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RESUMO

O metaboloma é definido como um conjunto de metabdlitos de baixo peso molecular
existente na célula, participantes de reagbes metabdlicas essenciais no crescimento,
manutencgao e fisiologia celular, sendo assim, a metabolémica observa a quantidade
de todos os metabdlitos (agucares, aminoacidos, lipidios, com ressalva apenas do
DNA, RNA e proteinas) de uma amostra estabelecida, com a finalidade de identificar
alteragdes em vias metabdlicas frente a processos patoldgicos instalados. O objetivo
deste estudo foiidentificar o perfil metabolémico de biofluidos, como saliva e urina, de
pacientes vivendo com HIV/Aids (PVHIV/Aids), e estabelecer uma possivel
associagcao dos metabalitos encontrados com a doenga periodontal. Trata-se de um
estudo transversal, analitico e descritivo composto por 65 pacientes que foram
divididos em 4 grupos pré-determinados. Coletamos dados sociodemograficos de
prontuarios, dados clinicos como profundidade de sondagem clinica e amostras de
saliva e urina, dos pacientes atendidos no Centro de Estudos e Atendimento a
Pacientes Especiais-(CEAPE-UNIP), da Faculdade de Odontologia da Universidade
Paulista, Campus Indiandpolis, Sdo Paulo — SP. Os resultados mostraram que em
relagdo a urina, o grupo 2 tem a maior area. Ha diferengas estatisticas significativas
entre G1 e G2 (p=0,0003), sendo G2 maior que G1. A area de G2 é maior que G3
(p=0,003), e maior que G4 (p=0,034). Nao ha diferencas entre G3 e G4 (p=0,427),
nem entre G1 e G3 (p=0,341), nem entre G1 e G4 (p=0,09).Ja em relagéo a saliva,
nao ha diferengas estatisticas significativas ao se comparar os grupos para as areas
dos metabdlitos para saliva (p=0,376). Conclui-se, portanto, que a partir da analise
metabolémica foi possivel distinguir o perfil metaboldmico de PVHIV/Aids com doenca
periodontal e sem doenga periodontal; que alguns metabdlitos se apresentam
superexpressos em PVHIV/Aids e doencga periodontal e a maioria dos metabdlitos do
grupo dos carboidratos se apresentam subexpressos em PVHIV/Aids, mesmo em
situagdes de compensacao sistémica esses pacientes apresentam perfil metabdlico
diferenciado.

Palavras-chave: Metaboldmica, Biofluidos, Metabdlitos, Biomarcadores, HIV, Aids,
PVHIV/Aids



ABSTRACT

Metabolome is defined as a set of low-molecular-weight metabolites existing in the cell,
participating in essential metabolic reactions in cell growth, maintenance and
physiology. exception only of DNA, RNA and proteins) of an established sample, in
order to identify alterations in metabolic pathways in the face of established
pathological processes. The aim of this study was to identify the metabolomic profile
of biofluids, such as saliva and urine, of patients living with HIV/AIDS (PLHIV/AIDS),
and to establish a possible association of the metabolites found with periodontal
disease. This is a cross-sectional, analytical and descriptive study composed of 65
patients who were divided into 4 predetermined groups. We collected
sociodemographic data from medical records, clinical data such as depth of clinical
probing and samples of saliva and urine, from patients treated at the Center for Studies
and Care for Special Patients (CEAPE-UNIP), of the Faculty of Dentistry of
Universidade Paulista, Campus Indianépolis, Sao Paulo-SP. The results showed that
in relation to urine, group 2 has the largest area. There are statistically significant
differences between G1 and G2 (p=0.0003), with G2 being greater than G1. The area
of G2 is greater than G3 (p=0.003), and greater than G4 (p=0.034). There are no
differences between G3 and G4 (p=0.427), neither between G1 and G3 (p=0.341), nor
between G1 and G4 (p=0.09). compare the groups for the areas of metabolites for
saliva (p=0.376). It is concluded, therefore, that from the metabolomic analysis it was
possible to distinguish the metabolomic profile of PLHIV/AIDS with periodontal disease
and without periodontal disease; that some metabolites are overexpressed in
PLHIV/Aids and periodontal disease and most metabolites from the carbohydrate
group are underexpressed in PLHIV/Aids, even in situations of systemic compensation

these patients have a differentiated metabolic profile.
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INTRODUGAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) foi identificada em 1981,
tornando-se um fato histoérico para humanidade. Sua primeira publicagao nos Estados
Unidos ocorreu entre 1982-1983, periodo esse no qual foi identificado o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Esse virus € o agente etiologico da sindrome, e esta
relacionado também com o desenvolvimento de um certo tipo de tumor, denominado
Sarcoma de Kaposi (SK), presente predominantemente em individuos do sexo
masculino. No principio, individuos com SK , eram alvo de discriminagdo e
preconceito, pelo fato dos primeiros casos terem sido identificados em homens que
mantinham relagbes sexuais com pessoas do mesmo sexo, um comportamento
sexual julgado e considerado promiscuo pela sociedade da época; Além disso, a
doengca era também julgada como uma ocorréncia totalmente associada a
prostituicdo, e a uma outra patologia denominada naquele momento como pneumonia
por PneumocystisCariini, atualmente conhecida como pneumonia por
Pneumocystisdirovecii. A pneumonia por Pneumocystis é uma doenga definidora de
Aids em pacientes infectados pelo HIV, ocorrendo mais frequentemente quando a
contagem de células T auxiliares (CD4+) € menor que 200 células/mm?3, portanto, se
apresenta como a doencga pulmonar mais comum nessa populacéo.(BRASIL, 2019;
ADA, 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2021; WAYMACK, SUNDARESHAN,
2021;SEKONI et al., 2022; TEIXEIRA et al., 2022).

Em 1998, apds a introducdo de eficazes métodos antirretrovirais na rotina
clinica e uso regular de profilaxias primarias para infec¢gdes oportunistas, ocorreu
enorme queda da letalidade e morbidade associadas a infecgdes por HIV, atribuindo
assim a doenca um carater evolutivo crénico potencialmente controlado; Porém, ao
mesmo tempo ocorreu crescimento dos casos de doengas cardiovasculares, diabetes
e insuficiéncia hepatica associada aos virus das hepatites B e C, em especial a C.
Atualmente a expectativa de vida de pacientes infectados pelo HIV, com contagem de
linfécitos CD4 acima de 350 células/mm?® e carga viral plasmatica indetectavel é
semelhante & da populagdo geral.(BRASIL, 2019, ADA, 2020 MINISTERIO DA
SAUDE, 2021; TAYLOR, RAJA, 2021; ADIGUN, 2022).

A transmissao do HIV ocorre principalmente por meio de relagdes sexuais, com

risco aumentado para pratica anal, inoculagdo de sangue, agulhas e seringas
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contaminadas e por contaminagéo vertical (de mae para filho), durante a gestagéo,
parto e/ou amamentacdo. Apos a contaminacao, o individuo pode passar anos com
perfil assintomatico. A medida que o virus HIV acomete o sistema imunolégico
aparecem o0s primeiros sintomas e sinais da doenga, como: linfadenopatia
generalizada, perda progressiva de peso, astenia, febre intermitente, mialgias,
sudorese noturna, herpes-zoster, entre outras. Em fase mais avangada pode ocorrer
perda de peso acentuada, diarreia de longa duragdo sem causa aparente, febre
prolongada, podendo evoluir para sindrome consumptiva progressiva e grave com
possivel evolucao para 6bito. A Aids é a manifestacéo evoluida da infecgéo pelo virus
HIV, favorece a imunossupressao constante e torna o individuo mais susceptivel a
infeccbes oportunistas.(SADIQ , SHRESTHA, GUZMAN, 2021; XIN, TANG, PAN,
ZHANG, 2022).

O diagnostico sorologico através da reacdo de cadeia da polimerase (PCR-
métodos moleculares) deve ser restrito aos casos de fortes suspeitas de infecgao
recente e quando os anticorpos anti-HIV ndo foram detectados em exames
sorologicos, como ensaios enzimaticos, western blot e de imunofluorescéncia. A
fundamentagéo do diagndstico soroldgico esta na observagao do desenvolvimento de
anticorpos entre 6 a 12 semanas ap0s exposi¢ao ao virus, na maioria dos individuos
infectados. (SHIBOKI et al., 2018; DO NASCIMENTO, ROSELI ALVAREZ et al., 2020,
ADA, 2020; MINISTERIO DA SAUDE 2021; BEKKER, PIKE, HILLER, 2022; YOUNG,
JUNGHAE, 2022).

De 1980 a junho de 2021, foram identificados 1.045.355 casos de Aids no
Brasil. O pais tem registrado anualmente uma média de 36,8 mil novos casos de Aids,
nos ultimos cinco anos. O numero anual de casos de aids vem diminuindo desde 2013,
quando se observaram 43.493 casos; em 2020 foram registrados 29.917 casos. De
2000 a junho de 2021, registrou-se um total de 835.791 casos de aids no pais, sendo
que 572.972 (68,6%) foram notificados no Sinan. Entre os casos ndo notificados,
73.345 (8,8%) foram encontrados no SIM e 189.474 (22,6%) no Siscel/Siclom. No
periodo analisado (de 2007 a junho de 2021), no que se refere as faixas etarias,
observou-se que a maioria dos casos de infecgao pelo HIV encontra-se na faixa de 20
a 34 anos, com percentual de 52,9% dos casos. A soma dos casos encontrados no
SIM e no Siscel/Siclom representa 31,4% de subnotificagdo no Sinan. Observam-se

importantes diferengas nas proporgoes dos dados, segundo sua origem, em relagao
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as regides do pais. A taxa de detecgédo de Aids vem caindo no Brasil desde o ano de
2012. Em 2010, essa taxa foi de 21,4 casos por 100 mil habitantes; em 2011,
aumentou para 22,3 casos por 100 mil habitantes; em 2012 houve queda para 22,0 e
em 2019, chegou em 18,0. No ano de 2020, observa-se a maior redu¢ao anual da
taxa, que chegou a 14,1 casos por 100 mil habitantes, o que esta relacionado em parte
aos efeitos da subnotificagcdo de casos causada pela sobrecarga dos servicos de
saude durante a pandemia da covid-19. Essa reducéo da taxa de detecgado de 2019
para 2020 também foi observada em todas as regides e Unidades da Federacéo,
exceto no estado de Sergipe. (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2021).

Uma anamnese detalhada para obter informacbes sobre qualquer
comorbidade apresentada pelo individuo, tratamentos prévios e medicamentos
utilizados, é extremamente importante, além disso, é fundamental o conhecimento por
parte do Cirurgido Dentista sobre a doenca, suas caracteristicas e consequéncias,
principalmente em cavidade bucal. Varias doengas oportunistas estdo associadas ao
HIV/Aids, e em relacdo as doengas bucais, ha uma série de manifestacdes
bacterianas, fungicas e virais, além das possiveis neoplasias malignas. Vale ressaltar
que a doencga periodontal pode aparecer de forma abrupta, dependendo do perfil atual
da imunidade do individuo. A infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
predispde as pessoas a certos problemas de saude bucal, em pacientes adultos sendo
as principais: candidiase (infeccdo fungica oportunista, causada pela candida
albicans),e esta relacionada a baixa imunidade do paciente; também ocorrem
alteragdes na microbiota oral desses individuos favorecendo o desenvolvimento das
lesdes de origem bacteriana como, gengivite e periodontite; O HIV pode ter uma agao
direta sobre a patogenicidade da doenga periodontal. Em pacientes pediatricos em
uso de antirretrovirais podem ter reducao do fluxo salivar aumentando o risco de boca
seca. Podem apresentar inchago da glandula salivar aumentado uma ou as duas
glandulas parétidas, com ou sem xerostomia, favorecendo a presencga da candidiase.
A terapia antirretroviral (TARV) é imensamente eficiente na replicagéo viral do HIV, de
alguma forma, gera o rejuvenescimento de parte do sistema imunolégico, atenuando
muitas patologias relacionadas a infec¢ao pelo HIV, com ou sem desenvolvimento
para aids; porém, problemas metabdlicos importantes e lesdes aos 6rgaos estao
ocorrendo como novos riscos para aqueles que obtém sobrevida apos infecgao por

HIV. Entre essas lesbes do 6rgao final relacionada a TARV, esta acentuado a
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danificacdo do esqueleto, tendo sua ocorréncia em especial nos primeiros dois anos
ao comecgo da TARV. (WEITZMANN et al., 2017; PIZZOLATO et al., 2018; SILVA,
COSTA, 2019; BORGES, REAL, SCHREINER, 2019; LITTLE, ULDRICK, 2020;
GASNER, SCHURE, 2021; TAYLOR RAJA, 2021; YOUNG, JUNGHAE, 2022,
BEKKER, PIKE, HILLER, 2022).

Frente a evolucdo das técnicas e do conhecimento sobre os mecanismos de
algumas patologias, a metabolémica vem sendo utilizada como ferramenta efetiva
no diagndstico e identificagdo de metabdlitos secretados por microrganismos
presentes na cavidade bucal. Essa ferramenta tem o papel de monitorar a quantidade
de metabdlicos como aminoacidos, lipidios e agucares com excecao do DNA, RNA e
proteinas, sendo possivel compreender a dinamica das doengas no organismo. A
analise metabolémica pode ser dividia em duas categorias: targeted e untargeted, na
primeira, a analise € direcionada para moléculas alvos, que ja sdo previamente
conhecidas; Enquanto, que na segunda, se faz um perfil (“profiling”) total dos
metabdlitos presentes no sistema. O uso clinico do metaboloma para a investigacao
de saliva, urina e sangue esta relacionado a possibilidade de processamento das
amostras e a facilidade de obtengdo desse material, ja que € uma forma menos
invasiva quando comparada a coleta de outras espécimes biolégicas. (CHAUHAN,
SAHA, 2018; GAWRON et al., 2319; BUJAK, RENATA et al., 2019; DE SA ALVES et
al., 2021; LAVADO-GARCIA et al., 2022; OLUND VILLUMSEN et al., 2022).

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi identificar o perfil metabolémico
salivar e de urina de pacientes vivendo com HIV/Aids (PHIV/Aids) e verificar uma

possivel associagdo com a doenga periodontal.
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CONCLUSOES

A partir da analise metabolémica foi possivel distinguir o perfil metabolémico de

pacientes vivendo com HIV/Aids com doenca periodontal e sem doencga periodontal;

Alguns metabdlitos como aminoacidos e acidos carboxilicos apresentaram-se

super expressos em pacientes vivendo com HIV/Aids e com doenga periodontal;

A maioria dos metabdlitos do grupo dos carboidratos apresentaram-se sub
expressos em pacientes vivendo com HIV/Aids, mostrando que mesmo em situagdes
de compensacao sistémica esses pacientes apresentam perfii metabdlico

diferenciado.
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APENDICE A

URINA

25 metabdlitos mais representativos quanto a area em cada grupo
Obs.: a média se refere a area média do metabdlito, e desvio padrao a seu desvio
padrao.

Grupo G1

Tabela 2. Os 25 metabdlitos de maior area no grupo G1, p<0.0001 (ou seja, ha
diferencas estatisticas significativas).

Metabélito Média DP
1,3,5-Triazine, 2,4,6-tris[(trimethylsilyl)oxy]- 8865952 710467
Propanoicacid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilylester 6207136 653534
N-Ethyl-5-propyl-5-nonanamine 5473310 1666193
Hexadecanoicacid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propylester 4234076 745144
Glycine, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilylester 4222151 710467
Ethanimidicacid, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilylester 3913242 1360441
Bis(trimethylsilyl)monostearin 3646899 745144
L-Proline, 1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilylester 3594686 745144
2,4,6-Tri-t-butylbenzenethiol 2639443 1666193
Benzonitrile, 4-(2-methyl-1,3-dioxolan-2-yl)- 2623687 462119

D-Glucose, 4-0-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-galactopyranosyl]-

2,3,5,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 2623670 1666193

Urea, N,N'-bis(trimethylsilyl)- 2614503 453480
[-Alanine, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilylester 2521168 785451
Octadecanoicacid, trimethylsilylester 2429429 745144
Glucose, pentakis-O-trimethylsilyl- 2187543 1666193
Pentanoicacid, 5-[bis(trimethylsilyl)amino]-, trimethylsilylester 1907578 785451
1-(3-Methylbutyl)-2,3,4,6-tetramethylbenzene 1468944 1053793
3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)propionicacid 1407772 1053793

.alpha.-D-Glucopyranoside, 1,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-

fructofuranosyl 2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 1350668 555398

L-Valine, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilylester 1059684 833096
3-Diazo-1-methyl-1,3-dihydro-indol-2-one 978722 2356352
.beta.-L-Mannopyranose, 6-deoxy-1,2,3,4-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 792553 480988
GlucopyranosepentaTMS 791134 1666193
Hexadecanoicacid, trimethylsilylester 790838 745144

Benzene, 1-(1,3-dimethyl-3-butenyl)-4-fluoro- 744349 1053793




GRUPO G2

Tabela 3. Os 25 metabdlitos de maior drea no grupo G2, p<0.0001.

Metaboalito Média DP
B Tby 7 P iy L N
Talose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 43096150 364
D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 32580927 257
.beta.-D-Galactofuranose, 1,2,3,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 27413320 364
.beta.-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 26772088 257
D-Mannopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 21864900 364
Arabinofuranose, 1,2,3,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 20942458 364
D-Glucose, 4-O- - is-O-(tri ilyl)-. .-D-
galactopyrénosy[ﬁ,-gig:g,gglr(aj\skig-(()tfgrqiﬂgt:;:z:;l)t-)eta y 15713470 210
Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 14436441 115
Maltose, octakis(trimethylsilyl)- 12848208 364
D-Fructose, 6-O-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.alpha.-D-
gluco pyranosyl]—[1 ,3,4,5—tetrakis—O—(S[rimeth;/IsiI;/I))— P 11735572 364
D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 10441678 171
R T e
1,3,5-Triazine, 2,4,6-tris[(trimethylsilyl)oxy]- 8417359 118
Acrylic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 5871478 364
Hexadecanoic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 4725717 125
Bis(trimethylsilyl)monostearin 4703488 133
Benzonitrile, 4-(2-methyl-1,3-dioxolan-2-yl)- 4516857 897
Ethanimidic acid, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 4203803 364
e et CAmelySh-Deta-D g0 70
D-Turanose, heptakis(trimethylsilyl)- 3732689 125
Urea, N,N'-bis(trimethylsilyl)- 2828885 701
Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 2211092 118
Glucose, pentakis-O-trimethylsilyl- 2187543 257
Glycine, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 2140387 148

22



GRUPO G3

Tabela 4. Os 25 metabdlitos de maior drea no grupo G3, p<0.0001.

Metabolito Média DP
.beta.-D-Galactofuranose, 1,2,3,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 64909445 3638542
D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 50559713 2572838
Talose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 45271460 3638542
.beta.-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 43726768 2100713
D-Glucose, 4-0-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-
glucopyranosyl]-2,3,5,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 38610758 2572838
Hexopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 24080346 3638542
D-Glucopyranose, 4-0-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-
galactopyranosyl]-1,2,3,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 15958348 2100713
Inosose-2, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, myo- 15513174 3638542
D-Ribofuranose, 1,2,3,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 13662867 3638542
Maltose, octakis(trimethylsilyl)- 13546098 2572838
Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 10854091 1097062
Dihydroxyacetone dimer, tetra(trimethylsilyl)- 7785312 3638542
D-Xylopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 7544071 3638542
(.+/-.)2,3-Butanediol diTMS 6635889 3638542
Benzonitrile, 4-(2-methyl-1,3-dioxolan-2-yl)- 6302249 758688
.allpha.-L-QaIactofuranose, 6-deoxy-1,2,3,5-tetrakis-O- 5392053 3638542
(trimethylsilyl)-
D-Turanose, heptakis(trimethylsilyl)- 5341013 1009150
Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 4607213 2572838
Sl_ucofurano&de, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-, .alpha.- 4213623 2572838
.alpha.-D-Glucopyranoside, 1,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-
D-fructofuranosyl 2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 4080467 813603
2,4,6-Tri-t-butylbenzenethiol 2836874 1375240
Ethanimidic acid, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 2836511 1819271
Ethylbis(trimethylsilyl)amine 2601776 3638542
L-Proline, 1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 2498879 1819271
2,6-Octadiene, 3,7-dimethyl-1-(hydroxydimethylsilyl)-1- 2206954 3638542

(trimethylsilyl)-
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GRUPO G4

Tabela 5. Os 25 metabdlitos de maior area no grupo G4, p<0.0001.

Metabdlito Média DP

D-Glucopyranose, 4-0-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-
galactopyranosyl]-1,2,3,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 54130868 4002282
Talose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 43096150 4002282

D-Glucose, 4-0-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-galactopyranosyl]-
2,3,5,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 41893070 4002282

D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 32580927 2830041
.beta.-D-Galactofuranose, 1,2,3,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 27413320 4002282
.beta.-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 26772088 2830041
D-Mannopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 21864900 4002282
Arabinofuranose, 1,2,3,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 20942458 4002282
Maltose, octakis(trimethylsilyl)- 12848208 4002282

I1Dgzugﬁ)est?ags(_)o[iti:e(iﬂ;[)ellt;ﬁlﬂ)s_ O-(trimethylsilyl)-.alpha.-D-glucopyranosyl] 11735572 4002282
D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 9490839 1789875
Propanoicacid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilylester 9218777 1069655
2D:ac;éugi:?rais(E(?r|:1n2t;[1€ytlrs?||§/lls);-o (trimethylsilyl)-.beta.-D-glucopyranosyl] 0125283 4002282
1,3,5-Triazine, 2,4,6-tris[(trimethylsilyl)oxy]- 8596650 1033385
D-Turanose, heptakis(trimethylsilyl)- 7561628 2001141

.alpha.-D-Glucopyranoside, 1,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-
fructofuranosyl 2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 6501577 1155359

Acrylic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 5871478 4002282
Hexadecanoicacid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propylester 5513926 1033385
Benzonitrile, 4-(2-methyl-1,3-dioxolan-2-yl)- 4065195 743205

Bis(trimethylsilyl)monostearin 3612728 1069655
2,4,6-Tri-t-butylbenzenethiol 3550449 2310719
Glucose, pentakis-O-trimethylsilyl- 2902541 4002282
Ethanimidicacid, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilylester 2629166 2830041
1H-Indole-3-methanamine, N,N-dimethyl- 2593132 4002282

L-Proline, 1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 2582950 1415021
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25 metabdlitos mais representativos quanto a area em cada grupo
Obs.: a média se refere a area média do metabdlito, e desvio padrao a seu desvio
padrao.

Grupo G1

Tabela 8. Os 25 metabdlitos de maior area no grupo G1, p=0.993 (ou seja, ndo ha diferencas
estatisticas significativas).

Metabdlito Média DP
Galactose-meto-5TMS(2) 28932614 4670991
Glucose-meto-5TMS(2) 28614032 4670991
Isomaltose-meto-8TMS(2) 17457895 4670991
1,6-Anhydroglucose-3TMS 15798295 4670991
Glycine-3TMS 13662378 4670991
Mannitol-6 TMS 13361370 4670991
Citric acid-4TMS 11716427 4670991
Serine-3TMS 11041226 3813848
Isocitric acid-4TMS 10433067 6605779
Isoleucine-2TMS 9334604 4670991
Arabitol-5TMS 7824703 4670991
Vanilmandelic acid-3TMS 5070400 6605779
Threonic acid-4TMS 5030182 4670991
Glycine-2TMS 4960489 3813848
2-Aminoethanol-3TMS 4061667 3813848
Cysteine-3TMS 3912423 4670991
Sucrose-8TMS 3640156 4670991
Palmiticacid-TMS 3057804 4670991
4-Hydroxyphenyllactic acid-3TMS 3035529 6605779
Threitol-4TMS 2941068 4670991
2-Deoxy-glucose-4TMS(1) 2783354 4670991
Ribonic acid-5TMS 2650150 6605779
Alanine-2TMS 2616988 6605779
Glucuronic acid-meto-5TMS(2) 2598801 6605779

2-Hydroxyglutaric acid-3TMS 2564823 4670991




Grupo G2

Tabela 9. Os 25 metabdlitos de maior drea no grupo G2, p=0.999, ndo ha diferencas estatisticas

significativas

Metabdlito Média DP
Proline-2TMS 28353197 5674798
Mannitol-6TMS 16556688 2537847
1,6-Anhydroglucose-3TMS 13358231 2537847
Glucose-meto-5TMS(2) 13022293 2837399
Palmitic acid-TMS 8594207 3276346
Citric acid-4TMS 6910706 2837399
Leucine-2TMS 6263040 3276346
Cadaverine-3TMS 5831356 2837399
Isocitric acid-4TMS 5369195 4012688
Vanilmandelic acid-3TMS 5084182 5674798
2-Hydroxyglutaric acid-3TMS 3877160 5674798
Serine-3TMS 3833007 3276346
Indol-3-acetic acid-2TMS 3719565 5674798
Threonic acid-4TMS 3291717 3276346
Aconitic acid-3TMS 3193806 5674798
meso-Erythritol-4TMS 2222647 3276346
Arabitol-5TMS 2075037 2537847
Sucrose-8TMS 2074208 2837399
Isoleucine-2TMS 2014361 3276346
Cysteine-3TMS 1973099 2837399
Threitol-4TMS 1911564 3276346
Threonine-3TMS 1525751 4012688
4-Hydroxyphenylacetic acid-2TMS 1353572 5674798
Glucuronic acid-meto-5TMS(2) 1297058 4012688

Ribonic acid-5TMS 1296552 4012688




Grupo G3

Tabela 10. Os 25 metabdlitos de maior drea no grupo G3, p<0.0001.

Metabolito Média DP
.beta.-D-Galactofuranose, 1,2,3,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 64909445 3638542
D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 50559713 2572838
Talose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 45271460 3638542
.beta.-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 43726768 2100713
D-Glucose, 4-O-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-
glucopyranosyl]-2,3,5,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 38610758 2572838
Hexopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 24080346 3638542
D-Glucopyranose, 4-0-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-
galactopyranosyl]-1,2,3,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 15958348 2100713
Inosose-2, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, myo- 15513174 3638542
D-Ribofuranose, 1,2,3,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 13662867 3638542
Maltose, octakis(trimethylsilyl)- 13546098 2572838
Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 10854091 1097062
Dihydroxyacetone dimer, tetra(trimethylsilyl)- 7785312 3638542
D-Xylopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 7544071 3638542
(.+/-.)-2,3-Butanediol diTMS 6635889 3638542
Benzonitrile, 4-(2-methyl-1,3-dioxolan-2-yl)- 6302249 758688
.al-pha.-L-QaIactofuranose, 6-deoxy-1,2,3,5-tetrakis-O- 5392053 3638542
(trimethylsilyl)-
D-Turanose, heptakis(trimethylsilyl)- 5341013 1009150
Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 4607213 2572838
Sl_ucofurano&de, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-, .alpha.- 4213623 2572838
.alpha.-D-Glucopyranoside, 1,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-
D-fructofuranosyl 2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 4080467 813603
2,4,6-Tri-t-butylbenzenethiol 2836874 1375240
Ethanimidic acid, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 2836511 1819271
Ethylbis(trimethylsilyl)amine 2601776 3638542
L-Proline, 1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 2498879 1819271
2,6-Octadiene, 3,7-dimethyl-1-(hydroxydimethylsilyl)-1- 2206954 3638542

(trimethylsilyl)-
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Grupo G4

Tabela 11. Os 25 metabdlitos de maior drea no grupo G4, p<0.0001.
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Metabdlito Média DP

B e ey V) belaD
Talose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 43096150 4002282
2Dféug.otztfrai.gcg%(fnﬁqStﬁ;a.‘:;f)-o (trimethylsilyl)-.beta.-D-galactopyranosyl] 41893070 4002282
D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 32580927 2830041
.beta.-D-Galactofuranose, 1,2,3,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 27413320 4002282
.beta.-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 26772088 2830041
D-Mannopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 21864900 4002282
Arabinofuranose, 1,2,3,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 20942458 4002282
Maltose, octakis(trimethylsilyl)- 12848208 4002282
I1Dgzugﬁ)est?ags(_)o[iti:e(iﬂ;[)ellt;ﬁlﬂ)s_ O-(trimethylsilyl)-.alpha.-D-glucopyranosyl] 11735572 4002282
D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 9490839 1789875
Propanoicacid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilylester 9218777 1069655
2D,gé?ggzi’aiig—gif’r’i?ﬁSt;[:;tlrseilll;lls)-o (trimethylsilyl)-.beta.-D-glucopyranosyl] 9125283 4002282
1,3,5-Triazine, 2,4,6-tris[(trimethylsilyl)oxy]- 8596650 1033385
D-Turanose, heptakis(trimethylsilyl)- 7561628 2001141
e eI bea:D gsorsy 1155359
Acrylic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 5871478 4002282
Hexadecanoicacid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propylester 5513926 1033385
Benzonitrile, 4-(2-methyl-1,3-dioxolan-2-yl)- 4065195 743205

Bis(trimethylsilyl)monostearin 3612728 1069655
2,4,6-Tri-t-butylbenzenethiol 3550449 2310719
Glucose, pentakis-O-trimethylsilyl- 2902541 4002282
Ethanimidicacid, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilylester 2629166 2830041
1H-Indole-3-methanamine, N,N-dimethyl- 2593132 4002282
L-Proline, 1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 2582950 1415021
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Apresentagado do Projeto:
As informacgées elencadas nos campos “Apresentagdo do projeto”, “Objetivo da pesquisa” e “Avaliagéo dos

riscos e beneficios” foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa

(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_XXX de 15/03/21) efou do Projetoviviane (15/03/21).

Resumo:

O metaboloma é definido como um conjunto de todos os metabdlitos de baixo peso molecular existente na
célula, participantes de reagdes

metabdlicas essenciais no crescimento, manutengao e fisiologia celular, sendo assim, a metebolémica é o
setor que observa a quantidade de todos

os metabélitos, como (aglcares, aminoacidos, lipidios, com ressalva apenas do DNA, RNA e proteinas), de
uma amostra estabelecida, com a

finalidade de tracar o processo bioquimico do conjunto, com intuito de expandir o conhecimento ou
desenvolvimento da manifestagdo de doengas. A

otica metabolémica proporciona e viabiliza a identificacédo de variagdes no perfil de metabdlitos, podendo ser
usados na discriminagdo de doengas. A

identificacdo de perfis metabdlicos em fluidos biolégicos humanos sdo promovidos pela relagdo entre a
expressdo do gene e o ambiente, essas

particularidades t&m importante relevancia clinica, considerando as atuais definigdes saude e doenca. O
objetivo deste estudo é avaliar o
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mataboloma de biofluidos de pacientes vivendo com HIV/Aids e estabelecer uma possivel associagdo com a
doenca periodontal. Trata-se de um

estudo transversal, analitico e descritivo com 60 pacientes, que serdo divididos em 4 grupos
predeterminados no projeto. Serdo coletados dados em

prontuarios, profundidade de sondagem clinica e amostras de saliva e urina, dos pacientes atendidos no
Centro de Estudos e Atendimento a

Pacientes Especiais-(CEAPE-UNIP), da Faculdade de Odontologia da Universidade Paulista, Campus
Indiandpolis, Sdo Paulo — SP. Espera-se com

este estudo identificar metabdlitos comuns entre pacientes vivendo com HIV/Aids e doenga periodontal e
distinguir o perfil metabdlico de pacientes

com doenca periodontal, HIV/Aids e com doenca periodontal, de individuos clinicamente saudaveis, através
da analise metabolémica.

Hipotese:

Sugere a identificacdo de metabdlitos oriundos de biofluidos de individuos com HIV ou em Aids por meio do
metaboloma, assim como uma possivel

associagdo com o curso da inflamagdo na doenca periodontal, possibilitando a descoberta de
biomarcadores.

Objetivo Primario:

O objetivo do trabalho é identificar e interpretar o metaboloma de biofluidos (saliva e urina) de pacientes
vivendo com o HIV/Aids (PVHIV/Aids) e

estabelecer uma possivel associacdo com a doenga periodontal.

Objetivo Secundario:

Identificar e interpretar a atividade dos metabdlitos (endogenos) na urina e saliva;* Identificar possiveis
biomarcadores relacionados com o

desenvolvimento da doencga periodontal e doenga HIV/Aids;* Identificar possiveis metabdlitos que sejam
produzidos por microrganismos associados

a doenca periodontal e que poderiam potencializar a doenga HIV/Aids;* Promogéao de salde bucal;*
Orientagdo de higiene oral.

Trata-se de um estudo transversal, analitico e descritivo com 60 pacientes, divididos em 4 grupos da
seguinte forma:

Grupo 1 (G1): pacientes vivendo com o HIV/Aids e sem doenga periodontal (n=15)

Grupo 2 (G2): pacientes vivendo com o HIV/Aids e com doenga periodontal (n=15)

Grupo 3 (G3): individuos sem diagndstico e ou conhecimento de sua soropositividade para o
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HIV/Aids e sem doencga periodontal (n=15)

Grupo 4 (G4): individuos sem diagnéstico e ou conhecimento de sua soropositividade para o HIV/Aids e com
doencga periodontal (n=15)

Serao coletados dados referentes ao género, idade, cor da pele, CD4, Carga Viral, habitos, doengas
sistémicas, doencgas bucais, uso de medicagdes

(todos os grupos) e tipo e tempo de diagnostico da patologia (HIV/Aids (G1 e G2). Essas informagdes serdo
coletadas durante a anamnese, exame

clinico e por meio dos prontuarios dos pacientes, atendidos na Faculdade de Odontologia da Universidade
Paulista, Campus Indianépolis, Sdo Paulo

- SP. O exame bucal sera realizado pelo préprio pesquisador, apds calibragem, utilizando equipamentos de
protecdo individual (EPI), preconizados

pelas normas universais de biosseguranca.

A Profundidade clinica de sondagem (PS) sera realizada com isolamento relativo, utilizando sonda
milimetrada de 1 a 10 mm e iluminacao artificial.

A sonda sera introduzida na regido da gengiva marginal e inserida de cada dente; a mensuragdo sera
anotada por sextante na ficha clinica

(periograma- ficha padrao UNIP).

Serdo consideradas as seguintes medidas: 3 mm (auséncia de doencga periodontal); 4 mm (com doenca
periodontal).

Todos os pacientes receberdo informagdes sobre as coletas de urina e saliva e receberam um frasco estéril
para coleta de urina. Estas amostras

serdo coletadas na clinica da FOUNIP.

Para a coleta de saliva, os pacientes ndo poderédo ter ingerido alimentos ou escovado os dentes 2 horas
antes da coleta. Permanecerdo sentados,

de forma ereta em ambiente arejado e calmo, e a saliva sera coleta por expectoragdo e ndo estimulada em
tubo plastico descartavel (Falcon®, Rio

de Janeiro). (Navazesh M, et al, 2008).

Os tubos serdo fechados e encaminhados para armazenamento a -80° C até o momento da analise. (Alves
LAC, 2016; Sussulini A, 2017)

Coleta da urina

Os pacientes receberao instrugées para que coletar um volume entre 20 a 40 mL da primeira urina da
manha em frascos de coleta estéreis, por ser

mais concentrada. Todos receberdo frascos adequados para o armazenamento da urina e esta sera
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levada para o armazenamento a — 80° C o mais

breve possivel, para evitar que ocorra alteragées da amostra coletada e perda das substancias que deverdo
ser analisadas. (European Urinalysis

Guidelines (ECLM). 2000; Saude EJ, Sykes BD, 2007)

Preparo e analise metabolémica das amostras

As amostras serdo preparadas e analisadas no Laboratoério de Controle e Simulagdo de Processos do
Departamento de Engenharia Quimica da

Escola Politécnica da USP. (EPUSP). A metodologia de analise da urina sera desenvolvida no proprio
laboratério da EPUSP, pela equipe de

quimicos, engenheiros quimicos e cirurgides-dentistas envolvidos no estudo, e a metodologia de anélise da
saliva sera adaptada de BARNES et al.,

2011.

Apobs o descongelamento das amostras a temperatura ambiente, transferiremos 1000 L de urina para um
tubo plastico (Eppendorf, Germany) de 1,5

mL por meio de uma micropipeta automatica (Biohit, 100 a 1000 L, Brasil). Secaremos as amostras em
aparelho Speedvac (Centrivap concentrator,

Labconco, Brasil) por um periodo de 2h, ou até secagem completa. Apés o processo de secagem
realizaremos a extragdo dos compostos em duas

etapas.

Critério de Inclusao:

pacientes vivendo com o HIV/Aids confirmados por testes laboratoriais (grupos 1 e 2) com periodontite
crénica sem conhecimento de

soropositividade para o HIV/Aids (grupos 2 e 4), maior ou igual a quatro milimetros de profundidade de
sondagem clinica (PS), em uso de

imunossupressores orais prescritos pelo médico.

Critério de Exclusdo:

tratamento periodontal nos Ultimos 6 meses (grupos 2 e 4), gestantes, lactantes, pacientes que
apresentaram tosse, edemas em membros inferiores,

febre, dispneia, pulsoterapia com prednisona (3 a 5 dias), HAS ndo controlada, desdentados totais.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo do trabalho & identificar e interpretar o metaboloma de biofluidos (saliva e urina) de pacientes
vivendo com o HIV/Aids (PVHIV/Aids) e
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estabelecer uma possivel associagcdo com a doenga periodontal.

Objetivo Secundario:

Identificar e interpretar a atividade dos metabdlitos (endégenos) na urina e saliva; Identificar possiveis
biomarcadores relacionados com o

desenvolvimento da doencga periodontal e doenga HIV/Aids;* Identificar possiveis metabdlitos que sejam
produzidos por microrganismos associados

a doenca periodontal e que poderiam potencializar a doenga HIV/Aids;* Promogado de saude bucal;*

Orientagdo de higiene oral

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Baixo. Pacientes podem sentir se desconfortaveis no momento da coleta da saliva na cavidade oral e na
coleta da urina.

Beneficios:

Através da identificagdo dos possiveis metabolitos que sejam produzidos por microrganismos associados a
doenca periodontal e que poderiam

potencializar a doenga HIV/Aids; orientar os Pacientes destes riscos, promovendo uma melhora da sua
saude bucal, assim como sua saude

sistémica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sera um estudo transversal, analitico e descritivo com 60 pacientes, divididos em 4 grupos

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

todos apresentados.

Recomendacgdes:

Avaliar criteriosamente os parametros clinicos de avaliagao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sem pendencias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatérios parciais e finais da pesquisa,

por meio da Plataforma Brasil, via notificagdo do tipo “relatério” para que sejam devidamente apreciadas
pelo CEP, conforme Norma Operacional CNS nr 001/12, item XI.2.d.
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Projeto Detalhado / | projetoviviane.docx 15/03/2021 |Elcio Magdalena Aceito
Brochura 16:31:18 | Giovani
Investigador
Outros frm_termo_de_autorizacao_para_pesqui| 07/12/2020 |Elcio Magdalena Aceito

sa_em prontuario.doc 13:52:04 | Giovani

Folha de Rosto folhaderostoviviane.pdf 22/10/2020 |Elcio Magdalena Aceito
15:57:51 | Giovani

TCLE/ Termos de  |frm_termo_de_consentimento_TCLE_m| 18/10/2020 |Elcio Magdalena Aceito

Assentimento / odificado.doc 21:58:09 | Giovani

Justificativa de

Auséncia

Declaracdo de termodecompromissodopesquisadorvivial] 18/10/2020 |Elcio Magdalena Aceito

Pesguisadores ne.pdf 21:57:40 |Giovani

Orgamento orcamentoviviane pdf 18/10/2020 |Elcio Magdalena Aceito
21:55:58 | Giovani

Declaracdo de intencaodepesquisaviviane.pdf 18/10/2020 |Elcio Magdalena Aceito

Pesgquisadores 21:55:36 | Giovani

Cronograma cronogramaviviane.pdf 18/10/2020 |Elcio Magdalena Aceito
21:54:22 | Giovani

Projeto Detalhado / | projetoviviane.pdf 18/10/2020 |Elcio Magdalena Aceito

Brochura 21:53:49 | Giovani

Investigador
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