4- Teste de igualdade de varidncia t de Student controlado pelo teste de

homogeneidade de variancia de Levene para todas as variaveis da analise citomorfologica

Teste de Levene Teste t de Student

Variavel Estatistica G.L1 G.L.2 p t G.L. p

ACL 0,1641 1 58 0,68690*  -4,3135 58  0,00006
ANL 0,8289 1 58 0,36635*  3,0885 58  0,00308
ANL/ACL 0,0578 1 58 0,81702*  4,9781 58  0,00001
ACJ 3,0263 1 58 0,08772* -3,1725 58  0,00242
ANJ 0,2947 1 58 0,58928*  3,4840 58  0,00095
ANJ/AC] 2,2581 1 58 0,13605*  5,2457 58  0,00000

LEGENDA: G.L. — Graus de liberdade

NOTA: *Homogeneidade de variancia para p>0,05

54



ANEXO 6- ILUSTRACOES

FIGURA 2 — Amostras dispostas no UCM rack.

FIGURA 3 — Homogeneizagdo das amostras no agitador de tubos do tipo vortex .
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FIGURA 5 — Aliquota da amostra disposta sobre a membrana do FiltroGene.

2

FIGURA 6 — Prensa metalica fechada para transferéncia celular para as laminas de vidro.
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FIGURA 8- Layout do software Image-Pro Plus.

FIGURA 9 - Delimitacdo das areas citoplasmatica e nuclear para medicao.
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an electronic (PDF) proof, which is then used for reviewing. All correspondence, including

the Editor's decision and request for revisions will be communicated by e-mail.

International authors who are not completely fluent in the English language should seek help
in the preparation of their manuscripts. Such assistance will enhance the review, improve the

chance of acceptance, and greatly reduce the time until publication if the article is accepted.

If your manuscript is accepted, the Editors reserve the right to determine whether it will be
published in the print edition or solely in the Internet edition of the Journal. Articles accepted

for publication are subject to editorial revision.

Statements and opinions expressed in the articles and communications herein are those of the
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publisher disclaim any responsibility or liability for such material. Neither the Editor(s) nor
the publisher guarantees, warrants, or endorses any product or service advertised in this
publication. Neither do they guarantee any claim made by the manufacturer of such product or

service.
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funds supporting the work must be indicated in a footnote, as should all corporate affiliations
of the authors including author(s) relationship with a corporate entity involved with the
subject of the research or product being espoused in the submission. A cover letter at the time
of submission should inform the Editor of pertinent consultancies, stock ownership or other
equity interests, or patent licensing arrangements. All information will remain confidential

while the paper is being reviewed and will not influence the editorial decision. If the
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manuscript is accepted, the Editor will communicate with the authors how best to disclose the

relevant information.

Publication Standards of Ethical Conduct. Submitting manuscripts for publication that
contain elements of fabrication, falsification, or plagiarism constitutes a major violation of the

universally accepted standards of ethical and scientific conduct.

Articles falling into the following categories are invited for submission:
Review manuscripts. Manuscripts that review the current status of a given topic, diagnosis,
or treatment are encouraged. These manuscripts should not be an exhaustive review of the
literature, but rather should be a review of contemporary thought with respect to the topic.
Likewise, the bibliography should not necessarily be all-inclusive but rather include only

seminal, pertinent, and contemporary references deemed to be most important by the author.

Clinicopathologic Conference. Papers submitted for the Clinicopathologic Conference
(CPC) should present interesting, challenging, or unusual cases. The presentation should
simulate clinical work-up, including a differential diagnosis. The complete diagnostic
evaluation, management, and follow-up must be included. CPC articles will be organized into
five parts: Clinical presentation-describe the clinical and imagining characteristics of the
lesion. Use clinical photographs and radiographs as appropriate. Differential diagnosis-list
and discuss lesions to be considered as reasonable diagnostic possibilities. Diagnosis-
histopathologic findings illustrated with photomicrographs.Management-describe the
treatment of the patient and response to treatment. Discussion-concentrate on the most

interesting aspect(s) of the case.

Medical Management and Pharmacology Update. The Medical Management and
Pharmacology Update (MMPU) is intended to provide concise, current reviews of medical

problems and how they relate to dentistry. Manuscripts should include a good review of the
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clinical aspects of the disease, stressing the impact of the disease on the dental management
and dental treatment of the patient. Emphasis should be placed on new developments, new
research, or new approaches to therapy or management. Manuscripts should not be an
exhaustive review of the literature, but rather a review of contemporary thought with respect
to the topic. Likewise, the bibliography need not be all inclusive but rather should include
only seminal, contemporary references deemed by the author to be most pertinent. The
desired format for manuscripts submitted for the MMPU would include: an abstract; topic
introduction/overview; epidemiology/demographics; etiology and pathogenesis; clinical
presentation/physical findings; diagnosis (laboratory tests, diagnostic imaging, etc.); medical
management and treatment; complications; prognosis; oral manifestations/dental implications
and significance; and dental management (of patients with the disease). Manuscripts should
not exceed 12 pages in 12 point, double-spaced Times New Roman (Tables and Figures count

toward the 12-page limit).

Pharmacology Update is a component section of MMPU that offers the reader the
opportunity to obtain concise information regarding drugs used in the practice of medicine,
clinical dentistry and dental specialties. Papers submitted should present clearly and concisely
background information regarding the disease or condition that is managed, the indications,
rational and approved uses of the specific drugs or class of drugs, the advantages and benefits
of the drug or drug class over previous drugs, mechanism of action, criteria for selection,
usual dosage, pharmacokinetics, adverse effects, drug interactions, and oral health and dental
management considerations. Emphasis should be placed on new developments, effectiveness
in clinical trials, therapeutic outcomes and safety. Manuscripts should reflect the
contemporary thought with respect to the topic. Use of figures to illustrate the mechanism of
action, and tables to presents therapeutic outcomes, drug interactions, and adverse effects are

encouraged. Manuscripts should utilize the above mentioned categories for formatting the
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paper. Papers should not exceed 3000 words. The recommended font is 12 point, double
spaced Times New Roman. A maximum of 50 references is recommended.
Clinical Notes.The Clinical Notes feature is intended to provide a forum for brief
communications of a technical nature.They are not scientific papers; they may report a new
instrument, technique, procedure, or, in rare situations, an interesting case report.
Copyright statement. The specified copyright statement that follows the Information for
Authors in each issue of the Journal must be completed, signed by all authors, and faxed to
the Editorial Office at (601)984-4949. If not completed in full, it will be returned to the author
for completion. The copyright statement may be photocopied for submission or scanned and

e-mailed.

Copyright statement. The copyright-transfer document must be downloaded, completed,

signed by the responsible author, scanned and attached as a file in the submission process.

Preparation of manuscripts. Only original manuscripts that have not been published in other
forms will be considered for publication. Correct preparation of the manuscript by the author
will expedite the reviewing and publication procedures. Manuscripts should be word
processed double-spaced. Please note the following requirements and the instructions for

online submission at =+http://ees.elsevier.com/tripleo .

The article, including all tables, should be formatted in the latest version of Microsoft Word.
The use of appropriate subheadings throughout the body of the text (Methods, Results, and
Discussion sections) is required. Legends for figures and tables should appear after the
reference list. If an illustration has been taken from published material, the legend must give
full credit to the original source. Illustrations must also be submitted electronically as separate
files (not embedded). File specifications are listed below in "lllustrations.” Tables should be

submitted as separate files (in Microsoft Word (*.doc) format.)
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Routine case reports add little to our knowledge, but good case reports may occasionally be
published if they meet certain criteria: (1) are of rare or unusual lesions that need
documentation, (2) are well documented cases showing unusual or "atypical” clinical or
microscopic features or behavior, or (3) are cases showing good long-term follow-up

information, particularly in areas in which good statistics on results of treatment are needed.

Title Page. The title page of the manuscript should include the title of the article, the full
name of the author(s), academic degrees, positions, and institutional affiliations. Listed
authors should include only those individuals who have made a significant creative
contribution. The corresponding author's address, business and home telephone numbers, fax

number and e-mail address should be given.

Authorship. All persons who are identified as authors must have made substantial contribution
to the manuscript through significantly contributing to the conception, design, analysis or
interpretation of data; drafting or significantly revising the manuscript; and providing final
approval of the manuscript. All three of these conditions must be met by each author. Persons
who contribute to the effort in supporting roles should not be included as authors; rather they

should be acknowledged at the end of the paper.

Abstract. An abstract of no more than 150 words, typewritten double-spaced, should precede
the introduction to the article and must accompany each manuscript.
Structured abstract. A structured abstract limited to 150 words must be used for data-based
research articles. The structured abstract is to contain the following major
headings:Objective(s); Study Design; Results; and Conclusion(s). TheObjective(s) reflects the
purpose of the study, that is, the hypothesis that is being tested. The Study Design should

include the setting for the study, the subjects (number and type), the treatment or intervention,
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significance if appropriate. The Conclusion(s) states the significance of the results.

Methods. The methods section should describe in adequate detail the experimental subjects,
their important characteristics, and the methods, apparatus, and procedures used so that other
researchers can reproduce the experiment. When the paper reports experiments on human
subjects, the methods section must indicate that the protocol was reviewed by the appropriate
institutional review board (IRB) and that each subject in the project signed a detailed

informed consent form.

Animals. Please indicate that protocols were reviewed by the appropriate institutional
committee with respect to the humane care and treatment of animals used in the study.
References. References should be cited selectively. Personal communications and
unpublished data are not to be cited as references; instead, are to be cited in parentheses at the
appropriate place in the text. Make sure all references have been verified and are cited
consecutively in the text (not including tables) by superscript numbers. Reference list format
must conform to that set forth in "Uniform Requirement for Manuscripts Submitted to

Biomedical Journals™ (Ann Intern Med 1997;126:36-47). A copy of these Requirements may

be viewed/printed online at www.icmje.org. References to articles in press must include
authors' surnames and initials, title of article, and name of journal. The reference list should
be typed double-spaced on a separate page and numbered in order as the reference citations
appear in the text. For journal citations, include surnames and initials of authors, complete
title of article, name of journal (abbreviated according to the Cumulated Index Medicus), year
of publication, volume, number, and inclusive page numbers. For book citations, surnames

and initials of authors, chapter title (if applicable), editors' surnames and initials, book title,
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year of publication, and inclusive page numbers of citation.
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[llustrations. Illustrations should be numbered and provided with suitable legends.
A reasonable number of halftone illustrations or line drawings will be reproduced at no cost to
the author, but special arrangements must be made with the Editor-in-Chief for color plates,
elaborate tables, or extra illustrations. Typewritten or freehand lettering on illustrations is not
acceptable. All lettering must be done professionally, and letters should be in proportion to

the drawings or photographs on which they appears.

Illustrations must be submitted in electronic format. All images should be at least 5 inches
wide. Images should be provided in TIF or EPS format, per the instruction for online
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to be CMYK, at least 300 DPI, and be accompanied by a digital color proof, not a color laser
print or color photocopy. Note: This proof will be used at press for color reproduction. Gray
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For best possible reproduction, avoid using shading or dotted patterns; if unavoidable, submit
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lines and bold, solid type. Place lettering on a white background; avoid reverse type (white
lettering on a dark background). Typewritten or freehand lettering is unacceptable. All
lettering must be done professionally and should be in proportion to the drawing graph, or
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Any special instructions regarding sizing should be clearly noted.

Legends to illustrations. Each illustration must be accompanied by a legend. These should be
typed double-spaced on a separate page. If an illustration has been taken from published
material, the legend must give full credit to the original source.
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immediately below the table and define abbreviations. If a table or any data therein have been

66



previously published, a footnote to the table must give full credit to the original source.
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intention in the Author Comments area of the online submission. Although the publisher will
not edit any video or computer graphic, editors and reviewers may suggest changes. All
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