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RESUMO

O objetivo principal desse estudo foi avaliar o perfil microbiano subgengival e niveis de
marcadores inflamatdrios da periodontite associada ao cancer de mama (CAM) e o impacto da
terapia periodontal nesses achados. Avaliou-se em 2 fases (antes e durante a quimioterapia) o
perfil sociodemografico da populacdo estudada, a caracterizacdo por contagem bacteriana da
microbiota subgengival, a correlacéo entre essa microbiota subgengival com a perda dentaria,
nivel de inser¢do clinico (NIC>4mm) e a idade, a resposta imune da periodontite pela
secrecdo de citocinas inflamatdrias, os parametros clinicos periodontais e sua relacdo com o
subtipo molecular para o CAM e do grau tumoral com a perda dentaria ¢ o NIC>4mm nos
grupos. A terapia periodontal basica ocorreu duas vezes em cada fase em um intervalo de 14
dias ap6s uma coleta de fluido gengival e do biofilme durante o atendimento clinico. Cem
pacientes foram conduzidas por meio de um estudo caso-controle longitudinal onde 50 delas
com CAM (grupo 1) e 50 sem CAM (grupo 2) e subdivididas quanto a presenca da
periodontite com profundidade de sondagem PS e nivel de insercdo clinica (NIC)>4mm (A);
ou auséncia de periodontite com PS <3mm e NIC<4 mm. Foi realizada a contagem bacteriana
pelo método Hibridizacdo Checkerboard DNA-DNA, da secrecdo das citocinas IL8, TNFa,
IL6 e IL1B pelo método Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), dos PCP como:
perda dentéaria, profundidade de sondagem (PS), nivel de insercdo clinico (NIC), indice de
placa visivel (IPV), sangramento a sondagem (SS) e indice de sangramento gengival (ISG)
dos sitios periodontais dos elementos dentarios de todas as pacientes, porém foi escolhido um
(1) sitio periodontal com PS> 4mm para as pacientes com periodontite e PS<3mm nas
pacientes sem periodontite para as coletas de fluido gengival e biofilme. 60% das pacientes
tinham idade maior 51 anos, 16% eram tabagistas e 34% etilistas no grupo 1. Nas
comparagBes entre 0s grupos: a contagem bacteriana apresentou propor¢des >10° e
significancia em quase todas as avaliagdes nos grupos 1A e 1B em relagdo aos grupos 2A e 2B
na fase 2. Na fase 1, quando se avaliou o grupo 1B, houve associa¢do significativa do
NIC>4mm com as espécies Capnocytophaga ochracea (r=0,514), Eikenella corrodens
(r=0,516) e Leptotrichia buccalis (r=0,481). Para o grupo 1A houve associagdo significativa
entre 0 NIC com A. actinomycetencomytans (r=0,468), Eikenella corrodens (r=0,437) e
Streptococcus anginosus (r=0,411). Na fase 2, para o grupo 1A houve correlagdo do
significativa do NIC>4mm com Streptococcus mitis (r=0,455) e Actinomyces naeslundi |
(r=0,506). Na fase 1, a idade apresentou correlacdo significativa com Streptococcus



anginosus (r=0,463) e Propionybacterium acnes (r=0,496) no grupo 1B e Fusobacterium
periodonticum (r=0,539) no grupo 1A. Na fase 2 com Actinomyces naeslundi | (r= 0,528) no
grupo 1A, Porphyromonas gingivalis (r=0,438), Actinomyces naeslundi | (r=0,433),
Veillonela parvula (r=0,439) e Actinomyces israelli (r=0,405) no grupo 1B. A perda dentaria
na fase 1 apresentou associacdo com as bactérias Actinomyces gerencseriae (r=0,564),
Actinomyces odontolyticus (r=0,550), Capnocytophaga gingivalis (r=0,549) e a Neisseria
mucosa (r=0,515), onde estas foram moderada positiva e forte positiva para as espécies
Treponema socranskii (r=0,664), Streptococcus anginosus (r=0,668) e Prevotella
melaninogenica (r=0,731) no grupo 1B. A perda dentéria foi significativa com Veillonela
parvula (r=0,441), Eubacterium saburreum (r=0,496) e Prevotella melaninogenica (r=0,526)
no grupo 1A e na fase 2, apresentou correlacdo significativa com Streptococcus intermedius
(r=0,432), Actinomyces israelli (r=0,419) e Capnocytophaga ochracea (r=0,497) grupo 1B.
As citocinas IL-8 (p=0.007) e TNFa (p=0.004) foram obtiveram niveis maiores no grupo 1B
comparado ao grupo 2B. Os grupos 1A and 1B maiores niveis para IL-1p (p<0.001), TNFa
no grupo 1A (p<0.001) e 1B (p=0.004), IL6 no grupo 1A (p=0,002) e 1B (p<0.001)
comparada com grupo 2A e 2B. IPV, ISG, SS, PS>4mm and NIC>4mm (p<0,001) foram
maiores no grupo 1B e 1A comparada aos grupos 2A e 2B. As proporc¢des de perda dentaria,
PS=4mm e NIC>4mm (p<0.001) foram significativas para o subtipo molecular triplo negativo
comparado ao luminal B. Em relacdo ao grau tumoral, a perda dentéaria teve relacdo
significante com o grau tumoral 1l (p=0,003) e 111 (p=0,006) no grupo 1B em relacdo ao grupo
1A e o NIC>4mm com o grau tumoral II (p=0,005) e Il (p=0,000) no grupo 1B em relagdo ao
grupo 1A. Pode-se concluir que a terapia periodontal basica melhorou significativamente os
indices bacterianos, inflamatorios e periodontais nas pacientes sem cancer, 0 que nao ocorreu

no grupo com cancer que obteve niveis aumentados.

Palavras-chave: Periodontite, cancer de mama, fluido crevicular gengival, citocinas.



ABSTRACT

The main objective this study was to evaluate the subgingival microbial profile and levels of
inflammatory markers of periodontitis associated with breast cancer (BC) and the impact of
periodontal therapy on these findings. This study evaluated in 2 phases (before and during
chemoterapy), the sociodemographic profile of the studied population, the characterization by
bacterial count of subgingival microbiota, the correlation between the subgingival microbiota
with the tooth loss, clinical attachment level (CAL>4mm) and age, the PD immune response
by the secretion of inflammatory cytokines, CPP and their relationship with molecular
subtype for the BC and the tumor grade with tooth loss and CAL>4mm in the groups. Basic
periodontal therapy occurred twice in each phase within 14 days after a crevicular gingival
fluid and biofilm collection during clinical care. One hundred patients were managed through
a longitudinal case control study where 50 of them with BC (Group 1) and 50 without BC
(group 2) and subdivided according to the presence of periodontitis with probing depth (PD)
and clinical attachment level (CAL) >4mm (A); or without periodontitis with PD<3mm and
CAL<4mm. Bacterial counting was performed by the checkerboard DNA-DNA Hybridization
method, the scretion of cytokines IL8, TNFa, IL"6 and IL1p by Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) method, the CPP such as: tooth loss, visible plaque (VP), gingival
bleeding (GB), bleeding on probing (BOP), probing depth (PD) and clinical attachment level
(CAL), but one periodontal site with PD>4mm for patients with periodontitis and PD <3mm
for patients without periodontitis by gingival crevicular fluid and biofilm collections. 60% of
the patients were 51 years old or older, 16% were smokers and 34% were alcoholics in group
1. In comparisons between groups: bacterial count presented proportions >10° in almost all
assessment in group 1A and 1B compared to groups 2A and 2B in phase 2 mainly for the
species complexes that had more aggressive. In phase 1, when group 1B was evaluated, there
was a significant association of CAL>4mm with the species Capnocytophaga ochracea
(r=0.514), Eikenella corrodens (r=0.516) e Leptotrichia buccalis (r=0.481). For group 1A, it
was observed that there was a significant association between CAL>4mm and A.
actinomycetencomytans (r=0.468), Eikenella corrodens (r=0.437) e Streptococcus anginosus
(r=0.411). In phase 2, for group 1A there was a significant correlation of CAL>4mm with
Streptococcus mitis (r=0.455) e Actinomyces naeslundi | (r= 0.506). In phase 1, age was
significantly correlated with Streptococcus anginosus (r=0.463) and Propionybacterium
acnes (r=0.496) in grouplB and Fusobacterium periodonticum (r=0.539) in group 1A. In



phase 2 with Actinomyces naeslundi | (r= 0.528) in group 1A, Porphyromonas gingivalis
(r=0.438), Actinomyces naeslundi I (r=0.433), Veillonela parvula (r=0,439) and Actinomyces
israelli (r=0.405) in group 1B. The tooth loss in phase 1 presented association with species
Actinomyces gerencseriae (r=0.564), Actinomyces odontolyticus (r=0.550), Capnocytophaga
gingivalis (r=0.549) and Neisseria mucosa (r=0,515), where these were moderate and strong
correlations for species Treponema socranskii (r=0.664), Streptococcus anginosus (r=0.668)
and Prevotella melaninogenica (r=0.731) in group 1B. The tooth loss was significative to
Veillonela parvula (r=0.441), Eubacterium saburreum (r=0.496) and Prevotella
melaninogenica (r=0.526) in group 1A and phase 2, presented correlation significative with
Streptococcus intermedius (r=0.432), Actinomyces israelli (r=0.419) and Capnocytophaga
ochracea (r=0.497) in group 1B. In P2 compared with P1, the citokines IL-8 (p=0.007) and
TNFa (p=0.004) were higher in group 1B compared with group 2B. The groups 1A and 1B
presented higher significance for IL-1p (p<0.001), TNFa in group 1A (p<0.001) and 1B
(p=0.004) and IL6 in group 1A (p=0,002) and 1B (p<0.001) compared with group 2A and 2B.
VP, GB, BOP, PD> 4mm and CAL>4mm (p<0,001) were highest in groups 1B and 1A
compared with groups 2A and 2B. The levels of proportion were highest for tooth loss,
PD=4mm and CAL>4mm (p<0.001) to TNBC subtype compared to luminal B. Regarding
tumor grade, tooth loss had a significant relationship with tumor grade 11 (p=0.003) and Il
(p=0.006) in group 1B compared to group 1A and CAL>4mm with tumor grade II (p= 0.005)
and Il (p= 0.000) in group 1B compared to group 1A. It can be concluded that basic
periodontal therapy significantly improved bacterial, inflammatory and peridontal indices in

patients without cancer, which did not occur in the cancer group that had increased levels.

Keywords: Periodontitis, breast cancer, gingival crevicular fluid, citokines.
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INTRODUCAO

As doencas periodontais como a periodontite € uma patologia infecciosa e inflamatdria
caracterizada por danos progressiveis e irreversiveis as estruturas de suporte dos dentes
(CAVALLA et al., 2018) com expressao de varios mediadores inflamatorios que orquestram
um papel essencial em seu inicio e progressdo, tendo como fator etiolégico primério, o
biofilme subgengival que, por efeito local, desencadeia o processo de degradacéo tecidual do
periodonto (ARAL et al., 2019). Outros indicadores podem contribuir no impacto da satde
desses individuos como o consumo de bebida alcodlica e tabagismo associados tanto aos
problemas de origem bucal quanto na etiologia do cancer (SANTOS et al., 2010). Atualmente
a periodontite tem sido associada a diversas condi¢des sisttmicas que podem agir sobre o
fator etiologico primario, tornando o seu processo mais grave mediante as causas microbianas
ja existentes (SCHENKEIN et al., 2020). Foi relacionada com varias formas de cancer,
destacando como causa mais provavel a frequéncia prolongada aos niveis inflamatérios
moleculares (COUSSENS; ZENA, 2002).

O cancer de mama (CAM) é uma grave condicdo patoldgica que pode exercer influéncia
sobre 0 avanco e severidade do processo inflamatorio periodontal, além de que, muitos
individuos com CAM apresentam caracteristicas que podem contribuir para o
desenvolvimento da periodontite como: o efeito sistémico dos antineoplasicos nos tecidos
orais, a idade (exposicdo ao longo da vida a fatores enddgenos e exdgenos) e a osteoporose
gue tém como uma das caracteristicas o baixo nivel de circulacdo de estrogénio. Esses baixos
niveis de estrogénio séo fortes indicadores para a perda da crista dssea alveolar do ligamento
periodontal e assim o progresso da periodontite (TAICHMANN et al., 2015) associado com a
perda da densidade mineral dssea esquelética. Revisando a literatura, verificou-se uma grande
associacao entre as duas patogenias, encontrando maior incidéncia CAM nos pacientes que
tinham periodontite e algum dente molar perdido na mandibula (SODER et al., 2011). Outra
abordagem relevante foi sobre os patdgenos especificos da microbiota subgengival como a
espécie bacteriana Porphyromonas gingivalis que foi encontrada em superficie de tumores
como carcinoma oral de células escamosas (ARJUNAN et al., 2018). Outro estudo consistente
foi a colonizagdo do patdgeno oral Fusubacterium nucleatum associado ao acimulo de células
T que se infiltram no interior de tumores de mama humano promovendo o seu crescimento e

progressao metastatica (PARHI et al., 2020).
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Baseando-se nestas evidéncias, a presente pesquisa objetivou avaliar a microbiota e o
processo inflamatdrio subgengival, os parametros clinicos periodontais e suas associagdes
com os subtipos moleculares e grau tumoral do CAM. Esta pesquisa engloba duas vertentes:
uma que visa estabelecer a prevaléncia das doencas periodontais sob critérios clinicos em
pacientes com CAM e outra que investiga se a periodontite repercurte em reflexos negativos
no prognostico do tumor. A realizacdo da presente pesquisa € justificada na relacdo
consistente da periodontite em portadores do cancer de mama em um acompanhamento

clinico antes e durante a terapia antineoplasica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Periodontite

A periodontite é uma patologia de natureza cronica inflamatoria multifatorial associada com
biofilme disbidtico e caracterizada pela destruicdo progressiva do aparato de insercdo dental
(STEFFENS & MARCANTONIO, 2018). Clinicamente, caracteriza-se por: perda de insercao
detectada em dois ou mais sitios interproximais ndo adjacentes; perda de inser¢do de 3mm ou
mais na vestibular ou lingual/palatina em pelo menos dois dentes, sem que seja por causa de:
1) recessdo gengival de origem traumatica; 2) carie dental estendendo até a area cervical do
dente; 3) presenca da perda de insercdo na face distal de um segundo molar e associado ao
mau posicionamento ou a extracdo de terceiro molar; 4) lesdo endoperiodontal drenando por
meio do periodonto marginal; ou 5) ocorréncia de fratura radicular vertical. A Periodontite é
classificada de acordo com seu ESTAGIO e GRAU. O estagio esta relacionado ao grau de
severidade da doenca, sendo a perda de insercdo a caracteristica determinante, que em sua
auséncia utiliza-se a perda 6ssea radiografica. Para todos os estagios é classificada como
localizada, que acomete até 30% dos dentes envolvidos e generalizada que atinge mais de
30% dos dentes afetados ou mais. Outra classificacdo € a periodontite como manisfetacdo por
doencas sistémicas como desordens genéticas, da imunodeficiéncia adquirida, inflamatorias e
outras desordens sistémicas (diabetes mellitus, uso de medicacgdes, osteoporose, obesidade,
tabagismo, depressdo), que devem ser descritoras da periodontite, mas quanto a classificacdo
e 0 grau e a estdgio deve ser mantida. Por fim, temos outras condi¢des como as neoplasias e
outras desordens como hiperparatireoidismo (CATON et al., 2018). Estima-se que as doengas
periodontais afetam de 20% a 50% da populagdo mundial (NAZIR et al.,, 2020) e
especificamente como na periodontite, sdo responsaveis pela perda Ossea alveolar e
consequentemente a perda dentaria (TARIQ et al., 2012). Adicionalmente, fatores como a
idade (WU et al., 2016) socioecondmicos, psicoemocionais e instrucdo escolar, também

podem estar associados a periodontite (HEIKKILA et al., 2018).

O diagndstico clinico da periodontite baseia-se nas seguintes caracteristicas: prevaléncia
maior em adultos, podendo ocorrer em criancas e adolescentes; taxas de progressao baixas a
moderadas; quantidade de depdsitos microbianos consistentes, severidade da destrui¢do
periodontal e presenca frequente de biofilme subgengival (ARMITAGE, 2004) que
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caracteriza a microbiota em toda sua complexidade. O biofilme consiste em uma comunidade
microbiana organizada e complexa, constituida por produtos extracelulares microbianos,
compostos salivares e bactérias envolvidas em polimeros organicos ligados a uma superficie,
o0s quais se ligam a membrana externa das bactérias Gram-negativas e ao peptidoglicano das
bactérias Gram-positivas (KOLENBRANDER et al., 2006). Nos estudos epidemioldgicos
contemporaneos avalia-se também o grau de severidade da periodontite através das
mensuragOes das profundidades de sondagem (PS) e do nivel de insercao clinico (NIC). A PS
é definida como a distdncia que vai da gengiva marginal livre até o ponto em que a
extremidade da sonda periodontal encontra resisténcia no momento da sondagem. O mesmo
ocorre para o NIC que é definido como a distancia que vai da juncdo cemento-esmalte (JCE)
até a posicdo em que o extremo da sonda periodontal encontra a resisténcia 6ssea anatdbmica
(LINDHE & LANG, 2020). O limiar de perda de insercdo (NIC) é detectada em dois ou mais
sitios interproximais ndo adjacentes ou perda de inser¢do de 3 mm ou mais na vestibular ou
lingual/palatina em pelo menos 2 dentes, sem que seja por causa de: 1) recessdo gengival de
origem traumatica; 2) céarie dental estendendo até a area cervical do dente; 3) presenca da
perda de insercdo na face distal de um segundo molar e associado ao mau posicionamento ou
a extracdo de terceiro molar; 4) lesdo endoperiodontal drenando por meio do periodonto
marginal; ou 5) ocorréncia de fratura radicular vertical (STEFFENS & MARCANTONIO,
2018).

O indice de placa visivel (IPV) avalia a condicdo de higiene bucal. O indice de sangramento
gengival (ISG) avalia o sangramento espontaneo ao toque superficial da margem gengival
com a sonda Nabers 2N (Colors Millennium-Golgran) e o sangramento a sondagem (SS)
qguando a sondagem causa sangramento na presenca ou auséncia de periodontite. O indice ISG
permite uma avaliacdo percentual dos sitios que sangram e os que ndo sangram a leve
sondagem, mostrando a presenca de inflamacdéo (NEWMAN & CARRANZA, 2020). Os
valores foram obtidos da seguinte forma: apos a sondagem em seis pontos diferentes por
dente (mesial, mediana e distal das vestibulares e mesial, mediana e distal das palatinas), o
namero de superficies com sangramento (diagnosticadas até 30 a 60 segundos apés a

sondagem).

E limitado definir o diagndstico da periodontite baseado na perda dssea das tomadas
radiograficas marginal, pois ndo sdo especificas e ndo detectam a periodontite leve a
moderada, assim como e medi¢do da PS e NIC (TONETTI, GREENWELL e KORNMAN,
2018). Porém, as tomadas radiogréficas auxiliam nos diagnosticos da periodontite na rotina
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clinica odontoldgica e sdo mais econdmicas, além das tomadas de imagem mais avancadas

como tomografia computadorizada em 3D.

A constante modificacdo especifica do biofilme em toda sua complexidade seleciona grupos
especificos de patdgenos que induzem mudancas nas comunidades bacterianas subgengivais e
levam a uma comunidade disbidtica capaz de induzir uma resposta inflamatoria do hospedeiro

desregulada e eventualmente a inflamacéo cronica (HOARE et al., 2019).

Na resposta imune alguns mediadores inflamatorios como quimiocinas e citocinas estdo
envolvidos na progressao da periodontite. As citocinas sdo proteinas sollveis de baixo peso
molecular produzidas por uma variedade de células que transmitem sinais para outras células
e desempenham um papel crucial no inicio e manutencdo da resposta inflamatdria,
estimulando a producdo de mediadores secundarios. Podem ser classificadas como pro-
inflamatdrias (incluindo IL-1, IL-6, IL-15, IL-17, IL-23 e TNF-a) ou anti-inflamatdrias
(incluindo 1L-4, IL-10, IL-13) que evocam uma cascata de eventos que amplificam a resposta
inflamatoria, induzem a producdo de enzimas responsaveis pela degradacdo de tecido
conjuntivo e reabsorcdo Ossea osteoclastica (LINDHE & LANG, 2020). A ativacdo dos
osteoclastos € regulada por expressao do receptor RANK, células dendriticas, fibroblastos e
linfocitos T (GIBERTONI et al., 2017), fundamentais na perda 6ssea (afetando os tecidos de
suporte periodontais). Entretanto, um desequilibrio entre as citocinas derivadas de
subpopulacdes de linfocitos T1, T2, T17 e Treg sdo responsaveis pela degradacdo periodontal
(ARJUNAN et al., 2018).

As quimiocinas sao responsaveis pela migracéo e ativacdo de subpopulacdes de leucocitos em
tecidos periodontais inflamados. E uma das subfamilias de quimiocinas que inclui proteinas
quimiotaticas de monocitos (MCP-1) e podem atrair celulas T, mondcitos e eosindfilos,
conhecidos como RANTES, bem como a proteina induzida por interferon Y (IP-10),
(PALOMINO; MARTI, 2015). Outra quimiocina importante nesse estudo em relagdo ao
processo inflamatdrio periodontal, é a IL8, que é uma potente citocina quimioatraente e
ativadora de neutrofilos liberados em células endoteliais, fibroblastos gengivais, neutréfilos,
monacitos no sulco gengival (FINOTI et al., 2017). Especificamente, a microbiota existente
no meio subgengival em condi¢Bes favoraveis (mé& higine, imunossupressdo, agentes
irritativos e fatores de risco associados) inicia a resposta imune por estimulos de células locais
(ligamento periodontal) via receptores toll-like. Células do tecido de conecc¢éo e 0sso alveolar
produzem citocinas e quimiocinas, incluindo (fator de necrose tumoral o (TNF-a),

interleucinas IL-1p, IL6, 1L-8, IL-12, IL-17 e receptor ativador do fator nuclear Kappa B



24

ligante (RANK-L). Microorganismos localizados no biofilme podem alcancar o tecido de
coneccgdo em direcdo ao 0sso alveolar, com expressao de RANK-L por osteoblastos, que estéo
fortemente associados a reabsor¢do 0ssea. Persistindo a infeccdo, a liberacdo de mediadores
inflamatdrios continuam e a ativacdo das células B e T. Neste estagio, a infiltracdo é

predominantemente de linfocitos B (RANK-L) no tecido conjuntivo.

Figura 1 — Patogénese da periodontite
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Fonte: MOLON et al. (2019).

As células T produzem TNFa e IL17 aumentando a osteoclastogénese e reabsor¢ao 6ssea que
caracterizam os sinais clinicos e de diagndstico como o aumento da perda do nivel clinico de

inser¢do (NIC), (MOLON et al., 2019), conforme a descreve a figura 1.

O tratamento destinado para controlar a infeccdo por biofilme periodontal resulta em uma
resolucdo positiva dos sinais clinicos e histologicos da inflamagéo e estudos tém mostrado
gue em sitios que seguem a terapia periodontal basica e ndo cirargica, o perfil da expressdo
inflamatoria foi reduzido em comparacdo com controles saudaveis e a terapia periodontal
bésica resulta em uma forte reducdo da microbiota, consequentemente a diminui¢cdo do

estimulo da inflamacéo e resposta imune (BEIKLER et al, 2008). Embora essas diferencas sdo
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notorias antes e depois a terapia periodontal basica, € importante avaliar quanto a medicagdo
antineoplasica interfere e associacdes a condi¢fes sistémicas como no céncer influenciam
fortemente o tratamento periodontal. Outra limitagcdo potencial € a possibilidade de confuséo

nas estimativas de risco.

2.1.1 Microbiota Subgengival como Etiologia da Periodontite

O microbioma bucal é definido como o conjunto de genoma dos microorganismos que
habitam a cavidade oral comum para todos os individuos, porém o microbioma variavel é
exclusivo aos individuos dependendo de outros fatores associados como estilo de vida e
diferencas fisiologicas. Depois do intestino, a cavidade oral é a segunda maior comunidade
microbiana dos humanos. Possui dois tipos de superficie colonizadas pelas espécies
bacterianas como: os tecidos moles (mucosa oral) e duros (superficie dentéria) e o conjunto

dessas espécies bacterianas constituem o biofilme oral que compde a microbiota oral.

A microbiota oral permite interacGes entre suas espécies constituintes. Possui cerca de 800
espécies bacterianas distintas (750 milhGes de microorganismos/ml saliva e 200 bilhGes/g de
biofilme). A cavidade oral possui temperatura em média de 37°C estavel normalmente e pH
6.5, que fornece ambiente propicio a colonizacdo e sobrevivéncia bacteriana que se inicia ja
na vida intrauterina. O estabelecimento de micro-organismos se da através de suas
capacidades de aderéncia as superficies do meio bucal ou que se refugiam em sulcos, fissuras
ou espagos interproximais dos elementos dentarios. Os determinantes ecoldgicos que d&o
condig¢Bes onde os micro-organismos da microbiota oral irdo se estabelecer como o fator de
aderéncia as superficies dos tecidos (DEO; DESHMUKH, 2019).

A microbiota subgengival é uma comunidade complexa e diversa de microorganismos que
vivem dentro de um determinado nicho anatémico (HAJISHENGALLIS, 2015). A etiologia
da periodontite estd relacionada fundamentalmente aos patogenos presentes no biofilme
subgengival que constituem a sua microbiota. O biofilme subgengival se forma a partir da
migracdo apical do biofilme supragengival em decorréncia do aumento de volume gengival,

ocasionado pelo processo inflamatério presente na gengiva, e um aumento na quantidade e
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diversidade de espécies bacterianas nesse nicho (LAMONT, KOO & HAJISHENGALLIS,
2018).

Alguns patogenos podem proliferar e apresentar caracteristicas novas e agredir os tecidos de
suporte do periodonto. Podemos afirmar que um desequilibrio entre o hospedeiro e
microorganismos patogénicos possa levar o desenvolvimento da periodontite por colonizar
estes biofilmes (SOCRANSK; HAFFAJEE, 2002). Os niveis dessas espécies bacterianas nos
sitios periodontais colonizados e a resposta imune de combater esses patdgenos agressores sao

condic¢des fundamentais para os sinais clinicos da periodontite.

Figura 2 — Células do sistema imunol6égico no periodonto inflamado: (A) células
imunoldgicas e suas fungdes defensivas; (B) Células imunes supressoras: MDSCs, T-regs, B-regs
recrutadas/vigilancia imune; C) Aumento da expressdo de RANKL por T-regs, Linfocitos citotoxicos T e B e
perda dos tecidos de suporte; (D) Expansdo da resposta imune em nivel vascular; E) Macré6fagos facilitam
expansao aos vasos linfaticos pela producéo de VEGF-C
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Fonte: ELEBYARY et al. (2021).

As investigages pioneiras da inflamagdo gengival evidenciaram que o acimulo de biofilme
em superficies dentarias mesmo higienizadas leva ao avanco inflamatorio e envolve os tecidos
periodontais, mas sem uma definicdo acerca do que realmente causava a destruicdo de todo o

conjunto dos componentes do periodonto no que refere a qualidade ou a quantidade das
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espécies bacterianas que colonizam o meio subgengival. O que ficou conhecida como a
“hipotese da placa especifica e ndo especifica” (LINDHE & LANG, 2020). Com os avangos
das técnicas de biologia molecular e imunologia, foi possivel detectar os microorganismos
que compdem a microbiota oral e assim fazer uma caracterizacdo mais precisa das espécies
bacterianas que integram o meio subgengival e sdo pertinentes a varios tipos de periodontite
(LAMONT, KOO, HAJISHENGALLIS, 2018). Entdo, Killian e colaboradores (2016)
afirmaram que a patologia do periodonto é resultado de um desequilibrio na microbiota total
devido ao estresse ecoldgico, com aumento de alguns patdgenos orais ou micro-organismos
relacionados a doenga e instituiu a “hipotese da placa ecoldgica”. Depois de reconhecer que
os colonizadores primarios da placa dental sdo predominantemente micro-organismos gram-
positivos, e, posteriormente, gram-negativos, definiram as bactérias dentro da microbiota
subgengival, colocando-as em cinco complexos, culminando assim com a Hipdtese dos
Complexos Microbianos (FANA et al 2021.; MOHANTY et al, 2019). SOCRANSK e
colaboradores (1994) apresentaram a técnica de diagndstico microbiol6gico do Checkerboard
DNA-DNA hibridization. A hibridizacdo utiliza até 45 amostras de DNA contra 30 sondas de
DNA (1350 hibridizacbes) em uma Unica membrana de suporte. Existem dois tipos de
hibridizacdo checkerboard: uma que utiliza sondas inteiras de DNA gendmico, sendo
hibridizadas em uma amostra de DNA sobre a membrana; e outra que utiliza amplicons de
rRNA 16S, sendo hibridizadas as sondas de rRNA 16S sobre a membrana. Este ultimo
método tem sido referido como captura reversa de hibridizacdo checkerboard de

oligonucleotideo, baseado no RNA 16S.

Em ambos o0s métodos, sinais de hibridizacdo sdo detectados por meio de
quimiofluorescéncia. Os sinais quimiofluorescentes resultantes das reacdes de hibridizacédo
foram quantificadas usando Fluorimager e usadas para avaliar a sensibilidade e especificidade

das sondas. A sensiblidade das sondas foram ajustadas para detectar 10* células.

A utilizacdo do método de hibridizacdo checkerboard como uma ferramenta de diagnostico
tem sido usado mais rotineiramente para fins de investigacdo e enumeracdo de varias espécies
bacterianas em sistemas microbildgicos complexos, apesar da difilcudade de enumerar
espécies dificeis e especificar certos taxons como oferecem as novas técnicas de
sequenciamento de nova geracdo. Muitas publicacdes utilizaram a técnica do DNA gendmico
das 40 espécies do complexo de Socransky ao invés de uma espécie somente e assim analisar

o0 papel real dessas espécies e responder as questdes bioldgicas e pesquisas ecoldgicas, além
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da utilizacdo em quantificacdo de multiplos mediadores inflamatorios no processo de saude e
doencga do periodonto humano.

Figura 3 - Demonstracdo das hibridizagGes das sondas de DNA homélogas e heterélogas entre 40 sondas de
DNA gendmicas inteiras (vertical) e 80 DNA de espécies alvos (horizontal). A linha preenchida em preto
representa o sinal (100%) da sonda alvo homologa das 40 espécies dos complexos de Socransky. Os quadrados
sombriados representacgao as reacoes heterélogas de 10 a 20% dos sinais homologos. Os nimeros de 4 a 5 digitos
representam o ndmero de cepas ATCC (American Type Culture Collection) e as outras denominagdes pertencem
ao Instituto Forsyth.
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Essa determinacdo microbioldgica detecta 40 espécies bacterianas presentes na microbiota
subgengival em individuos com e sem periodontite (PASTER & DEWHIRST, 2009) que se
inserem em 5 complexos bacterianos principais no meio subgengival no que refere as
diferentes espécies. Esses complexos sdo: vermelho, muito relacionado a profundidade de
sondagem (PS) e ao sangramento a sondagem (SS), composto por (Tannerella forsythia,
Porphiromonas gingivalis e Treponema denticola), laranja dividido em 2 grupos, o central
(Fusubacterium nucleatum, Fusubacterium periodonticum e Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens e Parvimonas micra) e outro periférico (Eubacterium nodatum,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis, Streptococus
constellatus). Os outros 3 complexos, o amarelo, o verde e 0 roxo demonstraram grande
associacdo entre si e menor associacdo com o0s 2 primeiros. O complexo verde compde
(Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea,
Eikenella corrodens e Aggregatibacter actinomycetemcomytans); o complexo amarelo por um
grupo de streptococos (Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis,
Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius) e o complexo roxo que inclui
(Actinomyces odontolyticus e Veilonella parvula). As espécies de Selenomonas noxia e
Aggregatibacter actinomycetencomitans sorotipo b ndo se correlacionam com outras espécies.
Algumas espécies de actinomicetos (Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israelii,
Actinomyces naeslundii sorotipos I e 1) foram agrupados no complexo azul (SOCRANSK &
HAFFAJEE, 2005).

2.2. Inflamacdo e cancer

Recentemente, a associacdo entre inflamagdo e cancer tem sido explorada, pois o sistema
imune tem a habilidade ndo apenas de prevenir a progressao do tumor como também
promové-lo. Os principais tipos de inflamag&o na tumurogénese incluem: inflamacéo crénica
que precede o desenvolvimento do tumor, a inflamagédo associada ao tumor e a inflamacao
induzida por terapia (JIANG; SHAPIRO, 2014). Um estudo longitudinal de 10 anos
encontrou uma significante associacdo entre mortalidade por céncer pancreatico em
individuos com periodontite e contribuiu consideravelmente para a diferenga de mortalidade
geral por cancer (HEIKKILA., et al 2018).
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Células como quimiocinas e citocinas estdo presentes no microambiente tumoral, além de
especies reativas de oxigénio (ROS), ciclooxigenase-2 (COX-2) e o fator nuclear Kappa (NF-
kB) podem conduzir a condicOes celulares favoraveis para a promocao do tumor. Os papéis
das citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1, CCL5 e
CXCL12 em cancer de mama estéo estabelecidos (GOLDBERG & SCHWERTFEGER 2010,
BAUMGARTEN & FRASOR 2012) bem como na patogénese da periodontite (MOLON et
al., 2019).

A relacéo entre inflamacéo e cancer pode ser explicada por duas vias consistentes: a primeira,
no qual um estado inflamatorio constante contribui para o aumento do risco de céancer, e a
segunda que alteracdes genéticas adquiridas levam ao desenvolvimento da neoplasia maligna
(PENDYALA et al.,, 2013), sinais estes que os quais ainda busca uma relacdo causal
consistente entre inflamacdo e tumores de mama, pois € certo que as células inflamatdrias e
mediadores estdo presentes na maioria dos tumores, independendo do gatilho para o
desenvolvimento. Assim, as duas vias no processo de desenvolvimento do cancer dependem
das suas interacGes especificas com fatores genéticos, epigenéticos e fatores ambientais
(SLATTERY et al., 2009; DEL PRETE et al., 2011; PENDYALA et al., 2013), além de que a
exposicdo prolongada aos niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias é considerada pro-
tumorigénica (COUSSENS; ZENA, 2002). No que refere as quimiocinas, € provavel que
tenham um papel na inducéo e pelo acumulo local de células inflamatérias e desempenham o
mesmo papel na formacao de infiltrados peri e intra-tumorais. Em parte, isso pode ser uma
consequéncia de sua capacidade de atrair células mononucleares para o tumor, onde elas
promovem o seu crescimento ou de fatores angiogénicos que estimulam seu desenvolvimento
(ROSSI; ZLOTNIK, 2000; BARRETT, 2006). Com a inflamacéo, além da liberacdo de
mediadores inflamatorios, ocorre o aumento da proliferagdo celular, da mutagénese,
promogdo da angiogénese e inibicdo da apoptose (MICHAUD et al., 2007), a progressao e
sobrevivéncia das células malignas, angiogénese, metastases e resposta as drogas
antineoplasicas (MANTOVANI et al., 2008).

Como consequéncia da resposta inflamatdria, as mudangas ecoldgicas na regido subgengival
estdo associadas ndao somente a periodontite, mas também a inflamagé&o cronica, ativando vias
intracelulares especificas. A natureza polimicrobiana da periodontite e as interacdes entre
espécies bacterianas contribuem para o melhor entendimento dos modelos atuais dessa doenga
assim como o estimulo da resposta imune (HOARE et al., 2019).
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2.3. Periodontite e doencas sistémicas

Recentemente comecaram surgir evidéncias de uma grande ligacdo entre periodontite com
diversas patologias sisttmicas. Como um processo inflamatorio crénico, é uma fonte em
potencial constante de infecgdo, mas antes considerada como fator de risco separado para
doencas cardiovasculares, cerebrovasculares, arterial periférica, respiratorias e baixo peso ao
nascer (OHYAMA et al., 2009). Foi descrita com vasta capacidade de aumentar a morbidade
e mortalidade por diabetes, artrite reumatoide, obesidade, osteoporose e complicacBes na
gravidez (FOWLER; BREAULT; CUENIN, 2001). A cavidade oral contém milhdes de
bactérias que causam as duas principais doencas bucais como a periodontite e a carie. Na
maioria das vezes, a disseminacdo bacteriana é transitdéria, mas em outros casos,
principalmente em individuos com o sistema imune comprometido, os patégenos orais podem
contribuir na progressdéo de muitas patologias sistémicas. Produtos bacterianos como
lipopolissacarideo (LPS) e endotoxina sdo liberados na circulagcdo sistémica provocando a
resposta inflamatdria em érgdos-alvo como ocorre também no periodonto doente rico em
mediadores inflamatdrios (KUMAR, 2013).

Estudos posteriores confirmaram a ligacdo positiva da periodontite com varias formas de
cancer, entre eles: esoféagico, gastrico, pulmao, prdstata, mama, hematoldgicos, entre outros,
(FITZPATRIC; KATZ, 2010) de pancreas (ARORA et al., 2010; MICHAUD et al., 2007;
TANWIR; SADIA; SHAUKAT., 2012), trato digestivo, colorretal, cabeca e pescoco em
individuos que ndo eram tabagistas e nem alcoolistas (MANTOVANI et al., 2008); doencas
cardiovasculares e diabetes (RECH., et al 2007). Mecanismos especificos e vias patolégicas
foram identificados ligando diretamente a periodontite a essas comorbidades, como a
circulacdo dos patdgenos para a corrente sanguinea, inflamagéo sisttémica e dano autoimune
induzido (SCHENKEIN et al., 2020).

A grande justificativa para associar a periodontite e as doencas sistémicas esta relacionada ao
longo prazo da inflamagdo periodontal e a presenga continua da microbiota no ambiente
subgengival. O papel dos patégenos como o virus papiloma humano (HPV) e Epstein-Barr
(EBV) foram detectados em bolsas periodontais como agentes suspeitos de cancer oral por
meio da ativacdo de oncogenes especificos (como E6 e E7 para HPV), favorecendo assim o
inicio do céancer. Esses patdgenos podem ser encontrados em carcinomas da gengiva e
associados a tumores distantes (CORBELLA et al., 2018). Interessantemente, frente ao

cenario da recente pandemia da COVID 19, outro estudo apresentou fortes associacdes
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observadas entre a periodontite e a gravidade da COVID-19, no qual a aspiracéo de bactérias
da microbiota subgengival pode agravar essa sindrome respiratoria aguda induzindo a
expressao da enzima conversora de angiotensina 2, um receptor para SARS-CoV-2, e
citocinas inflamatdrias no trato respiratorio inferior (CAMPISI; BIZZOCA; LO MUZIO,
2021).

O papel do microbiota oral, como a espécie bacteriana P. gingivalis induz o aumento dos
linfocitos B e a expressao de IL1B, da IL6 e IL8 pela IL17 que afetam a atividade
osteoclastica e coloniza lesdes pré-malignas como do esdfago e do carcinoma oral de células
escamosas (LINDHE & LANG, 2020). Possui também um efeito carcinogénico importante
pela inibicdo apoptdtica nas células epiteliais, criado por meio do prolongamento da
sobrevivéncia e proliferacdo celular, um mecanismo de protecdo intrinseco de células
cancerosas com capacidade para invadir, proliferar e sobreviver no interior do citoplasma das
células infectadas, assim, propagar para células contiguas (ARJUNAN et al., 2018). Estudos
demonstram como 0s patdgenos orais presentes constantemente no biofilme subgengival e
enganjados na progressao da periodontite podem aumentar a carga tumoral no coélon, mama e
cavidade oral (ELEBYARY et al., 2021)

Precisa estabelecer de forma consistente se o0s patdgenos periodontais estimulam o
desenvolvimento de doengas sistémicas ou se as doencas sistémicas provocam a abundancia
de patdgenos periodontais e sua diversidade. Se os patdgenos causam as doencas orais, eles
representam alvos certos da intervencao terapéutica e podem ser marcadores preditivos quanto

a suscetibilidade das doencas sistémicas (BUI et al., 2019).

2.4. Cancer de mama

Dados epidemioldgicos indicam o cancer de mama (CAM) como a malignidade mais
frequente em mulheres em todo o mundo (JEMAL et al., 2011; SIEGEL et al., 2011). Com
prevaléncia estimada ao longo da vida de 12% para mulheres que se encontram sob risco
usual, representa 23% do total de diagndsticos de cancer em mulheres e 14% das mortes por
cancer em mulheres nos EUA (JEMAL et al., 2011). A situacdo no Brasil assemelha-se
bastante ao cenério internacional. Dados publicados pelo Instituto Nacional do Céncer

(INCA) demonstram que essa neoplasia, excluindo-se tumores de pele ndo-melanoma,
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representa o cancer mais frequente em mulheres. Em 2020 ocorreu a estimativa de 66280 mil
casos novos da doenca em todo Brasil. No Espirito Santo foram esperados 790 novos casos a
cada 100 mil habitantes (INCA, 2020). Além da grande taxa de incidéncia e mortalidade, o
CAM traz para as mulheres efeitos psicoldgicos que influenciam grandemente a sua qualidade
de vida (CULBERTSON et al., 2020). Em virtude do acima exposto, esta condi¢do destaca-
se como importante problema de satde publica, representando a principal causa de morte por
cancer nos paises em desenvolvimento e a segunda principal causa nas regides desenvolvidas,

superada somente por cancer de pulméo (INCA, 2020).

E uma doenca com caracteristicas histopatoldgicas, bioldgicas e diferentes aspectos clinicos, o
que resulta respostas diversas as terapias sistémicas, portanto, ndo pode ser visto como uma
patologia unicamente clinico-patologica (VIALE, 2012). A graduacdo histolégica representa
uma medida da diferenciacdo celular. O grau do tumor esta associado ao intervalo livre e a
sobrevida livre de doenca e a sobrevida especifica pelo cancer de mama. O grau histoldgico é
um fator de progndstico independente, de validade extensamente comprovada. Na graduacao
histologica de Nottingham Combine Histologico Grade (NCHC) (VAN DOOIJEWEERT;,
VAN DIESRT; ELLIS, 2021); é tradicionalmente expressa em trés categorias de
diferenciacéo: 1) bem diferenciado (somatorio final de 3 a 5) baixo grau; 11) moderadamente
diferenciado (somatdrio final de 6 a 7) grau intermediario; 111) pouco diferenciado (somatorio
final de 8 a 9) alto grau. Essa classificacdo baseia-se na soma da pontuagéo para determinados
critérios como formacao tubular, polimorfismo nuclear e contagem mitética. A sobrevida em
20 anos, entre pacientes com neoplasias graus I, Il e 1l (SBR), € estimada em,
respectivamente, 41, 29 e 21%. Foi necessario a sua classificacdo de acordo com sua natureza
molecular e os planos de tratamento agora estdo determinados de acordo com o subtipo
(FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS, 2018). Dentre os diversos subtipos moleculares do
CAM, cabe destacar que cerca de 15% a 25% desses casos sdo classificados como HER2-
positivos (Human Epidermal Growth fator Receptor 2), ou seja, as células tumorais
apresentam mutacdo no gene HER2 ou superexpressdo dessa proteina em suas membranas
plasméticas (SON et al., 2020). Tumores que apresentam esta alteracdo molecular
demonstram fenotipo clinico mais agressivo e tém pior prognéstico quando comparados com

canceres de mama luminais HER2 positivo.

Atualmente, o CAM é classificado de acordo com suas caracteristicas histologicas (invasivos
ou localizados (in situ)), imuno-histoquimicas e moleculares. Em sua classificacdo imuno-

histoquimica se baseia na expressdo do receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona
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(RP), superexpressao do receptor 2 do fator de crescimento epidermal humano (HER2) pelas
células tumorais, bem como pelo indice de proliferacdo celular por meio da investigacdo da
expressao da proteina Ki67 pelas mesmas (DOWSETT et al., 2011) como demonstra a tabela

1 da figura abaixo.

TABELA 1 - CLASSIFICACAO O IMUNO-HISTOQUIMICA DOS TUMORES DE
MAMA.

Subtipo Imuno-histoquimico Padrao de imunomarcagao

Luminal A RE+ elou RP+, HER2*- e Ki-67 <14%"*

RE+ elou RP+, HER2*- & Ki-67 214%**

Luminal B
RE+ elou RP+, HER2*+
HER2 RE-, RP- e HER2*+
TNBC RE-, RP-, HER2*-

Fonte: CHEANG et al. (2009).

Nota: Séo considerados casos positivos aqueles com score >3; Score = 2, devem ser submetidos a analise por
FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) ou CISH (Chromogenic In Situ Hybridization) para confirmagdo.**
(KIYOSE et al., 2012).A imunomarcacdo da proteina Ki67 >14% correlaciona com alta taxa de proliferagdo
celular

Em sua classificacdo, os subtipos moleculares, conforme descrito na Tabela 1, (luminal A,
luminal B, basaldéide, HER2 “enriched” e normal-simile), os estudos demonstraram que o
fenotipo diverso do CAM é acompanhado de uma heterogeneidade no padrdo de expressdo
génica (GEP) e ele pode ser classificado em subtipos distintos a partir das diferencas no GEP
(SON et al., 2020).

2.5. Plausibilidade entre periodontite e cancer

E possivel que a inflamag&o cronica induzida por patdgenos periodontais sirva como uma
potencial causa do descontrole de crescimento celular normal iniciando a carcinogénese

(MEYER et al., 2008). Esses patdgenos obtém acesso a corrente sanguinea e se disseminam
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localmente nos tecidos adjacentes, liberando citocinas e outros mediadores inflamatérios que
podem, assim, estar envolvidos na carcinogénese (RAJEEV et al., 2012; MEURMAN, 2010).
Estudos de Bui e colaboradores (2019), mostraram também que a disseminacdo sanguinea de
varios patdgenos bacterianos periodontais pode ocorrer em consequéncia de procedimentos
cirtrgicos, acimulo de biofilme por ma higiene e fatores externos que possam induzir a
resposta inflamatoria incluindo as espécies Porphiromonas gingivalis, Fusubacterium

nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomytans e Treponema denticola.

Outra abordagem significativa sdo as alteracGes causadas pelo tratamento do cancer na
microbiota oral, levando o surgimento de patégenos, problemas de salde sistémicos e
desencadeando mecanismos tumurogénicos em nivel celular (MEURMAN, 2010). Além
disso, a periodontite pode contribuir para o estabelecimento de uma condicdo inflamatoria
sisttmica em individuos geneticamente susceptiveis, conhecidos como "fenotipo hiper-
inflamatorio”, envolvendo o aumento da producdo de marcadores inflamatorios relacionados
ao sistema imunoldgico (VAN KEMPEN; DE VISSER; COUSSENS, 2006; PENDYALA et
al., 2013).

Mecanismos especificos e vias patologicas foram identificados ligando diretamente a
periodontite a essas comorbidades, como a circulagdo dos patégenos para a corrente
sanguinea, inflamag&o sistémica e dano autoimune induzido (SCHENKEIN et al., 2020).

As espécies bacterianas prevalentes na microbiota subgengival como Fusobacterium
nucleatum, tem sido associada ao cancer colorretal (ABED et al., 2020) e a Porphyromonas
gingivallis pode desempenhar um papel na carcinogénese do pancreas, afetando a resposta
imune do hospedeiro e causando respostas inflamatérias, promovendo a carcinogénese
(MICHAUD, 2013).

Em um estudo recente, a espécie F. Nucleatum pode colonizar o tecido colorretal usando sua
lectina Fap2, que se liga ao Gal-GalNAc (N-acetil-D-galactosamina) mostrado em tumores e
0s niveis de Gal-GaINAc aumentam conforme o cancer de mama humano progride. A
ocorréncia de gDNA de F. Nucleatum em amostras de tumores de mama se correlaciona com
altos niveis de Gal-GalNAc (PARHI et al., 2020).

Fitzpatrick e Katz (2010) realizaram uma revisdo da literatura e verificaram a relagdo entre a
periodontite ou perda dentaria em humanos com aumento do risco de varios tipos de cancer.
Estudos avaliaram a grande associacéo entre periodontite e perda de dentes na progressao de

varios tipos de cancer, independente dos fatores de risco conhecidos, como &lcool e tabaco
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(TANWIR; SADIA; SHAUKAT., 2012).

A periodontite pode ser um indicador atil de um sistema imune susceptivel, afetando
diretamente o risco de cancer com um perfil inflamatorio e ter implicacfes até na progressao
do crescimento da neoplasia maligna (MICHAUD et al., 2008; MEYER et al., 2008; SOORY,
2010). Vale ressaltar que o CAM é uma doenca heterogénea e esses resultados podem ser
limitados para uma doenca, tempo de estudo e grupo especifico (GOLDVASER et al., 2017).

Diante dessa fundamentacéo teorica, este estudo avaliard um grupo de mulheres com cancer e

sem cancer de mama, com e sem periodontite em um acompanhamento clinico de 2 fases.
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3. OBJETIVO GERAL

Diante a relevancia do impacto das condi¢fes de saude oral sobre populagdes com céancer, o
presente estudo tem como objetivo principal investigar o efeito da progressdo da periodontite
em pacientes com cancer de mama, considerando os fatores de riscos ja estabelecidos e a

terapia periodontal basica.

3.1. Objetivos especificos

- Caracterizar a condicao sociodemogréafica dos grupos;
Nos grupos e fases:

- Caracterizar a microbiota subgengival pelo método Hibridizacdo Checkerboard DNA-DNA
na deteccdo de 40 espécies bacterianas dos biofilmes coletados;

- Caracterizar a microbiota subgengival com o NIC>4mm, a idade e a perda dentaria;
- Avaliar os niveis de citocinas IL8, TNFa, IL6 e IL1 dos fluidos gengivais coletados;
- Avaliar os parametros clinicos periodontais: perda dentaria, IPV, ISG, PS, NIC e SS;

- Comparar parametros clinicos periodontais: perda dentaria, IPV, ISG, PS, NIC e SS com 0s

subtipos moleculares;

- Correlacionar a perda dentaria e NIC>4mm com o grau histologico (Nottingham) dos

tumores das pacientes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selecdo de pacientes

A presente investigacdo é um estudo observacional composto por mulheres com diagndstico
confirmado de cancer de mama (grupo caso) e sem diagnostico positivo para cancer de mama
(controle), expostas ou ndo a periodontite com acompanhamento longitudinal, mediante a
aprovacao do comité de ética e pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (CEPE-
CCS-UFES) CAAE n°: 88131918.6.000.5060 (APENDICE B) e inscrigdo no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos (REBEC) n° 11346. A populacéo foi avaliada em duas (2) fases
durante 14 meses nos anos de 2018 e 2019 de acordo com os protocolos de tratamento do

cancer e periodontal durante os atendimentos ambulatoriais.

Este investigacdo foi realizada na Clinica de Periodontia e do Servico de Radiologia
Odontoldgica do Instituto de Odontologia (IOUFES), no ambulatério de Ginecologia e
Obstetricia, no Servico Anatomo-patoldgico, no laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM) e no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Céancer Humano, do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), Vitéria-ES, Brasil.

Para o tamanho da amostra foi realizado o calculo amostral no programa Epi-info versdo 7.0.
Os parametros utilizados no calculo foram: a prevaléncia de periodontite entre os casos de
79.2%, com razdo de chances de 3.0, nUmero de controles por caso de 1:1, poder de 80%,
nivel de confianga de 90%, portanto, chegou ao tamanho de amostra de 50 mulheres em cada

grupo, o que resultou em um tamanho de amostra de 100 mulheres (ANEXO 3, cenario 1).

Os individuos foram convidados a participar da pesquisa de acordo com sua acessibilidade e
disponibilidade, examinados de acordo com os critérios de inclusdo que compreendem: para o
grupo com cancer de mama e que ainda ndo tenham iniciado o tratamento antineoplasico
(grupo caso), ter idade acima de 30 anos, possuirem no minimo de 10 a 15 elementos
dentarios, com grau periodontal saudavel e com periodontite, ndo serem portadoras de outras
doencas sistémicas, ndo terem feito terapia periodontal nos Gltimos 6 meses e ndo estarem
fazendo uso antibioticoterapia e anti-inflamatorios. Para o grupo sem cancer de mama ter

idade acima de 30 anos, possuirem no minimo de 10 a 15 elementos dentérios, com grau
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periodontal saudavel e com periodontite, ndo serem portadoras de outras doencgas sistémicas,
ndo terem feito terapia periodontal nos ultimos 6 meses e ndo estarem fazendo uso

antibioticoterapia e anti-inflamatorios.

As pacientes que atendiam aos critérios de inclusdo e concordaram em participar do estudo
foram inseridas aos grupos de estudo ao longo do tempo da coleta de dados até o tamanho da
amostra de 100 participantes (50 casos e 50 controles). E valido destacar que os critérios de
exclusdo adotados na metodologia desta pesquisa, procuraram minimizar erros de

diagnosticos principalmente relacionados a presenca da doenca periodontal.

Os objetivos e protocolo do estudo foram claramente explicados a todas as participantes,
assim como disponibilizamos o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) no
ANEXO 1. Cada integrante foi submetida a um mapeamento do periodonto completo, em
pacientes com bolsas periodontais >4mm foram utilizadas radiografias odontoldgicas
periapicais para avaliar de forma complementar a progresséo da periodontite. As participantes
foram classificadas em 2 grupos, com e sem cancer de mama, de acordo com o estado de
salde periodontal: grupo 1: 50 pacientes com cancer de mama (1A: 24 expostas a periodontite
1B: 26 ndo expostas a periodontite; e grupo 2: pacientes sem cancer de mama (2A: 30
expostas a periodontite e 2B: 20 ndo expostas a periodontite), em 2 fases com intervalo de 3 a

4 meses.

Figura 4 - Fluxograma demonstrando a selecdo das pacientes do estudo

(= S\ / = = =N
G1: com G2: sem
Cancer n=50 Cancer n=50

S B N

Fonte: ambulatério de periodontia/IOUFES/UFES.
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4.2. Avaliacdo clinica odontologica e medica

Todas as pacientes foram avaliadas inicialmente através de questionario semiestruturado, com
informagdes sdciodemogréficas, histérico médico/odontoldgico e habitos de vida (ANEXO
2). Para o exame clinico intra-bucal foram necessarios: espelho bucal, pinca de algodéo,
sonda periodontal de Williams (Hu-Friedy, Mgf. Co. Inc., Chicago, IL, USA) com afastador e
sugador bucal utilizando um odontograma (APENDICE E) para inserir os dados. Todos 0s
procedimentos foram realizados respeitando-se as normas de biosseguranca (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA/MS/2020). Para as pacientes do grupo com
cancer, foram avaliados os dados clinicos e o planejamento prévio da terapia antineoplasica e
seu acompanhamento na Fase 2 com diagnoéstico confirmado de CAM até 1 més para inclusao
no estudo e tratamento no intervalo de 12 a 14 meses. Esses dados foram obtidos através dos
prontudrios das pacientes no ambulatério de Ginecologia e Obstetricia e no Servigco Anatomo-

patoldgico.

4.2.1. Avaliacao radiografica dentaria

Foram realizadas tomadas radiograficas do elemento dentario que possuia o sitio de
escolha para coleta de fluido gengival e biofilme subgengival selecionado previamente
nas pacientes dos grupos em ambas as fases, porém somente para aquelas com
profundidade de bolsas >4mm com como auxilio da avaliagdo do estagio da periodontite
(CATON et al., 2018), (FIGURAS COMPLEMENTARES 3). A tomada radiografica foi
realizada com os posicionadores de pelicula periapical do tipo Hanshin (Dentsply Rinn,
Elgin, IL, EUA) para técnica interproximal. As radiografias foram realizadas no aparelho
Timex 70E (Gnatus, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), operando a 70kVp e 7mA, com
tempo de exposicdo na regido de molares igual a 0,63 seg, e 0,5 seg para regido de pre-
molares. Serdo utilizados filmes radiograficos 1.2 (periapical padrdo), sensibilidade E
(Ektaspeed, Eastman Kodak, Rochester, NY, EUA). Os filmes foram processados
manualmente segundo o metodo tempo-temperatura, em tanques de processamento
instalados em uma c@mara escura segundo os critérios técnicos da legislacdo em

Radiologia. Em ambiente com iluminacdo reduzida, a tomada das areas proximais
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(mesiais e distais) de cada elemento dentario foi mensurada por dois avaliadores, de
forma independente. Para isso, as radiografias foram fixadas em um negatoscopio de luz
fria. As mensuracdes foram efetuadas da juncdo cemento-esmalte (JCE) a crista dssea
alveolar (COA), utilizando um paquimetro digital e lupa com magnificacdo de 1.3x. A

avaliacdo radiografica dos dentes que tinham indicacdo para extracdo ndo foi feita.

4.2.2. Medidas dos Parametros Clinicos Periodontais

Os parametros clinicos periodontais foram coletados para cada individuo, em todos os dentes
presentes. Foram realizadas as mensuragdes na Fase 1 e 2 de: perda dentéria, Profundidade de
Sondagem (PS), Nivel de Insercdo Clinica (NIC), indice de Placa Visivel (IPV), Sangramento
a sondagem (SS) e Indice de Sangramento Gengival (ISG) dos 6 sitios periodontais por
elemento dentario de todas as pacientes, porém foi escolhido um (1) sitio periodontal de
qualquer elemento dentdrio na maxila ou mandibula com PS> 4mm para as pacientes com

periodontite e PS<3mm nas pacientes sem periodontite.

As mensuracges clinicas periodontais serdo realizadas sobre a superficie de todos os dentes e
sitios: mésio-vestibular (MV), vestibular (V), disto-vestibular (DV), mésio-lingual (ML),
lingual (L), disto-lingual (DL), mésio-palatino (MP), palatino(P) e disto-palatino (DP); exceto

0s terceiros molares.

Utilizando-se sonda periodontal reta milimetrada, modelo Carolina do Norte (PCPUNC-BR
15, Hufriedy do Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), foram coletadas essas medidas clinicas em
cada paciente para cada parametro clinico periodontal como: (1) profundidade de sondagem
(PS/figura 5), aferindo-se a distancia, em milimetros, entre a margem gengiva livre e a porcao
mais apical do sulco/bolsa periodontal; (2) nivel de insercdo clinico (NIC), aferindo-se a
distancia, em milimetros, entre a juncdo cemento-esmalte e a por¢cdo mais apical do
sulco/bolsa periodontal; (3) indice de placa visivel (IPV): presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0); (4) indice de sangramento gengival marginal (ISG): presenca (escore 1) ou
auséncia (escore 0), aferido apds percorrer levemente a sonda ao longo do sulco/bolsa
gengival, (5) sangramento a sondagem (SS): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de

sangramento apds 20 segundos da sondagem.
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Figura 5 - Medida de PS=4mm e NIC=4mm

Fonte: ambulatério de periodontia/lOUFES/UFES.

A presenga de periodontite foi definida se PS >4,0mm em algum sitio dentdrio e sem
periodontite se PS<3,0mm (CATON et al., 2018). O NIC >4,0mm para as pacientes com
periodontite. As pacientes que tinham elementos dentérios indicados para extracdo foram
encaminhadas a clinica de cirurgia bucomaxilofacial 1 (CBMF 1) para realizar o

procedimento na fase 1 e estes elementos dentéarios foram excluidos da avaliacéo.

4.2.3. Concordancia entre examinadores

Com o objetivo de melhorar o nivel de concordancia, os parametros clinicos periodontais de
ISG, IPV, SS, PS e NIC foram coletados por um dois examinadores, sendo a mensuragdo da
profundidade de sondagem e do nivel de insercdo clinico foram repetidos em 5 pacientes
aleatoriamente, com intervalo de sete dias, para averiguar a concordancia entre-examinadores.
O teste estatistico de Kappa (ANEXO 4) foi utilizado para avaliar esta concordancia e sua
interpretacdo é apresentada no quadro 1.
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Quadro 1 — Interpretagdo da estatistica Kappa

Intervalo Interpretacéo
0a0,2 Desprezivel
0,21a0,4 Suave

0,41a0,6 Moderada

0,61a0,8 Substancial

0,81a1,0 Quase perfeita

Fonte: WIDMANN (2020).

4.2.4 Coleta de fluido gengival e de biofilme subgengival

O processo de coleta de amostras do fluido gengival e de biofilme foi realizado pela manha
apos sete dias das medidas dos parametros clinicos periodontais em cada fase. As amostras
foram retiradas de um sitio dentario de cada paciente com PS>4mm (0 sitio com PS mais
profunda, mais inflamados, com sinais clinicos de vermelhiddo, edema ou sangramento a
sondagem) para as que apresentavam periodontite (grupos 1A e 2A) e do sitio com PS<3mm
para aquelas sem periodontite (grupos 1B e 2B), tomadas de cada individuo. Certificando que
a regido do sitio escolhido esteja previamente sem placa visivel e seca (com gaze estéril e

isolada por aspirador dental e rolos de algod&o).

Para a coleta de fluido gengival foram introduzidos dois (2) cones de papéis endoddnticos
Dentsplay 35x40 em cada sitio durante 30 segundos, transferindo para um tubo de pléastico
Eppendorf com 200ul de solugdo Tampéo Fosfato de Sodio (PBS) devidamente identificado
segundo a sigla e sitio do paciente, data, fase da coleta e depois seu armazenado a -80°C para
processamento laboratorial. Uma cureta estéril Gracey reta 5-6 foi usada para remover a placa
supragengival dos locais de amostragem, descartando 0s cones de papéis com sangue e saliva.
Apos, as coletas de biofilme subgengival foram retiradas do mesmo sitio dentario escolhido
de para coleta de fluido gengival de cada paciente previamente. Certificando também que a
regido do sitio escolhido esteja previamente sem placa visivel e seca com gaze estéril e

isolada. As amostras de biofilme foram removidas com curetas Gracey tipo minifive
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(Hufriedy) estéreis, posicinadas na por¢do mais apical e no sentido &pico-coronal dos
sitios em um Unico golpe. As amostras foram transferidas para um tubo plastico
Eppendorf com 150l de solucdo tampao TE (10mM Tris-HCL/Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), 1ImM de EDTA (Labsynth Produtos, Diadema, SP, Brasil), pH 7,6) e
acrescentado 100pl de NaOH (Labsynth) a 0,5 M para manter a viabilidade do DNA
bacteriano até o processamento laboratorial. Os respectivos tubos foram identificados com a
sigla e sitio do paciente, data da coleta e fase, posteriormente, armazenados a -20°C até sua
analise pela técnica de checkerboard DNA-DNA hibridizacdo para 40 cepas bacterianas

conforme descrito na tabela 2.
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Tabela 2 — Relacdo das cepas bacterianas empregadas na confeccdo das sondas de DNA. As
espécies estdo agrupadas pelos complexos bacterianos de Socransky

Complexo azul

Actinomyces gerencseriae 23860° | Eubacterium nodatum 33099°
Actinomyces israelif 12102" | Fusobacterium nucleatum ssp. 25586
nucleatum
Actinomyces naeslundii stp. 1 12104* | Fusobacterium nucleatum ssp. 10953
polymorphum
Actinomyces naeslundii stp. 2 43146° | Fusobacterium nucleatum ssp. 49256°
vincentii
Complexo roxo Fusobacterium periodonticum  33693"
Actinomyces odontolyticus 17929 | Peptostreptococcus micros 3a270°
Velllonella parviila 10790 | Prevotella intermedia 25611°
Prevotella nigrescens 33563"
Streptococcus gordonii 10558 | Streptococcus constellatus 27823°
Streptococcus intermedius 27335* | Complexo vermelho
Streptococcus mitis 49456” | Tannerella forsythia 43037°
Streptococcus oralis 35037° | Porphyromonas gingivalis 33277
Streptococcus sanguinis 10556" | Treponema denticola B1"
Complexo verde
Aggregatibacter 43717 | Eubacterium saburreum 3aar1®
actinomycetemcomitans ae b 43718* | Gemella morbillorum 27824°
Capnocytophaga gingivalis 33624" | Leptotrichia buccalis 14201°
Capnocytophaga ochracea 33596 | Prevotella melaninogenica 258457
Capnocytophaga sputigena 33612° | Propionibacterium acnes le Il 11827°
Eikenella corrodens 23834° 11828°
Neisseria mucosa 196967
Campylobacter gracilis 33236" | Selenomonas noxia 43541°
Campylobacter rectus 33238 | Streptococcus anginosus 33397°
Campylobacter showae 51146" | Treponema socranskil 51°

# ATCC (American Type Colleection)
" Forsyth Institute

Fonte: Laboratorio de Microbiologia, UNG (2019), por SOCRANSK & HAFFAIJEE (2002).

4.3. Avaliagdo do diagndstico para o cancer de mama

Os dados do perfil tumoral da classificacdo imunohistoquimica dos tumores de mama foram
extraidos dos registros medicos do Servico Anatomo Patologico (FIGURAS
COMPLEMENTARES 3) do Hospital Universitario (HUCAM-UFES) das cinquenta
pacientes com diagndstico positivo para 0 CAM deste estudo. A avalia¢do incluiu: numero de
prontudrio, idade, status da menopausa, acompanhamento clinico, grau do tumor etc. Os

critérios de diagnostico para o CAM foram baseados nas diretrizes diagnosticas do Servico
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Anatomo-patolégico do HUCAM- UFES de acordo com o consenso de 2010 da Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO, 2010) e do Colégio Americano de Patologistas
(CAP). O grau histologico do tumor (I, 11 e I1I) foi classificado pelo sistema de Nottingham
para 0 CAM (VAN DOOIEWEERT; VAN DIESRT; ELLIS, 2021) e o perfil
imunohistoquimico foi baseado na avaliagdo da expressdo do receptor de estrogénio (RE),
receptor de progesterona (RP), superexpressdo do receptor 2 do fator de crescimento
epidermal humano (HER2) pelas células tumorais, bem como pelo indice de proliferacdo
celular por meio da investigacdo da expressdo da proteina Ki67 pelas mesmas (expressa em
todas fases do ciclo celular, exceto em GO), e permite classifica-los em CAM luminal A,
luminal B, HER-2 “enriched” e triplo-negativos (FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS,
2018).

4. 4. Terapia peridontal basica

As pacientes foram submetidas a sessdes clinicas de adequac¢do do meio bucal como
instrucbes de higiene, raspagem supragengival e intrassulcular, selamento provisorio das
lesbes cariosas e curativos. A terapia periodontal conservadora compreende
fundamentalmente: raspagem, alisamento radicular, aplicacdo topica de fllor e uso da
clorexidine solucdo oral a 0,12% durante 1 semana. A solucdo oral de clorexidine tém sido
padrdo ouro no controle do biofilme oral em pacientes com cancer. Em seguida, foram
realizadas sessdes de raspagem subgengival e alisamento radicular com curetas Gracey
numeros 5/6, 7/8, 11/12 e 13/14 (Hufriedy) e aparelho de ultrasson portatil (Cavitron®
Select SPS, Dentsplay Sirona, Franca) sob anestésico local (YAN et al., 2020) por um
dos dois operadores (MCMG e ACRF). O procedimento ocorreu em torno de 1 hora e
repetido no intervalo de 14 dias em cada fase. Cabe ressaltar que a adequacéo bucal para as
pacientes do grupo caso realizou imprescindivelmente antes do inicio da terapia
antineoplasica. As demandas adicionais e especificas quanto ao tratamento odontolégico
foram encaminhadas as outras disciplinas do curso de odontologia da UFES de acordo
com o protocolo académico do Departamento de Clinica Odontologica do Instituto de
Odontologia da UFES (IOUFES).
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4.5. Estudo da secrecéo de citocinas pelo método ELISA

Foram coletadas 200 amostras distribuidas em 2 fases (100 amostras em cada fase da
pesquisa) de fluido gengival dos sitios periodontais das pacientes dos grupos. Os niveis das
citocinas pré-inflamatorias das amostras do fluido gengival dos sitios foram determinados
através do método de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), por meio do Human
Uncoated ELISA Kit (Invitrogen- Bio Source International, Camarillo, CA, 2018) para cada
citocina (IL6, IL8, IL1B ¢ TNFa). Este ensaio realizado foi do tipo indireto, no qual o
antigeno j& se encontra aderido a microplaca. Foi feita a sensibilizacdo inicial da placa
acrescentando o anticorpo de captura diluido adicionando 48 pL de solu¢do AB-CAP para 12
mL de coating buffer solution. Em cada placa de ELISA (Greiner, North Carolina, USA)
pipetou 50 pL/poco do anticorpo de captura diluido. A placa foi entdo selada e incubada por
24 horas a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com 500 pL/pog¢o com uma
solucdo de lavagem (1x PBS, 0.05% Tween 20) em uma lavadora automatica. Para controle
negativo, em dois po¢os da microplaca de 96 pocos, ao inves de colocar as amostras de fluido
gengival, foram adicionados 100ml/poco de PBS (controle negativo verdadeiro). A média dos
resultados de absorbéancia dos pocos duplicados em unidades de Elisa, foi subtraida a média
dos valores encontrados nos po¢os com controle negativo. Este protocolo de lavagem foi
utilizado em todas as etapas das placas. Para o bloqueio dos pocos, uma solucdo de 15 mL de
Assay Diluent foi preparada, e adicionada 200 L por poco. Logo apos, as placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 1 hora e lavadas, e adicionou 50 pL das amostras

clinicas em cada um dos pocos.

Em seguida, os padr@es disponiveis no kit foram diluidos de forma seriada para confec¢do da
curva padrdo e as placas incubadas por 24 horas. As placas foram lavadas novamente,
adicionou 50 pL de anticorpo de deteccdo por poco, e as placas incubadas em temperatura
ambiente por 1 hora. Passado o periodo de incubacéo, as placas foram lavadas novamente e
entdo adicionou 50 pL/pogo de Avidin-HRP diluida em 1x assay diluent. As placas foram

seladas e incubadas por mais 30 minutos.

Apos esse tempo, as placas foram lavadas e adicionadas 50 pL de substrate solution e
novamente incubadas por 15 minutos. Passado o tempo de incubacdo, foram adicionados 25
uL/poco da solucéo de parada (1M H3PO4). As placas foram entdo colocadas em uma leitora
de ELISA (ELx 800 - Bio-Tek) e lidas e ajustadas no comprimento de onda de 450

nandmetros (nm). Os resultados obtidos da secrecdo das citocinas foram expressos em
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picograma por mililitros (pg/ml) e as anélises em duplicata.

4.6. Avaliacdo microbiologica

4.6.1. Cepas bacterianas e condigdes de crescimento

A lista de 40 cepas bacterianas identificadas nesta analise foi descrita conforme a tabela 2.
Todas as cepas foram adquiridas liofilizadas da ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, EUA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, USA) foram reidratadas em caldo
para crescimento de mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) cultivado em agar-
triptose de soja (Difco) contendo 25% de sangue desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore
Biological Laboratories, Cockeysville, MD. USA) a 35°C sob condi¢do de anaerobiose (80%
N2, 10%CO,, 10% H,). Algumas espécies foram cultivadas em meio que as suprissem
nutricionalmente, como: T. forsythia em meio agar-triptose de soja com 5% de sangue de
ovelha e 10 pg/mL de acido N-acetil muramico (NAM) da (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO. EUA), P gingivalis em suplemento com 5% de sangue de ovelha e 0,3 pg/mL de
menadiona (Sigma) e 5 pg/mL de hemina (Sigma), T. denticola e T. socranskii em caldo de
crescimento de Mycoplasma com 1mg/mL de glicose (Sigma), 400 pug/mL de niacinamida
(Sigma), 150 pg/mL de espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20 pg/mL de isobutirato de
sodio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1Img/mL de L-cisteina (Sigma), 5 pg/mL de tiamina
pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino (Laborclin, S&o José dos Pinhais, PR, Brasil).

4.6.2. Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas foram cultivadas anaerobicamente com excecdo de 2 espécies de espiroguetas
(cultivadas em caldo de 3 a 7 dias). Essas colonias foram colocadas em tubos plasticos para

microcentrifuga de 1,5mL com 1mL de solucdo TE (pH 7,6). As células foram lavadas 2



49

vezes por solugdo-tampédo de TE a 3.500xg por 10 minutos. A seguir, as cepas Gram- foram
outra vez suspensas e lisadas com SDS (dodecilsulfato de sodio, Ci,H2sNaO,4S, Labsynth) a
10% e proteinase K (Sigma), em uma concentracao de 20 mg/mL. As cepas de espécies gram
+ foram lisadas em 150uL de mistura enzimatica contendo 15mg/mL de lisozima (Sigma), e 5
mg/mL de acromopeptidase (Sigma) em solugdo tampédo TE (pH 8,0). O DNA foi isolado e
purificado (YUAN et al., 2012). As sondas gendmicas foram preparadas para cada uma das 40
espécies para marcacao de 1ug do DNA bacteriano com digoxigenina, por random prime
digoxigenin labeling kit (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA). As espécies avaliadas
foram selecionadas de acordo com suas associacfes com a salde e doenca do componente
periodontal (CHEN et al., 2018).

4.6.3. Checkeboard DNA-DNA Hybridizacdo

As suspens@es contidas nos tubos plasticos foram fervidas em banho Maria por 10 minutos e
neutralizadas pela adicdo de 0,8ml de acetato de amodnia a 5M. Cada suspensao de biofilme
contendo DNA livre foi depositada em uma das canaletas de Minislot 30 (Immnunectis,
Cambridge, MA, EUA- figura 6) e transferida para a membrana de nylon (15x15 cm) com
carga positiva (Amershamm Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, Inglaterra). As duas
ultimas das 30 canaletas do Minislot foram ocupadas por controles contendo uma mistura das
espécies de microorganismos investigados pelas sondas, nas concentragdes de 10° a 10°
células, ou seja, Ing e 101ng de DNA de cada espécie (CAVALLA et al., 2018). A membrana
foi removida do Minislot 30 e 0 DNA nela concentrado foi fixado por aquecimento a 120°C
por 20 min.
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Figura 6 — Representacdo esquemaética do Minislot 30: Resumo das etapas
de hybridizacdo e deteccdo das espécies bacterianas contidas nas amostras de biofilme
(técnica de Checkeboard DNA-DNA hybridizacéo).

Colocar amostra em
150l solugho tampdo TE pH 7.6

Adicionar 100pl NaOH 0,5M

Forver durante 10 minutos

Adicionar B00ul Acetato de
Amdbnia 5M

Depositar amosiras nas
Membrana de canaletas do MiniSiot 30
nylon
Fixar DNA na membrana a 120 C
Filtro por 20 min

Fonte: Laboratdrio de Microbiologia, UNG, 2019.

A membrana foi pré-hibridizada a 42°C, por 1 hora, em solucdo com 5% de formamida (Vetec
Quimica Fina Ltda, RJ, Brasil), 1% de caseina (Vetec), 5x solucdo salina citratada (SSC) (1x
SSc=150mM NaCl (Vetec), 15M de citrato de sédio (J.T. Baker, Edo. De Méx., México), pH
7,0), 26mM de fosfato de sédio ( Na;HPO, Labsynth) pH 6,5 e 0,5 mg/mL de RNA de
levedura (Sigma). Depois, a membrana foi posicionada no Minibloter 45 (Immnunectis,
Cambridge, MA, EUA Fig 7) com as linhas contendo o DNA das amostras e dos controles
posicionadas perpendicularmente as canaletas do aparato. Em cada canaleta do Minibloter 45
foi adicionada uma sonda de DNA, diluida a aproximadamente 20 ng/mL, em 130pul de
solucgéo de hibridizacdo composta de 45% formamida, 5x SSC, 20mM de Na,HPO, (pH 6,5),
0,2mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham) e 1% caseina. A

hibridizac&o ocorreu dentro de 20 horas, a 42°C.
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Figura 7 - Representacdo esquematica do Miniblotter 45: Resumo da
preparacdo da colocacdo das amostras de biofilme subgengival na membrana de nylon
(técnica de Checkeboard DNA-DNA hybridizacéo).

Pré-hibridizacio a 42°C 1 hr
|
'

Girar membrana 90°

r '
Canaletas de e e o Sondas de DNA gendmicas marcadas
hibridizacso ———] com digoxigenina

Hibridizacdo em buffer de
formamida a 42°C 20 hrs
|
'
Lavagem de alta adstringéncia em
solugdo tampdo SSC 0.4M a 65°C por
40 min

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado
a fosfatase alcalina 1:10.000

Deteccio por quimioluminescéncia com
CDP-Star™ Detection Reagent

Fonte: Laboratorio de Microbiologia, UNG, 2019.

4.6.4. Deteccdo das espécies

Apbs o periodo de hibridizacdo, a membrana foi removida do Miniblotter 45, lavada por
40min a 65°C em solucgéo adstringente composta por 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de
Na,HPQO, para remover sondas que ndo hibridizaram completamente. A membrana foi imersa
em solucdo de 1% de &cido maleico por 1 hora (C4H4O,4 Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH
(Labsynth), 0,3% Twenn 20 (Vetec), 0,5% caseina, pH 8,0 e depois por 30 minutos, na
mesma solucdo contendo anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina (Roche)
em uma concentracdo de 1:10.000. A membrana foi lavada 2x por 20 min em solucdo de
0,1M de acido maléico, 3M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0 e 1 vez por
5 min, em solucdo de 0,1M de Tris HCI, 0,1 M de NaCl, pH 9,5. Para deteccdo dos sinais, a
membrana foi incubada por 45 min a 37°C em solucdo detectora contendo substrato de
fosfatase alcalina, CDP-StarTM Detection Reagent (Amersham). Depois, a membrana foi
colocada em um cassete Chassi Radiografico 30x40 cm (Konex, SP, Brasil), sob um filme
radiografico 18x24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por 40min e depois revelado
manualmente pelo método convencional temperatura-tempo (Figuras complementares 2). As
solugdes utilizadas fora da Kodac (Kodac Brasileira Com. E Ind.Ltda, Sdo José dos Campos,

SP, Brasil), mantidas a 20°C. A leitura foi realizada em 2 vezes e dias diferentes para conferir
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os resultados. Cada sinal produzido por uma sonda na amostra de biofilme foi comparado ao
sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas de controle de 10° a 10° bactérias. O niimero 0
ndo houve deteccdo, 1 equivaleu a um sinal menos intenso que o controle de 10° células; 2
equivaleu a 10° células, 3 entre 10° a 10° células, 4 equivaleu a 10° células e 5 mais de 10°
células (tabela 3). Estes dados determinaram os niveis das 40 espécies nas amostras avaliadas.
Todas as concentracdes das soluces citadas sdo as finais usadas nas corridas de laboratério.

Tabela 3 - indice utilizado para contagem dos microorganismos nas amostras de biofilme

INDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 Naao detectado 0
1 Menos de 10° células 10.000
2 Aproximadamente 10° células 100.000
3 Entre 10° e 10° células 500.000
4 Aproximadamente 10° células 1.000.000
5 Mais de 10° células 10.000.000

Fonte: UNG, Laboratério de Microbiologia, 2019.

4.7. Analise estatistica

A caracterizacdo foi apresentada na forma de frequéncia observada, porcentagem, mediana,
média e desvio padrdo. O perfil sociodemogréafico das participantes foi analisado pelo teste do
qui-quadrado de Pearson entre os grupos. O teste de Wilcoxon comparou a quantidade de
microbiota >10° e o teste qui-quadrado de aderéncia comparou as proporcdes dessa
microbiota. A correlagdo de Spearman associou o nivel de inser¢do clinico (NIC>4mm), a
idade e a perda dentaria com a microbiota entre grupos e fases; com valores de referéncia
evidenciados por Jacques Callegari (2003) a seguir: 0 até 0,3 fraca, >0,3 a 0,6 moderada, >0,6
a 0,9 forte, >0,9 a <1 muito forte e 1 perfeita. O teste de Wilcoxon comparou as
concentragdes de citocinas entre as fases e o teste de Mann-Whitney para as concentracoes de
citocinas (IL8, TNFa, IL6 e IL-1pB) entre os grupos. O teste binomial para duas proporg¢oes
comparou os parametros clinicos periodontais (PCP) entre os grupos. O teste qui quadrado
comparou as proporcGes dos PCP entre os subtipos moleculares. A regressdao de Poisson

simples associou o NIC>4mm e a perda dentaria com o grau histologico. O nivel de
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significancia utilizado foi de 5%. As andlises foram realizadas no software o IBM SPSS
Statistics version 24 e 0 STATA verséo 14.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise do perfil sGciodemografico

Foram tomados os dados sociodemograficos durante a avaliagdo clinica, médica e
odontoldgica das pacientes dos grupos, mostrados na tabela 4. Na nossa casuistica, notou-se
que o CAM foi predominante nas mulheres a partir dos 40 anos (p<0,001) e com

predominéancia de domicilio na regido metropolitana (p=0,002).

O tabagismo, o etilismo e a visita ao dentista foram maiores em relagdo ao grupo com cancer

(p<0,001) em relacdo ao grupo sem cancer.

Quanto ao tratamento periodontal, grande parte delas respondeu que desconhecia, porém no

grupo com cancer a maioria respondeu que fizeram ou conhecia (p=0,005).

Tabela 4 — Dados do Perfil S6ciodemografico nos Grupos

Faixa etaria Faixa etaria (controle)
(caso) % %
40 a 50 anos 51 a 69 anos
40 a 50 anos 20 100,0 9 30,0 <0,001
51 a 69 anos 0 0,0 21 70,0
Localizagdo Localizag&o (controle)
(caso) Regido metropolitana Interior do ES
Regido 34 100,0 11 68,8 0,002
metropolitana
Interior do ES 0 0,0 5 31,2
Tabagismo (caso) Tabagismo (controle)
Né&o Sim
Né&o 35 83,3 0 0,0 < 0,001
Sim 7 16,7 8 100,0
Etilismo (caso) Etilismo (controle)
Né&o Sim
Né&o 31 93,9 0 0,0 < 0,001
Sim 2 6,1 17 100,0
Visita ao dentista Visita ao dentista (controle)

(caso) Né&o Sim
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Visita ao dentista Visita ao dentista (controle) (continuagao)
(caso) % %

Néo 12 100,0 2 53 < 0,001
Sim 0 0,0 36 94,7

Tratamento de Tratamento de gengiva (controle)

gengiva (caso) Néo Sim
Néo 12 100,0 22 57,9 0,005
Sim 0 0,0 16 42,1

Nota: Teste do qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; significativo se p<0,050.

Fonte: Ambulatério de Ginecologia do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM) e
Ambulatério 2 do IOUFES (UFES). Grupol: com cancer/grupo2: sem cancer; n=100.

5.2. Achados Microbioldgicos

5.2.1 Contagem bacteriana pelo método checkeboard DNA-DNA hybridizacéo

Analisando a Figura 8 dos graficos, as contagens bacterianas acima de 10> foram para os
grupos 1A e 1B. Percebe-se que a fase 2, o grupo 1B alcangcou propor¢des maiores em relacdo
a fase 1 em quase todas avaliacdes com excecdo das espécies Parvimonas micra (complexo
laranja), Actinomyces naeslundi | e Actinomyces israelli (complexo roxo), Actinomyces oris,
Eubacterium saburreum, Propionybacterium acnes e a Gemella morbillorum (complexo
azul). As espécies Prevotella melaninogenica e a Leptotrichia buccalis (complexo azul)

foram menores na fase 2 em relagéo a fase 1.
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Figura 8 — Resultado da Contagem Bacteriana no Grupo 1 nas Fases

Porcentagem bacteriana do complexo de Socransky
% de bactérias maiores que 108

Grupo com cancer Grupo com cancer
0,0 20,0 40,0 600 80,0 1000 00 20,0 40,0 600 80,0 1000

Porphyromionas gingivalis *
Treponiema denticola B
Tannerella forsythia *
Streptococcus constellatus
Eubacterium nodafum
F. n. (sp.vincentii) *
Campylobater rectus *
Parvimonas micra
Prevotella nigrescens *
F polimorph
Campylobacter showae *
Fusobacterium periodonticum
Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum) *
Campulobacter gracilis
Prevotella inferimedia

Streptococcus sanguinis B

Streptococcus oralis *

Streptococcus intermedius *
Streptococcus gordonif
Stretococcus mitis

Veilonela parvila
Ao Actinomyces odontolyticus

Actinomyces naeslundi [ ROXO COM
Actinomyces gerencseriae . ESPECIES
Actinomyces israelli * ACTINOMYCES)
Actinomyces oris
A actinomycetencomytans B
Capnocyfophaga ocfiracea
Capnocyfophaga gingivalis VERDE

Eikenella corrodens
Capnocytophaga sputigena
1reponefiia Socranskil
Eubacterium saburreum
Streptococcus anginosus
Neisseria mucosa
Selenomonas noxia
Propionybacterium acnes
Prevotella melaninogenica
Gemelfla morbillorum
Leptofrichia buccalis

Sem periodontite - fase 1 (n = 26) Com periodontite - fase 1 (n = 24)
Sem periodontite - fase 2 (n = 26) Com periodontite - fase 2 (n = 24)

Nota: Teste de Wilcoxon para comparacdo da contagem bacteriana.n=100; Com ou sem periodontite. (DP)

Referéncia; >10°

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS verséo 24)

A fase 2, o grupo 1A obteve proporgdes de bactérias mais elevadas em quase todas
comparagOes, com excecdo das bactérias Parvimonas micra (complexo laranja), Actinomyces
naeslundi | e Actinomyces israelli (complexo roxo) e a Capnocytophaga gingivalis (complexo
verde) obtiveram proporcBes semelhantes entre as fases, porém, as bactérias Selenomonas
noxia, Prevotella melaninogenica, Gemella morbillorum e a Leptotrichia buccalis (complexo

azul) alcangaram proporc¢des menores na fase 2 em relacéo a fase 1.



Figura 9 — Resultado da Contagem Bacteriana no Grupo 2 nas Fases

Porcentagem bacteriana do complexo de Socransky
% de bactérias maiores que 108

Grupo sem céncer Grupo sem céncer
00 200 400 600 800 1000 00 200 400 600 800

100,0

Porphyromonas gingivalis
Treponema denticola
Tannerella forsythia

Streptococcus constellafus
Eubacterium nodatum

F. n. (sp.vincenti)
Campylobater rectus
Parvimonas micra

Prevotella nigrescens

F polimorph

Campylobacter showae
Fusobacterium periodonticum
Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum)
Campulobacter gracilis
Prevolella infermedia

Streptococcus sanguinis
Streptococcus oralis
Streptococcus intermedius
Streptococcus gordoni
Strefococeus miis

Veillonela parvula

Ao Actinomyces odontolyticus

Actinomyces naeslundy!

Actinomyces gerencseriae

Actinomyces israellf
Actinomyces oris *

ROXO COM
ESPECIES
ACTINOMYCES

A actinomycetencomyfans
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga gingivalis
Eikenella corrodens
Capnocytophaga sputigena

VERDE

Treponema Socranskif
Eubacterium saburreum
Streptococcus anginosus
Neisseria mucosa
Selenomonas noxia *
Propionybaclerium acnes
FPrevolella mefaninogenica
Gemella morbillorum
Leptotrichia buccalis

Sem periodontite - fase 1 (n = 20) Com pericdontite - fase 1 (n = 30)
Sem periodontite - fase 2 (n = 20) Com periodontite - fase 2 (n = 30)
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Nota: Teste de Wilcoxon para compara¢do da contagem bacteriana. n=100/ Com ou sem periodontite (DP).

Referéncia; >10°.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS verséao 24)

Analisando a figura 9 para os grupos 2A e 2B, os complexos alcangaram proporg0es mais

elevadas (>10°) em quase todas as avaliacBes, com excecdo das espécies bacteriana

Tannerella forsythia (complexo vermelho), Fn (sp.vicentii), Campylobater rectus, Parvimonas

micra, Fusubacterium peridonticum, Fusubacterium nucleatum (complexo

laranja),

Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis

(complexo amarelo), Actinomyces naeslundi 1, Veillonela parvula, Actinomyces israelli

(complexos roxo e azul), Capnocytophaga ochracea and Capnocytophaga gingivalis
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(complexo verde), Capnocytophaga sputigena, Eubacterium saburreum, Streptococcus
anginosus, Neisseria mucosa and Selenomonas Noxia (complexo azul) no grupo 2B.
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerela forsythia (complexo vermelho),
Streptococcus Constellatus, Eubacterium nodatum, Campylobater rectus, Parvimonas micra,
Prevotella nigrescens, F polimorphum, Fusubacterium periodonticum, Fusubacterium
nucleatum e Prevotella Intermedia (complexo laranja), Streptococcus gordonii (complexo
amarelo), Actinomyces naeslundi I, Veillonela Parvula, Actinomyces Gerencseriae,
Actinomyces israelli (complexo roxo e azul), Actnomyces Odontolyticus, Capnocytophaga
ochracea e Capnocytophaga gingivalis (complexo verde), Actinomyces oris, Capnocytophaga
sputigena, Eubacterium saburreum, Streptococcus anginosus, Neisseria mucosa, Gemella
morbillorum and Leptotrichia buccalis (complexo azul) no grupo 2A atingiram proporc¢des

menores na Fase 2 em comparacao a Fase 1.
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Tabela 5 — Resultado da Contagem Bacteriana no Grupo 2 nas Fases

Sem periodontite Com periodontite
Controle  Controle VaLur Controle  Controle Valor p*
Fase 1 Fase 2 ol Fase 1 Fase 2
n % n % n % n %
Porphyromonas gingivalis & 357 9 64,3 0424 13 591 9 409 0,523
Treponema denticola 1 333 2 66,7 0939 &5 656 4 444 0,999
Tannerella forsythia 4 800 1 200 0375 A& T14 2 286 0,453
Streptococcus constellatus 0 0,0 1 1000 - 1 500 1 500 0,999
Eubacterium nodatum 3 429 4 A7T1 0989 7 700 3 300 0,344
F_n.(spvincentii) 8 667 4 333 0388 9 450 11 550 0.824
Campylobater rectus 3 R0O0 3 A00 0999 1 600 1 &0O 0,999
Parvimonas micra 3 1000 0 00 - 3 600 2 400 0,999
Prevotella nigrescens 6 857 1 143 0125 4 800 1 200 0,375
F polimorph 4 800 1 200 0375 4 500 4 500 0.999
Campylobacter showae 3 750 1 250 0625 2 667 1 333 0,999
ngﬂfﬂﬁ;‘:‘nr: 31000 0 00 - 6 714 2 286 0453
Fusobacteriumnucleatum ¢ 759 5 250 289 9 750 3 250  0.146
(sp. nucleatum)
Campulobacter gracilis 1 333 2 667 0999 0 00 2 1000 -
Prevotella intermedia 0 00 1 1000 - 2 500 2 4500 0,999
Streptococcus sanguinis 4 571 3 429 0999 0 00 3 1000
Streptococcus oralis 4 800 1 200 0375 0 00 1 1000
Streptococcusintermedius 1 200 4 800 0375 0 00 5 1000 -
Streptococcus gordonii 6 667 3 333 0508 2 667 1 333 0,999
Stretococcus mitis 0 00 0 00 - 0 00 3 1000 -
Actinomyces oris 6 667 3 333 04508 17 810 4 190 0,007
Actinomyces naeslundi | 6 600 4 400 0754 12 600 12 5600 0,999
WVeillonela parvula o 00 1 1000 - A B33 1 167 0,219
Actinomyces gerencseriae 8 727 3 27,3 0,227 18 643 10 357 0,185
Actinomyces israelli 1 333 2 66,7 0999 & 500 8 500 0,999
A&ﬂgﬁﬂﬁs 4 500 4 500 0999 6 667 3 333  0.508
A actinomycetencomytans 0 0,0 2 1000 - 1 250 3 750 0,625
Capnocytophaga ochracea 0 0,0 0 00 - 4 800 1 200 0,375
Capnocytophaga 11000 0 00 - 8 889 1 111 0,039
gingivalis
Eikenella corrodens 0 00 2 1000 - 2 333 4 667 0,688
Capnocytophaga sputigena 2 1000 0 00 - 7 636 4 364 0,549
Treponema Socranskii 1 143 6 857 0125 6 429 8 A&7 0,791
Eubacterium saburreum 0 00 0 00 - 0 00 0 00 -
Streptococcusanginosus 0 0,0 0 00 - 3 750 1 250 0,625
Meisseria mucosa 0 00 0 00 - 3 600 2 400 0,999
Selenomonas noxia 8 727 3 273 0227 20 800 &5 200 0,004

Nota: Teste do qui-quadrado de aderéncia; (-) estatistica ndo computada porque ndo houve casos; significativo se
p<0,050.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS verséao 24)

Analisando a tabela 5 , as espécies Actinomyces oris (p=0,007), Capnocytophaga gingivalis
(p=0,039) e Selenomonas noxia (p=0,004) foram significantes no grupo 2A em relacdo ao
grupo 2B. A abordagem em duas fases mostra a presenca de patdgenos dos complexos verdes,
de Actinomyces e outras espécies comuns na microbiota apos a terapia periodontal basica,



60

mostrando que o tratamento foi responsivo pela avaliagdo clinica do periodonto das pacientes

apresentando-se clinicamente saudavel.

Tabela 6 — Resultado da Contagem Bacteriana no Grupo 1 nas Fases

Sem periodontite

Com periodontite

foat  Faeb V:.I*m Fonst Fony  Valorp
n % n % n % n %

Porphyromonas gingivalis 9 300 21 700 0,043 0 00 16 1000

Treponema denticola 2 1647 10 833 0,03% 0 0.0 5 1000
Tannerella forsythia 1 1M1 8 889 0,039 4 267 11 733 0.118
Streptococcus constellatus 0 0,0 11 1000 1 200 4 3800 0,375
Eubacterium nodatum 0 00 9 1000 - 3 500 3 500 0,999
F. n. (sp.vincentii) 3 200 12 800 0035 2 200 8§ 800 0,108
Campylobater rectus 1 81 10 909 o002 2 222 7 Tia 0,180
Parvimonas micra 4 AY1 3 425 0999 4 800 1 200 0,375
Prevotella nigrescens 3 200 12 800 0035 6 600 4 400 0.754
F polimorph 3 300 7 700 0344 6 600 4 400 0,754
Campylobacter showae 1 71 13 929 0,002 4 500 4 500 0,998
prriﬂubd’anﬁfﬁr;” 1 125 7 875 0070 2 286 5 714 0453
Fusobacteriumnucleatum 4 g3 45 935 0001 4 267 11 733  0.118

(sp. nucleatum)
Campulobacter gracilis 3 500 3 500 099 3 600 2 400 0,999
Prevotella intermedia 2 250 6 750 0289 4 500 4 500 0,999
Streptococcus sanguinis 1 91 10 909 0,012 4 400 6 600 0.754
Streptococcus oralis 2 125 14 875 oO0004 3 273 & T27 0,227
Streptococcus
intermedius 1 100 9 900 0021 3 250 9 750 0,146
Streptococcus gordonii 3 214 11 786 0057 5 455 6 545 0,999
Stretococcus mitis 2 222 T 778 0180 5 625 3 375 0,727
Actinomyces oris 10 625 6 375 0454 7 875 1 125 0,070
Actinomyces naeslundi | 6 333 12 667 0238 10 435 13 564 0.678
Weilonela parvula 3 429 4 571 0999 3 V50 1 250 0,625
Actinomyces gerencseriae 9 450 11 550 0824 12 800 3 200 0,035
Actinomyces israelli 3 167 15 833 0,008 8 400 12 600 0.503
Agdﬁ'{gﬂﬂr?gﬁgs 5 500 5 500 0999 1 333 2 667 0999
A actinomycetencomytans 0 0,0 14 1000 3 200 12 800 0,035
Capnocytophaga ochracea 0 0,0 3 100,0 2 667 1 333 0,999
Capnocytophaga gingivalis 3 375 & 625 0727 6 750 2 250 0,289
Eikenella corrodens 2 182 9 818 0065 5 357 9 643 0,424
Capnocytophaga sputigena 3 273 8 727 0227 3 600 2 400 0,999
Treponema Socranskii o 00 6 1000 - 2 250 6 T50 0,289
Eubacterium saburreum 1 500 1 500 099 0 00 0O 0,0 -

Streptococcus anginosus 0 0.0 3 1000 - 2 BBT 1 333 0,999
Meisseria mucosa 2 400 3 600 0999 3 750 1 250 0,625
Selenomonas noxia 1 1000 0 0,0 3 800 3 500 0,999

Nota: Teste do qui-quadrado de aderéncia; (-) estatistica ndo computada porque ndo houve casos; significativo se

p<0,050.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versdo 24)
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A tabela 6 , apresentou significancia das espécies P. Gingivalis (p=0,043), T. denticola
(p=0,039), T. Forsythia (p=0,039 ), F.n -sp vincentii (p=0,035 ), C. rectus (p=0,012), P.
nigrescens (p=0,035), C. Showae (p=0,002), F. nucleatum (p=0,001), S. Sanguinis
(p=0,012), S. Oralis (p=0,004), S. Intermedius (p=0,021) e A. Israelli (p=0,008) no grupo
1B. No grupo 1A, houve significAncia para as espécies A. gerencseriae (p= 0,035) e A.
Actinomycetencomytans (p= 0,035). Esses achados indicam que mesmo ap06s a terapia
peridontal basica, houve a presenca dos patdgenos dos complexos vermelho, laranja e amarelo
no grupo 1B, que sdo caracterizados na literatura por contribuirem para evolucdo da

periodontite.

5.2.2 Correlacao da microbiota subgengival com o nivel de insercao clinico (NIC), idade

e perda dentaria

Na fase 1, avaliando o grupo 2B, houve associagdo significativa do NIC>4mm com a espécie
Streptococcus anginosus que foi considerada moderada positiva (r=0,507). A idade
apresentou correlacdo significativa com as espécies bacterianas Treponema denticola
(r=0,514), F. n. sp.vincentii (r=0,480), Campylobater rectus (r=0,497), Eikenella corrodens
(r=0,471), Treponema socranskii (r=0,466) e Propionybacterium acnes (r=0,521) no grupo
2B. A idade se associou com Selenomonas noxia (r=0,498) no grupo 2A. Quando se avaliou 0
grupo 1B, houve associacdo significativa do NIC (>4mm) com as espécies Capnocytophaga
ochracea (r=0,514) foi considerada forte positiva, Eikenella corrodens (r=0,516) e
Leptotrichia buccalis (r=0,481) foram consideradas moderadas positivas. A idade apresentou
correlagéo significativa com Streptococcus anginosus (r=0,516) e Propionybacterium acnes
(r=0,481) que foram consideradas moderadas positivas no grupo 1B. A perda dentéria
apresentou associacdo com as bactérias Actinomyces gerencseriae (r=0,564), Actinomyces
odontolyticus (r=0,550), Capnocytophaga gingivalis (r=0,549) e a Neisseria mucosa
(r=0,515), onde estas foram moderadas positiva e forte positiva para as bactérias Treponema
socranskii (r=0,664), Streptococcus anginosus (r=0,668) e Prevotella melaninogenica

(r=0,731) no grupo 1B. Para o grupo 1A observou que houve associacao significativa entre o



NIC com A actinomycetencomytans (r=0,468),

Streptococcus anginosus (r=0,411) e estas foram consideradas moderada positiva. A idade se
associou com Fusobacterium periodonticum (r=0,539), onde esta foi considerada moderada
positiva no grupo 1B. A perda dentaria foi significativa com Veillonela parvula (r=0,441),

Eubacterium saburreum (r=0,496) e Prevotella melaninogenica (r=0,526) e foram

Eikenella corrodens (r=0,437) e

consideradas moderadas positivas no grupo 1A (Tabela 7).

Tabela 7 — Correlacdo do NIC, Idade e a perda dentaria com a Microbiota na Fase 1

Fase 1 Grupo 2 n=50 Grupo 1 n=50
2B 2A 1B 1A
Complexo de Socransky [NIC >4mm Idade Perfia_ NIC = Idade Perf‘la. NIC= Idade Perfig NIC = Idade Perq?
dentaria 4mm dentaria | 4mm dentaria 4mm dentaria
Porphyromonas gingivalis -0,047 -0,189 -0.18 0,071 -0,124 0,008 | -0.114 0,14 -0,181 -0,075 0.053 0,21
Treponema denticola 0,082  0.514*  -0348 0055 008 0196 | 0055 0105  -0.154 015  -0,048 0356
Tannerella forsythia 0,125 -0,387 -0,209 0.26 0.049  -0,035 | -0.255 0,085 -0,271 -0,136 0347 0,335
Streptococcus constellatus 0,021 -0,392 -0,091 -0,109 0,099  -0,199 | -0.238 0,149 -0,349 0.056 0.158 0,214
Eubacterium nodatum -0,062 -0,277 -0,128 -0,062 0,112 0,092 | -0,113 -0,227 -0,213 -0,168 -0,12 0,29
F. n. (sp.vincentii) 0,065  0480*  -0336 0.156  -0,006 -0,185 | -0,011 038  -0.294 | -0,038 0,138 0303
Campylobater rectus -0,09 0.497* -0,289 0,096 -0,009 -0.19 0,186 0,256 -0,261 -0,107  0.188 0,18
Parvimonas micra 0,055 0402 -0351 0165 0118 -0,162 | -0,187 0243  -0299 | -0,074 -0,152 -0,141
Prevotella nigrescens 0,153 -0,381 -0,583 0.109 0,15 -0,324 | -0,302 -0.317 -0,502 -0,244  -0,253 0,305
F polimorph 0,07 -0,101 0,176 0271 0139 -027 | -0,114 0227  -0287 | -0324 0,119 0,15
Campylobacter showae 0,222 -0,406 0.126 0,156 0,173 -0,089 | -0,079 0,113 -0,199 0,055 0,077 0,09
Fusobacierium 0214 -0222 0398 | 0096 0,126 -0,187 | -0068 0288  -0482 | -0,075 0.539%* 0208
periodonticum
Fusobacterium nucleatun | ), 0,056 0,05 0,113 0056 -0262 | 0247 0209 0031 | -0043 -0015 0156
(sp. nucleatum)
Campulobacter gracilis 0,02 0,27 0,057 0111 0223 -0,152 | -0209 -0,026 0062 | -0,103 -0,142 0,098
Prevorella intermedia 0,15 -0,346 -0,029 0,023 0,023 -0,069 | -0.452 0,052 -0.271 -0,142  -0,007 0251
Streptococcus sanguinis 0,14 -0,233 -0,118 0,228 0,09 -0,212 | -0,441 -0,164 -0,419 -0,335 -0,224 0,063
Streptococcus oralis 0,265 -0,149 0,081 0.182 0,118 -0,195 | -0,222 0,126 -0,207 -0,096 0,045 0231
Streptococcus intermedis 0,216 -0,199 -0,125 0,054 0,22 -0,302 | -0,342 -0,122 -0,201 -0,335 -0,122 0,338
Streptococcus gordonii 0,051 -0,304 0,045 -0,038 0,066 0,011 [-0,397* -0,012 -0,131 -0,1 0,024 0,14
Stretococcus mitis 0,207 0,323 -0,087 0139 0094 -028 | -0262 0376 0224 | 0207 0021 0192
Actinomyces naeslundi I -0.016 0,035 0,149 0,044 -0.05  -0.341 | 0,327 -0,02 -0,255 0.244  -0,232 0,266
Veillonela parvula 0,19 0,092 0,169 0.175 0081 -0.115 | 0,128 -0,021 0,513 00235 0008 0.441%
Actinomyces gerencseriae 0,06 -0,167 0,031 0,007 -0,013  -0.071 0,128  -0,186 0.564* 0.277 -0,.2 0,336
Actinomyces israelli 0,325 0,078 0,041 0099 0173 0195 | 0342 -015  -0.109 | 0353 -0302 031
Actinomyces odontolyticus 0,169 -0,244 -0,039 0,077 0,042  -0,235 | -0.,041  0.207 0.550* 0.361  -0,003 0,378
Actinonyycetenconytans 0,121 0,105  -0,147 0,14 021  -0,051 | 0054 0,117 0462 | 0.468% -0211 0,114
Capnocytophaga ochracea -0,087 -0,199 0,003 0.257 0,077  -0,287 | 0.653** 0,192 -0,037 0,054  -0,239 0,163
Capnocytophaga gingivalis 0,187 -0,237 -0,337 0,1 -0,005 0,064 0,127 0,268 0.549% 0.335 -0,153 0,421
Eikenella corrodens -0,025 0.471* -0,237 0.116 0,117  -0.241 | 0.516** 0,322 0,293 0.437*  -0,151 0,321
Capnocytophaga sputigena 0,275 0,266 0,417 -0,117 0,022 -0,022 | 0,241 -0,123 -0,156 0,272 -0,035 -0,139
Treponema Socranskii -0.483 0.466* -0,062 0118  -0,362 -0,041 | -0,116 0,061 0.664** 0259  -0,209 0,108
Eubacterium saburretn -0,039 -0,422 -0,147 0,092 0,144  -0,013 0,337 0,25 0,235 0,218 -0,195 0.496*
Streprococcus anginosus 0.507* -0,089 -0,05 0.125 -0,105 -0.11 0,088  0.463* 0.668%* | 0.411* -0,074 0,083
Neisseria mucosa 0,191 0,152 0,096 0136 -0,004 -0226 | 0151 0295  0515% | 0315 -0201 0316
Selenomonas noxia 0,173 0,048 0,225 0,143 0.498** 0,3 0,26 -0,008 0,161 0,109 -0,21 0,325
Propionybacterium acnes -0,286 0.521* -0,011 0,13 -0,399  -0,032 | 0,327 0.498** 0,382 0296 -0,303 0,18
Prevotella melaninogenica 0,455 -0,151 -0,038 0,132 0,043  -0,319 | 0,002 0,256 0.731%* 0,166 0,023  0.526*
Gemella morbillorum 0,404 -0,171 0,051 -0,03 0,068  -0,248 0,191 0,034 0,019 0.143 -0,206 0,214
Leptotrichia buccalis 0,228 0277 -0,116 0051 0062 -0239 | 0.481* 0,298 0,012 0345 -0,314 0,105
Actinomyces oris -0,084 -0,131 -0,22 0,091 -0,159 0,003 0,075 0,031 -0,143 0.067 -0,13 -0,11
Doenga periodontal= DP. Correlacio de Spearman; *p <0.050; ** p<0.001 valor p <5% 0 at 0.3: fraca >0.3 at 0.6:moderada 0.6 at 0.9: forte

>0.9 at <1: muito forte
Grupol:com cancer

1: perfeita.

Grupo 2: sem cancer

A: com DP

B: sem DP

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS verséao 24)
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Na fase 2, a idade apresentou correlagdo significativa com Treponema denticola (r=0,451) e
Actinomyces oris (r=0,484) Eubacterium nodatum (r=0,497), Streptococcus intermedius
(r=0,451), Treponema socranskii (r=0,519) e Prevotella melaninogenica (r=0,533) que foram
consideradas moderadas positiva no grupo 2B e a perda dentaria apresentou associagdo com
Porphyromonas gingivalis (r=0,537), Campylobacter showae (r=0,448) e Selenomonas noxia
(r=0,521), onde estas foram consideradas moderadas positivas. Para o grupo 2A observou que
houve associagdo significativa entre o NIC>4mm com as espécies bacterianas, F polimorph
(r=0,382), Fusobacterium periodonticum (r=0,570), que foram consideradas moderadas
positivas. A idade se associou com Capnocytophaga gingivalis (r=0,398) e Gemella
morbillorum (r=0,369). Houve associagdo significante da perda dentaria com Streptococcus

anginosus (r=0,402) e esta foi moderada positiva no grupo 2A, conforme a tabela 8.

Tabela 8 — Correlacdo do NIC, Idade e a perda dentéria com a Microbiota na Fase 2

Fase 2 Group2  n=50 Grupol  0=50
2B 2A 1B 1A
Complexo de Socransky NIC = Idade Pelflé NIc = Idade Pelfi? NIc = Idade Pe‘f"? NIC =4mm  Idade Pelfia
Amm dentéria 4mm dentaria 4mm dentéria dentéria
Porphvromenas gingivalis 0,153 0,124 0.537* 0,069 0223 0,029 0,111 0,208 -0,022 0,142 0.438% 0307
Treponema denticola -0,259 0.451* 0,002 0018 0,127 -0.15 0.064 0,008 -0,019 -0,084 -0,196  -0,019
Tamnerella forsvthia -0,283 -0.268 -0.417 0,013 0,01 -0.192 -0.014 -0,151 -0,032 -0.166 -0.103  -0.299
Streptococcus constellatus | -0,024 0,109 0,009 0,367 -0.16 0.027 -0.211 -0,283 0,243 0.234 0,251 -0.294
Eubacterium nodatum -0,492% 0.497* 0.047 0,019 -0.148 0,242 -0,213 -0,26 -0,128 0,185 0,034 0,127
F. n. (sp.vincentii) 0.04 -0.131 0,094 0234 -0,095 0,054 -0.43 -0,01 -0.186 0,192 -0.027 0,044
Campylobater rectus -0.011 0,208 -0.297 -0.171 -0.19 0.104 -0.021 0.019 0.246 -0.16 0,026 0,134
Parvimenas miicra 0,036 0,18 -0.324 0,019 0,127 -0,237 -0,117 -0,082 -0,008 0,092 0,093 0,137
Prevotella nigrescens -0,328 0,044 -0,036 0,116  -0,032 0,11 -0,113 -0,233 0,298 0,267 0214 -0,232
F polimorph 0,292 -0.064 0.342 0.382* -0.098 -0.113 -0.077 -0.248 0,277 0.004 0,286 -0.1
Campylobacter showae -0,125 0,129 0.448* -0.141 0,116 0,222 -0,092 -0,178 0,199 -0.15 0,11 -0.428
Fusobacierium -0.38 -0,038 0.085 |0.570%* -0242 0129 | -0304 0133 0375 0227 0277 0162
periodonticum
Fusobacterium micleatum |, 35 0414 0.081 | 0028 -0014 0297 007 -0218 0359 | -0284  -0258 -0207
(sp. nucleatum)
Campulobacter gracilis -0.21 0,018 0.386 0,229 0,073 -0.153 -0.371 0.056 0.176 0.001 -0.1 0,046
Prevotella intermedia -0,194 0314 0.162 -0.009 0,06 0,054 -0,282 0,091 0,114 0,068 -0,079  -0,152
Streptococcus sanguinis -0.36 0,036 -0.003 0,03 -0,069 -0,084 -0,152  -0429 0,128 0,232 0,071  -0,108
Streptococcus oralis -0,162 -0.434 -0.309 0,148 -0.148 -0.171 -0,027 -0.434 0,035 0.039 0339  -0257
Streptococeus intermeditis 0,102 0,451* 0.411 0,294 -0.248 -0.344 -0.094 -0,208 0.432% 0.283 0,299 -0.243
Streptococcus gordonii -0.405 -0.196 0,038 0,234 0,047 0,011 <0358 -0,168 0,072 0,018 0,115 -0,457
Stretococcus mifis -0.214 0,333 0.219 -0.044  -0.078 -0.134 -0,227 -0,099 -0.15 0.455% 0,265 0,02
Actinomvces naeshndi I -0,169 0,01 0,041 -0,036  -0.237 0,219 0,191  0.528** 0,302 0.506* 0.433* -0,078
Veillonela parvula 0,064 -0.127 -0.203 0,041 -0.118 0.129 -0.165 0.101 0,183 0.231 0.439*  -0,255
Actinomyces gerencseriae | -0,123 0,396 0,02 0,171 -0.115 0,164 -0,102  -0,208 0,382 0,195 0,287 0,083
Actinomyces israelli -0,223 0,202 -0.166 0214  -0,009 0,205 -0,129 -0,182 0.419*% 0,186 0.405%  -0,032
Actinomyces odontolvticus | -0,161 0,052 0,089 -0.018 0167 -0.163 0.043 -0,442 -0.171 0.186 0.252 0,189
A actinomycelencomylans -0,054 0,041 -0.385 0,15 0,009 -0.004 -0,322 0,023 -0,156 -0.183 -0.157 -0.238
Capnocytophaga ochracea | 0,018 0,049 -0.12 0,17 -0,056 0,234 -0,095 -0,143  0.510%* -0,064 0,073 0,166
Capnocvtophaga gingivalis | -0,416 0,164 0,092 0,156 0.398* 0,133 -0,335 -0,083 0,276 -0.126 -0.041 -0.296
Eikenella corrodens -0,339 -0.043 -0.112 -0,076 0,308 0,054 -0.56 0,097 -0,228 0.042 -0.242 0,021
Capnocytophaga sputigena | -0,092 -0,228 0,084 -0.254 0,202 -0,037 -0.231 0,029 0,232 0.168 0,277 0,268
Treponema Socranskii 0,069 0.519* 0,096 -0.378 0,126 0.165 -0.063 -0,052 0,037 0.283 0,287  -0.137
Eubacterium saburreum -0.205 0,147 0.128 0244  -0.188 0,229 0,072 -0.278 0,189 0,259 0081 -0.114
Streplococcus anginosis -0,219 0,109 -0,011 0263 -0,057 0.402*% 0,02 -0,059 -0,176 0,159 0,035  -0,177
Neisseria mucosa 0,073 0,275 0,051 -0.108  -0.153 0.014 -0.17 -0,248 0,124 -0.071 -0.179  -0.284
Selenomonas noxia 0,364 0,095 0.521* -0.422 0,076 0,186 0,058 -0,167 0,025 0,276 0293 -0.001
Propionvbacterium acnes -0,117 0,242 -0,013 -0.253 07234 -0,08 -0,049  -0,123 0,158 0,171 -0,047  -0,521
Prevotella melaninogenica | -0,187 0.533* -0.081 0,149  -0.051 0.163 -0.146 -0,051 0,279 -0.011 -0.099  -0.363
Gemella morbillorum 0,046 0,133 0.204 0,103 0.369* 0,332 -0,266 0,089 0,243 0,258 0,128 0,135
Leptotrichia buccalis -0,094 0,115 -0.111 0,186  -0,098 0,172 -0,132 -0,193 0,338 -0,063 0,077  -0,133
Actinomyces oris -0,031 0.484* 0,385 0,018 0,045 0.283 -0.224 -0,054 0.126 0.003 0,138  -0.201
Doenga periodontal=DP. Correlagfo de Spearman:  *p <0,050; ** p<0,001valor p =5% 0 at 0.3: fraca >0.3 at 0.6:moderada  >0.6 at 0.9: forte
>0.9 at <1: muito forte  1: perfeita.
Grupol:com cancer Grupo 2: sem cancer A: com DP B: sem DP

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versdo 24)
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A idade apresentou correlacgdo significativa com Actinomyces naeslundi I (r=0,528) no grupo
1B que foram consideradas moderadas positivas. A perda dentaria apresentou associacdo com
Streptococcus intermedius (r=0,432), Actinomyces israelli (r=0,419) e Capnocytophaga
ochracea (r=0,510), onde estas foram consideradas moderada positiva. Para o grupo 1A
observou que houve associacdo significativa entre 0 NIC com Streptococcus mitis (r=0,455) e
Actinomyces naeslundi | (r=0,506) e estas foram consideradas moderadas positivas. A idade
se associou com Porphyromonas gingivalis (r=0,438), Actinomyces naeslundi | (r=0,433),
Veillonela parvula (r=0,439) e Actinomyces israelli (r=0,405), onde estas foram consideradas

moderadas positivas conforme a Tabela 6.

5.3. Avaliacdo da secre¢do das citocinas inflamatorias envolvidas na periodontite

Na fase 1, conforme a figura 10, quando comparou o perfil das citocinas entre 0s grupos e
fases, foi encontrado aumento dos niveis da expressao de TNFa no grupo 1B comparado ao
grupo 2B, (p=0.008), mas as expressoes dos niveis de IL8, IL6 e TNFa nos grupos ndo foram
significantes. Também na fase 2, os niveis de TNFa foram maiores nos grupos 1A (p<0.001)
e 1B (p=0.004) e de IL-8 no grupo 1B em comparacdo ao grupo 2B (p=0.007). O mesmo
ocorreu para os niveis de IL6 no grupo 1B em relacdo ao grupo 2B (p<0.001) e grupo 1A
(p=0.002) comparado ao grupo 2A. Os niveis de IL1p foram maiores no grupo 1B (p<0.001)
em comparacdo ao grupo 2B e 1A (p<0.001) em relacdo ao grupo 2A. Vale ressaltar que na
fase 2, as expressdes de citocinas IL-8, IL-1B, TNFa e IL-6 foram muitos significantes no
grupo sem periodontite (1B), mesmo apds a adicdo da terapia periodontal, o mesmo ocorreu
para o grupo com periodontite (1A) para citocinas IL-1p, TNFa e IL6.
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Figura 10 — Secrecdo de Citocinas nos Grupos e Fases
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Nota: Teste Mann-Whitney; significativo se p<0,050. Grupo 1: com cancer / Grupo 2: sem cancer / A: com
periodontite / B: sem periodontite/ n=100 / F1: Fase 1; F2: Fase 2.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versdo 24)

5.4 Resultados dos parametros clinicos periodontais

Pelos dados dos parametros clinicos periodontais (PCP) obtidos no atendimento clinico e
inseridos no periodontograma, foram encontrados os resultados descritos nas figuras 11, 12,
13 e 14.

Na fase 1, foi observada alta taxa de perda dentéaria (76.09%), IPV (71.84%), ISG (70.19%) e
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SS (68.41%) no grupo 1B em comparagéo ao grupo 2B (p<0,001) de acordo com a figura 11.
Na figura 12, a PS>4mm (52,17%) foi similar entre os grupos (p=0,253), mas o NIC=4mm
(59,65%) foi maior no grupo 2 em relagdo ao grupo 1 (p< 0,001) com e sem periodontite.
No grupo 1, a perda de insercdo clinica ou NIC>4mm (60.4%) foi maior quando comparou

com o grupo 2 (p<0,001) com e sem periodontite.

A PS=4mm (53,37%) foi maior no grupo 2 (p=0,003) em relacdo ao grupo 1. O NIC=4mm
(59,65%) foi maior para o grupo 2 (p<0,001) em relacdo ao grupo 1com e sem periodontite. O
NIC>4mm (60,40%) foi maior no grupo 1 (p<0,001) em relacdo ao grupo 2, como demonstra

figura 12.

Figura 11 — Caracterizacdo de Perda dentéria, IPV, ISG e SS na Fase 1
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mCasocomDP  mControle com DP

mCasosemDP  mControle sem DP

Nota: Grupos 1: com céancer/ grupo 2: sem cancer. A: com ou sem periodontite ou DP. B: sem
periodontite ou DP. Perda dentéria/ IPV: indice de placa visivel/ISG: indice de sangramento
gengival/SS: sangramento a sondagem/ n=100/ Teste binomial para duas proporcoes. Significativo se
p<0,05.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versédo 24)

Esses dados preliminares podem estar associados aos habitos de vida como ma higiene,
acesso aos servicos odontologicos e alimentagdo em ambos os grupos, pois na fase 1, o
monitoramento clinico terapéutico periodontal ndo havia iniciado. Além desses fatores, em
relacdo ao grupo 1 (com céancer), destaca a perda de insercdo clinica que caracteriza o estagio
avancado da periodontite.
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Figura 12 — Caracterizacdo da PS e NIC na Fase 1
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Nota: Grupos 1 e 2 (A e B); n=100. Grupo 1: caso / Grupo 2: controle. PS: pronfundidade de
sondagem/ NIC: nivel de inser¢do clinico/ Teste binomial para duas proporcdes. Significativo se
p<0,050.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versédo 24)

As figuras 13 e 14 caracterizam os parametros clinicos da fase 2 entre os grupos. A perda

dentaria (55,32%) apresentou maior prevaléncia para o grupo 2A (p=0,001) em relacdo ao
grupo 1A e no grupo 1B (54,17%) em relacdo ao grupo 2B (p=0,010). O IPV (55,87%), 0
ISG (59,74%) e o0 SS (54,83%) foram maiores em prevaléncia no grupo 1A (p<0,001) em
relacdo ao grupo 2A. O IPV (69,51%), o ISG (68,96%) e o SS (84,23%) foram maiores em

prevaléncia no grupo 1B (p<0,001) em relagéo ao grupo 2B.

Figura 13 — Caracterizacdo de Perda dentéria, IPV, ISG e SS na Fase 2
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Nota: Grupos 1 e 2 (A e B); n=100. Grupo 1: caso / Grupo 2: controle. Com ou sem periodontite ou
DP. Perda dentéria/ IPV: indice de placa visivel/ISG: indice de sangramento gengival/SS:
sangramento a sondagem/ Teste binomial para duas proporg¢des; Significativo se p<0,050.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versdo 24)
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A PS >4mm (61,89%;70,27%) ¢ o NIC >4mm (72,94%) foram maiores nos grupos 1
(p<0,001) em relacdo ao grupo 2. Nota-se que o NIC=4mm é similar entre os grupos 1 e 2

naqueles expostos ou ndo a periodontite como mostra a figura 14.

Figura 14 - Caracterizacdo da PS e NIC na Fase 2
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Nota: Grupos 1 e 2 (A e B); n=100. Grupo 1: caso / Grupo 2: controle. PS= pronfundidade de
sondagem/ NIC= nivel de insercdo clinico/ Teste binomial para duas propor¢des; Significativo se
p<0,050.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versao 24)

Os resultados dos indices periodontais, principalmente quanto a PS e perda de inser¢do, foi
maior no grupo 1 em relagdo ao grupo 2 com e sem periodontite, mesmo apds o
acompanhamento terapéutico periodontal na fase 2. Interessantemente, mesmo na auséncia de
bolsas periodontais (PS>4mm), observamos a presenga do NIC>4mm na fase 1 e 2 para o
grupo 1. Este fato pode estar relacionado com a presenca da periodontite anteriormente a
pesquisa que talvez tenha sido tratada e com bolsas inativas (com scores menores que 4mm).

5.5. Relagdo entre os parametros clinicos periodontais e subtipos moleculares

Foi feito levantamento de cada subtipo molecular para o cancer de mama entre as pacientes
nos registros clinicos na fase 1 e 2, segundo o diagndstico imunohistoquimico. Desses, 0

subtipo Luminal B compreendeu 38,2% e triplo negativo 29,7%.

As figuras dos graficos 15, 16 e 17 caracterizam o0s parametros clinicos da fase 1 entre os

subtipos moleculares.



Figura 15 — Caracterizacdo da Perda dentéaria, IPV, ISG e SS entre os subtipos na Fase 1
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Nota: Grupo 1A (n=24); Grupo 1B(n=26). IPV: indice de placa visivel / ISG: indice de sangramento
gengival / SS: sangramento a sondagem. Teste-q quadrado para as proporc¢des dos parametros clinicos

entre 0s subtipos moleculares.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versao 24)

Para as pacientes do grupo 1B, a perda dentéaria (60%), o IPV (59,32%), o ISG (60,82%), SS

(61,36%) e NIC=4mm (30,92%) foram maiores em prevaléncia para o subtipo molecular

luminal B (p<0,001) em relacdo aos outros subtipos. Quando se observa o grupo 1A, é

possivel perceber que para a perda dentéria (67,50%), os indices IPV (39,86%), o ISG

39,00%), SS (37,95%) e o NIC>4mm (58,63%) foram maiores em prevaléncia para o subtipo

molecular triplo negativo (p<0,001) em relacdo aos outros subtipos.

Figura 16 — Caracterizacdo da PS entre os subtipos moleculares na Fase 1
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Nota: Grupo 1A (n=24); PS: profundidade de sondagem. Luminal A: LA/ Luminal B: LB. Testeq
quadrado para as propor¢oes dos pardmetros clinicos e os subtipos moleculares.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versdo 24)
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A PS=4mm (30,48%) foi maior para o subtipo Luminal B (p<0,001) e a PS >4mm (53,94%)
subtipo Luminal A (p<0,001) em relacdo aos outros subtipos. No grupo 1B o NIC=4mm
(59,30%) foi para o subtipo Luminal B (p<0,001) e no grupo 1A (30,92%) em relacdo aos
outros subtipos. No grupo 1B o NIC>4mm (64,04%) foi para o subtipo Luminal B (p<0,001)
e no grupo 1A (58,63%) para o subtipo triplo negativo em relagdo aos outros subtipos.

Figura 17 — Caracterizacdo do NIC entre os subtipos moleculares na Fase 1
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Nota: Grupo 1A (n=24); Grupo 1B (n=26). NIC: nivel de insercéao clinico. Luminal A: LA/ Luminal
B: LB. Testeq quadrado para as propor¢des dos parametros clinicos e os subtipos moleculares.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS verséo 24)

As figuras dos graficos 18, 19 e 20 caracterizam os parametros clinicos da fase 2 entre 0s
subtipos moleculares. Para as pacientes do grupo 1B, a perda dentéria (60,77%), o IPV
(56,51%), o ISG (50,47%), SS (51,31%) e NIC>4mm (58,06%) foram maiores em
prevaléncia para o subtipo molecular luminal B (p<0,001) em relacdo aos outros subtipos.
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Figura 18 — Caracterizacdo da Perda dentaria, IPV, ISG e SS entre os subtipos moleculares na
Fase 2
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Nota: Grupo 1A (n=24); Grupo 1B (n=26). Perda dentéria/ IPV: indice de placa visivel/ISG: indice de
sangramento gengival/SS: sangramento a sondagem. Testeq quadrado comparou as propor¢des dos
parametros clinicos entre os subtipos.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versao 24)

Quando se observa o grupo 1A, é possivel perceber que para a perda dentaria (65,71%), o0 ISG
(38,57%), 0 SS (36,39%), PS>4mm (36,21%) e o NIC=4mm (32,83%) foram maiores em
prevaléncia para o subtipo molecular triplo negativo (p<0,001) em relagdo aos outros
subtipos. A PS=4mm (35,61% ) foi maior para o subtipo molecular luminal A também em

relacdo aos outros subtipos moleculares.

Figura 19 — Caracterizacdo da PS entre os subtipos moleculares na Fase 2
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g quadrado para as proporcGes dos parametros clinicos e os subtipos moleculares.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS versdo 24)
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The subtipo Luminal B foi o mais prevalente nesta investigacdo, mas para o subtipo triplo
negativo, interessantemente, mostrou indicadores inflamatérios periodontais expressivos. Os
resulatados entre o subtipo TN e Luminal B foi expressiva em comparagdo aos outros
subtipos moleculares. Ndo houve diferencas observadas entre os subtipos Luminal A e

Suexpresséo de HER2.

Figura 20 — Caracterizacdo do NIC entre os subtipos moleculares na Fase 2
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Nota: Grupo 1A (n=24); Grupo 1B (n=26). NIC: nivel de insercéo clinico. Luminal A: LA/ Luminal
B: LB.Testeq quadrado para as proporc6es dos parametros clinicos e os subtipos moleculares.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS verséo 24)

5.6. Correlacdo da microbiota subgengival com o grau histologico dos tumores das pacientes

Em nossa analise, o grau histdlogico 111 compreendeu 27% das pacientes e o grau Il 56%. O
grau histologico para o grupo sem periodontite obteve associacdo significante com a perda
dentaria e o NIC, onde um paciente com grau histolégico Il e Il tem 4,8 e 3,5 mais riscos de

ter uma perda dentaria em comparagdo a um paciente com grau histologico 1.



Tabela 9 — Associacdo da Perda Dentaria e o NIC com o Grau Tumoral
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Grau RR Erro z Valor Intervalo de Relagdo
histolégico padréo p* confianca de 95%
(Nottingham) robusto para RR
Limite Limite
inferior | superior
Perda 1B | 1 - - - - - -
dentaria Il | 3812 | 1,734 | 2940 | 0,003 | 1563 | 9,298 | Aumento
Il 4,500 2,461 2,750 0,006 1,540 1,314 Aumento
1A | 1 - - - - - -
Il 1,355 0,358 1,150 0,250 0,807 2,275 Estavel
NIC>4mm 1B | 1 - - - - - -
1 0,497 0,123 2,820 | 0,005 0,305 0,808 Aumento
1l 0,359 0,104 3,520 0,001 0,203 0,635 Aumento
1A | 1 - - - - - -
I | 0,819 0,159 1,030 | 0,302 0,560 1,197 Estavel

Nota: RR - Risco relativo; *. Regressdo de Poisson simples. n=50. 1-Categoria de referéncia;
significativo se p<0,050. 1A: com periodontite; 1B: sem periodontite.

Fonte: GOMES & SPERANDIO (via SPSS verséo 24)

E um paciente com grau histolégico Il e 111 tem os riscos de ter um NIC aumentado em 0,5 e

0,4 quando comparado a um paciente com grau | (Tabela 9). No grupo sem periodontite, 0s

resultados para perda dentaria e NIC>4mm foram significantes quanto ao grau tumoral maior.
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6. DISCUSSAO

Nossos achados revelaram a prevaléncia dos casos de cancer de mama em pacientes a partir
dos 50 anos. Estas observacdes sdo consistentes com estudos anteriores que relatam que
quase 75% de todos os CAM ocorrem em mulheres na pos-menopausa e 66-80% desses sdo
positivos para receptor de horménio, o que confirma a relagdo com as alteracdes nos niveis
sisttmicos de estrogénio e progesterona (TAICHMAN et al., 2015). Berben e colaboradores
(2020) confirmaram que o CAM como muitos canceres epteliais mostra a maior incidéncia
com o0 aumento da idade, pois o envelhecimento deteriora e diminui as respostas imunolégicas

contra o tumor culminando em seu avanco (FUENTES et al., 2017).

O perfil socio demografico como o consumo de alcool e tabaco foram predominantes no
grupo 1. Estudos em geral afirmam a relacdo entre o tabagismo e o risco para O
desenvolvimento de varios tipos de cancer (TAKADA et al., 2020), este pode ndo ter impacto
clinicamente significativo nas caracteristicas de tumores precoce entre mulheres, mas pode
estar associado a mudancas moleculares e genéticas (GOLDVASER et al., 2017). Ja& o
consumo de bebida alcodlica é considerado um agente carcinogénico com evidéncias na
literatura como no CAM, cancer colorretal, figado, laringe, eséfago e cavidade bucal
(COGLIANO et al., 2011; INUMARU; SILVEIRA; NAVES, 2011) e outros mecanismos
como acetaldeido, estresse oxidativo, alteracdes epigenéticas e baixas concentracdes de acido

retindico associadas a um ciclo celular alterado (SEITZ et al., 2012).

A caracterizacdo da microbiota nos grupos 1A e 1B obtiveram a presenca de quase todos 0s
patégenos do complexo vermelho, laranja e amarelo na fase 2 comparada com a fase 1 em
relacdo aos grupos 2A e 2B. Ademais, outras espéecies do complexo amarelo, verde, roxo e de
Actinomyces (complexo azul) sdo usualmente relacionadas com a salde periodontal, portanto
aumenta a quantidade de dados que tendem a provar que estas espécies podem estar
associadas tambeém com a periodontite e doencgas sistémicas (CARROUEL et al., 2016). A
abordagem em duas fases mostra a presenca significante dos patdégenos dos complexos
verdes, de Actinomyces e outras espécies comuns na microbiota apos a terapia periodontal
basica, mostrando que o tratamento foi responsivo pela avaliagdo clinica das pacientes
apresentando-se um periodonto clinicamente saudavel nos grupos sem cancer. Ja no grupo
com cancer sem periodontite, mesmo apos a terapia periodontal basica, houve a presenca dos

patdégenos dos complexos vermelho, laranja e amarelo, caracterizados na literatura por
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contribuirem para evolucao da periodontite.

Quanto ao NIC>4mm, houve aumento das espécies do complexo verde, Streptococcus
anginosus no grupo 1A e Leptotrichia buccalis no grupo 1B na fase 1. Streptococcus
anginosus tém sido encontrada em pacientes com periodontite severa e agressiva (DHILLON;
KINGSLEY; HOWARD, 2019). Achados recentes confirmaram que Leptotrichia spp estéo
associadas tanto com a presenga ou auséncia da periodontite (FANA et al., 2021), mostrando
a prevaléncia de patogenos considerados ndo agressivos correlacionados com 0 NIC>4mm,
especialmente no grupo com cancer. Streptococcus mitis e Actinomyces naeslundii
correlacionaram com o aumento do NIC>4mm no grupo 1A na fase 2. A espécie S. mitis tém
sido associada a varios tipos de cancer (CHOCOLATEWALA; CHATURVEDI; DESALE,
2010). Em uma revisao sistematica RISMAYUDDIN e colaboradores (2020) demonstraram
gue a patogenicidade de A. naeslundii é induzida por interacbes polimicrobianas no
desenvolvimento de doencas orais. Em correlagdo a idade, houve um aumento quanto as
espécies Propionybacterium acnes no grupo 1B e Fusobacterium periodonticum no grupo 1A,
na fase 1, esses achados corroboram com a literatura que o acumulo persistente da espécie
Propionybacterium acnes pode acarretar uma resisténcia a fagocitose em uma variedade de
orgdos e tecidos, resposta inflamatéria crénica e capacidade de produzir enzimas que facilitam
a destruicdo tecidual na periodontite (EADY & EILEEN, 1994). F. periodonticum e F.
nucleatum tém a adesina FadA como potencial marcador especificos de atividade anti
apoptotica (CHEN et al., 2022) podendo promover o crescimento tumoral. A perda dentéaria
correlacionou de forma positiva com o aumento de A. Gerencseriae e Treponema socranskii
no grupo 1B e Eubacterium saburreum no grupo 1A, na fase 1. Espécies como Actinomyces
gerencseriae podem induzir a destruicdo de tecidos periodontais moles e duros (VIELKIND
et al., 2015), facilitanto a migracdo apical do epitélio periodontal e consequentemente a
auséncia do elemento dentério. Investigacdes apontaram a presenca da espécie T. socranskii
com frequéncia junto a T. denticola e P. gingivalis em associacdo com a severidade da
periodontite (TAKEUCHI et al., 2001). Eubacterium saburreum foi encontrada em infeccoes
com espécies bacterianas do complexo vermelho, laranja e amarelo e associadas com a
probabilidade de perda 6ssea oral medida pela crista 6ssea alveolar (BRENAN et al., 2007)
que pode resultar na também na destruicdo do elemento dentario. Na fase 2, Streptococcus
intermedius, Actinomyces israelli, Capnocytophaga ochracea aumentaram em correlagdo a
perda dentéaria no grupo 1B. Actinomyces israelli e espécies de Actinomyces ndo costumam

ser virulentas, mas rompem a integridade das membranas da mucosa e a presenca deles em
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tecidos desvitalizados propiciam a invasdo para estruturas corporais mais profundas e leva a
doengas em humanos (KARPI'NSKI, 2019). A inflamacéo periodontal pode contribuir para
diversas sucessfes microbianas durante a quimioterapia e patégenos como Capnocytophaga
podem representar um risco sisttmico em individuos com cancer (MEURMAN, 2010). Na
fase 1, observou um aumento em correlagdo a idade com as espécies Streptococcus anginosus
no grupo 1B. AMMANN e colaboradores (2013) mostraram em um estudo o aumento da
perda dentaria na presenca de Streptococcus anginosus. Patdgenos-chave na progressdo da
periodontite como P. gingivalis, Veillonella parvula e espécies de Actinomyces foram
relacionadas com o aumento da idade no grupo 1A na fase 2. Outras investigacoes
observaram que espécies de Actinomyces foram encontradas em grandes propor¢des no
biofilme subgengival de individuos acima de 60 anos de idade. Além disso, o declinio das
funcBes do sistema imune é provocado pelo avanco natural da idade, o que refere geralmente
a “imunosenescéncia” (KARPI'NSKI, 2019). V. parvula é um patégeno importante na
periodontite e condi¢es inflamatdrias cronicas presente frequentemente na cavidade oral
(MATERA et al., 2009), encontradas também em abundéncia junto as espécies de
Actinomyces na progressdo do carcinoma oral de células escamosas (YANG et al., 2018). No
que refere as espécies de Actynomyces, estas espécies agregadas a E. corrodens através da
sua lectina especifica GalINAc estimula a atividade mitogénica dos linfécitos B (CARROUEL
et al., 2016), como a espécies F nucleatum encontradas em abundantemente em amostras de
tumores de mama com presenca da lectina especifica GaINAc (PARHI et al., 2020). Nos
ensaios de HENNE e colaboradores (2014), a espécie C. ochracea, estava presente em
individuos com periodonto saudavel. E. corrodens e C. ochracea foram relacionadas a muitos
patdgenos e elas sdo as primeiras espécies a constituir os biofilmes supra e subgengival de
pacientes periodontalmente saudaveis (TELES et al., 2013; ARMITAGE, 2013). Benhardt e
colaboradores (2019), em um estudo transversal, identificaram altos niveis das espécies
Actinomyces gerencseriae e Neisseria mucosa em mulheres com CAM. Espécies como
(Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica e Streptococcus mitis) foram
sugeridas como marcadores de diagnostico e consideradas preditoras de 80% dos casos de
cancer (KARPI'NSKI, 2019) confirmando nosso achados quanto essas espécies nos grupos
1A e 1B.

No contexto inflamacdo periodontal e céancer, marcadores imunes biologicamente
significativos na progressdo de varios tumores, como as citocinas, desempenham um papel
crucial na patogénese da periodontite (TASDEMIR et al., 2020).
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Encontramos resultados significativos dos niveis da citocina IL8 no grupo 1B em relacdo ao
grupo 2B na fase 2. A expressdo coordenada de 1L8 facilita o transito de neutrofilos do tecido
gengival para o sulco gengival (FINOTI et al., 2017), mesmo na auséncia da periodontite
registrada, o processo inflamatorio pode estar relacionado com o uso de antineoplasico e ou

associado a alguma condigéo sistémica.

A IL6 obteve maior quantidade no grupo 1B em relacdo ao grupo e 2B e no grupo 1A em
relacdo ao grupo 2A na fase 2. Esta citocina participa da atividade osteoclastica e reabsorcéo
Ossea com a IL8 durante o processo inflamatério da periodontite (LINDHE & LANG, 2020) e
desempenha fungdes pleiotropicas em varios tipos celulares, portanto, é produzida nao s6 por
células do sistema imunoldgico, mas também por células tumorais de mama e fibroblastos do
estroma mamario (SANGUINETTI et al., 2015). Marcadores inflamat6rios como citocinas
IL8 mostraram um aumento com o envelhecimento, consequentemente, a inflamacéo crénica
associada a idade pode induzir uma menor resposta imune tumoral (REA et al., 2018) e esta
relacionada ao estimulo da invasdo e metastase (HARTMAN et al., 2013). No contexto de
envelhecimento e inflamacdo, IL-6 é uma das citocinas pro-inflamatérias mais descritas,
envolvida em doencas agudas, bem como inflamacdo cronica (REA et al., 2018). As
interacOes entre mediadores inflamatérios sdo diversas em relacdo a idade e respondem de

maneira diferente a evolucéo e ao tratamento do CAM (BERBEN et al, 2020).

A citocina TNFa foi maior em mediana no grupo 1A em relacéo ao grupo 2A e 1B em relagéo
ao grupo 2B na fase 2. Na periodontite, TNFo aumenta a permeabilidade tecidual e a
degradacdo da matriz extracelular e subsequente destruicdo tecidual (LINDHE & LANG,
2020). Clinicamente, as concentragdes séricas elevadas e o aumento da expressdo de TNFa
estdo presentes em varias doencas pré-neoplasicas e malignas em comparagdo aos tecidos e
sangue de individuos saudaveis. Evidéncias sugerem que TNFa pode regular o processo de
crescimento e progressdo do tumor e a sua inibicdo pode ajudar em novas condutas
terapéuticas contra o cancer (SZLOSAREK et al., 2006; SCHETTER; HEEGAARD &
HARRIS, 2010). A expressdo da IL-1p também foi significativa para o grupo 1B sobre 0 2B e
no grupo 1A em relagcdo ao grupo 2A. Esta citocina participa do inicio da progressdo da
periodontite envolvida de forma direta e indireta na osteoclastogénese, levando a perda 6ssea
alveolar no estagio avangado (LINDHE & LANG, 2010). No CAM os niveis de IL-1p estdo
relacionados a tumores de pior estadiamento e com perfil mais agressivo (carcinomas

invasivos) (ESPINOZA et al., 2016). Existem implicacbes maiores da periodontite além da
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cavidade oral e revela novas abordagens potenciais para o tratamento de doengas
inflamatorias sistémicas que interagem com ela (FINE et al., 2020).

Para caracterizacdo da periodontite de forma mais precisa, destaca-se a perda de insercao
clinica (NIC), a quantidade de sitios periodontais que apresentaram actumulos de biofilmes
expressivos (IPV) e o sangramento a sondagem (SS) associados essencialmente as bolsas
periodontais profundas (PS>4mm). Os resultados foram significativos para o grupo 1B e 1A
em relacdo a perda dentaria, IPV, ISG e SS em comparacdo aos grupos 2B e 2A na fase 2. No
entanto, a perda dentaria pode ndo ser um marcador direto da periodontite, todavia, é plausivel
que as associacgdes que observamos podem estar ligadas a fatores que agravam a sua evolugéo
ocorridos anterior ao inicio da pesquisa assim como os indices IPV, ISG e SS. Os valores de
PS>4mm foram maiores no grupo 1A em relacdo ao grupo 2A e do NIC>4mm foi expressivo
nos grupos 1A e 1B em relacdo aos grupos 2A e 2B na fase 2. A diminuicdo do NIC
caracteriza a perda dssea alveolar com avanco da periodontite e esses achados possivelmente
sugerem alguma relacdo com a condigédo sistémica no grupo com cancer. Por exemplo, o risco
na reducdo da crista dssea alveolar afeta 0 NIC (TAICHMAN et al., 2015), perda dentaria
(KRALL, 2006) e a baixa taxa de estrogénio ocorrente na menopausa (TAICHMAN et al.,
2015). Além de que, os efeitos do envelhecimento humano nos tecidos periodontais sdo
baseados em mudancas biomoleculares nas células do ligamento periodontal que exarcebam a
perda Gssea em pacientes idosos com periodontite (HEBLING, 2009). Os dados dos PCP em
relacdo aos subtipos do CAM apresentaram fortes associacfes entre os perfis dos subtipos
moleculares para 0 CAM nas fases 1 e 2. Foram obervados valores significativos para a perda
dentéria, IPV, ISG, NIC>4mm e 0 SS maiores para o subtipo molecular triplo negativo em
relacdo aos outros subtipos na fase 1. Na fase 2 do nosso estudo, 0 NIC=4mm, perda dentaria,
ISG, PS>4mm e SS prevaleceram no subtipo triplo negativo (0 subtipo molecular mais
agressivo). O subtipo mais agressivo do tumor de mama (TN) compreende 29,7% dos
diagnosticos neste estudo, portanto, ha uma notavel correlacdo das condicbes clinicas
periodontais com avango do processo inflamatdrio e surpreendentemente com o nivel de

agressividade do tumor.

A analise do grau tumoral Il revelou grande prevaléncia entre os indices de perda dentaria e
NIC. Os parametros clinicos peridontais obtiveram significancia para o grupo 1B. Estudos
prévios de MORAES et al, 2016, mostraram que 39% da populacdo estudada apresentou
grande associacdo dos pardmetros de NIC e que 78% dessas lesGes estavam em estagios

avancados em niveis Il and 1V para o cancer oral. Um estudo avaliou diretamente a perda
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dentéria e periodontite como fatores de risco potenciais para a carcinogénese (MEYER et al.,
2008). Evidéncias crescentes apdiam o papel da inflamagdo no desenvolvimento, progresséo,
metastase e resisténcia ao tratamento do cancer (GRETEN, GRIVENNIKOV, 2019).

A caracteristica da periodontite como um processo inflamatorio relacionada ao cancer difere
entre os tipos de tumores, podendo afetar muitos aspectos da malignidade e resposta a drogas
quimioterapicas (MANTOVANI et al,, 2008). Importante considerar que a mucosa oral
representa um dos alvos da terapia antineoplasica e pode apresentar-se edemaciada, inflamada
e/ou ulcerada e essas alteragdes podem comprometer a saude sistémica, prolongar o tempo de
internacdo hospitalar podendo reduzir a sobrevida do paciente (HESPANHOL, 2010). A
inflamacdo persistente como a progressdo da periodontite associada ao CAM pode

compartilhar vias semelhantes para suas patogenicidades.



80

7. CONCLUSAO

Os dados do presente trabalho obtidos nos grupos estudados nos permitem concluir que:

- A microbiota subgengival apresentou grande presenca dos patdgenos-chave do
desenvolvimento da periodontite como o0s contidos nos complexos vermelho, laranja e
amarelo nos grupos 1A e 1B comparado com o grupos 2A e 2B. A grande correlacdo da
microbiota entre 0 NIC>4mm, idade e perda dentdria no grupos e fases demonstraram um
padrdo diferente como a relacdo cada vez mais comum de patégenos tido comensais e ou

saudaveis promovendo atividade patoldgica, principalmente neste grupo com cancer.

- Marcadores inflamatorios comuns na progressdo da periodontite e de muitos tumores como
as citocinas inflamatorias (IL-8, TNFa, IL6 e IL1B) foram prevalentes nos sitios periodontais
com o aumento significativo da inflamacéo clinica pelos parametros clinicos periodontais nas

pacientes com cancer.

- Dada a relevancia do subtipo triplo negativo, que retiine tumores majoritariamente agressivos
e quimiorresistentes, foi observado a inflamacdo oral (periodontite) persistente nos grupos

com este diagnostico.
- Dados mencionados acima descritos permaneceram mesmo apds terapia periodontal basica.

- O perfil sdcio demogréfico desse estudo mostrou que o CAM foi predominante nas mulheres
com faixa etdria na menopausa e poOs-menopausa que estdo ligadas ao
envelhecimento/imunosenescéncia, portanto, estes fatores devem ser levados em conta ao

tracar a estratégia do tratamento ideal para cada individuo.

- Potenciais focos de infeccdo oral precisam ser diagnosticados e tratados antes de iniciar a
terapia antineoplasica. A recomendacédo para a adequacao bucal ou terapia periodontal basica
é imprescindivel antes do inicio do tratamento do cancer de mama entre outras patologias.
Mesmo considerando que a saude bucal seja importante para as mulheres sob uso de
antineoplasicos, o0 grupo sem cancer também apresentou certa limitagdo quanto aos cuidados

orais de higiene e esta condi¢édo deve ser avaliada constantemente.

- Faz-se necessario a conducéo e a otimizacdo de estudos que ndo sejam apenas propostas de
tratamento paliativo por meio de estratégias que minimizem os efeitos adversos dos farmacos
antineoplasicos, mas que conduzam a identificacdo de metabolitos e/ou biomarcadores que

estejam relacionados a doenca, ou atée mesmo fatores que possam potencializar seus efeitos



81

sobre a cavidade bucal, de forma a engajar as avalia¢cBes de risco confidveis e terapias
econdmicas preventivas das patologias na cavidade oral (o tratamento eficaz), assim melhorar

a sobrevivéncia dos pacientes.

- Uma associacdo entre periodontite e cancer pode nos levar a considerar pacientes com

periodontite como populacéo em risco de desenvolver o cancer.
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8. PERSPECTIVAS

- Diante da caracterizacdo da microbiota realizada neste estudo, cabe uma analise da possivel
presenca de patdgenos bacterianos do complexo de Socransky em bidpsias de tumores de
mama (por meio de reacdo em cadeia de polimerase (PCR)) e sua provavel influéncia na

progressdo dos tumores de mama.

- Quanto ao acompanhamento das pacientes neste ensaio clinico, cabe: além da caracterizacao
dos parametros clinicos periodontais (perda dentaria, IPV, ISG, PS, NIC e SS) e dos niveis de
secrecdo de citocinas IL8, TNFa, IL6, IL1B, IL17, investigar outros biomarcadores como
inflamossomas, fator nuclear Kappa beta, receptor de estrogénio e o fator de crescimento
transformante beta (TGFB) 1, 2 e 3 nos fluidos gengivais participaria do processo de

progressdo tumoral no CAM com o tratamento antineoplasico quimioterapico.

- Dada a epidemiologia ascendente do CAM, abordagens multidisciplinares vém sendo
adotadas na clinica oncoldgica com o intuito de aprimorar a eficacia da terapéutica
antineoplésica, por conseguinte, promover incrementos na sobrevida e na qualidade de vida

de suas portadoras;

- Prosseguir com as investigacdes da aplicabilidade da terapia periodontal como um dos

requisitos para o inicio do tratamento do cancer sob a influéncia do tratamento antineoplésico.
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sociodemogralica das mulheras com & cancer de mama;

-Comparar o5 niveis de produgdo das citocinas IL-1, IL-G6, IL-8 & TMF nos fluidos gengivais dos silios com
periodontile nos grupos;

-Caraclerizar a microbiota subgengival dos sitios com perodontite e dos sitios penodontais clinicamentea
saudAavais Nos Qrupos;

-Comparar o perfil das citocinas IL-1, IL-8, IL-B @ TNF com as caracteristicas clinicas periodontais e com a

microbiota subgengival dos sitios com periodontite nos grupos.
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UFES - CENTRO DE CIENCIAS

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE %ﬂ‘w“"‘“
FEDERAL DO ESPIRITO

Continsacio &0 Pamoe 2 725799

Avaliagio dos Riscos e Baneficios:

D acordo com ALFREDO CARLOS RODRIGUES FEITOSA, os riscos @ beneficios do projeto Resposta
Inflamatiria @ Bactérias de Bolsas Periodontais de Mulheres com e sem Cancer de Mama 530

"Riscos:

O desconforto serd minimo, tais coma: dor, pequeno edema do local, mas todas as medidas lerapéulicas
sardo realizadas por meio de aches da rolina da pratica odontoldgica a ser realizado pela especialisla am
Periodontia

Benaficios:

Os resultados desta pesquisa poderdo conlribuir para saber guais 580 as alteragies que ocorréam na
quantidade de cilocinas (moléculas) responsaveis pela inflamagio e na quantidade de bactérias nas
gengivas, apis a terapia bucal (ralamento periodontal) dos tecidos gengivais com inflamacio gengival.
Dwessa maneira, a periodontista podera orienlar melthor os pacienies quanio ao pericdo da relomo de suas
consultas ao dentisla, quanto aos cuidados que devem ser lomados em relacio a adequada higienizagio
bucal no periodo de tratamento gengival, bem como alerar 4 populagdo das consequéncias da falta de
higiena oral.”

Os riscos e beneficios esldo de acordo com a Res. CNS N® 466/12.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Projeto possui relevancia cientifica e social.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigataria:

Mo projeto CITOCIMAS DO FLUIDO GEMGIVAL E MICROBIOTA SUBGENGIVAL DE SIiTIOS COM
PERIODOMTITE CROMICA EM MULHERES COM E SEM CAMCER DE MAMA do pesquisador ALFREDD
CARLOS RODRIGUES FEITOSA constam o8 seguintes documentos:

Folha de rosto: apresentada

Projeto datalhado: apresantado

TCLE: apresantada

Termos de anuéncia das instituicies onde a pesquisa sara realizada: apresentada

Cronograma: apresantado

Orcameanto: apresaeniado

Recomendagbes:
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

M&o ha pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este paracer foi elaborado baseado nos decumentos abaixo relacionados:

Qrad ™

12:30:13  |RODRIGUES
FEITOSA

Tipo Decumeanta Arquive Pastagem Aular Siluacao
Infarmacées Basicas|PE INFORMACOES BASICAS DO P 18/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1117923 pdf 11:18:48
Dutros FUNCAD, pdf 15/06/2018 |ALFREDO CARLOS | Aceito
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FEITOSA

Projeto Detalhade [ | PROJETO.pdf 15/06/2018 |ALFREDO CARLOS | Aceito
Brochura 12:35:54 RODRIGUES
| Investigador FEITOSA
Declaragio de CHSCMY . pdf 15/06/2018 |ALFREDO CARLOS | Aceito
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infrasstiulrs FEITOSA
Declaracdo de CIOUFES. pdf 15/06/2018 |ALFREDO CARLOS | Aceito
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MNecessita Apreciacao da CONEP:

MEo

Continuagdo 3o Parscer: 2 72579

VITORIA, 20 de Junho de 2018

Enders¢o:  Av. Marechal Campos 1468
Bairra: SN

UF: ES
Telefone:

Municipio: VITORIA
{27)3335-7211

Assinado por:
KARLA DE MELOD BATISTA
[Coordenador)

CEP: 20040081

E-mail: cep.ules@hotmail.com

Piginas 04 d 04
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D- CLASSIFICACAO CID DA DOENCA PERIODONTAL e CANCER DE MAMA



1-KO05 - GENGIVITE E DOENCAS PERIODONTAIS

K050 — Gengivite aguda

K051 — Gengivite crénica

K052 — Periodontite aguda

K053 — Periodontite cronica

K054 - Periodontose

K055 - Qutras doencas periodontais

K056 - Doenca periodontal, sem outras especificacdes

2- C50 - NEOPLASIA MALIGNA DA MAMA

CID 10 - C50

CID 10 - C50.5

CID 10 - C50.6

CID 10 - C50.8

CID 10 -C50.9

E. ODONTOGRAMA

Neoplasia maligna da mama

Neoplasia maligna do quadrante inferior externo da mama
Neoplasia maligna da porcdo axilar da mama
Neoplasia maligna da mama com lesdo invasiva

Neoplasia maligna da mama, ndo especificada
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ANEXOS

1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

A Sra. foi convidada a participar da pesquisa intitulada
“CITOCINAS DO FLUIDO GENGIVAL E MICROBIOTA SUBGENGIVAL DE SITIOS COM
PERIODONTITE EM MULHERES COM E SEM CANCER DE MAMA”, sob responsabilidade de Maria
da Conceicdo Machado Gomes.

JUSTIFICATIVA

A presenca de placa bacteriana pode afetar a gengiva causando inflamacdo gengival conhecida como
periodontite. Através do presente estudo, verificaremos quais sdo 0s genes dos tecidos gengivais de
dentes com e sem inflamagéo gengival que estdo sendo alterados antes e durante o tratamento com
guimioterapia ou radioterapia no tratamento do cancer de mama, e, também observar se existe alguma
alteracdo desses genes ap0s o tratamento gengival.

OBJETIVOS DA PESQUISA

Este trabalho propde a realizar um estudo sobre microbiota e citocinas inflamatorias da bolsa gengival e fluido
do sulco gengival de locais com inflamacéo gengival (periodontite) e de locais sadios dos referidos sulcos em
mulheres com e sem cancer de mama.

PROCEDIMENTOS

Esta pesquisa constara de exame clinico da gengiva, da presenca de dentes com cérie, obturados,
perdidos, indicados para extracao, e de raizes residuais através de um espelho bucal, sonda periodontal
reta e curva, questionario sociodemografico e da obtencédo de coleta de fluido crevicular gengival de 2
sitios periodontais saudaveis e 2 doentes clinicamente e 0 mesmo para coleta de placa subgengival.
Esse exame sera realizado por uma especialista em Periodontia, antes de iniciar a quimioterapia ou
radioterapia, sessenta dias apos a terapia antineoplasica e seis meses apés a intervencéo bucal por meio
de raspagem e alisamento radicular, controle de placa, polimento dentario e aplicacdo topica de fltor
em todas as pacientes. As amostras dos tecidos gengivais serdo obtidas por meio de cirurgia a retalho
gengival da papila interproximal do dente com inflamacéo e sem inflamag&o gengival e imediatamente
apos sera suturado com fio de seda 4,0 o tecido gengival. Os tecidos gengivais removidos serdo
imersos dentro de tubos de plastico (CRIOTUBO 2,0 ml) e apds serdo armazenados em freezer a -80°
C no Laboratério de Biologia Molecular do Cancer Humano do Curso de Farmécia e Bioquimica da
UFES sob Coordenagéo da Dra.Leticia Batista de Azevedo Rangel.

DURACAO E LOCAL DA PESQUISA

Esses procedimentos serdo realizados no Servico de Periodontia do IOUFES no Ambulatério Il e no
Laboratorio de Biologia Molecular do Cancer Humano do Curso de Farmacia e Bioquimica da UFES.
A duracdo dessa pesquisa é de até trés (03) anos. Todas as pacientes receberdo gratuitamente o
tratamento gengival por uma especialista (MCMG) no Ambulatério 2 do Instituto de Odontologia da
UFES (IOUFES).

RISCOS E DESCONFORTOS

O desconforto serd minimo, mas todas as medidas terapéuticas serdo realizadas por meio de agdes de
rotina da pratica odontoldgica a ser realizado pela especialista em Periodontia (MCMG).
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BENEFICIOS

Os resultados desta pesquisa poderdo contribuir para saber quais sdo as alteracBes que ocorrem na
quantidade de moléculas responsaveis pela inflamagdo e pela salde gengival, bem como as
modificacdes dos genes apds a terapia bucal (tratamento periodontal) dos tecidos gengivais com
inflamacdo gengival. Dessa maneira, a periodontista podera orientar melhor os pacientes, enfatizando
os cuidados que devem ser tomados em relacdo a adequada higienizacdo bucal no periodo de
tratamento gengival, bem como alertar a populacdo das consequéncias da falta de higiene oral.

GARANTIA DE MANUTENGAO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Toda informacdo obtida neste estudo serd confidencial. Em nenhum momento o0 seu nome seréa
divulgado, sendo tratado apenas por um nimero. Apenas as pessoas envolvidas no estudo terdo acesso
a estas informacdes. Os pesquisadores se comprometem a resguardar sua identidade durante todas as
fases da pesquisa, inclusive ap6s publicagéo.

OBRIGACOES FINANCEIRAS

Este projeto ndo implicara em qualquer custo ao paciente. Do mesmo modo, o participante voluntario
desta pesquisa ndo serd beneficiado financeiramente ou receberd qualquer ajuda, prémios ou
bonificagoes.

DESTINO DE MATERIAIS E/OU DADOS DA PESQUISA

Todos os resultados do trabalho em questdo serdo tornados publicos pelos meios normais de
comunicacdo cientifica. Poderdo ser apresentados através de publicacbes em periddicos cientificos
nacionais e internacionais, apresentados oralmente, como palestras, conferéncias e sob forma de
painéis em encontros cientificos ou congressos na érea tratada.

GARANTIA DE INDENIZACAO

H4 garantia de indenizacédo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

GARANTIA DE RECUSA EM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA DE
CONSENTIMENTO

A Sra. ndo é obrigadaa participar da pesquisa, podendo deixar de participar dela em qualquer
momento de sua execugdo, sem que haja penalidades ou prejuizos decorrentes de sua recusa, bem
como caso decida retirar seu consentimento.

ESCLARECIMENTOS E DUVIDAS

Em caso de dividas sobre a pesquisa ou para relatar algum problema, a Sra. pode contatar a
pesquisadora MARIA DA CONCEICAO MACHADO GOMES no telefone (27) 9 9805-6922, e-mail
falecomaria@gmail.com, ou endere¢co Rua Aurora de Aguiar Ferreira, n° 90 Bloco: O Apto: 303
Jardim CamburiVitéria-ES CEP: 29090-310, BRASIL. Tem a garantia de que recebera todas as
informacdes, respostas e esclarecimentos sobre qualquer duvida & cerca dos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados a esta pesquisa. O Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (CEP/CCS/UFES) através do telefone
(27) 3335-7211, e-mail cep.ufes@hotmail.com ou correio: Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, Prédio Administrativo do CCS, Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, CEP 29040-090,
Vitdria-ES, Brasil. O CEP/CCS/UFES tem a funcdo de analisar os projetos de pesquisa visando a
protecdo dos participantes dentro de padrBes éticos nacionais e internacionais. Seu horario de
funcionamento é de segunda a sexta-feira, de 8 as 14 horas.
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Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o presente documento, entendendo todos
0s termos acima expostos, e que voluntariamente aceito participar deste estudo. Também declaro ter
recebido uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de igual teor, assinada pela
pesquisadora principal ou seu representante, rubricada em todas as paginas.

Vitoria-ES, de de

Participante da pesquisa

Na qualidade de pesquisadora responsavel pela pesquisa "CITOCINAS DO FLUIDO GENGIVAL E
MICROBIOTA SUBGENGIVAL DE SIiTIOS COM PERIODONTITE EM MULHERES COM E SEM
CANCER DE MAMA", declaro ter cumprido as exigéncias da Resolucdo CNS 466/12 e CNS
441/2011, as quais estabelecem diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos.

Pesquisador
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2- QUESTIONARIO DE AVALIACAO DEMOGRAFICA, MEDICA E ODONTOLOGICA.

1) Esta sobre tratamento médico?

() Sim - Por qual motivo?

() Néo
2) Esta tomando algum medicamento?

() Sim - Qual (is)

3) Ja esteve hospitalizado?

() Sim — Qual motivo?

() Néo

4) Ja teve ou tem alguma das enfermidades abaixo citadas:
Doenca do coracdo () Sim () N&o () Néo sei
Hipotensao arterial () Sim () Nao () N&o sei
Alergia () Sim () N&o () N&o sei

Asma () Sim () Nao () Nao sei

Acrtrite () Sim () N&o () N&o sei

Doenca nos rins () Sim () Nao () N&o sei
Epilepsia () Sim () N&o () Néo sei

Diabetes () Sim () Nao () N&o sei

Sinusite () Sim () N&o () N&o sei

Hepatite () Sim () N&o () N&o sei

Sarampo () Sim () Nao () Nao sei

Gastrite () Sim () Nao () Néo sei
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Tuberculose () Sim () Néo () N&o seli

E portador do virus HIV? () Sim () N&o () N4o sei
Doencas da infancia? () Sim () Nao () Né&o sei
Qual (is)?

5) Ja sofreu algum traumatismo na face () Sim () N&o () N&o sei

6) E fumante? () Sim () N&o () N4o sei
7) Faz uso de bebida alcéolica? () Sim () N&o () Nao sei
8) Voceé percebe que a sua saude geral esta () Boa () Regular () Ruim () Né&o sei

9) () Ganhou ou (') perdeu peso nos Ultimos dois anos?

Avaliacao do Histérico Odontoldgico
10) Faz acompanhamento odontoldgico? () Sim () Néao () Né&o sei

Quantas vezes por ano:

Data do ultimo atendimento:

Experiéncias:

11) Tratamento anterior ( ) Periodontia ( ) Endodontia ( ) Ortodontia ( ) Protético ( )
Restauracao () Cirargico

Outros:

12) Sangramento gengival () Sim () Néo () Nao sei ()

Quando: () Provocada () Espontanea

13) Sente dor nos dentes ou proximo a eles: () Sim () Nao () N&o sei

Se sente dor, ela é: () forte () fraca () localizada () difusa

14) Sua gengiva cresceu (aumento gengival)? () Sim () N&o () Nao sei

15) Sua gengiva diminuiu (recessdo gengival) ? () Sim () Nao () N&o sei

16) Seus dentes estdo ou ja estiveram moles? () Sim () Néo () N&o sei

17) Sua gengiva tem ou ja teve bolhas (abcessos, fistula) () Sim () N&o () Nao sei

18) Algum dentista ja disse que vocé tem doenca periodontal? () Sim () N&o () N&o sei



19) Dificuldade de mastigacao/degluticdo () Sim () Nao () N&o sei
20) Dor na ATM? () Sim () Nao () Néo sei ()

21) Aftas recorrentes? () Sim () Néo () Néo sei ()

22) Herpes labial: () Sim () N&o () Néo sei ()

23) Ja fez radioterapia? () Sim () N&o () N&o sei

24) Ja fez quimioterapia () Sim () Nao () Nao sei

25) Tem outro problema de saude bucal ndo relacionado?

Avaliagdo dos Habitos Comportamentais

26) Tem bruxismo Outros

27) Frequéncia de escovacao pordia: 1 ()2 ()3 ()4 ()5()
28) Tipo de escova dental: () Macia ( )Média () Dura () Néo sabe

29) Faz uso de fio dental: () Sim () N&o () As vezes () Nunca

30) Faz uso de bochechos?: (') Sim, Qual? Frequéncia:____

() Né&o () Nao sei

31) Consome doce/agucar? () Sim, Frequéncia: __ ()N&o ( )N&o sei

32) Alimentacao saudavel () Sim () N&o () Nao sei

33) Tem sensacdo de boca ou labios ressecados? () Sim () N&o () N&o sei

34) Usa protese dentaria? () Sim () N&o () As vezes () Nunca

35) Tipo de higienizacéo da protese:
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3. CALCULO AMOSTRAL

O célculo da amostragem foi baseado na disponibilidade de mulheres que se apresentam mensalmente na Ambulatério de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM - UFES). Como o tratamento anti-
neoplésicovaria de paciente para paciente, dependendo dos tipos de diagndsticos. Para possibilitar uma relagdo mais segura e
realistica da casuistica, optamos por fazer uma amostragem com relagéo 1:1, ou seja, para cada caso (mulher com céncer de
mama) 1 mulher controle (mulheres sem cancer de mama). Portanto, teremos um grupo de doentes intitulado cancer de mama
e um grupo sem doenga, ou seja, sem neoplasia maligna de mama. O fator de risco que envolve 0s pacientes expostos em

ambos os grupos € a doenca periodontal .

O célculo amostral foi obtivo pela formula apresentada por Fleiss (1981, pp. 44-45), seguir:

2
S [Za/Z\/ (r+1pq + Z1_p/TP1q1 + P242]

! r(p; — p2)?

n, =rny
Onde,
n, = nlmero de casos;
n, = numero de controles;
Zg 2 = nivel alfa de significancia bicaudal da distribui¢do normal padréo;
Z,_p = poder do teste da distribui¢do normal padréo;
r = proporcédo de controles por casos;
p1 = proporcéo de casos expostos e qg; = 1 — pq;

p, = proporcao de controles expostos e g, = 1 — py;

_D1t7D;

p__ r+1 eﬁ:l_ﬁ'

a- TAMANHO AMOSTRAL (CENARIO 1)

O programa utilizado para a realizagéo do calculo amostral foi o Epi-info versdo 7.0. Os parametros utilizados no célculo
foram: a prevaléncia de periodontite entre os casos de 79.2%, com razdo de chances de 3.0, nimero de controles por caso de
1:1, poder de 80%, nivel de confianca de 90%, onde chegou-se ao tamanho de amostra de 50 mulheres em cada grupo, o que

resultou em um tamanho de amostra de 100 mulheres.
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b- TAMANHO AMOSTRAL (CENARIO 2)

Os parametros utilizados no calculo foram: a prevaléncia de periodontite entre os casos de 79.1%, com razédo de chances de
3.1, nimero de controles por caso de 1:1, poder de 80%, nivel de confianca de 90%, onde chegou-se ao tamanho de amostra

de 46 mulheres em cada grupo, o que resultou em um tamanho de amostra de 92 mulheres.

c- TAMANHO AMOSTRAL (CENARIO 3)

Os parametros utilizados no calculo foram: a prevaléncia de periodontite entre os casos de 79.1%, com razdo de chances de
3.5, nimero de controles por caso de 1:1, poder de 80%, nivel de confianca de 90%, onde chegou-se ao tamanho de amostra

de 37 mulheres em cada grupo, o que resultou em um tamanho de amostra de 74 mulheres.

d- TAMANHO AMOSTRAL (CENARIO 4)

Os parametros utilizados no célculo foram: a prevaléncia de periodontite entre os casos de 79.2%, com razdo de chances de
3.5, nimero de controles por caso de 1:1, poder de 80%, nivel de confianga de 95%, onde chegou-se ao tamanho de amostra
de 47 mulheres em cada grupo, o que resultou em um tamanho de amostra de 94 mulheres.

e- TAMANHO AMOSTRAL (CENARIO 5)

Os parametros utilizados no célculo foram: a prevaléncia de periodontite entre os casos de 75.7%, com razdo de chances de
3.5, nimero de controles por caso de 1:1, poder de 80%, nivel de confianca de 95%, onde chegou-se ao tamanho de amostra
de 44 mulheres em cada grupo, o que resultou em um tamanho de amostra de 88 mulheres.

f-  TAMANHO AMOSTRAL (CENARIO 6)

Os parametros utilizados no célculo foram: a prevaléncia de periodontite entre os casos de 79.2%, com razdo de chances de
3.8, nimero de controles por caso de 1:1, poder de 80%, nivel de confianca de 95%, onde chegou-se ao tamanho de amostra
de 41 mulheres em cada grupo, o que resultou em um tamanho de amostra de 82 mulheres.
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4. COEFICIENTE KAPPA DE COHEN

Esse coeficiente se baseia no nimero de respostas concordantes, mais precisamente, no nimero de casos cujo resultado

€ 0 mesmo entre os avaliadores. O coeficiente Kappa é calculado por:
K=K -K,

1-K,
em que, K: propor¢do observada de concordéncias (soma das respostas concordantes dividida pelo total); K2: propor¢édo

esperada de concordancias (soma dos valores esperados das respostas concordantes dividida pelo total).

FONTE: (WIDMANN, 2020).



5. TABELAS COMPLEMENTARES

5.1. CARACTERIZAGAO DA COBERTURA DO TRATAMENTO NO GRUPO CASO.
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Caso com DP Caso sem DP
n % n %
Sim 23 95,83 25 96,15
Quimioterapia

Nao 1 4,17 1 3,85
Sim 23 95,83 24 92,31

Radioterapia
Néo 1 4,17 2 7,69
Tamoxifeno/Inibidor de Sim 10 41,67 ! 26,92
Aromatase N0 14 58.33 19 73,08

Fonte: Ambulatério de Ginecologia do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM -

UFES) e 0 ambulatério 2 do Instituto de Odontologia da UFES (IOUFES)

5.2 VALORES DE PERDA DENTARIA, IPV, ISG, PS, NIC E SS PARA CADA GRUPO (FASEL).

Controle Caso
. . Valor p*
Mediana Média DESVJO Mediana Média DES\/JO
padrédo padrédo
Perda dentaria 6,0 7,5 5,6 7,0 9,3 7,1 0,226
IPV 49,0 52,1 35,2 48,5 50,8 25,0 0,792
ISG 31,0 38,0 33,2 37,0 38,6 25,1 0,478
=4mm 15,0 17,4 13,3 15,0 19,0 14,0 0,739
PS
>4mm 35 6,0 6,8 55 11,8 15,0 0,112
=4mm 8,5 10,4 75 6,0 7,7 7,0 0,044
NIC
>4mm 5,0 8,6 8,5 9,0 14,7 13,6 0,008
SS 52,5 52,7 30,9 56,0 58,7 30,9 0,401

Fonte: Ambulatorio de Ginecologia (HUCAM - UFES) e o0 ambulatério 2 do (IOUFES).

*Teste de Mann-Whitney; mediana dos parametros clinicos entre os grupos/ Significativo se p<0,050.
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5.3. VALORES DE PERDA DENTARIA, IPV, ISG, PS, NIC E SS PARA CADA GRUPO (FASE 2).

Controle Caso
: ; Valor p*
Mediana Média Desv~|o Mediana Média Desv~|o
padrdo padrdo
Perda dentaria 6,0 7,7 6,1 7,0 9,6 7,0 0,174
IPV 17,0 17,5 7.4 24,0 25,9 11,9 < 0,001
ISG 40,5 37,3 16,5 72,0 66,6 24,3 < 0,001
=4mm 12,0 14,0 10,5 28,0 27,5 115 < 0,001
PS
>4mm 2,5 51 6,0 10,5 14,6 15,8 < 0,001
=4mm 75 9,9 7.1 8,0 9,4 6,4 0,908
NIC
>4mm 4,0 5,9 53 10,5 14,7 14,1 < 0,001
SS 46,0 443 26,3 90,5 85,1 30,2 < 0,001

Fonte: Ambulatério de Ginecologia do (HUCAM - UFES) e o ambulatério 2 do (IOUFES).
*Teste de Mann-Whitney; mediana dos pardmetros clinicos entre os grupos/ Significativo se p<0,050.
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5.4. COMPARACAO DA PERDA DENTARIA, IPV, ISG, PS, NIC E SS ENTRE OS SUBTIPOS
MOLECULARES (FASE 1)

Sem DP Com DP
. . .. Desyip Valorp i . .. Desyip Valorp
Mediana Media padrio WMediana Media padrio
LA 40 9.3 10,3 5,0 43 21
Perda LB 80 10,9 7T 45 42 18
- 1 0,671% 0,053*
dentira ~ SUDBMMESSED 45 115 106 70 70 00 O
Tiplo negativo 20 77 10,7 10,0 123 57
LA 245 305 159 BES5 655ab 81
LB 385 T3 1T 830 758k 209
- * %
Py Subexpressdo 310 310 141 O7' 1000 e27b 154 OO
Tiplo negatve 275 283 113 61,0 6023 173
LA 19,0 202 115 71,0 763 141
LB 240 28 211 395 43 N7
a ® ®
I5E SUbSressa0 405 105 64 P 750 ea7  age 00
Tiplo negatve 275 270 128 48,0 445 181
LA - - - 275 230 153
LB - - - 225 232 122
=4mm Subell_l:-q:rrzssﬂu _ _ - - 26,0 227 15,3 0,191*
Pz Tiplo negativo - - - 80 125 13,0
A - - - 14,0 23 260
LB - - - 14,0 a7 75
=4mm Subell-l:-q;rrzssﬂu _ _ - - 3.0 3.0 23 0,435*
Tiplo negativo - - - 50 8.2 55
La 35 57 6.4 7.0 143 163
LB 6,0 78 539 10,0 9.4 91
= = 121 121
4mm Subell-lpq;rrzssﬂu 120 12.0 0,668 1.0 33 64 0,638
NI Tiplo negativo 10,0 a0 2 a5 45 34
La 12,5 115 54 16,5 168 144
LB a0 104 77 13,5 153 101
- % =1
=4mm Subell-lpq;rrzssﬂu 70 70 0,757 80 53 3.1 0,305
Tiplo negativo 55 55 64 20,0 248 203
La 115 263 244 1015 1003b 9,1
LB 355 4T6 258 995 923ab 130
1 * 0,013
S5 Subepressac g0 380 170 0.388" 720 e43ab 200 O
Tiplo negativo 50,0 475 260 58,0 638a 224

IPV — indice de placa visivel; ISG — Indice de sangramento gengival; PS — Profundidade & sondagem; NIC — Nivel de
inser¢do clinico; SS — Sangramento & sondagem. LA - Luminal A; LB - Luminal B. * ANOVA para medidas independentes;
ab - Letras diferentes indicam diferencas entre as médias (teste de comparagfes multiplas de Tukey); **. Teste de Kruskal-
Wallis; Significativo se p<0,050. (-) Estatistica ndo computada porque ndo ha PS para sem DP.
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55 COMPARACAO DA PERDA DENTARIA, IPV, ISG, PS, NIC E SS ENTRE OS SUBTIPOS
MOLECULARES (FASE 2)

Sem DP Com DP
. Valor . Valor
Mediana Média C®5° bt jediana Média DESMC pr
padrao padrao
LA 4,0 83 10,3 5,0 48a 21
LB g5 113 74 55 S0ab 27
Zerda dentaria 3 0,903 0,009
S”bzmresm 115 115 108 70 77ab 12
er2
Triplo negativo z.0 7T 10,7 10,0 12,5b 6,0
LA 155 180 95 380 388 148
LB 205 21,1 104 350 380 98
. c
PV s”bz’fr“*z“ﬂ” 180 180 1a "I a4 a0 mg 01
Triplo negativo 17,0 208 99 29,0 26,8 9.1
LA 825 675 368 770 &05ab 9,1
LB 860 &14 285 735 Ti8ab 118
156 S”b;’fr“:‘?“” s0 680 432 "% 780 8230 164 008
Triplo negative 91,5 765 310 610 S57da 138
LA B - - 315 345 7.8
LB - - - ‘0 310 108
=4mm  Subexpressio - 0,141
e - - - 300 323 127
po Triplo negativo - - - 19,0 217 11,1
LA B N N 200 31,3 321
LB i, - - 135 143 85
=4mMm  Subexpressio - cc 0,123
i - - - 11,0 83 55
Triplo negativo - - - 8,0 10,5 92
LA 35 5T 64 135 158 10,1
LB 6,0 83 58 10 130 84
=4 3 0,771 0,170
mm S”bT_l’frr‘;m” 10 11,0 140 123 47
NIC Triplo negativo 6,5 8.3 6,7 8,0 79 3.2
LA 125 115 54 180 183 148
LB 75 96 79 150 165 108
4 s 0,640 0,406
TIIM - Subspressie 74 7.0 7.0 67 25
Triplo negativo 2.0 47 55 14,0 248 211
LA 8T5 782 433 10,5 110,56 3,6
LB 780 744 275 17,0 116,20 10,0
55 S”bel‘_l’frr;m” 695 695 388 ' 930 gz3ab 24 001
Triplo negative  107,0 850 38,1 660 T73Ba 248

IPV — indice de placa visivel; 1ISG — indice de sangramento gengival; PS — Profundidade & sondagem; NIC — Nivel de
insercdo clinico; SS — Sangramento a sondagem. LA - Luminal A; LB - Luminal B.*ANOVA para medidas independentes;
ab - Letras diferentes indicam diferencas entre as médias (teste de comparagdes multiplas de Tukey); **. Teste de Kruskal-
Wallis; Significativo se p<0,050. (-) Estatistica ndo computada porque ndo ha PS para sem DP.



6. DISTRIBUIGAO DA TRIAGEM DAS PACIENTES NOS GRUPOS

TRIAGEM: GRUPO CASO=108 / CONTROLE=105

Atendidas Caso
Laudo inconclusivo

Co morbidade

Auséncia de elementos dentarios
Maiores de 70 anos

Ja iniciaram tratamento

Somente cirurgia

Obitos

Outros

Cadastro IOUFES- Controle
Atendidas - Controle

50
31

02
04
08
02
02
05
13
92
50

114



115

7. CARACTERIZACAO DA DISTRIBUICAO DOS GRUPOS EXPOSTOS OU NAO A DP

48%

52%

60%

40%
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12. FIGURAS COMPLEMENTARES

1-  Minislot para as preparo e colocagéo das amostras do biofilme subgengival bacteriano.
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Fonte: arquivo LBDP-UnG, Guarulhos-SP.
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3- Tomadas radiograficas periapicais nas Fases para avaliacdo do estagio da periodontite

Grupo 1A

Grupo 2A
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Grupo 2A

4- Modelos de Diagnostico obtidos:

a- Anatomo-patoldgico

P " UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
_l 1 Hospital Universitirio Cassiano Antonio Moraes

Servigo de Anatomia Patologica

EXAME ANATOMO-PATOLOGICO
REGISTRO DO EXAME: (SSNG_—_ REGISTRO NO SAME: (il
PACIENTE: IDADE: S

SERVIGO REQUISITANTE: MASTOLOGIA
MEDICO(A) REQUISITANTE: Dra.
DATA DA REQUISICAO DO EXAME: SERNNE=S"

DATA DO LAUDO: Seecutis

INFORMES CLINICOS
Nédulo de mama

ESPECIME E METODOS

Mama esquerda (UQL) / Biopsia por agulha

Amostra para microscopia: varios fragmentos 7 blocos; inclusao seletiva
Método de coloragao. H&E

Numero de espécimes: 1

MACROSCOPIA
Fragmento irregular de tecido, amarelado e oleoso transfixado por fio metalico. O fragmento mede

4x1,5x1,5cm

CONCLUSAO

Carcinoma ductal infiltrante caracterizado por

Grau de diferenciagao (sBR modificado): 3 (Escore Nuclear 3. Escore Tubular: 3; Escore Mitético: 2)
Tamanho do tumor: 2 5cm de diametro

Componente intraductal: Presente; do tipo comedo e solido; de alto grau

Volume do componente intraductal. Cerca de 20%, em relagao a neoplasia invasora

Infiltrado linfocitario peritumoral: Nao foi observado

Invasao angiolinfatica: N&o foi observada

Invas&o perineural: No foi observada

Margens cirurgicas: Comprometida pelo componente invasor
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duﬁllmnlnntegrau {1}

m E METODOS
Mama esquerda / Mastectomia radical ("Status” bidpsia).
varos frag 11 blocos, inclusao seletiva

para
Método de coloragao. H&E
Numero de espécimes. 10.

MACROSCOPIA
Mama pesando 319g. medindo 14x9x3 5¢cm. Ehpse de pele do 14x5 3cm, Aréolo
25x22cm de corte tem 1 nédulo na unido dos guadrantes laterais medindo

3x1,5cm, espiculado, tingido de azul Na regido retrcareolar, lesao cistica de conteddo acastanhado
medindo 1cm no maior didmetro. Tumor dista da margem inferior 1cm

rdura axilar foram di 5 14 |inf , O Maior indo 3x1,5cm. Alguns linfonodos exibe
superficie de corte branca, fime e fosca
CONCLUSAO

Espécime. Mama esquerda

Tipo do tumor: Carcinoma mamario invasvo do tipo ndo especial

Grau: 3 (Escore Nuclear: 3, Escore Tubular. 3, Escore Mitético: 2)

Localizagao do tumor Unidio dos guadranies laterais

Tamanho do tumor. 30x15mm

Componente “in sity”. presente

Tipo do componente “in situ”. cribriforme e séiido

Grau do componente “In situ”. Intermediario

Componente In situ” extenso: nao fol observado

Microcaicificaces presentes

Invaséc angiolinfatica: presente, com linfangite carcinomatosa na pele

Multifocadage tumoral nao for observada

Multicentricidade tumoral nao foi observada

Margens de ressecgao. livres de comprometimento neoplasico

Distancia Tumor-Margem mais proxima inferior, 10mm

Pele: comprometida pela neoplasia

Aréola: livre de comprometimento neoplasico

Mamilo. livre de comprometimento neoplasico

Linf axlares A joma para 2 dos 15 linfonodos isclados, Incluide o
s

com lar
Estadiamento: pT2 pN1

FONTE: Servico de Anatomia Patoldgica/HUCAM/UFES.

b- Imunohistoquimico

am. i RELATORIO DE IMUNO-HISTOQUIMICA EM MAMA CB Su

Paciente: Idade: sexo: Feminino |||/l
Historia Clinica:N6dulo de mama.

Material Recebido: Bloco(s) de parafina (2) rotulado(s) como: E  xxxxxxxxxx W
Patologista/Médico: Procedéncia: Vitoria (ES)

Estudo imuno-histoquimico: Apos desp. agao e tratamento dos tecidos com solugdes proprias para recuperagao de epitopes, os cortes histologicos foram
incubados com painel de anticorpes moneclonaig e/ou policlonais. A seguir utilizou-se o sistema de detecgio baseado em polimero. Controles positivos e
negativos foram utilizados para atestar a fidelidade das individuais para os marcadores estudados estao sumarizados na tabela a seguir.
0Oz resultados especificados dizem respeito as células de |n1mussu no contexto de cada caso.

Painel de Anticorpos Clone Resultado nas céls. neoplisicas  Obs. / Bloco

* Receptor de Estrogeno EP1 Negativo (controle interno +) (B )

* Receptor de Progesterona PgR636 Negativo (controle interno +) (E == )

¢ Produto do oncogene HER2 SP3 Escore 0 (Negativo) (E xyx )

* Ki-67 - Antigeno de proliferacio celular MIB1 Positivo 50% (E xy= )
Diagnéstico:

MAMA ESQUERDA: CARCINOMA INVASIVO NEGATIVO PARA RECEPTORES DE ESTROGENO E
PROGESTERONA E ESCORE 0 (NEGATIVO) PARA HER2. VER COMENTARIO.

0 diagnostico histologico desta neoplasia estd baseado exclusivamente na avaliagio do presente mal:erlal De acordo com o consenso da i A de O Clinica
{ASCO) e Colégio Amaricanu de Pamlnglstas (CAP) de 2010, os receptores de edep 530 cor quando ha » nuclear em >= 1% das
células

da Imuru:nlorac.éo A a)(pﬂ;ssin da oncnpﬂ:mama HERZ apresenta |mp||r.al;§o progndstica e preditiva de resposta ao tratamento
com trastuzumabe e mnlmas l‘ui'nuhr.’ipic:ns ntend o] da ASCOICAP de 2013 recomenda o critéric apmsantadu na mbnla allal:n para mlla.giﬂ da expressio
da proteina HER2 por imuno-histoguimica. Este ensaio ndo foi validado para tecidos descalcificados. Nesse tipo de tecido, os devemn se evido a
probabilidade da ocorréncia de resultados falso-negativos.
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Critérios para interpretacio da imunocoloragio para HER2

Padriio de coloracio Escore Conclusio quanto a Hiperexpressio HER2
Auséneia de i 1 s células ! ou de brana i leta e fraca/dificil 0 Negativo
perceptivel <= 10% das oéhllas tumorais®®
! loragio de membeana i leta e fraca/dificil perceptivel em mais de 10 % das células tumorais®® I+ Negativo
I )! de b i i leta, fraca derada em mais de 10% das células lumoran ou Imunocoloragio de 2+ Duvidoso
membrana completa ¢ intensa <= a 10% das células is*. Esse Itado indica a de de por FISH
! }! de b leta ¢ intensa em mais de 10% das células wmorais 3+ Positivo
* Casos que apresentam agdo de e intensa em <=10% das células, sdo considerados 2+ (duvidoso). Porém, isto pode rep de
expressdo. Assim, o ldoal éa da para Hﬂu em outra area de carcinoma invasivo.
** Se o resultado do HER2 for negativo na inicial, rep do HER2 no material de pode ser realizad casos: Tumor grau 3 ; Pequena area de tumor
invasivo na biopsia; Material de diferente da Duavida sobre condlvbu pré-analiticas da biépsia (Indulndo tempo de fixagdo).
Referéncias:

in breast cancer. Arch Pathol Lab Med—Vol 134, June 2010.

1. Wolff AC et al. ASCMAPHHQZTesﬂngmthanmUm Arch Pathol Lab Med. doi: 10.5858/arpa.2018-0902-SA. 2. Hammond MH et al ASCO/CAP guideline
testing of

g prog ep

FONTE: Servico de Anatomia Patolégica/HUCAM/UFES.



