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RESUMO

O entendimento da cavidade oral como uma fonte de infeccdo focal a
distancia tem sido discutido ha décadas. Neste contexto, muitos estudos consideram
a doenca periodontal como um fator de risco em potencial associada as doencas
sistémicas, tais como, parto prematuro e baixo peso ao nascimento, doenca
pulmonar, diabetes, aterosclerose e problemas cardiovasculares. Além disso, uma
relacdo entre doenca periodontal e cancer mostra que individuos jovens com lesdes
periodontais e com perda dos dentes molares possuem maior risco para morte
prematura de doencas fatais, tais como, neoplasias malignas e doencas
cardiovasculares. Por sua vez, outros estudos sugerem associacao da periodontite
com cancer de mama, prostata, pancreas, pulmao, cancer do trato digestivo como
um todo, cancer coloretal, bexiga, préstata e colo uterino. OBJETIVO: Avaliar a
condicao clinica periodontal e microbiolégica do biofilme subgengival em mulheres
com cancer de mama assistidas no Hospital Universitario Cassiano Anténio de
Morais (HUCAM) no Espirito Santo. METODOLOGIA: Estudo transversal com
participacdo de 44 mulheres voluntarias com cancer de mama portadoras de doenca
periodontal. Parametros clinicos periodontais e 144 amostras de biofilme
subgengival foram submetidas a extracdo do DNA por meio da técnica de
hibridizacdo Checkerboard DNA-DNA. A analise estatistica caracterizou-se por meio
da frequéncia observada, porcentagem, média, mediana e desvio padréo, além de
estatisticas de testes adotando-se o nivel de significancia de 5%. RESULTADOS:
Bolsas periodontais de 4,0mm a 5,0mm apresentaram frequéncia de 59%; o nivel
clinico de insercdo para bolsas =6,0mm alcancou 71,8%; o sangramento a
sondagem atingiu média de 27,6%; e a média de indice de placa visivel foi de
45,7%. A bactéria Tannerella forsythia (62,7%) mostrou significancia para bolsas
moderada (p<0,01) e nivel clinico de insercao (p=0,440), enquanto a bactéria
Parvimonas micra (62,8%) apresentou significancia para bolsas profundas (p<0,01)
e nivel clinico de inser¢cdo (p<0,001). As bactérias do complexo amarelo,
Streptococcus oralis, S. intermedius e S. gordonii apresentaram significancia para
bolsas profundas e nivel clinico de insercdo =6,0mm. CONCLUSAO: Alguns
estudos mostram a relacdo entre a carga bacteriana e o0 desenvolvimento e

progressao do cancer, sendo justificavel o controle do biofilme oral a fim de reduzir a



carga microbiana da boca para combater o desenvolvimento carcinogénico. Apesar
do papel das bactérias periodontopatogénicas na etiopatogénese da leséo de cancer
de mama ainda ndo estar esclarecida na literatura, mais estudos clinicos
randomizados controlados sdo necessarios para determinar se existe qualquer

elemento causal na associacdo da doenca periodontal e cancer de mama.

Palavras-chave: Doenca periodontal. Cancer de mama. Microbiota Oral. Biofilme

subgengival.



ABSTRACT

The understanding of the oral cavity as a source of infection at distance has been
discussed for decades. In this context, many studies consider periodontal disease as
a potential risk factor associated with systemic diseases such as premature delivery
and low birth weight infants, lung disease, diabetes, atherosclerosis and
cardiovascular disorders. Furthermore, a relationship between periodontal disease
and cancer shows that young individuals with periodontal lesions have higher risk of
premature death of fatal diseases such as malignant neoplasms and cardiovascular
disease. In turn, other studies suggest an association of periodontitis with breast,
prostate, pancreas, lung, cancers of the digestive tract as a whole, colorectal cancer,
bladder, prostate and cervix. OBJECTIVES: To evaluate the periodontal clinical
condition and microbiological of the subgingival biofilm in women with breast cancer
assisted at the Hospital Universitario Cassiano Anténio de Morais (HUCAM) in the
Espirito Santo. METHODS: Cross-sectional study with the participation of 44
volunteer women with breast cancer suffering from periodontal disease. Clinical
periodontal parameters and 144 samples of subgingival biofilm were extracted and
analyzed through hybridization technique Checkerboard DNA-DNA. Statistical
analysis was characterized by the observed frequency, percentage, mean, median
and standard deviation, and test statistics adopting the significance level of 5%.
RESULTS: Periodontal pockets 4,0mm to 5,0mm showed 59% rate; the clinical
attachment level of 26,0mm reached 71.8%:; bleeding on probing reached an average
of 27.6%; and the average visible plaque index was 45.7%. The Tannerella forsythia
(62.7%) showed significance for moderate pockets (p <0.01) and clinical attachment
level (p = 0.440), while the Parvimonas micra (62.8%) had significance for deep
pockets (p <0.01) and clinical attachment level (p <0.001). Bacteria of the yellow
complex, Streptococcus oralis, Streptococcus intermedius and Streptococcus
gordonii showed significance for deep pockets and clinical attachment level =26,0mm.
CONCLUSION: Some studies have been showed correlation between load bacterial
and development and progression of cancer, although the oral biofilm control should
be reduced at the oral cavity to avoid the carcinogenesis process. The role of
periodontopathogens in the etiopathogenesis of cancer lesions is not clear in the



literature, therefore more clinical studies are needed to be realized to determine the
causal factor in the association of periodontal disease and breast cancer.

Key-words: Periodontal disease. Breast cancer. Oral microbiome. Subgingival
biofilm.
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1 INTRODUCAO

O termo doenca periodontal abrange todas as doencas do periodonto,
envolvendo tanto as doengas que atingem o periodonto de protecao, classicamente,
denominadas doencas gengivais ou gengivites, como as doencas do periodonto de
sustentacdo ou suporte, as periodontites (CARRANZA JR., 2007). Periodontite
crbnica e periodontite agressiva sdo formas inflamatérias da doenga periodontal,
causada por microrganismos do biofilme subgengival que se forma ao redor dos
dentes. A inflamacdo crbnica do periodonto resulta em liberacdo continua de
citocinas, prostaglandinas, toxinas bacterianas, e muitas outras enzimas destrutivas
de células na &rea conduzindo a formacdo de bolsas periodontais e destruicao
progressiva do tecido conjuntivo (MIGLIORATI, 2008).

O biofilme dental € o fator etiologico mais importante no surgimento das
doencas periodontais. Na saude periodontal, o biofilme, na posi¢do supragengival, é
constituido predominantemente de microrganismos anaerdbios facultativos,
geralmente cocos e bacilos gram-positivos, fortemente aderidos ao dente e que em
parte dependem dos nutrientes da dieta do hospedeiro para a sua constituicao.
Entretanto, quando esse equilibrio é rompido, em geral, por um processo metabdlico
gerado por um estado de anaerobiose, pode se instalar a gengivite, com
predominancia de bactérias anaerdbias e de gram-negativos, sendo as espécies
mais representativas: Actinomyces naeslundi, Fusobacterium nucleatum, Veilonella
parvula, Streptococcus sanguis, Capnocytophaga ochracea, Porphyromonas
gingivalis, Selenomonas sputigena, Prevotela denticola, Tannerella forsythia. Por sua
vez, o hospedeiro responde a agressdo bacteriana na tentativa de combater e
eliminar os microrganismos por meio das células de defesa - linfécitos, plasmacitos,
neutréfilos e mondcitos, o que gera a ulceracdo do epitélio sulcular oral, que passa a
ser o epitélio da bolsa periodontal. Esse estagio de inflamacdo cronica e
denominado periodontite cronica possui um biofilme subgengival caracterizado por
bactérias anaerdbias estritas e gram-negativas constituido por Porphyromonas

gingivalis, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Parvimonas micra,
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Tannerella forsythia, Treponema denticola, e, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (OPPERMAN; ROSING, 2001).

As bactérias sado a principal causa de doencas infecciosas, evidéncias
apontam que estes microrganismos sdo indiretamente responsaveis por inUmeras
doencas (VILLAFUERTE, 2014). A doenca periodontal tem sido considerada como
um fator de risco em potencial para o desenvolvimento de parto prematuro e baixo
peso ao nascimento (FITZPATRICK; KATZ, 2010; SIMOES, 2011; ROSA et al.,
2012), doenga pulmonar (FITZPATRICK; KATZ, 2010), diabetes (GENCO, 1996;
FITZPATRICK; KATZ, 2010), artrite reumatéide (ROUTSIAS et al. 2011), acidente
vascular cerebral (GHIZONI, 2007), aterosclerose (PADILLA et al. 2006; VIEIRA,
2008; SARAIVA, 2010), relatos de eventos cerebrovasculares em humanos
(PADILLA et al. 2006), e demais eventos coronarios agudos como o infarto do
miocardio (OLIVEIRA et al., 2008; SOUZA; ANDRADE; OLIVEIRA, 2012).

Com relacdo a doenca periodontal e associacdo com cancer, resultados de
um estudo epidemiol6gico mostram que individuos jovens com doenca periodontal e
com molares perdidos possuem maior risco para morte prematura causada por
doencas fatais, tais como, neoplasias malignas, doencas cardiovasculares, e
doencas do sistema digestivo (HUJOEL et al., 2003; SODER et al.,, 2011). Ha
sugestbes de associacao da periodontite com cancer de prostata, mama, pancreas e
cancer de pulméao (ARORA et al., 2010; MICHAUD et al., 2007; TANWIR; SADIA;
SHAUKAT, 2012), e, existem associacfes significativas entre doenca periodontal e
cancer do trato digestivo, cancer coloretal e de pancreas. A doenca periodontal
também se associou significativamente com um risco aumentado para cancer de
préstata em homens e cancer de utero em mulheres. A doenca periodontal também
mostrou uma tendéncia a associagdo com cancer de bexiga e cancer de mama em
mulheres (ARORA et al., 2010). Recentemente, foi encontrada uma associagéo de
doenca periodontal com cancer de cabeca e pesco¢co em individuos que nunca

fumaram ou consumiram alcool (MANTOVANI et al., 2008).

A possibilidade de estudar os efeitos sistémicos da doenca periodontal e da
microbiota oral como um possivel marcador de susceptibilidade ao cancer pode

esclarecer uma possivel correlacdo entre essas patologias e remeter a uma
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investigacdo mais aprofundada sobre o papel da doenca periodontal e céncer.
Portanto, esta investigacdo pioneira implica em conhecermos o perfil clinico
periodontal e microbiolégico das bolsas periodontais relacionados em mulheres com
cancer de mama assistidas no Ambulatorio de Mastologia do Hospital Universitario

Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM) no Espirito Santo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A placa dentaria, biofilme bacteriano formado nas superficies dentais,
desempenha um papel importante na etiologia de doencas orais como a cérie e
doenca periodontal (SODER et al. 2012). A doenca periodontal envolve tanto as
doencas que atingem o periodonto de protecdo, classicamente, denominadas
gengivites, como as doencas do periodonto de sustentacdo, as periodontites
(CARRANZA JR., 2007; LINDHE, 2008). A doenca periodontal € considerada uma
das doencas crénicas inflamatérias mais comuns do mundo. Evidéncias indicam que
35% a 60% da populagcdo mundial sofrem de periodontite moderada. Entretanto,
cerca de 10% a 30% podem ter doenca periodontal grave (OLIVEIRA et al., 2008,
SOUZA; ANDRADE; OLIVEIRA, 2012). De acordo com descobertas recentes do
Centro de Controle e Prevencédo de Doencas (CDC), metade dos americanos com
30 anos ou mais tém periodontite, a forma mais avancada de doenca periodontal.
Isto equivale a aproximadamente 64,7 milhdes de americanos (AMERICAN
ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2015). Uma revisdo da literatura dos
levantamentos epidemiolégicos dos anos de 1993 a 2003 no Brasil, apontaram a
placa dental como Unico agente etiolégico das doencas gengivais e periodontais.
Através desse levantamento concluiu-se que a prevaléncia geral de doenca
periodontal encontrada foi de 92,92%. Esta revisdo também revelou uma caréncia
de dados sobre a epidemiologia das doencas periodontais em todas as regides
geograficas brasileiras (CHAMBRONE; LIMA; CHAMBRONE, 2008).

Periodontite crbnica e periodontite agressiva sao formas inflamatérias da
doenca periodontal causadas por microrganismos do biofilme subgengival. A
inflamacgéo crénica do periodonto resulta em uma liberacdo continua de citocinas,
prostaglandinas, toxinas bacterianas, e muitas outras enzimas destrutivas de células
(MIGLIORATI, 2008; OLIVEIRA et al., 2008). As reacdes inflamatodria e imunoldgica
ao biofilme bacteriano é uma caracteristica predominante da doenca periodontal. A
inflamac&o periodontal pode acontecer concomitantemente com a ativacao sistémica
da patogénese inflamatéria (OLIVEIRA et al., 2008; SODER et al. 2012).
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A relacao entre periodontopatdgenos e doencas sistémicas tem sido avaliada.
O entendimento da cavidade oral como uma fonte de infeccdo focal a distancia tem
sido discutido por pelo menos um século (KUMAR, 2013). Atualmente, muitos
estudos consideram a doenca periodontal como um fator de risco em potencial para
o desenvolvimento de parto prematuro e baixo peso ao nascimento (FITZPATRICK;
KATZ, 2010; SIMOES, 2011; ROSA et al., 2012), doenca pulmonar (FITZPATRICK;
KATZ, 2010), diabetes (GENCO, 1996; FITZPATRICK; KATZ, 2010), artrite
reumatoide (ROUTSIAS et al., 2011), acidente vascular cerebral (GHIZONI, 2007),
aterosclerose (PADILLA et al., 2006; VIEIRA, 2008; SARAIVA, 2010), relatos de
eventos cerebrovasculares em humanos (PADILLA et al., 2006), e demais eventos
coronarios agudos como o infarto do miocardio (OLIVEIRA et al., 2008; SOUZA,
ANDRADE; OLIVEIRA, 2012).

As bactérias sado a principal causa de doencas infecciosas. Inameros
microrganismos colonizam o ambiente periodontal, porém ndo é somente a
guantidade deles que determina as modificacdes que ocorrem na passagem da
salde para a periodontite, mas a atividade sinérgica que ocorre com a combinacao
das atividades metabolicas das espécies implantadas. As doencas periodontais
destrutivas sdo causadas por algumas espécies microbianas diferentes e podem
ocorrer em varios sitios e em intervalos irregulares. Muitos progressos tém sido feito
nos estudos sobre etiologia das doencas periodontais. Um fato a ser considerado
refere-se a diversidade microbiana existente no biofilme subgengival. As doencas
periodontais estdo associadas com alteracdes na densidade e na composi¢cao dessa
biomassa. Mais de 500 espécies bacterianas ja foram identificadas usando técnicas
de cultivo e de biologia molecular. A maioria parece ser comensal e apenas um
pequeno namero compreende patdégenos oportunistas. No entanto, os métodos de
cultivo geralmente subavaliam o nimero de espécies (algumas nédo sao cultivaveis)
e muitos grupamentos bacterianos estdo sendo descobertos por técnicas
moleculares, mas o papel dos microrganismos detectados recentemente ainda é
incerto. E possivel que muitos deles sejam transitérios, outros comensais, mas ainda
€ provavel que uma pequena parcela tenha relacdo com o desenvolvimento de
doencas na cavidade bucal (TREVIZANI FILHO; SANI NETO, 2002).
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Atualmente, a etiologia da doenca periodontal esta baseada na hip6tese dos
Complexos Microbianos de Socransky. Neste sentido, foram descritos seis
complexos microbianos que se instalam seqiencialmente na placa subgengival de
individuos adultos (Figura 01) (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 2002).

FIGURA 1 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DOS SEIS COMPLEXOS MICROBIANOS
ENCONTRADOS EM PLACAS SUBGENGIVAIS (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002)

Complexo
Vermelho

Complexo
Laranja

Complexo Complexo Complexo Complexo
Azul Violeta Verde Amarelo

Complexo azul: Actinomyces ssp.
Complexo violeta: Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus
Complexo verde: Eikenella corrodens, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga

sputigena, Capnocytophaga gingivalis e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans sorotipo a.
Streptococcus mitis, S. oralis, S sanguinis, S.gordonii e S
intermedius.

Complexo laranja: Streptococcus constellatus, Campylobacter rectus, C. showae, C.
gracilis, Prevotella intermedia, P. nigrescens, Parvimonas micra,
Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum), F. nucleatum (sp.
vincentii), F. nucleatum (sp. polymorphum), F. periodonticum,
Eubacterium nodatum

Complexo vermelho: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola.

Os complexos microbianos, amarelo, azul, verde e violeta sdo constituidos

por grupamentos (clusters) de bactérias que tém a capacidade de aderir a superficie
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dental, constituindo a base da piramide do biofilme: sdo os colonizadores iniciais da
superficie dental e ndo se relacionam com a doenca, sendo muitos deles
considerados até como espécies benéficas. As espécies de Streptococcus
constituem 47% a 82% dos colonizadores pioneiros. No complexo amarelo séo
encontradas as bactérias Streptococcus mitis, S. oralis, S sanguinis, S. gordonii e S
intermedius. No azul estdo varias espécies de Actinomyces. O violeta engloba as
bactérias Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus. O complexo verde
compreende as espécies Capnocytophaga ochraceae, C. sputigena, C. gingivalis e o
sorotipo “a” de A. actinomycetemcomitans (este sorotipo é associado, nos EUA, com
a periodontite do adulto, enquanto o sorotipo “b” é relacionado com a periodontite
agressiva). Esses complexos basais fornecem receptores e criam condicbes
ecolégicas para a implantacdo das bactérias do complexo laranja (S. constellatus,
Campylobacter rectus, C. showae, C. gracilis, Prevotella intermedia, P. nigrescens,
Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum), F. nucleatum (sp.
vincentii), F. nucleatum (sp. polymorphum), F. periodonticum, Eubacterium
nodatum), implicadas com a patogénese das doencgas periodontais. O complexo
laranja precede e cria condi¢des para a implantacdo do complexo vermelho (apice
da piramide); este ultimo aglomerado é formado pelas espécies Tannerella forsythia,
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, aceitas como agentes etiolégicos
da periodontite crénica e relacionados com o aumento de profundidade de bolsa e
com a presenca de sangramento a sondagem (TREVIZANI FILHO; SANI NETO,
2002).

Além da etiologia bacteriana, outros fatores estdo relacionados com o
desenvolvimento e progressdo da doenca periodontal. Fatores de risco tém sido
associados ao aumento da susceptibilidade a infeccdo periodontal, como fatores
geneéticos, género, tabagismo, etilismo, diabetes, osteoporose, deficiéncia de calcio
e vitamina D, estresse e obesidade. Esses fatores contribuem com a patogénese
das doencas periodontais por promoverem alteracbes do fluxo sanguineo no
periodonto, na producdo de saliva ou mesmo interferindo na resposta imune frente
aos microrganismos (GENCO, 1996; GENCO; BORGNAKKE, 2013; NISHIYAMA,

2013)
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O aumento no numero de bactérias e estabelecimento de possiveis
interacdes entre as espécies envolvidas na patogénese das doencas periodontais
gera consequente aumento da viruléncia desses microrganismos (GENCO;
BORGNAKKE, 2013; NISHIYAMA, 2013). Entre os periodontopatdgenos, incluem-se
microrganismos especificos, com potenciais fatores de viruléncia associados a
aderéncia, presenca de capsula, producédo de proteases, inibicdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro, destruicdo dos tecidos gengivais e reabsorcdo Ossea
alveolar, além disso, formam complexos polimicrobianos mais resistentes a acéo de
drogas e a resposta imunologica (ARMITAGE; ROBERTSON 2009; PASTER et al.
2001; NISHIYAMA, 2013). A saude dos tecidos periodontais depende do equilibrio
entre a viruléncia dos microrganismos do biofilme subgengival e dos mecanismos de

defesa do hospedeiro. Quando ocorrer desequilibrio, a doenca pode se instalar.

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Actinomyces
actinomycetemcomitans, Tanerella forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum, Dialister pneumosistes, Parvimonas micra, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens, Capnocytophaga sputigena sdo as bactérias que mais se
destacam na patogénese das doencas periodontais (AMAR; LEEMAN, 2013;
NISHIYAMA, 2013).

Em modelos de estudos com seres humanos ou animais, as bactérias orais
podem se disseminar a partir do tecido gengival para a circulagdo sanguinea ou
sistema linfatico (MICHAUD 2013). Existe evidéncia para os microrganismos P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans e T. denticola em placas ateromatosas de
seres humanos com aterosclerose (PUSSINEN et al., 2004) e P. gingivalis também
tem sido associada com elevado risco de doenca cardiaca coronaria (PUSSINEN et
al., 2003). Além desses microrganismos, o P. gingivalis pode sobreviver no sangue e
tecido hospedeiro sendo encontrado no coracao, figado, rim e baco (MICHAUD
2013).

P. gingivalis € um cocobacilo, assacarolitico, gram-negativo, que requer
condicdo de anaerobiose para seu crescimento. Apresenta morfologia colonial
caracteristica em &gar sangue, com colbnias inicialmente variando entre branco ou

creme e que escurecem apds 4 a 8 dias de incubacdo devido a deposicdo de
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hemina sobre a superficie celular bacteriana (SMALLEY et al. 2006; TEIXEIRA,
2013; COSTALONGA; HERZBERG, 2014). A hemina é utilizada em estudo in vitro
como fonte de aquisi¢éo de ferro por P. gingivalis, sendo o ferro elemento crucial
para o crescimento e determinacdo de viruléncia desta bactéria (KUBONIWA et al.
2001; TEIXEIRA, 2013). P. gingivalis adquire sua energia metabdlica através de
fermentacdo de aminoé&cidos, uma propriedade decisiva para a sua sobrevivéncia
em bolsas periodontais, onde os acucares sdo extremamente escassos (BOSTANCI;
BELIBASAKIS, 2012; TEIXEIRA, 2013). Este patdgeno oportunista pode invadir
células ndo fagociticas e se multiplicar no citoplasma, e sua sobrevivéncia no interior
da célula poderia estar associada a manutencdo da cronicidade da lesédo periodontal
(LAMONT et al., 1995; PARK et al., 2004; MAO et al., 2007; TEIXEIRA, 2013).
Estudos in vitro mostraram que P. gingivalis pode induzir a apoptose de fibroblastos,
linfécitos, células endoteliais e epiteliais da gengiva (ROTH et al., 2007; TEIXEIRA,
2013). P. gingivalis apresenta um grande numero de fatores de viruléncia que
incluem o lipopolissacarideo, polissacarideo capsular, fimbrias, hemaglutinina, e
enzimas proteoliticas extracelulares, propiciando a adesdo aos tecidos orais,
formacao de biofilme, indu¢cdo do quadro inflamatério, obtencdo de nutrientes e
evasao das defesas do hospedeiro (YOSHIMURA et al., 2009).

Alguns microrganismos foram relacionados a carcinogénese (SAYEHMIRI et
al., 2015). A carcinogénese € um processo multifatorial, na qual tem o crescimento
desordenado de células que se acumulam no seu material genético dando origem a
alteracbes de funcdes. Estas cascatas metabolicas também podem ser
desencadeadas por uma infeccdo ou inflamacdo que, de fato, estima-se
desempenhar um papel em 15% a 20% de todas as malignidades (SODER et al.,
2012).

Quanto a associacdo com o cancer, individuos com doenca periodontal
possuem maior incidéncia de cancer e maior risco de morte (HUJOEL et al., 2003;
TANWIR; SADIA; SHAUKAT, 2012). Doenca periodontal teve uma maior incidéncia
de cancer total em comparacdo com aqueles sem doenca periodontal (taxa de risco/
TR=1,48; 95% intervalo de confianca/IC 1,30;1,69) (ARORA et al., 2010).
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Em um estudo descritivo com 15,333 gémeos realizado na Suécia avaliou
fatores genéticos relacionados a doenca periodontal e céncer em geral. A
metodologia incluiu a aplicacédo de questionario e a mobilidade dentéria relatada pelo
paciente como indicador de doenca periodontal. Foi sugerida a associacdo da
periodontite com cancer do trato digestivo, coloretal (TR= 1,62; 95% IC 1,13; 2,33),
pancreas, estbmago (TR= 0.85; 95% IC 0,45, 1,59), bexiga (TR= 1,13; 95% IC 0,59;
2,20), prostata, mama, colo de Utero e pulméo. Ha associagdes significativas entre
doenca periodontal e cancer do trato digestivo (TR= 1,34, 95% IC 1,05; 1,72) como
um todo, bem como com cancer coloretal (TR= 1,62; 95% IC 1,13, 2.33) e de
pancreas (TR=2.06; 95% IC 1,14; 3,75). A doenca periodontal também se associou
significativamente com um risco aumentado para cancer de prostata (TR=1,47; 95%
IC 1,04; 2,07) em homens e com o cancer de utero (TR= 2,20, 95% IC 1,16; 4,18)
em mulheres. A doenca periodontal foi associada com um risco aumentado para
cancer de bexiga (TR=1,13; 95% IC 0,59; 2,20) e cancer de mama (TR= 1,12, 95%
IC 0,75; 1,68) em mulheres. De acordo com os autores é possivel que a doenca
periodontal compartilhe fatores genéticos com alguns tipos de cancer. Entretanto, a
falta de associacdo entre doenca periodontal e cancer em gémeos monozigoticos
deve-se ao limitado poder estatistico de teste de associacdo nesse subgrupo.
Estudos prospectivos que possam confirmar a relacdo genética entre doenca
periodontal e cancer sao necessarios, dessa forma sera possivel a identificacado de
polimorfismos genéticos especificos em ambas condi¢cdes para a identificacdo de
individuos de risco e desenvolvimento de estratégias preventivas (ARORA et al.,
2010).

Outro estudo prospectivo longitudinal realizado nos Estados Unidos
acompanhou 11.328 individuos com avaliacdo meédica e odontologica. Houve
associacoOes significativas entre doenca periodontal e cancer de pulméo e brénquios
(TR=1,94; 95% IC 1,16; 3,26), e outras associa¢des importantes como o cancer de
préstata (TR= 1,81; 95% IC 0,76; 4,34), mama feminino (TR= 1,32; 95% IC 0,74,
2,38), colo do utero (TR= 0,91; 95% IC 0,49; 1,70), pancreas (TR= 1,77; 95% IC
0,85; 3,67), e estbmago (TR= 0,95; 95% IC 0,39; 2,35) (HUJOEL et al., 2003).

Alguns patégenos periodontais tém sido relacionados com o desenvolvimento
de cancer. A bactéria P. gingivalis pode ativar algumas reacdes imunolégicas e
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inflamatdrias no hospedeiro, criando algumas perturbagbes na eliminacdo de
bactérias, tendo sido descrita como potencialmente cancerigena. P. gingivalis tem a
capacidade de invadir e penetrar diferentes células epiteliais e possui um
mecanismo complexo que permite a bactéria alterar a defesa celular, em particular,
alguns genes especificos do hospedeiro. Um efeito carcinogénico importante da P.
gingivalis é a inibicdo de apoptose das células epiteliais que € um mecanismo de
protecdo intrinseca das células cancerosas. Este processo pode ser criado atraves
do prolongamento da sobrevivéncia de células e aumento da proliferacdo celular.
Esta bactéria tem a capacidade de invadir, proliferar e sobreviver no interior do
citoplasma das células infectadas e, desse modo, se espalhar para células contiguas
(SAYEHMIRI et al., 2015).

Estudos mostraram que P. gingivalis pode desempenhar um papel na
carcinogénese do pancreas (FARRELL et al.,, 2012; MICHAUD et al., 2007,
MICHAUD et al., 2013; WHITMORE; LAMONT, 2014; VILLAFUERTE, 2014). Foram
aferidos os anticorpos presentes no plasma para 25 bactérias orais em amostras de
sangue em 405 pacientes com pré-diagnéstico de cancer pancreéatico e 416
controles pareados. O estudo demonstrou altas correlacbes de duas cepas de P.
gingivalis (ATCC 53978 e ATCC 33277). Individuos com altos niveis de anticorpos
contra P. gingivalis ATCC 53978 tinham um risco duas vezes maior de cancer
pancreatico do que os individuos com niveis mais baixos de anticorpos anti P.
gingivalis (MICHAUD et al., 2013).

P. gingivalis foi encontrado em abundancia no epitélio oral sugerindo uma
possivel associacdo com carcinoma de células escamosas de boca (HOOPER et al.
2006; KATZ et al. 2011). Uma analise de amostras de tecidos orais a partir de 10
casos e cinco individuos saudaveis, utilizando anticorpos imunohistoquimico
especifico anti P. gingivalis (ATCC33277) foi detectado um aumento
estatisticamente significativo da coloracdo P. gingivalis em tecidos de carcinoma de
células escamosas de boca do que os tecidos normais. O estudo usou coloracéo de
anticorpos contra a bactéria comensal Streptococcus gordonii como um controle,
gue ndo mostraram qualquer diferenca significativa de distribuicdo. Esta constatacéo

apontou pela primeira vez uma associacdo notavel de P. gingivalis com carcinoma
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de células escamosas de boca, apesar do tamanho reduzido da amostra (KATZ et
al., 2011).

P. gingivalis € um biomarcador para o risco associado de morte por cancer
orodigestivo (AHN; SEGERS; HAYES, 2012). Em estudo prospectivo com 12.605
individuos com diagnéstico de periodontite, dos quais 7.852 tiveram resposta imune
do anticorpo IgG para P. gingivalis. Foi realizado um acompanhamento desses
individuos de 1988 a 2006 em relacdo a mortalidade por céncer orodigestivo,
incluindo céancer de labio, cavidade oral, trato gastrointestinal, pancreas e figado.
Nesse periodo de acompanhamento ocorreram 105 mortes por cancer orodigestivo.
Foi encontrado associacdo da periodontite moderada ou grave com o aumento do
risco relativo de morte por cancer orodigestivo. O risco de mortalidade também foi
proporcionalmente aumentado com a gravidade da doenca periodontal. A maior
associacdo com periodontite foi encontrado para cancer coloretal e cancer de
pancreas. Os niveis elevados de soro IgG de P. gingivalis tendeu a ser associado
com o aumento da mortalidade por cancer orodigestivo. P. gingivalis também foi
associado com maior probabilidade para a mortalidade por céncer orodigestivo em
individuos ndo apresentem diagnostico de doenca periodontal. Desta forma, este
estudo foi o primeiro correlacionar P. gingivalis com a mortalidade por cancer
orodigestivo, apontando assim, que P. gingivalis pode ser um biomarcador valioso
para risco associado a morte por cancer orodigestivo (AHN; SEGERS; HAYES,
2012).

Foi relatado um aumento da proporcéo de P. gingivalis em amostras de saliva
de 45 individuos com cancer de células escamosas de boca em comparacdo com
229 individuos saudaveis. Embora este aumento ndo tenha sido estatisticamente
significativo, pode ser que o tamanho relativamente pequeno de pacientes tenha
sido um fator limitador. No mesmo estudo, foram avaliadas 40 bactérias orais
comuns usando método de hibridizagdo de DNA-DNA. Trés espécies testadas,
Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica e Streptococcus mitis,
apresentaram contagens médias elevadas na saliva de individuos com cancer de
células escamosas de boca. Quando testado como marcadores de diagndstico, as
trés espécies foram encontrados para 80% dos casos de céancer. Em saliva, a
presenca de contagens altas de C. gingivalis, P. melaninogenica e S. mitis em saliva
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podem ser indicadores de diagndstico de cancer de células escamosas de boca
(MAGER et al., 2005).

Outra bactéria, a Fusobacterium nucleatum, tem sido associada como espécie
predominante no cancer coloretal (CASTELLARIN et al.,, 2012; HAN, 2014,
WHITMORE; LAMONT, 2014; VILLAFUERTE, 2014). Respostas de células epiteliais
a infeccdo por F. nucleatum também s&o consistentes com a carcinogénese
(WHITMORE; LAMONT, 2014). Amostras de tecidos tumorais de cancer coloretal de
99 individuos foram comparadas com 99 amostras de tecidos normais adjacentes.
Através de analise quantitativa por PCR foi observada uma abundancia global
significativa de Fusobacterium sendo 415 vezes maior nas amostras de tumor, do
gue nas amostras normais emparelhadas. Deste modo, existe evidéncia de que a
infeccdo por Fusobacterium seja comum no cancer coloretal, mas ainda néo se sabe
se existe qualquer envolvimento do Fusobacterium na tumorigénese. A presenca
dessa bactéria pode simplesmente representar uma infecgdo oportunista em um
local imuno-comprometido, mas a possibilidade de um papel na etiologia de
tumores, talvez por meio de mecanismos pro-inflamatoérios, merece um exame mais
minucioso. No mesmo estudo, trés amostras dos 99 individuos com céancer coloretal
foram compostos por espécies de adenocarcinoma. Duas destas trés amostras
tinham indice muito elevado de Fusobacterium, e, uma delas mostrou ser a taxa
mais elevada de todas as amostras tumorais. Isso apoia a nocédo de que um estudo
abrangente de lesdes em fase inicial pode ajudar a determinar se a infeccdo por
Fusobacterium esta relacionada com os primeiros estagios da progressao do cancer
(CASTELLARIN et al.,, 2012). Moléculas de sinalizagdo alvo por F. nucleatum
incluem quinases envolvidas no controle do ciclo celular, e, como resultado, F.
nucleatum pode elevar a proliferacdo e migracéo celular, além de ativar p38, levando
a secrecao de MMP-9 e MMP-13 (colagenase 3). Semelhante a MMP-9, MMP-13
desempenha um importante papel na invasdo de tumores e metastases.
Recentemente, foi demonstrada uma relacdo mais direta entre F. nucleatum e
cancer coloretal em que a adesina fusobacterial FadA liga a E-caderina em células
de cancer de colon e ativa a sinalizacdo de pB-catenina. Esta via conduz a um
aumento da atividade de transcricdo de oncogénese, Wnt e citocinas, assim como a
estimulagdo da proliferagdo de células de cancer coloretal. In vivo foi estabelecido

pela constatacdo de que os niveis de genes FadA no tecido do célon de pacientes
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com céancer coloretal foram 10 vezes maior em comparacao com individuos normais
(WHITMORE; LAMONT, 2014).

Investigar a prevaléncia de agentes periodontais entre pacientes com cancer
€ importante, uma vez que suas descobertas podem ajudar os médicos para
controlar complicacbes periodontais e terem um melhor prognéstico para
planejamento do tratamento da doenca de céancer (KANG et al., 2009; SAYEHMIRI
et al., 2015). As informacdes sobre as causas de cancer em locais especificos sédo
importantes para o controle do cancer por pesquisadores, pacientes, e o publico em
geral. No entanto, alguns tipos de cancer possuem poucas identificacbes de agentes
causais (COGLIANO et al., 2011).

No mundo, em 2012, a estimativa era de 14,1 milhdes de novos casos de
cancer; 8,2 milhées de mortes por cancer e 32,6 milhdes de pessoas vivendo com
cancer (dentro de 5 anos apos o diagndéstico). O cancer de mama € o segundo tipo
de cancer mais comum no mundo e o tipo de cancer mais frequente entre as
mulheres com um numero estimado de 1,67 milhdes de novos casos de cancer
diagnosticados em 2012 (25% de todos os canceres) (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2015).

A estimativa de mulheres vivendo com cancer de mama nos Estados Unidos
da América, em 2012, foi de 2.975,314, e a estimativa de novos casos de cancer de
mama projetada para 2015 foi de 231,840 individuos, ou seja, 14,0% do total de
casos novos de cancer. Ja a estimativa de morte por cancer de mama para 2015 foi
de 40.290 individuos representando 6,8% do total das mortes por cancer
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2012).

O cancer de mama é o mais comum entre as mulheres no Brasil,
respondendo por 25% dos casos novos a cada ano. A estimativa de incidéncia de
cancer de mama no Brasil valida para 2015 previu 57.120 casos novos (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015). Existem
diferencas nas taxas de incidéncia da doenca entre as regides do Brasil. A maior
incidéncia ocorre na regidao sudeste. A medida utilizada para quantificar esta

incidéncia chama-se taxa bruta, que corresponde ao numero de casos para cada
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100 mil mulheres. Na regido sudeste esta taxa é de 64.54 casos/100 mil mulheres,
regido sul 64.3 casos/100 mil mulheres, regido centro-oeste 37,68 casos/100 mil
mulheres, regido nordeste 30,11 casos/100 mil mulheres e regido norte com a menor
incidéncia 16,62 casos/100 mil mulheres. As variacbes geograficas observadas
dentro do Brasil, com as taxas em &reas urbanas geralmente excedendo aquelas
observadas em areas rurais, corroboram as tendéncias internacionais (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE MASTOLOGIA, 2015).

Os principais fatores associados a um maior risco para desenvolver cancer de
mama sao: sexo feminino, menarca precoce (antes dos 11 anos), menopausa tardia
(apbs os 55 anos), nuliparidade, primeira gestacao a termo apds os 30 anos, ciclos
menstruais menores que 21 dias, mae ou irma com historia de cancer de mama, na
pré-menopausa, dieta rica em gordura animal, dieta pobre em fibras, obesidade
(principalmente apds a menopausa), radiacdes ionizantes, etilismo, auséncia de
atividade sexual, residéncia em area urbana e cor branca (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2002). Apesar de faltar
evidéncia cientifica, especula-se ainda que os seguintes fatores estejam associados
ao cancer de mama: abortamento, aumento do volume das mamas, baixa ingestéo
de fitoestrogénios e uso de drogas anti-inflamatérias (THULER, 2003). Por outro
lado, os principais fatores associados a um menor risco para desenvolver cancer de
mama sdo: sexo masculino, menarca apdés os 14 anos, menopausa antes dos 45
anos, primeira gestacdo a termo e amamentagdo precoces (idade inferior a 30
anos), atividade fisica regular e habitos alimentares saudaveis (baixo teor de
gordura, sal e agucar; aumento no teor de gréos integrais, tubérculos, vegetais e
frutas) (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA
SILVA, 2002), exposicdo a campos magneticos, trauma mamario, uso de
antitranspirantes e de implantes de proteses mamarias de silicone (THULER, 2003).
Por fim, o conhecimento cientifico acumulado até o presente indica que menos de
50% dos casos de cancer de mama podem ser explicados pelos principais fatores
de risco descritos. E considerada mulher com situacdo de alto risco aquela com
historia familiar de cancer de mama em ascendentes ou parentes diretos (méae ou
irma) na pré-menopausa; ou aquela que teve diagnostico prévio de hiperplasia
atipica ou neoplasia lobular in situ; ou ainda cancer de mama prévio (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2002).
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A avaliacdo periodontal e microbiologica da placa subgengival ainda nao foi
esclarecida em estudos cientificos em pacientes com cancer de mama. Diante
dessas investigacbes e da escassez de pesquisas sobre a condicdo clinica
periodontal e o perfil microbiolégico do biofilme subgengival das bolsas periodontais
relacionados com o cancer de mama, amostras de placa subgengival dessas
pacientes foram avaliadas por metodologia molecular de hibridizacdo DNA-DNA
checkerboard. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi conhecer aspectos clinicos
periodontais e a natureza do biofilme subgengival de mulheres com cancer de mama
assistidas no Ambulatério de Mastologia do Hospital Universitario Cassiano Antonio
de Moraes (HUCAM) no Espirito Santo. Este estudo faz parte de um projeto com
maior amplitude, no qual o desenho de caso controle estd sendo realizado nessa
mesma populacédo alvo, com o objetivo de avaliar a resposta do hospedeiro apés a

terapia periodontal em pacientes em tratamento para o cancer de mama.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a condicao clinica periodontal e microbiolégica do biofilme subgengival
em mulheres com cancer de mama assistidas no Hospital Universitario Cassiano
Antdnio de Morais (HUCAM) no Espirito Santo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demonstrar as caracteristicas soOcio-demogréficas, de saude sistémica,
comportamentais e preocupacao com o tratamento odontolégico.

2. Analisar os parametros clinicos periodontais;

3. Caracterizar o perfil microbiolégico das bolsas periodontais das mulheres com

cancer de mama; e,

4. Comparar os parametros clinicos periodontais com o perfil microbiol6gico do

biofilme subgengival;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRA

Quarenta e quatro mulheres portadoras de cancer de mama submetidas as
terapias antineoplasicas e assistidas no Ambulatério de Mastologia do Hospital
Universitario Cassiano Antdnio de Moraes (HUCAM) no Espirito Santo participaram
deste estudo. A amostra (n) deste estudo transversal foi de conveniéncia. Apos
diagnoéstico confirmado de cancer de mama pelos médicos mastologistas do
HUCAM, as pacientes foram encaminhadas para o Servico de Periodontia no
Ambulatério 2 do Instituto de Odontologia da UFES (IOUFES). A selecdo das
pacientes foi realizada por um especialista em Periodontia (VRB) as quais foram
submetidas ao exame clinico periodontal completo, nimero de dentes perdidos
(APENDICE 1) e questionario anamnésico médico-odontoldgico (APENDICE 2). A
presenca de doenca periodontal nas mulheres portadoras de cancer de mama foi
confirmada ap6s diagnéstico da presenca de pelo menos uma (01) bolsa periodontal
com profundidade de sondagem e nivel de insercéo clinico 24,0mm em qualquer

maxilar.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

As participantes voluntarias deveriam ter as seguintes caracteristicas clinicas:
periodontite crénica em pelo menos um (01) sitio com profundidade de bolsa a
sondagem (PBS) e nivel clinico de insercdo (NCI) maior ou igual a 4,0mm em
qualguer maxilar; presenca de no minimo dez (10) dentes na cavidade bucal; idades
entre 35 até 75 anos de idade; diagnostico confirmado de cancer de mama assistido
pela equipe médica do Servico de Mastologia do HUCAM/UFES.
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4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdo adotados foram: idades abaixo de 30 anos e acima de
75 anos; portadoras somente de gengivite; ndo possuir o minimo de dez dentes na
cavidade bucal; ter realizado cirurgia; portadores de desordens locais ou sistémicas
gue causam lesbes nas mucosas orais; estar usando terapia com antimicrobiano ou
antibiotico dentro de duas semanas a quatro semanas prévias ao exame bucal,
presenca de infeccdo aguda oral pré-existente; gestantes; reabilitacdes protéticas
extensas, tais como: protese total superior e inferior; protese parcial removivel
superior ou inferior apoiada em menos de dez dentes naturais na cavidade bucal,
histérico de tratamento periodontal prévio nos ultimos seis meses; e, alergia a

clorexidina.

4.4 CONSIDERACOES ETICAS

Todas as patrticipantes foram informadas dos objetivos do estudo e de seus
riscos e beneficios. Apds autorizacdo do Comité de Etica do Hospital Universitario
Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM) (ANEXO A), as pacientes que concordaram
em participar voluntariamente do estudo foram encaminhadas e ap6s concordarem e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B), de
acordo com as diretrizes e normas do Conselho Nacional de Saude (Resolugéo
n°466/12) foram incluidas no estudo. Todas pacientes foram submetidas a profilaxia,
orientacdo de higiene oral e aplicacdo topica de flior no Servico de Periodontia
(Ambulatério 2) do IOUFES. O projeto foi submetido a apreciacdo do Comité de
Etica em Pesquisa do CCS da UFES/Plataforma Brasil e aprovado com o nimero
CAAE 21597313.2.0000.5060 (ANEXO C).

4.5 QUESTIONARIOS ANAMNESICO E MEDICO-ODONTOLOGICO

As informacfes demograficas, clinicas, comportamentais, sistémicas e bucais
relacionadas ao uso das terapias antineoplasicas para o cancer de mama foram

obtidas por meio de um questionario anamnésico médico-odontologico estruturado
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(APENDICE 2) contendo as varidveis independentes, idade (anos), tabagismo,
etilismo, hipertensdo, diabetes, depressdo, ansiedade, cardiopatias, outras
neoplasias, visita ao dentista e tratamento periodontal. Nao foram coletados dados
dos prontuarios médicos do HUCAM sobre o desfecho oncolégico atribuivel ao

cancer de mama.

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Trata-se de um estudo observacional descritivo transversal. No primeiro
contato com as pacientes foi realizado o questionario anamnésico, os procedimentos
clinicos de profilaxia e a coleta de amostras subgengivais de placa bacteriana em

diferentes sitios, naquelas pacientes que se enquadravam nos critérios de inclusao.

4.7 AVALIACAO CLINICA PERIODONTAL

A avaliacao clinica periodontal foi realizada por uma periodontista (VRB) com o
objetivo de realizar o diagnéstico clinico periodontal. As mensuracdes clinicas
periodontais foram registradas no formulario Periodontograma (APENDICE 1) e em
seis sitios por dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual,
lingual e distolingual), em todos os dentes (exceto os terceiros molares), utilizando-
se sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte (PCPUNC-BR 15, Hufriedy do
Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A perda dentéria foi registrada pela auséncia de
qualquer dente utilizando o préprio periodontograma. Foram analisados o0s seguintes
parametros periodontais: (1) Sondagem do Nivel Clinico de Insercéo (NCI), aferindo-
se a distancia, em milimetros, entre a juncdo cemento-esmalte e a porgdo mais
apical da bolsa/sulco periodontal; (2) Profundidade Clinica de Sondagem ou
Profundidade de Bolsa a Sondagem (PBS), aferindo-se a distancia, em milimetros,
entre a margem gengival livre e a porcdo mais apical sondavel da bolsa/sulco
periodontal; (3) indice de Placa Visivel (IPV): presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de placa supragengival visivel (AINAMO; BAY, 1975); (4) indice de
Sangramento Gengival Marginal (ISG): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0)

de sangramento gengival marginal, apds percorrer levemente a sonda ao longo; (5)
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Sangramento a Sondagem (SS): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de
sangramento apés 20 segundos da sondagem; (6) Supuracdo (SUP): presenca
(escore 1) ou auséncia (escore 0) de supuracdo espontanea ou apos 20 segundos
da sondagem; (7) Mobilidade dentaria, e (8) Lesdes de Furca (HAMP et. al., 1975).

A presenca de periodontite crénica foi definida se: PBS 24,0mm e NCI
24,0mm em algum dente e no mesmo sitio e ndo contiguo, classificando-se a
doenca em localizada (menos de 30% dos dentes envolvidos), e generalizada (mais
de 30% dos dentes afetados) (ARMITAGE, 1999). O diagndéstico clinico de
periodontite crénica baseou-se nas seguintes caracteristicas: (1) Prevaléncia maior
em adultos podendo ocorrer em criancas e adolescentes; (2) Taxas de progressao
baixas a moderadas; (3) Quantidade de depdsitos microbianos consistente com a
severidade da destruicdo periodontal; (4) Nenhum padrdo de agregacao familiar, e
(5) Presenca frequente de célculo subgengival (ARMITAGE, 2004).

4.8 ANALISE MICROBIOLOGICA

4.8.1 Coleta das amostras do biofilme dental subgengival

Foram coletadas por meio de curetas periodontais Gracey (Hu-friedy Mfg Co
Inc. Chigago IL) 144 amostras de biofilme subgengival das bolsas periodontais mais
profundas nas 44 pacientes avaliadas (Hu-friedy Mfg Co Inc. Chigago IL), apés
profilaxia periodontal visando a remoc¢do do biofilme supragengival e/ou do célculo
dentario. Em média foram selecionados em torno de 3 sitios periodontais por
pacientes. As amostras foram transferidas para tubos de plasticos (Eppendorf)
contendo 300ul de solucdo tampéao TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 7,6) e

estocados a — 80 °C.
4.8.2 Hibridizacdo Checkerboard DNA-DNA
Esta fase foi realizada no Laboratério de Microbiologia Oral do Programa de

Pés-graduacdo de Odontologia da Universidade de Guarulhos/UnG em Guarulhos-

SP. A identificacdo dos microrganismos presentes no biofilme subgengival dos sitios
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selecionados foi realizada por meio da técnica de hibridizacdo Checkerboard DNA-
DNA (SOCRANSKY et al.,1994). A cada tubo de Eppendorf contendo a amostra de
placa subgengival foi adicionado 0,15ml de NaOH 0,5M. As suspensdes foram
fervidas em banho-maria por 5 min e em seguidas neutralizadas pela adi¢cdo de 0,8
ml de 5M de acetato de am6nia. Com isso, as células bacterianas foram lisadas e o
DNA ficou suspenso na solugédo. Cada suspensao de placa contendo DNA livre foi
depositada nas fendas do “Minislot” (Immunetics, Cambridge, MA, USA) e o DNA
concentrado na membrana de nylon (15 X 15 cm) com carga positiva (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN, USA). A membrana foi removida do aparato e o0 DNA
depositado na membrana foi entdo fixado na mesma por intermédio de aquecimento
em forno a 120°c por 20 minutos. As duas Ultimas canaletas do “Minislot” foram
reservadas para a colocacao dos controles, contendo uma mistura das espécies de
microrganismos para serem investigados pelas sondas de DNA, em duas
concentracdes, 10° e 10° células bacterianas.

4.8.3 Hibridizacdo das membranas com as sondas de DNA

Apos fixacdo do DNA nas membranas, essas foram pré-hibridizadas a 42°C
por 1 hora numa solucdo de 50% de formamida, 1% caseina, 5 X SSC, 25 mM de
fosfato de sdodio (pH 6.5) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura. Em seguida, cada
membrana foi colocada sob a placa acrilica do “Miniblotter 45” (Immunetics,
Cambridge, MA, USA) com as linhas contendo o DNA fixado perpendicular as
canaletas do “Miniblotter”. O “Miniblotter” contém 45 canaletas que servem cada uma
para a colocacdo de uma sonda de DNA. As sondas de DNA foram construidas
usando o “‘random primer digoxigenin labeling Kit” (Boehringer Mannheim), como
descrito por Feinberg & Vogelstein (1983). Sondas de DNA especificas para 40
espécies bacterianas, selecionadas devido a sua associacdo com diferentes tipos de
doencas e saude periodontais foram usadas nesse estudo (SOCRANSKY et al.,
1994). Antes do seu uso, as sondas foram testadas com uma mistura controle
contendo as espécies investigadas, huma concentracdo de 10* células bacterianas.
Suas concentracdes foram ajustadas de tal modo que as intensidades dos sinais de
todas as sondas fossem semelhantes. Cada canaleta do “Miniblotter 45” foi
preenchida com 130 ul de uma determinada sonda, contida numa solucdo de
hibridizacdo (45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sédio (pH 6.5), 0,2
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mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% caseina e 20 ng/ml de
sonda de DNA). As sondas hibridizam perpendicularmente as linhas contendo o
DNA bacteriano fixado, propiciando um formato de xadrez com as linhas de DNA,
horizontais, e as sondas, verticais. O aparato contendo as membranas foi colocado
dentro de um saco plastico para evitar a desidratacdo das mesmas. A hibridizacédo
das membranas com as sondas ocorreu a 42°C, durante um periodo minimo de 20

horas.

4.8.4 Deteccéo das espécies

Ap6s hibridizacdo com as sondas, as membranas foram removidas do
“Miniblotter” e lavadas por 5 minutos em temperatura ambiente, seguido de duas
lavagens de 20 minutos, a 65°C, numa solucdo adstringente (0,1 X SSC, 0,1%
SDS), a fim de remover sondas que néo hibridizaram completamente. Em seguida,
as membranas foram imersas por 1 hora numa solucdo contendo 0,1 M acido
maleico, 3M NaCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, 0,5% caseina, pH 8,0, e por 30
minutos na mesma solucdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a
fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim), numa diluicdo de 1/25.000. As
membranas foram, entdo, lavadas com uma solucdo de 0,1M &cido maleico, 3M
NacCl, 0,2M NaOH, 0.3% Tween 20, pH 8.0, 2 vezes por 20 minutos, e uma vez por 5
minutos em 0,1M Tris HCI, 0,2AM NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9.5. Em seguida, as
membranas foram incubadas em uma solucdo detectora, Lumi Phos 530 (Lumigen,
Southfield, MI, USA), por 45 minutos a 37°C. Finalmente, as membranas foram
colocadas num cassete sob um filme radiografico (KodaK X-OMAT) por
aproximadamente 40 minutos, e os filmes revelados logo em seguida. A leitura dos
filmes radiograficos foi realizada por um Unico examinador treinado, da seguinte
forma: cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra de placa foi
comparado em intensidade ao sinal produzido pela mesma sonda nos dois controles
contendo 10° e 10° bactérias. Desta forma, o nimero 0 sera registrado quando n&o
houver deteccdo do sinal; 1 equivalera a um sinal menos intenso que o controle de
10° células; 2 equivalera a aproximadamente 10° células; 3, entre 10° e 10° células;
4 aproximadamente 10° células e 5, mais de 10° células. Estes registros foram entdo
utilizados para determinar os niveis das diferentes espécies investigadas no estudo,

expressos em nivel médio de cada espécie (contagem) em cada sitio.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A amostra final deste estudo foi de 44 mulheres com cancer de mama e para
a andlise microbiologica foram avaliadas em torno de 3 sitios por pacientes,
totalizando 144 amostras de biofilme subgengival. Os dados foram registrados em
um banco de dados elaborado no Excel (versdo 2007). O nivel de significancia
adotado em todas as andlises foi de 5% e o software utilizado foi a IBM SPSS

Statistics version 21.

4.9.1 Metodologia

A andlise estatistica foi iniciada pela caracterizacdo da amostra através da
frequéncia observada, porcentagem, média, mediana e desvio padrdo. As
comparacdes entre as profundidades de bolsa a sondagem, niveis clinicos de
insercao foram realizadas pelos testes do Qui-Quadrado de Pearson e o teste Z para
propor¢cdes com o valor p ajustado pelo método de Bonferroni. O teste de Mann-
Whitney foi exigido para verificar as diferencas entre as bactérias do complexo
vermelho versus profundidade de bolsa a sondagem e nivel clinico de insercéo. Para

avaliar as correlacbes entre 0o sangramento a sondagem versus complexo de

bactérias se utilizou a correlagdo de Spearman.
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5 RESULTADOS

A Tabela 1 a seguir apresenta a caracterizacdo socio-demogréfica da amostra
observando a frequéncia absoluta e porcentagem. A faixa etaria entre 51 a 58 anos
correspondeu a 40,9% do total da amostra. As tabagistas corresponderam a 13,6%
das respondentes a pesquisa, as etilistas 9,1%, as hipertensas 34,1%, as com
diabetes 4,5%, as com depresséo 11,4%, as ansiosas 18,2%, as cardiopatas 9,1%,
outras neoplasias ndo houve ocorréncias (100,0%), todas visitaram o dentista

(100,0%), as que fizeram tratamento de gengiva 15,9%.
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TABELA 1: CARACTERIZAQAO SOCIO-DEMOGRAFICA, CLINICA E COMPORTAMENTAL DAS
MULHERES COM CANCER DE MAMA ASSISTIDAS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO CASSIANO
ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO ESPIRITO SANTO

38 a 44 anos 10 22,7
45 a 51 anos 12 27,3
Faixa etéaria
51 a 58 anos 18 40,9
59 a 68 anos 4 9,1
) N&o 38 86,4
Tabagismo
Sim 6 13,6
N&o 40 90,9
Etilismo
Sim 4 9,1
_ N&o 29 65,9
Hipertensao
Sim 15 34,1
_ N&o 42 95,5
Diabetes
Sim 2 4,5
N&o 39 88,6
Depresséao
Sim 5 11,4
N&o 36 81,8
Ansiedade
Sim 8 18,2
) _ N&o 40 90,9
Cardiopatias
Sim 4 9,1
) N&o 44 100,0
Outras neoplasias
Sim 0 0,0
o ) N&o 0 0,0
Visita ao dentista
Sim 44 100,0
N&o 37 84,1
Tratamento de gengiva
Sim 7 15,9

Foram observadas as frequéncias da variavel profundidade da bolsa a

sondagem e o nivel clinico de insercdo. O maior valor encontrado, 59% foi para

bolsa moderada (4,0 & 5,0mm), enquanto que, para bolsa profunda (= 6,0mm) 41%.

Para o nivel clinico de inser¢cdo foi observado maior valor, 71,8% para bolsa

profunda (= 6,0mm), enquanto que, para bolsa moderada (4,0 a 5,0mm) 28,2%

(Tabela 2).
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TABELA 2 CARACT~ERIZAQAO DA PROFUNDIDADE DE BOLSA A SONDAGEM E O NIVEL
CLINICO DE INSERCAO DAS MULHERES COM CANCER DE MAMA ASSISTIDAS NO HOSPITAL
UNIVERSITARIO CASSIANO ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO ESPIRITO SANTO

. . 4 a5,0mm 23 59,0
Profundidade da bolsa a
sondagem Maior ou igual a 6,0mm 16 41,0
4 a5,0mm 11 28,2
Nivel clinico de insergao ] ]
Maior ou igual a 6,0mm 28 71,8

Para o CPOD, o sangramento a sondagem e o indice de placa visivel foram
calculadas as medidas de tendéncia central e de dispersdo. Os dentes cariados,
perdidos e obturados foram em média de 18,2% (DP £ 8,3). O sangramento a
sondagem foi em média de 27,6% (DP + 28,1). A média de indice de placa visivel foi
de 45,7% (DP + 40,7) (Tabela 3).

TABELA 3: CARACTERIZACAO DO CPOD, SANGRAMENTO A SONDAGEM E O INDICE DE
PLACA VISIVEL DAS MULHERES COM CANCER DE MAMA ASSISTIDAS NO HOSPITAL
UNIVERSITARIO CASSIANO ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO ESPIRITO SANTO

CPOD 19,5 18,2 8,3
Sangramento a sondagem 22,0 27,6 28,1
indice de placa visivel 36,0 45,7 40,7

De acordo com a descricdo dos complexos microbianos de Socransky, os
perfis microbianos médios (contagens x 10°) das 31 espécies de bactérias foram
determinadas. No complexo vermelho, a média encontrada foi de 1,6% para
Treponema denticola, 2,1% para Porphyromonas gingivalis e maior média para
Tannerella forsythia, 2,6%. No complexo laranja foram encontradas médias de 1,1%
para Campylobacter gracilis, 1,3% Fusobacterium periodonticum, 1,8%
Campylobacter rectus, 1,9% Streptococcus constellatus, 2,5% Prevotella nigrescens,
2,6% F. nucleatum (sp. polymorphum), 2,7% Eubacterium nodatum, 3,4%
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Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum) e Campylobacter showae, 4,6%
Parvimonas micra, 5,0% Prevotella intermedia e maior média de 8,1% para F.
nucleatum (sp.vincentii). Complexo amarelo com meédias iguais para Streptococcus
sanguinis (1,8%) e Streptococcus intermedius (1,8%), 2,3% para Streptococcus
oralis, 3,1% para Streptococcus gordonii e maior média para Streptococcus mitis
(8,3%). O complexo verde mostrou médias de 1,7% para Capnocytophaga
sputigena, 2,5% Eikenella corrodens, 3,1% A. actinomycetencomytans, 4,1%
Capnocytophaga ochracea e maior média de 4,8% para Capnocytophaga gingivalis.
Ja o complexo violeta teve médias para Veillonela parvula 4,2% e para Actinomyces
odontolyticus 5,4%. Finalizando a caracterizacdo dos complexos, o azul apresentou
1,1% para Actinomyces oris, 5,0% Actinomyces naeslundii, 7,6% Actinomyces
gerencseriae e maior média para Actinomyces israelli, 9,3% (Grafico 1 e Tabela 4).
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GRAFICO 1: CONTAGENS DE CELULAS BACTERIANAS (DNA) ENCONTRADAS NAS BOLSAS
PERIODONTAIS DE MULHERES COM CANCER DE MAMA ASSISTIDAS NO HOSPITAL

UNIVERSITARIO CASSIANO ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO ESPIRITO SANTO

Contagens x 10°
0.0 20 4.0 6.0 2.0

10.0

Treponema denticola
Tannerella forsythia
Porphyromonas gingivalis

F. n. {sp.vincentii)
Campylobater rectus

Farvimonas micra

Prevotella nigrescens

Streptococcus constellatus
Eubactenum nodatum

F.n. (sp. polymorphum)
Campylobacter showae
Fusobacterium periodonticum
Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum)
Campylobacter gracilis

Prevotella intermedia

Streptococcus sanguinis
Streptococcus infermedius
Streplocaccus oralis
Straptococcus mitis
Streptococcus gordonii

A. actinomycetencomytans

Eikenella corrodens
Capnocytophaga sputigena
Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga ochracea

Actinomyces odontolyticus
Viillonela parvula

Actinomyces oris
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces naeslundii

Actinomyces israelli
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TABELA 4: CARACTERIZACAO DO PERFIL MICROBIANO ATRAVES DA CONTAGEM DE
CELULAS BACTERIANAS (DNA) ENCONTRADAS NAS BOLSAS PERIODONTAIS DAS
MULHERES COM CANCER DE MAMA ASSISTIDAS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO CASSIANO
ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO ESPIRITO SANTO

Treponema denticola 1.6 2.7

Sg:?npéleri(g Tannerella forsythia 2.6 3.9
Porphyromonas gingivalis 2.1 3.8

F. nucleatum (sp.vincentii) 8.1 1.5

Campylobacter rectus 1.8 1.8

Parvimonas micra 4.6 3.9

Prevotella nigrescens 2.5 3.7

Streptococcus constellatus 1.9 3.0

Complexo Eubacterium nodatum 2.7 3.8
laranja F. nucleatum (sp. polymorphum) 2.6 3.9
Campylobacter showae 34 34

Fusobacterium periodonticum 1.3 2.4

Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum) 34 4.1

Campylobacter gracilis 11 2.6

Prevotella intermedia 5.0 3.7

Streptococcus sanguinis 1.8 3.0

Streptococcus intermedius 1.8 3.0

C:rmgﬁ)éo Streptococcus oralis 2.3 35
Streptococcus mitis 8.3 15

Streptococcus gordonii 31 31

A. actinomycetencomytans 31 4.3

Eikenella corrodens 25 2.8

Covrgrp(ﬁxo Capnocytophaga sputigena 1.7 2.6
Capnocytophaga gingivalis 4.8 3.8

Capnocytophaga ochracea 4.1 4.0

Complexo Actinomyces odontolyticus 54 3.7
violeta Veillonela parvula 4.2 3.8
Actinomyces oris 11 2.0

Complexo Actinomyces gerencseriae 7.6 15
azul Actinomyces naeslundii 5.0 3.6
Actinomyces israelli 9.3 15

Os complexos microbianos vermelho, laranja e amarelo séo apresentados na
Tabela 5. Avaliando somente o complexo microbiano vermelho percebe-se que a

deteccdo da bactéria Porphyromonas gingivalis foi de 94,%, Treponema denticola,
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98,6% e Tannerella forsythia, 96,5%. Ja 0 complexo microbiano laranja se observou
a deteccéo na bactéria Streptococcus constellatus em 81,9%, Eubacterium nodatum
94,4%, Fusobacterium nucleatum (sp.vincentii) 96,5%, Campylobacter rectus 93,8%,
Parvimonas micra 96,5%, Prevotella nigrescens 97,9%, Fusobacterium nucleatum
(sp. polymorphum) 95,1%, Campylobacter showae 96,5%, Fusobacterium
periodonticum 98,6%, Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum) 93,1%,
Campylobacter gracilis 77,1% e Prevotella intermedia 86,1%. O complexo
microbiano amarelo apresentou deteccdo da bactéria Streptococcus sanguinis em
90,3%, Streptococcus oralis 88,9%, Streptococcus intermedius 78,5%,

Streptococcus gordonii 93,1% e Streptococcus mitis 93,1%.
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TABELA 5: CARACTERIZAGCAO DOS COMPLEXOS MICROBIANOS VERMELHO, LARANJA E
AMARELO NO BIOFILME SUBGENGIVAL DAS MULHERES COM CANCER DE MAMA
ASSISTIDAS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO CASSIANO ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO
ESPIRITO SANTO

Porphyromonas gingivalis Ndo detectado 8 5,6

Detectado 136 94,4

Complexo Treponema denticola N&o detectado 2 1,4
vermelho Detectado 142 98,6
Tannerella forsythia Nao detectado > 3.5

Detectado 139 96,5

Streptococcus constellatus Ndo detectado 26 18,1

Detectado 118 81,9

. N&o detectado 10 6,9

Eubacterium nodatum Detectado 136 94.4

Fusobacterium nucleatum N&o detectado 5 3,5

(sp.vincentii) Detectado 139 96,5

Campylobacter rectus Ndo detectado 9 6.3

Detectado 135 93,8

Parvimonas micra N&o detectado 5 3,5

Detectado 139 96,5

Prevotella nigrescens Na&o detectado 3 2,1

Complexo Detectado 141 97,9
laranja Fusobacterium nucleatum N&o detectado 7 4,9
(sp. polymorphum) Detectado 137 95,1

Campylobacter showae Ndo detectado > 3.5

Detectado 139 96,5

Fusobacterium periodonticum Ndo detectado 2 1.4

Detectado 142 98,6

Fusobacterium nucleatum N&o detectado 10 6,9

(sp. nucleatum) Detectado 134 93,1

Campylobacter gracilis Nao detectado 33 22,9

Detectado 111 77,1

Prevotella intermedia Ndo detectado 20 139

Detectado 124 86,1

Streptococcus sanguinis Ndo detectado 14 9.7

Detectado 130 90,3

Streptococcus oralis Nao detectado 16 11,1

Detectado 128 88,9

C;)mmaprleeléo Streptococcus intermedius Nas)e(::éf:;ido 13113 %2
Streptococcus gordonii Néo detectado 10 6.9

Detectado 134 93,1

Streptococcus mitis Né&o detectado 10 6.9

Detectado 134 93,1

Avaliando somente o complexo microbiano vermelho € possivel perceber que

a bactéria T. forsythia foi significativa para a profundidade de bolsa a sondagem e ao
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nivel clinico de inser¢cdo, ambos de 4,0 a 5,0mm (Tabela 6). No complexo
microbiano laranja, a bactéria P. micra obteve maiores quantidade de células para
profundidade de bolsa e nivel clinico de inser¢gao =26,0mm (Tabela 6). O complexo
microbiano amarelo apresentou maior significancia para as bactérias S. oralis, S.
intermedius e S. gordonii em bolsas profundas e nivel clinico de inser¢cao =6,0mm
(Tabela 6).

TABELA 6: COMPARAGCAO ENTRE OS COMPLEXOS MICROBIANOS, PROFUNDIDADE DE
BOLSA E NIVEL CLINICO DE INSERGAO DAS MULHERES COM CANCER DE MAMA
ASSISTIDAS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO CASSIANO ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO
ESPIRITO SANTO

(continua)
Média Média
dos Valor p* dos Valor p*
postos postos
Porphyromonas 4a5 56,9 0.382 70,5 0.440
gingivalis Maior ou igual a 6 52,0 ’ 65,5 ’
Complexo Treponema 4a5 54,9 70,1
: ! 0889 " 0,515
vermelho denticola Maior ouigual a6 54,1 65,8
Tannerella 4a5 62,7 75,5
forsythia Maior ou igual a 6 46,0 <0,01 62,1 0,041

(*) Teste de Mann-Whitney.
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TABELA 6: COMPARAGCAO ENTRE OS COMPLEXOS MICROBIANOS, PROFUNDIDADE DE
BOLSA E NIVEL CLINICO DE INSERGCAO DAS MULHERES COM CANCER DE MAMA
ASSISTIDAS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO CASSIANO ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO
ESPIRITO SANTO

(concluséo)

Média Média
dos Valor p* dos Valor p*
postos postos
Streptococcus 4ab 51,4 0211 60,8 0.053
constellatus Maior ou igual a 6 57,8 ' 72,0 '
Eubacterium 4ab 50,2 0.135 60,3 0.068
nodatum Maior ou igual a 6 58,9 ’ 72,4 '
Fusobacterium 4a5 52,2 63,1
nucleatum - - 0,415 0,267
(sp.vincentii) Maior ou igual a 6 56,9 70,5
Campylobacter 4a5 53,2 0.629 65,8 0.663
rectus Maior ou igual a 6 55,9 ’ 68,6 ’
Parvimonas 4ab 46,5 <001 52,1 <0.001
micra Maior ou igual a 6 62,8 ' 77,9 '
Prevotella 4abs 48,3 0.029 61,2 0.105
Complexo nigrescens Maior ou igual a 6 60,9 ’ 71,8 ’
laranja Fusobacterium 4a5 52.6 63,2
nucleatum (sp. - - 0,496 0,280
polymorphum) Maior ou igual a 6 56,5 70,4
Campylobacter 4a5 55,3 0.786 64,3 0.406
showae Maior ou igual a 6 53,7 ’ 69,7 '
Fusobacterium 4as 56,2 0.544 69,0 0.688
periodonticum  Maior ou igual a 6 52,7 ’ 66,5 ’
Fusobacterium 4ah5 51,1 61,2
nucleatum (sp. - - 0,241 0,110
nucleatum) Maior ou igual a 6 58,0 71,8
Campylobacter 4a5 51,4 0.286 60,5 0.076
gracilis Maior ou igual a 6 57,7 ’ 72,2 '
Prevotella 4as 52,7 0.535 68,2 0.865
intermedia Maior ou igual a 6 56,4 ’ 67,0 '
Streptococcus 4a5s 51,4 0.170 65,7 0.544
sanguinis Maior ou igual a 6 58,7 ’ 69,5 '
Streptococcus 4ab 33,0 < 0.001 41,0 <0.001
oralis Maior ou igual a 6 45,4 ’ 52,8 ’
Complexo  Streptococcus 4ab 22,5 <0.001 29,0 <001
amarelo intermedius Maior ou igual a 6 34,6 ' 40,6 '
Streptococcus 4a5 32,0 <0.001 43,0 <001
gordonii Maior ou igual a 6 43,8 ’ 53,1 '
Streptococcus 4a5s 46,0 0.012 57,0 0.081
mitis Maior ou igual a 6 52,1 ’ 61,9 '

(*) Teste de Mann-Whitney.
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A Tabela 7 apresenta as correlagbes entre os complexos microbianos e o
sangramento a sondagem. O complexo vermelho ndo apresentou correlacdo com o
sangramento a sondagem (SS). O complexo laranja apresentou correlacdes fracas
positivas ao sangramento a sondagem, para as bactérias F. nucleatum (sp.
nucleatum) (r = 0,175), P. micra (r = 0,144) e P. intermedia (r = 0,104). O complexo
amarelo apresentou correlacdo fraca positiva do sangramento a sondagem com S.
mitis (r = 0,356) e S. sanguinis (r = 0,296). As correlagdes moderadas positivas
foram: S. oralis (r = 0,587), S. intermedius (r = 0,623) e S. gordonii (r = 0,586). As
demais bactérias ndo apresentaram correlagdo entre os complexos microbianos e o

sangramento a sondagem.

TABELA 7: CORRELACAO ENTRE OS COMPLEXOS MICROBIANOS E O SANGRAMENTO A
SONDAGEM DAS MULHERES COM CANCER DE MAMA ASSISTIDAS NO HOSPITAL
UNIVERSITARIO CASSIANO ANTONIO DE MORAES (HUCAM), NO ESPIRITO SANTO

Porphyromonas gingivalis 0,019
Complexo Treponema denticola 0,005
vermelho
Tannerella forsythia -0,166
Streptococcus constellatus -0,001
Eubacterium nodatum 0,013
Fusobacterium nucleatum
(sp.vincentii) 0,073
Campylobacter rectus 0,009
Parvimonas micra 0,144
Prevotella nigrescens 0,098
Ccl)mplgxo Fusobacterium nucleatum (sp. 0123
aranja polymorphum) '
Campylobacter showae 0,063
Fusobacterium periodonticum -0,088
Fusobacterium nucleatum (sp. 0.175*
nucleatum)
Campylobacter gracilis 0,096
Prevotella intermedia 0,104
Streptococcus sanguinis 0,296**
Streptococcus oralis 0,587**
Complexo Streptococcus intermedius 0,623**
amarelo —
Streptococcus gordonii 0,586**
Streptococcus mitis 0,356**

** A correlacao € significativa ao nivel de 1%.
*, A correlacédo é significativa ao nivel de 5%.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, ndo se sabe se a inflamacao sistémica, a invasao de patégenos
para o fluxo sanguineo, ou a resposta imune a infec¢cdo periodontal pode ter um
efeito no risco de cancer em geral (MICHAUD, 2008). Levando em consideracao o0s
efeitos sistémicos da doenca periodontal e o seu potencial para envolver o sistema
imune como um marcador de susceptibilidade, uma investigagdo mais aprofundada

sobre o papel da doenca periodontal e cancer de mama, se justifica.

O cancer de mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres no
Mundo, correspondendo a 25,1% de todos os casos (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2015). E o cancer mais comum em mulheres de
meia-idade (NACIONAL CANCER INSTITUTE, 2015). Cerca de 8 em cada 10
cancer de mama sao diagnosticados em mulheres com 50 anos ou mais (CANCER
RESEARCH UK, 2015). Com base nos dados de 2008 a 2012, 21,6% dos casos
correspondem a mulheres que estdo na faixa de etaria de 45 a 54 anos e 25,6% de
55 a 64 anos (NACIONAL CANCER INSTITUTE, 2015), semelhante ao que foi
encontrado em nosso estudo, visto que, a faixa etaria das mulheres assistidas no
HUCAM entre 51 a 58 anos correspondeu a 40,9% do total.

O céancer de mama ndo tem uma causa Unica. Diversos fatores estdo
relacionados ao aumento do risco de desenvolver a doenga, tais como: idade,
fatores endocrinos/historia reprodutiva, fatores comportamentais/ambientais e
fatores genéticos/hereditarios (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015). Os fatores comportamentais/ambientais bem
estabelecidos incluem a ingestdo de bebida alcodlica, sobrepeso e obesidade na
pos-menopausa, e exposicdo a radiacdo ionizante (COGLIANO et al.,, 2011,
INUMARU; SILVEIRA; NAVES, 2011). No nosso estudo, observou-se que 90,9%

das mulheres néo sao etilistas, semelhante ao descrito na literatura (LAGES, 2011).

O tabagismo é um fator de risco comum tanto para periodontite e em muitos

tipos de tumores malignos. Desta forma, o fumo deve ser sempre levado em
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consideracdo neste contexto (SODER et al., 2012; TANWIR; SADIA; SHAUKAT,
2012). O tabagismo, fator estudado ao longo dos anos, com resultados
contraditorios, é atualmente reconhecido como agente carcinogénico com limitada
evidéncia de aumento do risco de cancer de mama em humanos (COGLIANO et al.,
2011; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2015). Na nossa
amostra, 86,4% corresponderam a ndo tabagistas, mostrando que n&o teve

relevancia na associacdo da doenca periodontal e cancer.

No tratamento do cancer de mama assim como no tratamento das doencas
periodontais, a avaliacdo do paciente como um todo requer elucidar diferentes
aspectos sistémicos e psicossociais. A doenca periodontal tem sido associada a
muitas condi¢cdes sistémicas, tais como, doenca pulmonar, complicacdes na
gravidez, baixo peso ao nascimento, diabetes, doenca cardiovascular, doenca renal
crénica (FITZPATRICK; KATZ, 2010) e artrite reumatoide (ROUTSIAS et al., 2011).
Evidéncias de estudos epidemiolégicos recentes sugerem uma ligacdo entre
infeccbes periodontais e um aumento do risco de aterosclerose e relatos de eventos
cerebrovasculares em humanos (PADILLA et al., 2006). Na caracterizacdo da nossa
amostra podemos observar, dentre 0s aspectos sistémicos, que 34,1% das mulheres
apresentavam hipertensao, 4,5% diabetes e 9,1% eram cardiopatas.

Estudos observacionais e epidemiolégicos tém sido publicados, apontando
uma associacado do estresse, e fatores psicossociais, como sintomas de ansiedade
e/ou depressdo, como desenvolvimento e progressdo das doencas periodontais
(CASTRO, 2003; GENCO et al., 1999; HUGOSON; LJUNGQUIST; BREIVIK, 2002).
Foi observado em nosso estudo que, 11,4% das pacientes encontravam-se sob
tratamento para depressado e 18,2% estavam medicadas para o tratamento da
ansiedade. Apesar de uma porcentagem pequena da amostra estar em tratamento
para esses dois fatores psicossociais, depressdo e ansiedade, muitas pacientes
relatavam apresentar os sintomas, mas ndo estavam recebendo tratamento
especifico para essas condi¢cfes. Ainda ndo ha evidéncia suficiente na literatura que
embase a associacdo entre fatores psicossociais e de risco de cancer de mama
(ARO et al., 2005). Entretanto, a pesquisa sobre o cancer de mama e estresse tem
sido documentada por alguns estudos publicados ao longo dos anos (ARO et al.,

2005; LILLBERG et al., 2003). Alguns desses estudos demonstram que 0 estresse
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de alta intensidade pode ter uma associacdo limitrofe com o desenvolvimento de
cancer de mama (LIN et al., 2013; SANTOS et al., 2009).

Devemos considerar também que o proprio tratamento para o cancer de
mama ja € um fator estressor potencial na vida das pacientes, entretanto ndo foram
encontrados estudos correlacionando os fatores advindos do tratamento do cancer
de mama na condicdo psicologica das pacientes tratadas. No nosso estudo a

maioria das pacientes se encontravam em tratamento para o cancer de mama.

Ha evidéncias de que condicbes periodontais pré-existentes podem se
agravar durante o tratamento antineoplasico (VILLAFUERTE, 2014). Infec¢cbes
periodontais podem ser facilmente negligenciadas, principalmente porque o0s
sintomas de inflamac@o gengival podem ser minimos e a infecgcdo pode estar
localizada subgengivalmente (RABER-DURLACHER et al., 2002). Previamente ao
tratamento antineoplasico, a visita ao cirurgido-dentista € importante para prevenir
possiveis problemas relacionados a complicacbes bucais e conhecer a condicao
periodontal deste paciente, diagnosticando a doenca periodontal e prevenindo a
progressdo da mesma durante esse periodo. Poucos estudos mostram os efeitos da
radioterapia ou quimioterapia no periodonto (BUENO, 2009).

Algumas complicacfes orais foram relacionadas aos pacientes submetidos a
radioterapia das vias aerodigestivas superiores. Esses pacientes recebem altas
doses de radiacédo que, incluem areas extensas dos maxilares e glandulas salivares.
Efeitos como: mucosite, hipossalivagdo, xerostomia, alteracdo do paladar, trismo,
radiodermite, osteorradionecrose e infeccbes foram relatados. Alteracées no
equilibrio do meio bucal, em consequéncia da radioterapia, como hipossalivagao, e
aumento do namero de bactérias, associadas as mudancas dietéticas e qualidade
de escovacéo favorecem ao desenvolvimento de carie dentaria e doenga periodontal
(FISCHER; EPSTEIN, 2008; FREITAS, et al., 2011; OHRN; WAHLIN; SJODEN,
2001). As alteracbes bucais mais comumente associadas a quimioterapia Sao
mucosite e infec¢cdes fungicas. Outras alteracdes descritas sdo hemorragia gengival,
neurotoxidade e trombocitopenia (MCCARTHY et al., 1992). Pacientes que passam
por quimioterapia ou possuem cancer que afetam diretamente a medula 0ssea,

incluindo leucemia, linfoma e mieloma, ou metastases, podem apresentar
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neutropenia. O periodonto infectado e inflamado pode agir como um foco de
infecgao sistémica em pacientes neutropénicos. A incidéncia destas infec¢gdes orais
€ desconhecida, mas provavelmente subestimada. A avaliacdo da condicdo
periodontal de um paciente antes do inicio da neutropenia profunda é fundamental
para o diagnostico e a gestdo destas infeccdes com potencial risco de vida. Um
namero substancial destas infec¢des estd associado com a mucosite oral, que é a
consequéncia de uma interacdo complexa entre a toxicidade da quimioterapia para
tecidos da mucosa oral, a mielossupressdo e a microbiota oral (RABER-
DURLACHER et al, 2002). Estes problemas podem causar desconforto
consideravel para os pacientes que lidam com uma doenca potencialmente fatal.
Todas pacientes da amostra do nosso estudo relataram ter visitado o cirurgido-
dentista recentemente, enquanto que apenas 15,9% relataram ter realizado
tratamento de gengiva. O fato de todas as pacientes terem relatado visita regular ao
dentista € um fator que denota uma preocupacdao com a saude bucal, entretanto,
avaliando as limitacdes da resposta a um questionario, devemos considerar que
nem sempre a resposta dada reflete a realidade. Visto que, as pacientes podem se

sentir induzidas a responder positivamente a essa questao.

Varios estudos mostram que a infeccdo crbnica e inflamacdo persistente
estdo associados com aumento do risco de cancer (TEZAL, 2009; FITZPATRICK;
KATZ, 2010; TANWIR; SADIA; SHAUKAT, 2012). Dessa forma, uma ligacdo entre a
doenca periodontal e cancer foi sugerida (ABNET et al., 2005; MICHAUD et al.,
2008; FITZPATRICK; KATZ, 2010).

Os parametros clinicos para avaliagdo da condic¢ao clinica periodontal de um
individuo inclui a avaliagéo clinica da inflamacéao dos tecidos periodontais, o0 registro
das profundidades de sondagem e dos niveis clinicos de insercdo e a avaliacao
radiogréafica do osso alveolar. A profundidade de sondagem é uma medida que varia
de acordo com a mudanca da margem gengival, enquanto o nivel clinico de insergcéo
tem como parametro a juncdo cemento esmalte, revelando-se um parametro mais
adequado para avaliar a severidade da perda de insercdo (CARRANZA JR, 2007).
Por sua vez, as lesOes periodontais podem ser subdivididas em quatro diferentes
diagnésticos: gengivite, periodontite superficial, periodontite profunda e periodontite

inter-radicular. A gengivite € quando o dente permanece com profundidade do sulco
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gengival a niveis de 1,0 a 3,0mm, sem perda 0ssea e de insercao e caracteriza-se
por lesdes restritas a margem gengival. A periodontite superficial apresenta
profundidade de bolsa & sondagem < 5,0mm e a periodontite profunda apresenta
profundidade de bolsa a sondagem = 6,0mm, ambas com sangramento a sondagem
e perda 6ssea angular e/ou horizontal. A periodontite inter-radicular se refere a
periodontite em regido de furca (LINDHE, 2008). A determinacéo da profundidade de
bolsa ou do nivel clinico de insercdo ndo proporciona informacdes sobre se a leséo
esta ativa ou inativa. Na atualidade, ndo ha métodos seguros para determinar a
atividade ou inatividade da lesdo. As lesfes inativas podem apresentar com pouco
ou nenhum sangramento a sondagem e minima quantidade de fluido gengival. As
lesBes ativas sangram a sondagem e tém maior quantidade de fluido gengival e
exsudato. Em pacientes com periodontite agressiva, 0s sitios progressivos e nao-
progressivos podem nao mostrar diferencas no sangramento a sondagem. A
precisdo na sondagem periodontal é de grande importancia clinica, pois a
prevaléncia da atividade doenca, claramente depende do limiar utilizado para a
identificacdo da perda de insercdo (CARRANZA JR, 2007). Sabe-se que pacientes
com perda de insercdo clinica acima de 6,0mm é definida como periodontite
profunda e a periodontite superficial < 5,0mm. Avaliando a condicéo periodontal das
pacientes nesse estudo, podemos observar que 59% das mesmas, apresentavam
bolsas de 4,0 a 5,0mm enquanto que 41% apresentavam bolsas > 6,0mm. O nivel
clinico de insercdo em 28,2% foi de 4,0 a 5,0mm enquanto que em 71,8% atingiu

profundidades > 6,0mm.

A inflamac&o gengival é o resultado de uma sobrecarga bacteriana que se
deve, provavelmente, ao controle inadequado da placa. Alteragbes nos sistemas
imunoldgico ou inflamatorio podem provocar inflamacdo gengival visivel. A
instalacdo da periodontite crénica requer alguma predisposicdo adicional relacionada
ao hospedeiro, tal como insuficiéncia de neutrdéfilos, forte atague microbiano, ou
incapacidade de produzir resposta imune efetiva aos microrganismos presentes na
placa (CARRANZA JR, 2007). O sangramento a sondagem € um parametro clinico
utilizado para avaliar a presenca de inflamacdo subgengival (LINDHE, 2008).
Avaliando os dados de sangramento a sondagem e indice de placa visivel, podemos
observar que 27,6% dos sitios avaliados foram positivos em relacdo ao sangramento

a sondagem e 45,7% apresentavam placa visivel. Dessa forma podemos identificar
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que as pacientes avaliadas apresentavam um nivel de inflamagdo significante,
porém moderada, jA que € considerado um parametro de saude periodontal ter

menos de 10% dos sitios com sangramento a sondagem.

A técnica de hibridizacdo de sondas genéticas com os DNAs bacterianos,
utilizada neste trabalho para deteccdo bacteriana das amostras subgengivais das
mulheres com cancer de mama, permitiu a analise de um grande numero de
microrganismos propiciando a compreensao da natureza do perfil dos complexos
microbianos. Deve ser observado que as médias de contagens x10° refletiram a
sensibilidade e especificidade das sondas de DNA empregadas com o0s escores de
<10°, = 10° entre 10°-10° e >10° células para todas as pacientes com bolsas
periodontais >4,0mm. As contagens de células bacterianas encontradas foram
altamente prevalentes para os microrganismos, Actinomyces israelli (9,3%) e A.
gerencseriae (7,6%) pertencentes ao complexo azul, Streptococcus mitis (8,3%) do
complexo amarelo e Fusobacterium nucleatum (sp.vincentii) (8,1%) do complexo
laranja. A deteccdo das espécies Actinomyces israelli, A. gerencseriae e S. mitis
diferem totalmente dos resultados encontrados na literatura (SOCRANSKY et al.,
1998; SOCRANSNKY; HAFFAJEE, 2002; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005), mas o
F. nucleatum (sp. vincentii) foi descrito como uma espécie prevalente na periodontite
em individuos com periodontite e sistemicamente saudaveis (SOCRANSNKY;
HAFFAJEE, 2002).

Estudos utilizando predominantemente técnicas de cultura e de microscopia
para identificar espécies bacterianas resultaram na criagdo de um grupo de espécies
as quais foram atribuidas um papel na destruicdo das doencas periodontais. Trés
espécies, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia, foram fortemente
associadas com o estado de doenca periodontal. Outras espécies, como F.
nucleatum, Campylobacter rectus, P. intermedia, P. nigrescens, Eubacterium
nodatum, P. micra e varios espiroquetas também foram implicados em causar
doencas periodontais, embora a evidéncia de seu papel causal € menos extensa
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Em um estudo com 116 pacientes com
diagnéstico de periodontite, através de técnicas de cultura e de microscopia, foram
observadas significancias estatisticas para prevaléncia de A.actinomycetemcomitans
(31%), P. gingivalis (59,5%), P. intermedia (87,9%), T forsythia (90,5%), P. micra
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(94%) e F. nucleatum (95,7%) (WINKELHOFF et al., 2002). Em outro estudo
utilizando a técnica de hibridizagdo de DNA-DNA foram encontradas em 177 placas
subgengivais o0 aumento da prevaléncia de T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola
em individuos com doencga periodontal. Outros periodontopatégenos incluindo F.
nucleatum (sp. vincentii), C. rectus e P. intermedia também foram mais prevalentes
na periodontite (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).

A prevaléncia de S. mitis encontrada em nosso estudo, colabora com as
evidéncias na literatura para correlagdo com cancer. Foram avaliadas 40 bactérias
orais comuns em amostras de saliva de 45 individuos com céncer de células
escamosas de boca em comparacdo com 229 individuos saudaveis, usando método
de hibridizacdo de DNA-DNA. Trés espécies testadas, Capnocytophaga gingivalis,
Prevotella melaninogenica e Streptococcus mitis, apresentaram contagens médias
elevadas na saliva de individuos com céancer de células escamosas de boca.
Quando testado como marcadores de diagnostico as trés espécies foram
encontrados para 80% dos casos de cancer. Em saliva, a presenca de contagens
altas de C. gingivalis, P. melaninogenica e S. mitis em saliva podem ser indicadores

de diagnostico de cancer de células escamosas de boca (MAGER et al., 2005).

A metodologia baseada em DNA para a identificacdo e deteccdo de bactérias
e virus especificos oferece imensas vantagens em economia de tempo e dinheiro,
em comparacdo as técnicas de cultura. A capacidade atual de deteccdo de
microrganismos, que nao podiam ser cultivados antigamente, pode destacar
limitacdes dos achados dos estudos realizados através de técnicas de cultura. O
conhecimento da resposta do hospedeiro € de grande significancia e podera ajudar
a entender a gravidade e o tratamento das infeccbes periodontais. O
reconhecimento da atividade benéfica de diversas espécies bacterianas comensais,
pode levar a novas estratégias para a terapéutica periodontal (CARRANZA JR,
2007). Nossos resultados demonstram a existéncia de uma microbiota comensal,
classicamente denominada de espécies benéficas ou microbiota normal,
representada pelos membros do complexo amarelo e azul, as quais simulam em
alguma extensédo o padrao da sucessao microbiana da placa (SOCRANSKY et al.,
1998). Na maioria das vezes, estas espécies podem ser bem compativeis com o

hospedeiro, ou seja, residentes comuns dos sitios detectados; entretanto, algumas
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vezes, estas espécies contribuem para a patogénese da condicdo periodontal
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Assim, as espécies dos complexos azul,
amarelo, verde e violeta sdo colonizadores primarios das superficies dentarias, e 0
crescimento destas bactérias precede a multiplicacdo de espécies gram-negativas
dos complexos laranja e vermelho. Além disso, estes microrganismos podem atuar
como pontes para os membros do complexo laranja e estes por sua vez, alcangar o
complexo vermelho, como parte final integrante desta cadeia alimentar, pois sdo
microrganismos de crescimento mais lento, anaerdbios e necessitam de mais tempo
para se recolonizarem (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002;
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

Nos ultimos anos, a relacdo entre a saude bucal e sistémica tem recebido
atencao crescente. A disseminagdo microbiana € um dos fatores mais complexos
gue suportam essa interacdo (BALEJO; PORTO; CORTELI, 2014). Um estudo com
nove amostras observou associacdo entre bactérias periodontais e placas de
ateroma. Porphyromonas gingivalis foi a bactéria mais comum, em sete casos. T.
forsythia foi encontrada em apenas dois casos e P. intermedia em quatro casos
(PADILLA et al., 2006). Vérias bactérias orais tém sido estudadas na associacdo
com a etiologia da artrite reumatoide. Estudos clinicos tém detectado DNA de P.
gingivalis, P. intermedia e Prevotella nigrescens nos soros e nos fluidos sinoviais de
pacientes com artrite reumatoide (KAUR; WHITE; BARTOLD, 2013; TOTARO et al.,
2013). Nos ultimos anos, P. gingivalis tem sido observada como uma importante
conexao entre artrite reumatodide e periodontite (KAUR; WHITE; BARTOLD, 2013;
KOZIEL; MYDEL; POTEMPA, 2014; OGRENDIK, 2013; TOTARO, et al., 2013). P.
gingivalis foi encontrada como o microrganismo primario para o desenvolvimento e
progressao da artrite reumatoéide (KOZIEL; MYDEL; POTEMPA, 2014; OGRENDIK,
2013; TOTARO et al.,, 2013). A doenca periodontal severa esta associada com o
aumento da frequéncia de Candida albicans, P. gingivalis, T. forsythia e Treponema
denticola em pacientes com doenca renal cronica (BASTOS et al., 2011).

Nosso estudo observou que P. gingivalis estava presente em 94,4% das
bolsas periodontais das mulheres com cancer de mama. Atualmente, cerca de um
quarto das doencas malignas em todo o mundo sdo atribuidas a contribuicdo
microbiana (ATASANOVA; YILMAZ, 2015). Os microrganismos P. gingivalis e F.
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nucleatum tem chamado a atencdo por sua capacidade de modular o equilibrio da
microbiota e as subsequentes interacbes com a mucosa do hospedeiro e a
imunidade (ATASANOVA; YILMAZ, 2015). A elevada carga bacteriana nas
superficies dos dentes e em bolsas gengivais durante um tempo prolongado pode de
fato, desempenhar um papel na carcinogénese (SODER, 2012). Parece que
Porphyromonas gingivalis é cancerigeno, porque ele ativa uma série de respostas
imunologicas inflamatérias no hospedeiro e causa transtornos em mecanismos de
eliminacdo de bactérias. H4 pouca informacdo sobre a prevaléncia desta bactéria
em pacientes com cancer (SAYEHMIRI et. al., 2015). Entre as espécies microbianas
conhecidas da cavidade oral, P. gingivalis teve maior correlacdo com carcinoma
epidermdide de boca (ATASANOVA,; YILMAZ, 2014; INABA et al., 2014; HOOPER et
al., 2006) e foi um importante fator de risco independente na associacdo com cancer
de pancreas (AHN; SEGERS; HAYE, 2012; ATASANOVA; YILMAZ, 2014,
MICHAUD et al., 2013).

O microrganismo F. nucleatum foi encontrado em tecidos tumorais coloretais
e, além disso, a carga bacteriana do F. nucleatum parece aumentar com a
progressdo da doenca do cancer coloretal (FLANAGAN, 2014; TAHARA et al.,
2014). Nossos resultados apontam uma frequéncia de 96,5% de F. nucleatum nas
bolsas periodontais das mulheres com cancer de mama, corroborando com a
literatura acima para a observacao deste patdgeno bucal associado com o cancer de

mama.

Apesar da complexidade dessa associagéo, existe uma forte indicacao de que
bactérias altamente virulentas como P.gingivalis e F. nucleatum desempenham um
papel significante nos processos moleculares que contribuem para a malignizacéo
das células do tecido hospedeiro. Portanto, a presenca dessas bactérias especificas
pode ser utilizada no futuro como fator preditivo de cancer, possibilitando assim o
diagnéstico e tratamento precoce (ATASANOVA; YILMAZ, 2015).

Tanto P. gingivalis e F. nucleatum incidem sobre aspectos da sinalizacao da
severidade de células epiteliais que tenham relevancia para a progressao do cancer.
Ambos tém atributos consistentes com um papel no desenvolvimento e progressao

do céancer. Fica o questionamento de porgque a infeccdo generalizada com estes
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organismos leva a doengca em apenas em um numero limitado de individuos. Parte
da resposta pode estar relacionada com a natureza da comunidade das bactérias.
No entanto, uma outra consideracdo € a etiologia multifatorial de cancer, e, neste
quadro, as bactérias orais especificas e seus eventos inflamatdrios associados
podem desempenhar um papel contributivo, mas nao exclusivo. As implicagdes do
envolvimento de bactérias orais em cancer sdo muitos. A deteccdo de P. gingivalis
ou F. nucleatum em lesBes pré-cancerosas poderia ser usada como um pobre
indicador de prognostico. Higiene oral melhorada e tratamento da periodontite
podem ser Uteis para limitar o desenvolvimento ou a propagacdo do cancer. Uma
vez que fatores de viruléncia bem caracterizados de P. gingivalis e F. nucleatum, tais
como as adesinas FimA e FadA, podem funcionar como moléculas efetoras na
transicdo de células epiteliais normais em células cancerosas, que podem fornecer
novos alvos para intervencéao terapéutica (WHITMORE; LAMONT, 2014).

Além disso, a alta complexidade dos eventos cancerigenos relacionados com
a microbiota, o hospedeiro e ambiente, podem explicar as diferencas na
suscetibilidade dos individuos para transformacdo maligna. Destaca-se a
necessidade de abordagem individual para possivel prevencdo e gestdo desses
tipos de céncer, e provavelmente outras doencas cronicas associadas a alteragdes
na microbiota oral (ATASANOVA,; YILMAZ, 2015).

De acordo com evidéncias atuais, a doenca periodontal esta fortemente
associada com as bactérias do complexo vermelho, T. forsythia, T. denticola e P.
gingivalis (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). A perda de insercdo e perda Ossea
estdo associadas a um aumento na propor¢cao de microrganismos gram-negativos
patogénicos e virulentos no biofilme da placa subgengival (CARRANZA JR, 2007). O
descuido de habitos saudaveis de alimentacao e de higiene bucal é relacionado com
o desenvolvimento de infeccbes, instalagdo do complexo vermelho e o
desenvolvimento da doencga periodontal (RAMOS, 2012). A placa microbiana
desempenha um papel fundamental no processo patogénico, de modo que 0 Unico
método universalmente aceito para interromper a destruicdo periodontal é o
emprego de uma estratégia antimicrobiana, na qual a raspagem e o0 alisamento

radicular e a manutencgéo da higiene oral sao geralmente eficazes.
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Um estudo com 37 individuos jovens saudaveis foram coletadas amostras de
placas supragengivais e identificadas baixas frequéncias das bactérias pertencentes
ao complexo vermelho, porém T. forsythia (13,5%) foi a que teve maior incidéncia
(EBERHARD et al., 2013). Esses resultados sdo semelhantes ao encontrado no
nosso estudo, pois a andlise dos parametros clinicos de profundidade de bolsa e
nivel clinico de insercdo com o complexo microbiano vermelho, mostrou forte
correlacdo na profundidade de bolsa a sondagem de 4,0 a 5,0mm e a presenca da
bactéria T. forsythia. O acompanhamento longitudinal dessas pacientes, e a
observacdo da resposta das mesmas ao tratamento periodontal trardo resultados
que embasardo a terapéutica periodontal em paciente com cancer de mama. O
desenvolvimento de um protocolo de acompanhamento dessas pacientes e
monitoramento da saude periodontal pela terapia de suporte pode levar a uma
manutenc¢ao do nivel clinico de insercdo, diminuindo a perda de insercao futura pela

progressdo da doenca periodontal.

Relacionando os parametros clinicos periodontais com a presenca de
bactérias do complexo laranja, a Parvimonas micra teve um resultado
estatisticamente significante para profundidade de bolsa a sondagem e nivel clinico
de inser¢cdo > 6,0mm. Em um estudo com 177 amostras de placas subgengivais,
através da utilizacdo da técnica de hibridizacdo de DNA, foi observada uma pequena
e relevante significAncia estatistica de pacientes com periodontite e bactéria P. micra
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Quando realizamos essa comparagao com as
bactérias do complexo amarelo, S. oralis, S. intermedius, S. gordonii tiveram a
mesma correlagdo estatisticamente significante para profundidade de bolsa a
sondagem e nivel clinico de inser¢cao > 6,0mm. No mesmo estudo ja citado, foram
observadas que as bactérias do complexo amarelo S. oralis, S. intermedius, S.
gordonii e S. mitis apresentaram significancia estatistica em pacientes
diagnosticados com doenca periodontal (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).

Algumas das mudancas que ocorrem em um individuo que progride da saude
periodontal para a doenca periodontal podem ser inferidas ao examinar perfis
microbianos médios em individuos com diferentes gravidades de periodontite. Foram
analisados perfis microbianos médios de amostras subgengivais de 184 individuos

periodontalmente saudaveis e 592 individuos com periodontite crénica. Em média,
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contagens subgengivais sdo mais elevados nos individuos com periodontite do que
nos individuos periodontalmente saudaveis. As principais diferencas entre a saude e
a doenca ocorrem principalmente entre as espécies dos complexos de vermelho e
laranja. De fato, 11 de 12 espécies no complexo laranja e todos os trés membros do
complexo vermelho foram significativamente elevadas nos individuos com
periodontite mesmo apds o ajuste para multiplas comparacdes. Estes dados estdo
de acordo com estudos na literatura que tenham utilizado PCR para examinar
frequiéncia de deteccdo na saude e na doenca, PCR em tempo real, cultura, sondas
de DNA, e as técnicas baseadas em anticorpos. Outras espécies, incluindo espécies
“incultivaveis", também tém sido sugeridas para serem detectadas mais
frequentemente em doencas do quem em saude usando técnicas de PCR. Existe
uma notavel mudanca na composicédo das médias dos perfis microbianos em relacéo
ao aumento da gravidade da doenca. Esta mudanca é particularmente marcante
para as espécies do complexo vermelho, que aumentam com o aumento da
profundidade de bolsa, e, em certa medida, para algumas das espécies do complexo
laranja. A mudanca no perfil significativo microbiano pode ser diretamente
relacionado com o aumento do numero de bolsas periodontais nos grupos mais
doentes, uma vez que a profundidade da bolsa num local relacionam-se assim
fortemente com a composicdo da microbiota subgengival. Os dados indicam que
existem poucas relacdes com a profundidade da bolsa para a maioria das espécies
microbianas; no entanto, a maioria das espécies do complexo laranja e todas as
espécies do complexo vermelho cresce significativamente com o aumento da
profundidade de bolsa. Um numero de possiveis razdes para a relacdo de maior
profundidade de bolsa com aumento dos niveis de espécies do complexo vermelho
e laranja podem ser sugeridas. Bolsas mais profundas tém uma maior area de
superficie epitelial ao qual as espécies do complexo vermelho como P. gingivalis e
T. denticola podem aderir. A zona de bactérias fracamente aderentes que parece
conter grandes propor¢cdes de espécies do complexo laranja € aumentada em bolsas
profundos em relacdo a bolsas rasas. Além disso, fatores locais podem limitar o
crescimento de espécies relacionadas ao dente enquanto promovem o crescimento
de espécies associadas ao epitélio. Por exemplo, a disponibilidade de hidratos de
carbono fermentaveis pode limitar o crescimento de bactérias sacaroliticas no
biofilme associado ao dente, enquanto que uma abundancia relativa das fontes de

energia de hidratos de carbono néo, tais como o hidrogénio, produtos finais de acido
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e produtos de degradacdo da proteina pode sustentar um melhor crescimento de
algumas espécies assacaroliticas dos complexos laranja e vermelho. A presenca de
inflamacdo gengival num local também afeta a composicdo da microbiota nesse
local (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

O perfil clinico classico de atuacdo de membros do complexo vermelho na
progressdo da doenca periodontal € o sangramento a sondagem (RAMOS, 2012,
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Locais que apresentam 0 sangramento a
sondagem como um indicador clinico de inflamacéo periodontal, mostram elevada
significAncia de bactérias dos complexos vermelho e laranja (SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 2005). As espécies encontradas em numero elevado nos sitios
inflamados podem se beneficiar dessa inflamacéo, pois a mesma eleva a secrecao
do fluido crevicular gengival, que € uma fonte de nutrientes para essas bactérias,
além dos produtos gerados pela degradacdo dos tecidos que podem favorecer o
crescimento de bactérias que necessitam de proteinas, peptideos ou produtos
metabdlicos para o seu crescimento. Diferente do que é descrito na literatura, o
complexo vermelho nao teve relevancia. Nossa amostra observou maior
significancia estatistica das bactérias do complexo amarelo na correlacdo com o
sangramento a sondagem. E no complexo laranja, apenas o Fusobacterium
nucleatum mostrou significancia nessa correlacdo. Estudos longitudinais controlados
fracassaram em demonstrar uma correlacdo significativa entre o sangramento a
sondagem a outros sinais clinicos e subsequente perda de insercdo. Uma limitacdo
adicional da utilizacdo do sangramento como parametro inflamatério € a
possibilidade de que sitios saudaveis possam sangrar a sondagem. Portanto, o
sangramento a sondagem ndo € um bom indicador de perda progressiva de
insergéo; no entanto, a sua auséncia € um indicador de estabilidade periodontal.
Além de ser um indicador da inflamacao gengival, ha sugestbes que o sangramento
gengival é também um indicador da atividade da doenca periodontal; contudo, sua
relacGo com a progressdo da doenca ndo estd clara (CARRANZA JR, 2007).
Provavelmente o nimero de amostras analisadas, em nosso estudo, tenha sido
insuficiente para encontrar uma correlacdo estatisticamente significante entre o
complexo vermelho e o pardmetro sangramento a sondagem, sendo esta uma

limitac&o do estudo.
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Como alguns estudos mostram a relagdo entre a carga bacteriana e o
desenvolvimento e progressdo do cancer (ARORA et al.,, 2010; HUJOEL et al.,
2003), o controle do biofilme oral a fim de reduzir a carga microbiana da boca, é
justificavel para combater o desenvolvimento carcinogénico. Apesar do papel das
bactérias periodontopatogénicas na etiopatogénese da lesdo de cancer de mama
ainda ndo estar esclarecida na literatura, mais estudos clinicos randomizados
controlados sé@o necessarios para determinar se existe qualquer elemento causal na

associacao da doenca periodontal e cancer de mama.
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7 CONCLUSOES

Dentro das limitacbes desse estudo considerando um numero de amostras
reduzidas e o nado acompanhamento longitudinal dessas pacientes, podemos

concluir que:

1. As caracteristicas demogréficas, sociais, clinicas e comportamentais da amostra

demonstram semelhancgas com as publicacdes escassas na literatura;

2. Os parametros clinicos periodontais mostram que 59% das pacientes apresentam
bolsas moderadas (4,0 a 5,0 mm), 71,8% das pacientes apresentam nivel clinico de
inser¢cdo > 6mm, indice de placa visivel em 45,7% das faces dentarias avaliadas e

sangramento a sondagem em 27,6% dos sitios avaliados;

3. O perfil microbiolégico periodontal das mulheres com cancer de mama difere do
perfil microbiolégico encontrado na doenca periodontal em pacientes saudaveis com
doenca periodontal. As amostras de placas subgengivais dos sitios coletados
mostram maior proporcao (%) para Treponema denticola, bactéria pertencente ao

complexo vermelho e o Fusobacterium periodonticum do complexo laranja.

4. No complexo microbiano laranja, a Parvimonas micra tem uma relagéo significante
com os parametros clinicos periodontais, profundidade de bolsa a sondagem e nivel
clinico de inser¢cdo, enquanto que Streptococcus intermedius, Streptococcus
gordonni e Streptococcus mitis, pertencentes ao complexo amarelo, apresentam
significancias para profundidade de bolsa a sondagem e nivel clinico de insercéo.
Entre as bactérias do complexo vermelho, a Tannerella forsythia tem maior

significancia com bolsas periodontais moderadas e perda de insercao.
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APENDICE 2 - QUESTIONARIO ANAMNESICO MEDICO-ODONTOLOGICO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

ERAL D,
«® O

<

(EQ@‘ «:ué%’é Centro de Ciéncigs da Saude .

£ il g Departamento de Clinica Odontoldgica

%Ooo t*f;‘{; Programa de Pés-Graduagdo em Clinica Odontolégica
7 ounes NUPET - Ndcleo de Periodontia

QUESTIONARIO ANAMNESICO MEDICO-ODONTOLOGICO PARA CANCER DE MAMA

Data: / /

Dados pessoais:
Nome:

Idade: Estado civil:

Endereco: N°
Compl.
Bairro: Municipio: UF:

EP:
Telefone:

Habitos de Vida:

Tabagista:

o sim o somente no passado o ndo

Se sim ou somente no passado, quantos por dia:

Idade que comegou a fumar: Idade que parou:

Etilista:
o sim o somente no passado o nao

Se sim ou somente no passado, Tipo de bebida:

quantos dias por semana:

gquantidade de garrafas, latas ou doses aproximadamente:
Ha quantos anos parou de beber:

Doencas ja diagnosticadas:

Hipertensdo o sim o ndo diabetes o sim o ndo depresséo o sim o né&o
Ansiedade o sim o n&o cardiopatias o sim o ndo Especificar:
Neoplasias o sim o nao Especificar:
Outra(s)

Medica¢des o sim o ndo
Descrever:

Histérico da doenca atual

Data de diagndstico: / /




Protocolo Terapéutico:
Esvaziamento Linfatico: o sim o néo

Quimioterapia: o sim o néo
Tipo: n° de ciclos:
Inicio: / / término: / /

Quimioterapico(s):

Radioterapia: o sim o ndo
Inicio: / / término: / /
N° de sessodes:

Hormonioterapia com Tamoxifeno: o sim o nao
Inicio: / / término: / /

Histérico Odontoldgico:
Ja visitou o Dentista alguma vez? o sim o nao
Se sim, com que frequéncia?

Ja fez tratamento de gengiva alguma vez? o sim o nédo
Se sim, ha quanto tempo?

Possui alergia a alguma substancia? o sim o nao
Se sim, qual(quais)?

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/CEP do CCS/UFES Tel: 3335-7211 Email: cep.ufes@hotmail.com
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ANEXOS

ANEXO A - CARTA DE ACEITE DO HOSPITAL UNIVERSITARIO CASSIANO
ANTONIO DE MORAES - HUCAM

@

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Centro de Ciéncias da Satde
Hospital Universitario Cassiano Antonio de Moraes - HUCAM

Vitéria-ES, 22 de maio de 2014.

De: Prof Dr.Luiz A'berto Sobral Jr.
Diretor-Superintendente do HUCAM

Para: Prof.Dr.Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa
Associado Periodontia/DCO-CCS-UFES

CARTA DE ACEITE

Informo a quem de direito que o Projeto de Pesquisa intitulado “EFEITOS DAS
TERAPIAS ANTIN-NEOPLASICAS DO CANCER DE MAMA SOBRE CONDICOE=
CLINICAS PERIODONTAIS, NIVEL OSSEO ALVEOLAR. MICROBIOTA
SUBGENGIVAL E RESPOSTA INFLAMATORIA" sob Coordenagéo Geral do
Prof.Dr.Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa, lotado no Departamento de Clinics
Odontoldgica da Universidade Federal do Espirito Santo foi aceito para realizar tzl
investigagdo junto ao Servico de Mastologia do HUCAM visando atender -
CEP/CC3-UFES Flataforma Brasil.

Atenciosamente,

; . Junior
e i eSS

So——E
-é/{/f.ﬁ/ A,\“‘fﬁ“f)\/\-

ProfDr. Luiz Alberto Sobral Vieira Jr.
Diretor do HUCAM
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,(nacionalidade) residente e
domiciliado a Rua ,telefone , ha cidade
de , Estado de , fui convidada a participar da pesquisa intitulada:

EFEITOS DAS TERAPIAS ANTI-NEOPLASICAS DO CANCER DE MAMA SOBRE PARAMETROS CLINICOS
PERIODONTAIS, MICROBIOTA SUBGENGIVAL, NIVEL OSSEO ALVEOLAR E RESPOSTA INFLAMATORIA, sob
responsabilidade de Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa.

1. Justificativa: A periodontite é a inflamacéio das gengivas e pode levar até a perda dos dentes. E causada pela
presenca da placa dentaria, uma camada composta por bactérias localizada na superficie dos dentes (coroas dentarias ou
raizes dentérias) que causam esta inflamagéo. A inflamacéo da gengiva é influenciada pela resposta imune do hospedeiro por
meio de moléculas chamadas de citocinas. As citocinas que atuam nas doengas da gengiva sdo encontradas no fluido gengival
e as principais sdo: IL-1B, IL-6, IL-8 e TNFa. Deste modo, uma resposta imune pronta para a infecgdo periodontal crénica tem
sido proposta como um potencial fator etiolégico carcinogénico. Estudos apontam que as mudangas das bactérias da boca
frente aos anti-neoplasicos sdo inadequadas e pouco compreendidas até o presente, mas, durante a quimioterapia existe uma
alteragdo no aumento de bactérias bastonetes gram-negativas em até 50% dos pacientes.

2. Objetivo da Pesquisa: O objetivo desta pesquisa € avaliar a presenca de inflamagéo na gengiva, das bactérias da
gengiva inflamada e a presenca de substancias responsaveis por essa inflamagao gengival.
3. Procedimentos: Para participar desse estudo o individuo voluntario ndo pode ser fumante, deve ter a periodontite

crbnica ou agressiva, ndo ter sofrido tratamento nas gengivas, nem tomado antibiéticos ou utilizado bochechos com
antissépticos nos Ultimos 6 meses; e ndo estar gravida. Os participantes voluntarios serdo submetidos a exames completos dos
dentes e das gengivas durante o periodo do estudo. Os atendimentos serdo realizados no Ambulatério Il do Instituto de
Odontologia por profissionais formados em Odontologia sob a supervisdo dos professores de Periodontia do Departamento de
Clinica Odontoldgica da UFES. Os exames clinicos periodontais, questionario anamnésico odontolégico e odontograma serdo
realizados em todas as pacientes selecionadas no projeto. As coroas dos dentes receberéo profilaxia periodontal por meio da
raspagem das superficies dentarias e das coroas dentérias sem anestesia local para remover a placa dental para evitar
contaminacdo no momento da coleta da placa dental subgengival. Espécimes de placa dentaria serdo coletados com curetas
metélicas e o fluido gengival sera coletado por meio de cones de papel esterilizados para a realizagdo do exame das bactérias
e das moléculas (citocinas) da inflamag&o gengival. Logo apds as coletas, todos os dentes receberdo raspagem e alisamento
radicular manual e/ou com ultrassom, polimento das coroas dentérias, aplicagdo topica de fluoreto de sédio (1,23%), orientacéo
de higiene oral e uso de solugdes para bochechos que ajudam no controle dos germes da boca para evitar a formagdo da
placa dentaria causadora das inflamag8es nas gengivas. Os espécimes de placa dental subgengival e do fluido gengival ano
serdo armazenados em freezer com temperatura de -80°C em ambiente de sala fria do Nicleo de Doengas Infecciosas do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Estes espécimes serdo utilizados somente e
tdo somente para esta pesquisa e ao final do periodo de realizacdo da pesquisa, 0s espécimes residuais ou remanescentes
serdo descartados por meio de esterilizagdo em autoclave. A consulta odontoldgica neste estudo tera uma duracdo de
aproximadamente 40 minutos. Os individuos que necessitarem de outros tratamentos serdo encaminhados as diferentes
especialidades nas Clinicas do Instituto de Odontologia.

4. Duracgéo e Local da Pesquisa: Os atendimentos serdo realizados no Ambulatério 1l do IOUFES sob a orientacédo
dos Professores de Periodontia (Gengiva) da UFES durante o periodo do estudo.
5. Riscos, Desconfortos e Beneficios: Existem riscos minimos durante a realizagdo do exame da gengiva e dos

dentes, tais como, um leve desconforto durante o ato de introducdo da sonda periodontal metalica ou da cureta dentro da bolsa
periodontal, e leve dor ao toque da sonda exploradora metalica para a verificacdo de cérie. Estes procedimentos sdo simples,
na maioria das vezes, indolores, uma vez que sdo de rotina na pratica médica odontolégica. As coletas da placa dental para
analise das bactérias e do fluido gengival sdo feitas por meio de curetas e cones de papel esterilizados dentro da bolsa
periodontal mantidos por 60 segundos e sédo indolores. O risco é sangramento da gengiva apds a introducéo dos cones durante
segundos. Caso haja sensibilidade dolorosa acentuada, a alternativa clinica é o uso da anestesia local apropriada da regiéo.
Nos casos clinicos de maior complexidade, o paciente recebera o tratamento por fase, ou seja, com intervalos maiores entre os
procedimentos clinicos e a nova consulta odontoldgica.

6. Acompanhamento e Assisténcia: Todos 0s que receberem tratamentos nas gengivais serdo posteriormente
acompanhados na Clinica de Periodontia para permanecerem no programa de manutencdo ou de suporte do controle de placa
dental para evitar efeitos e condi¢cdes adversas oriundas do nédo controle adequado de higiene bucal ou ainda, se por ventura,
de algum dano reversivel durante a realizagdo do ato operatdrio ndo cirdrgico. O participante que apresentar algum dano
comprovadamente inspecionado pela equipe de pesquisadores terd garantia da realizagéo de procedimentos gengivais visando
restabelecer a condicao de saude clinica gengival e sera mantido em programa de revisdo na Clinica de Periodontia da UFES.
7. Direito de Recusa em participar da Pesquisa: A participacdo na pesquisa ndo é obrigatéria e caso algum dos
participantes selecionados se recuse em participar, isso ndo resultara em nenhum tipo de penalidade ou prejuizo para os
mesmos, podendo a qualquer momento se retirar da pesquisa. Todos os voluntarios participantes da pesquisa receberdo uma
via (cépia) do termo de consentimento livre e esclarecido.

8. Garantia de Manutenc¢édo do Sigilo e Privacidade: Nenhum resultado sera relatado com identificagdo pessoal do
participante. Todos os cuidados serdo tomados para manutencdo do sigilo de sua identidade. Ao conceder o direito de
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retencéo e uso de quaisquer documentos para fins de ensino e divulgagéo (dentro das normas vigentes) em jornais e revistas
cientificas do pais e estrangeiras, sera mantida a devida preservagao do segredo profissional, a menos que a quebra seja por
uma exigéncia judicial.

9. Ressarcimento Financeiro: Nenhuma ajuda financeira serd concedida aos participantes, pela Instituicdo ou pela
equipe de pesquisadores, relativa a participagdo na pesquisa, uma vez que nesta pesquisa ndo héa recebimento financeiro de
nenhum 6rgédo ou entidade para pagar a participacéo de cada voluntario na pesquisa.

10. Esclarecimento de Duvidas: Em caso de davidas sobre a pesquisa ou perante a necessidade de reportar qualquer
injuria ou dano relacionado com o estudo, eu devo contatar o pesquisador Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa, nos telefones
(27) 3335-7273/3335-7276/3335-7237 ou (27) 9999-4793 ou no endereco: Av. Marechal Campos, 1468 - Maruipe, Vitoria-ES.
Caso ndo consiga contatar o pesquisador ou para relatar algum problema, posso contatar o Comité de Etica e Pesquisa do
CCS/UFES pelo telefone (27) 3335-7211 ou correio, através do seguinte enderego: Universidade Federal do Espirito Santo,
Comisséo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe, Prédio da Administragéo do
CCS, CEP: 29040-090, Vitéria-ES, Brasil.

Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o teor do presente documento entendendo todos os termos acima
expostos, como também, os meus direitos, e que voluntariamente aceito participar deste estudo. Também declaro ter recebido
uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelo pesquisador.

Na qualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa EFEITOS DAS TERAPIAS ANTI-NEOPLASICAS DO CANCER DE
MAMA SOBRE PARAMETROS CLINICOS PERIODONTAIS, MICROBIOTA SUBGENGIVAL, NIVEL OSSEO ALVEOLAR E
RESPOSTA INFLAMATORIA, Eu, Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa, declaro ter cumprido as exigéncias da Resolucdo CNS
466/12, a qual estabelece diretriz e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

VITORIA-ES, de de 201_.

Voluntario Participante da Pesquisa

Nome do Pesquisador Responsavel pelo Projeto

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/CEP do CCS/UFES Tel: 3335-7211 Email: cep.ufes@hotmail.com



ANEXO C - APROVACAO PELO CEP/CCS-UFES/PLATAFORMA BRASIL

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE/UJFES
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS D0 PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: EFEITC DE TERAPIAS ANTI-NEOPLASICAS DO CAMCER DE MAMA SOBRE A
DOENCA PERIODONTAL.

Pesquisador: ALFREDO CARLOS RODRIGUES FEITOSA
Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 215987313.2.0000.5060

Instituigdo Proponente: Centro de Ciéncias da Salde
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 252,252
Data da Relatoria: Z5/11/2014

Apresentagio do Projeto:
Estudo epidemiclogico com desenho observacional descritvo. Esta pesquisa possui um delineamentos
epidemiclogico e terapéutico periodontal.

Objetive da Pesquisa:
Avaliar parametros clinicos radiograficos, microbiologicos & imunolégicos dos efeites das terapias

antineoplasicas sobre as condigbes clinicas da doenga periodontal em pacientes com cancer de mama.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Existem riscos minimos durante a realizacio do exame da gengiva e dos dentes, tais como, um leve
desconforte durante o ato de intredugdo da sonda perisdontal metalica ou da cureta dentro da bolsa
periodontal, & leve dor ao togue da sonda exploradora metilica para a verfficagdo de carie. Estes
procedimentos s3o simples, na maioria das vezes indolores, uma vez que sdo de rofina na pratica médica
odentolagica. As coletas da placa dental para analise das bacterias e do fluido gengival s3o feitas por meio
de curetas e cones de papel esterilizados denfro da belsa periodontal mantidos por 60 segundos e 530
indolores. O risco & sangraments da gengiva apds a intredugio dos cones durante segundes. Caso haja
sensibilidade dolorosa acentuada,a altemativa clinica & o

Endersqga:  Av. Marechal Campas 1458

Ealrmoz S CEP: 23.040-031
UF: EZ Munloiplo:  WITORIA
Telefone: [27)3335-7211 E-mall: cepffcrs wes br
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uso da anestesia local apropriada da regido. Mos casos dinicos de maior complexidade, o paciente recebera
o tratamento por fase,ou seja.com intervalos maiores entre os procedimentos clinicos e a nova consulta
odontologica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Este estudo tem por finalidade conhecar os possiveis patdgenos pericdontais, a natursza da inflamagdo. por
meio da identificagdo de citocinas anti-inflamatdrias,e avaliar a resposta do hospedeiro frente as
terapéuticas pericdontais adotadas no sentido de eliminar as inflamagbes perodontais ou pelo menos
reduzir a carga bacteriana presente nas bolsas pericdontais das pacientes com cancer de mama.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagac obrigatoria:

O regulamento do biomepositirio foi aprovado pelo departamento de Clinica Odontologica, de acordo com o
exirato de ata apresentado.

Riscos detalhados na Plataforma Brasil.

Participagae apenas do Hospital HUCAM na pesquisa constande na Flataforma Brasd

Recomendagoes:

Sem

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Cronograma adequade com datas apos aprovagio pelo Comité de Etica.

Situagio do Parecer:

Aprowado

Mecessita Apreciagao da COMNEP:
Mao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Emdamgo: Ay, Marechal Camipos 1458

Balrma: &M CEP: 235 04p-051
UF: EEZ Munioiplo: VTR
Telefome: [27]3335-7211 E-mall: cepffcosutes.br
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Continmasln do Parecs; 582 050

VITORIA, 0T de Novermnbro de 2014

Assinado por:
Cinthia Furst Leroy Gomes Bueloni
(Coordenador)
Emdamego:  Av. Marechal Campos 1468
Ealrro: 5™ CEP: 29.040-034
UF: EZ Munloiplo:  WITORIA
Telabome: [27]3335-TZ11 E-mall: cepffcosautes.br

Piigirm 20 d= @

84



