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RESUMO

As infecgbes dentarias e a doenga periodontal podem agir como fatores de risco
para o cancer de mama. Porém, pouco se sabe da composi¢gdo da microbiota
periodontal nos individuos com cancer de mama e sua relagdo com a perda dentaria
e a infecgéo periodontal. OBJETIVO: Avaliar a condigéo clinica e microbiolégica do
biofilme subgengival em mulheres com e sem cancer de mama. METODOLOGIA:
Estudo caso-controle e amostra (n=92) constituida por 62 mulheres com cancer de
mama e 30 mulheres sem cancer de mama portadoras de doenga periodontal. 92
amostras de biofilme subgengival oriundas do sitio periodontal mais profundo foram
avaliados microbiologicamente. O nivel de significancia adotado foi de 5% e o teste
de Mann-Whitney (1947) foi requerido para verificar as diferencas entre as médias
dos grupos caso e controle. Para avaliar as correlagbes entre os complexos de
bactérias nos grupos, se utilizou a correlacdo de Spearman. RESULTADOS: Ha
associagao significante entre cancer de mama e perda de dentes superiores e
inferiores (p=0,002/Caso; p=0,012/Controle), da mesma forma que o sangramento a
sondagem, porém com significancia para o grupo controle (p=0,003). Com relagéo a
deteccdo das espécies bacterianas, Treponema denticola foi a espécie prevalente
(90,0%) do complexo vermelho no grupo caso, seguido por Porphyromonas
gingivalis (80%), e, Tannerella forsythia (70,0%). Ja no complexo laranja, as
espécies Fusobacterium nucleatum (sp. polymorphum), Fusobacterium nucleatum
(sp.nucleatum) e Prevotella nigrescens foram as mais prevalentes (98,3%; 91,7% e
90,0%), enquanto que no complexo amarelo, Streptococcus gordonii e
Streptococcus oralis foram as mais prevalentes (95,0%; 95,0%). P. gingivalis
mostrou uma relagcdo positiva com a perda dentaria nos dentes superiores e
inferiores com cancer de mama (p=0,017; p=0,038), o mesmo ocorrendo para T.
denticola (p=0,003; p=0,008). O sangramento a sondagem apresentou uma relagcao
positiva e estatisticamente significante (p=0,014) para os dentes superiores no grupo
controle. Outras espécies bacterianas mostraram associagdes estatisticamente
significantes no grupo caso: P. nigrescens (p=0,028), F. nucleatum (sp.
polymorphum) (p=0,002), Campylobacter showae (p<0,001), F.periodonticum,
Streptococcus intermedius (p=0,013) e S. gordonii (p<0,001). O perfil bacteriolégico
predominante para bactérias (contagem média das cdpias de DNA) nas mulheres do
grupo controle destacou seis microrganismos e com significancia estatistica: T.
denticola, Parvimonas micras, F. nucleatum (sp.polimorphum), F. nucleatum
(sp.nucleatum) e S. oralis. CONCLUSAO: A perda dentaria na presenga das
espécies P. gingivalis e T. denticola associou significantemente com cancer de
mama. Além disso, as mulheres com cancer de mama tém 2,1 vezes mais chances
de ter perda dos dentes molares inferiores quando ndo ha deteccdo da espécie S.
infermedius em comparagdo ao grupo controle. Ja as perdas dos dentes molares
superiores na presencga desta bactéria aumentam estas chances em 1,2 vezes. O
cancer de mama também se associa significantemente com o sangramento gengival
na presencga da espécie T.denticola.

Palavras-chave: Doenga periodontal. Cancer de mama. Microbiota subgengival



ABSTRACT

Dental infections and periodontal disease may act as risk factors for breast cancer.
However, little is known about the composition of the periodontal microbiota in
individuals with breast cancer and its relation to tooth loss and periodontal infection.
OBJECTIVE: To evaluate the clinical and microbiological condition of the subgingival
biofilm in women with and without breast cancer. METHODS: Case-control study and
sample (n = 92) consisted of 62 women with breast cancer and 30 women without
breast cancer suffering from periodontal disease. 92 samples of subgingival biofilm
derived from deep periodontal sites were evaluated microbiologically. The
significance level was 5% and the Mann-Whitney test (1947) was required to verify
the differences between the means of case and control groups. To evaluate the
correlation between the complex of bacteria in the groups, we used the Spearman
correlation. RESULTS: There is a significant association between breast cancer and
loss of upper and lower teeth (p=0.002/Case; p=0.012/control), the same as bleeding
on probing, but with significance for the control group (p = 0.003). With regard to the
detection of bacterial species, Treponema denticola was the most prevalent species
(90.0%) of red complex samples in the case group, followed by Porphyromonas
gingivalis (80%), and Tannerella forsythia (70.0%). In the complex orange,
Fusobacterium nucleatum species (sp. polymorphum), Fusobacterium nucleatum
(sp.nucleatum) Prevotella nigrescens and were the most common (98.3%, 91.7%
and 90.0%), while in the complex yellow, Streptococcus gordonii and Streptococcus
oralis were the most prevalent (95.0%; 95.0%). P. gingivalis showed a positive
relationship with tooth loss in the upper and lower teeth in the group with breast
cancer (p = 0.017; p = 0.038), the same is true for T. denticola (p = 0.003; p = 0.008).
Bleeding on probing showed a positive and statistically significant (p = 0.014) for the
upper teeth in the control group. Other bacterial species showed statistically
significant associations in the case group: P. nigrescens (p = 0.028), F. nucleatum
(sp. polymorphum) (P = 0.002), Campylobacter showae (p <0.001), Fusobacterium
periodonticum, Streptococcus intermedius (p = 0.013) and Streptococcus gordonii (p
<0.001). The predominant bacterial profile for bacteria (average score of copies of
DNA) in women in the control group, highlighted six microorganisms with statistical
significance: T. denticola, Parvimonas micra, F. nucleatum (sp. polimorphum), F.
nucleatum (sp. nucleatum) and S. oralis. CONCLUSION: Tooth loss in the presence
of the species P. gingivalis and T. denticola significantly associated with breast
cancer. In addition, women with breast cancer are 2.1 times more likely to have loss
of the lower molars when there is no detection of S. intermedius species compared to
the control group. As for the loss of molar teeth higher in the presence of these
bacteria increase these odds by 1.2 times. Breast cancer is also associated
significantly with gingival bleeding in the presence of T.denticola species.

Key words: Periodontal disease. Breast cancer. Subgingival microbiota.
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1 INTRODUGAO

A doenca periodontal € uma infecgao que envolve as estruturas de protegao
e suporte do periodonto, classicamente definidas como gengivite e periodontite
(CARRANZA JR; NEWMAN, 2007) e possui resposta imune inflamatéria contra
micro-organismos presentes no biofilme dento-bacterianos. E conhecida como uma
das patologias bucais mais frequentes em toda populacdo (FLEMING, 1999; LY et
al., 2014).

O corpo humano contém dez vezes mais células bacterianas do que células
humanas (TURNBAUGH et al., 2007) e centenas de vezes mais genes bacterianos
do que genes humanos (YANG et al., 2009). Este microbioma tem uma influéncia
significativa sobre o bem-estar fisico e mental do hospedeiro (WIKOFF et al., 2009;
ARCHAMBAUD et al., 2013) e essas interagdes com o hospedeiro podem
estabelecer saude e doenga. A cavidade bucal € um ambiente Uumido e rico
nutricionalmente, com temperatura em torno de 35/36°C e pH entre 6,75 a 7,25
(MARSH, 2003; ALMEIDA et al., 2002), condi¢des essas consideradas 6timas para o
crescimento de muitas bactérias que podem formar biofilmes; uma estrutura
polimicrobiana sobre as superficies bucais (JENKINSON; LAPPIN-SCOTT, 2001).

O biofilme dento-bacteriano € uma comunidade microbiana embebida em
substancias da matriz extracelular (DONLAN; COSTERTON, 2002), onde os micro-
organismos se aderem com concentragdes microbianas que podem atingir entre 10"
e 10" unidades formadoras de coldnias por mililitro (KHULLER, 2009). Esse biofilme
incorpora mais de 700 espécies bacterianas e possui meétodos distintos de adesao a
superficie dentaria (AAS et al., 2005), ou seja, apenas 20% a 25% do ambiente oral
€ de superficie dentaria e as superficies das mucosas sdo importantes nichos para
os biofilmes microbianos periodontais (KERR et al., 1991). Assim, os patdégenos
periodontais sdo essenciais, mas sozinhos sao insuficientes para causar doenga,
porém a suscetibilidade do hospedeiro e seus fatores etiologicos primarios séo
determinantes. O biofilme dento-bacteriano ndo pode ser eliminado totalmente;
entretanto, sua natureza patogénica pode ser reduzida por meio da identificagdo dos
eventos biolégicos microbianos (carga microbiana total e diferentes técnicas de
isolamento de patdgenos do biofilme dento-bacteriano) e na manutencdo da

microbiota normal com métodos de higiene oral adequados, que incluem escovagao,
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uso do fio dental e bochechos com antimicrobianos. Isso previne o impacto das
doengas periodontais sobre doengas sistémicas especificas (KHULLER, 2009).

Theilade (1966) verificou que patdgenos eram bactérias indigenas
encontradas na saude periodontal destacando, assim, o surgimento da Hipotese da
Placa Nao-Especifica, a HPNE, com foco nas doencgas periodontais. Portanto, nesta
ultima hipotese foi estabelecido que toda bactéria na placa dental contribui para
viruléncia da microbiota bucal seja na colonizag&o, seja na evasao do mecanismo de
defesa, e/ou promovendo a inflamagdo e destruicdo tecidual. Loesche (1976)
reconheceu a importancia do ecossistema da placa dental e propés uma hipdotese
intitulada Hipotese da Placa Especifica (HPE) a qual estabelece que apenas certos
micro-organismos dentro da placa dental sdo patogénicos e essa patogenicidade
depende do crescimento ou da selegdao de micro-organismos mais virulentos. As
primeiras evidéncias da HPE foram estudos sobre a etiologia microbiana da
gengivite (LOE et al., 1965; THEILADE et al., 1966) e da periodontite (LINDHE et al.,
1973). Mais tarde, Marsh (1994) prop6s uma hipotese que combinou os conceitos-
chave da HPE e instituiu a Hipétese da Placa Ecoldgica (HPEC), afirmando que a
doenca é resultado de um desequilibrio na microbiota total devido ao estresse
ecolégico, com aumento de alguns patdgenos orais ou micro-organismos
relacionados a doenga. Depois de reconhecer que os colonizadores primarios da
placa dental s&o predominantemente micro-organismos gram-positivos, e,
posteriormente, gram-negativos, Socransky et al. (1998) definiram as bactérias
dentro da microbiota subgengival, colocando-as em cinco complexos, culminando
assim com a Hipotese dos Complexos Microbianos (HCM). Esse conceito enfatizou
que certos complexos bacterianos estavam associados a saude ou doenga, com
destaque para o complexo vermelho, encontrado principalmente em bolsas
periodontais profundas e com sangramento a sondagem (Socransky et al., 1998;
Socransky; Haffaje, 2002). J& o conceito de espécies bacterianas-chave, ou seja,
Hipotese do Patogeno Chave (HPC) baseia-se nos estudos basicos de ecologia,
indicando que certos patdgenos em baixas concentragbes podem causar doencgas
inflamatdrias pelo aumento da quantidade de micro-organismos da microbiota
normal e pela alteragdo na sua composicao (HAJISHENGALLIS et al., 2012).
Finalmente, hoje, com os recentes avangos dos estudos sobre a comunidade

microbiana na doenga periodontal, a Hipétese do Sinergismo Polimicrobiano e
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Disbiose (HSPD) (Hajishengallis; LAMONT, 2012) discute que o modelo de
patogénese da periodontite € iniciado por uma microbiota disbidtica e sinergistica,
uma oposi¢ao a visao tradicional do conceito de doenga infecciosa causada por uma
unica espécie bacteriana ou mesmo por alguns periopatégenos seletos, tais como,

0s micro-organismos do complexo vermelho.

Estudos recentes tém mostrado a relagao entre doenga periodontal e cancer,
possivelmente devido a aspectos crbénicos da inflamagédo da doenga periodontal, e
que a bactéria Porphyromonas gingivalis, por ser carcinogénica, pode inibir a
apoptose das células epiteliais, um mecanismo intrinseco de prote¢cdo das células
cancerigenas. A taxa de prevaléncia de bactérias periodontais em individuos com
cancer pode estar associada a saude do paciente, existéncia de qualquer condi¢cao
oral patogénica, tempo de quimioterapia, estagio da doenga, cirurgia, tipo de cancer,
idade do paciente e uso prévio ou atual de antibioticoterapia. Por sua vez, o micror-
ganismo P. gingivalis, um marcador de maior atividade das bactérias nas doencgas
periodontais invasivas, € o patdégeno periodontal possivelmente correlacionado com

maior risco de cancer de pancreas (SAYEHMIRI, 2015).

Portanto, este estudo tem como objetivo central conhecer o perfil da
microbiota das bolsas periodontais de mulheres com cancer de mama submetidas
as terapias antineoplasica e sem cancer de mama portadoras de doenga

periodontal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. BIOFILME DENTO-BACTERIANO

As literaturas entendem biofilme dento-bacteriano como um subconjunto de
espécies bacterianas instaladas na cavidade bucal com potencial de crescimento
demasiado, expondo novas propriedades que conduzem a destruicdo do periodonto
e outras espécies microbianas que continuam a colonizar a regiao periodontal. Sao
compostos de microcolonias de células de origem bacteriana (15-20% por volume)
capazes de ocorrerem sob diferentes formas regidas por forgas de cisalhamento,
devido a passagem do fluido sobre o biofiime (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1997).

As bactérias colonizam os tecidos moles, as bochechas e a lingua, a
margem gengival e suas regides subgengival e supragengival. Estima-se que cerca
de 400 espécies diferentes sdo capazes de colonizar a cavidade bucal, e qualquer
individuo pode abrigar 150 ou mais tipos de espécies ao longo da vida. Esta
estabelecido que os microrganismos que colonizam uma superficie relativamente
estavel como o dente estdo continuamente nas vizinhangas entre os tecidos moles
do periodonto, e fatores como as enzimas proteoliticas e o pH podem afetar o
desempenho de mecanismos de defesa do hospedeiro. As espécies de bactérias
podem ter caracteristicas inerentes, tornando-as independentes, o que dificulta as
tentativas de denomina-las, como, por exemplo, os patégenos ou comensais. Por
isso, conhecer suas distingbes é importante, principalmente no que concerne ao
combate de doencgas, que estabelecem a acido das bactérias e envolvem interacoes
com 0 micro-organismo e o hospedeiro. Nesse caso, a doenga periodontal humana,
implica uma variedade especifica de microrganismos (HAFFAJEE; SOCRANSKY,
1994).

Atualmente, a etiologia da doenga periodontal esta baseada na hipétese dos
Complexos Microbianos de Socransky, que descreve cinco complexos microbianos
presentes na placa subgengival de individuos adultos (Figura 1) (SOCRANSKY et
al., 1998; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Estes complexos foram didaticamente
distribuidos em cores: os complexos amarelo, azul, verde e violeta sdo constituidos
por bactérias que aderem a superficie dentaria, constituindo a base da piramide do

biofime dento-bacteriano. Essas bactérias sdo denominadas de colonizadores



18

primarios e nao se relacionam com a doenga, sendo muitas delas consideradas
benéficas. Dentre essas espécies, estdo os Streptococcus, que constituem 47% a

82% dos colonizadores primarios.

No complexo amarelo, as espécies predominantes sdo Streptococcus. mitis,
Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii e
Streptococcus intermedius. As espécies de Actinomyces constituem o complexo
azul, enquanto as bactérias Veillonella parvula e Actinomyce odontolyticus
pertencem ao complexo violeta. O complexo verde é constituido pelas espécies
Capnocytophaga ochraceae, Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga gingivalis
e o sorotipo “@” de Aggregatibacter 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 nutrientes, criando condigbes ecoldgicas para a agregagao das
bactérias do complexo laranja, ou seja, Streptococcus constellatus, Campylobacter
rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum),
Fusobacterium nucleatum (sp. vincentij), Fusobacterium nucleatum (sp.
polymorphum), Fusobacterium periodonticum, e Eubacterium nodatum, as quais
possuem papeéis na patogénese das doencas periodontais. Além disso, este
complexo precede e cria condi¢gdes para a instalagdo do complexo vermelho (apice
da piramide), que é formado pelas espécies de Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticola, considerados microrganismos predominantes e
responsaveis pela etiologia da periodontite crbnica, além de possuirem intima
relagdo com bolsas periodontais e com sangramento (TREVIZANI FILHO; SANI
NETO, 2002).
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Figura 1 - Complexos Microbianos de Socransky.
Fonte: Socransky et al. (1997).

Com o objetivo de delimitar o perfil microbiano de um numero maior de
origem clinica para quantificar associagdes bacterianas nas condi¢cdes de saude e
doencas bucais, em 1994, um método de deteccdao de DNA bacteriano de placa
dento-bacteriana foi introduzido: a hibridizagdo de até 45 amostras de DNA contra
30 sondas de DNA em uma unica membrana de suporte. Existem dois tipos de
hibridizagdo checkerboard: uma que utiliza sondas inteiras de DNA genbémico, sendo
hibridizadas em uma amostra de DNA sobre a membrana; e outra que utiliza
amplicons de rRNA 16S, sendo hibridizadas as sondas de rRNA 16S sobre a
membrana. Este ultimo método tem sido referido como captura reversa de
hibridizagado checkerboard de oligonucleotideo, baseado no RNA 16S. Em ambos os
métodos, sinais de hibridizagdo sdo detectados por meio de quimiofluorescéncia.
Embora tenha um uso potencial para a utilizacdo da hibridizacdo checkerboard como
uma ferramenta de diagndstico, este método tem sido usado mais rotineiramente

para fins de investigacéao.

Muitas publicagdes tém relatado a técnica de hibridizagado checkerboard de
sondas DNA genbmico para estudar os papeéis das bactérias na saude e nas
doengas bucais. Em um artigo de destaque, Socransky et al. (1994) analisaram 185
individuos, representando cerca de 13.000 amostras de placa, por meio de sondas

de DNA gendmico inteiros para 40 espécies bacterianas cultivaveis em ensaios de
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hibridizagdo checkerboard para definir complexos bacterianos, em vez de espécies
individuais, que estavam envolvidos na saude bucal e doenga periodontal.
Recentemente, a hibridizagdo checkerboard tem sido usada também para a
quantificagdo de multiplos mediadores inflamatoérios em amostras do fluido crevicular
gengival. Por sua vez, a captura reversa da hibridizagdo checkerboard € utilizada
para determinar o papel das bactérias na saude e na doenca bucal, incluindo caries
da denticdo decidua e permanente, periodontite ulcerativa necrosante e doenca
periodontal associada com individuos HIV soropositivos. A vantagem do método de
captura reversa consiste no fato de que as espécies que apenas foram identificadas
como filotipos rRNA 16S, ou seja, as nao cultivaveis, podem ser monitoradas com a
mesma facilidade das espécies cultivaveis conhecidas (PASTER; DEWHIRST,
2009).

A doenga periodontal representa o conjunto de condi¢des inflamatdrias dos
tecidos de sustentacdo dos dentes que é causada por microrganismos bacterianos
especificos. Nesse contexto, a etiologia das infecgbes periodontais trouxe para a
esfera do conhecimento grandes avangos nas ultimas décadas. A associagado de
patogenos bacterianos especificos iniciou-se nos anos 1960 e nos anos 1970 houve
o aprimoramento das técnicas de identificagdo dos microrganismos periodontais nos
anos 1970, destacando os grupos patogénicos especificos presentes na doenga
periodontal. Na década de 1990, a aplicabilidade das abordagens moleculares
avangou mais o processo, apontando para a diversidade bacteriana no periodonto ja
identificada anteriormente (CARRANZA; NEWMAN; TAKEI, 2004).

Cada microrganismo identificado como um agente patogénico humano
possui o0 potencial para existir em qualquer fendtipo ou biofilme, como na interface
do dente e a cavidade dentinaria preenchida com material restaurador, cateteres e
valvulas cardiacas protéticas. A composi¢cao fisica, o grau e a organizagao de
multiplas espécies que caracterizam a concentragdo do micro-organismo podem
aproximar-se de 10" ou 102 unidades formadoras de colbénias por mililitro (UFC/ml).
Nessa fase, novos antigenos podem ser expressados, ocorrendo grandes trocas
genéticas e transportes de membranas (KHULLER, 2009).

O modelo sobre a progressao da doencga via cavidade bucal emergiu ao longo

do tempo. Os pesquisadores ndao conseguiram identificar bactérias relacionadas a
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doencga devido a falta de conhecimento e ou limitagdo de técnicas avangadas,
levando a "Hipotese da placa nao-especifica" (HPNE) ou a ideia de que o somente o
armazenamento da microbiota de placa bacteriana foi responsavel pela doenga sem
especificar os niveis de viruléncia de cada bactéria neste microbiota (THEILADE,
1976). Mais adiante, ocorreu evolugdo das técnicas para analisar de forma mais
criteriosa as mudancgas no processo saude e doenga. A segunda hipétese comum foi
a Hipotese da Placa Especifica (HPE) que propds que apenas algumas espécies da
microbiota ou parte delas estdo ativamente envolvidas no desenvolvimento da
doenca (LOESCHE,1986). Logo apds, outra hipdtese foi preconizada pela
combinagao do conjunto das Hipoteses citadas anteriormente e intitulada como a
“Hipotese da Plaque Ecoldgica" (HPE), que expressa ser a doenga o resultado de
um desequilibrio na microbiota como consequéncia do stress ecoldgico levando a
um grande e consideravel crescimento de certos microrganismos relacionados com
o processo de desenvolvimento da patogenia (MARSH,1994). Para finalizar a
corrente sobre a determinagédo e conceito das hipdteses, a "Hipdtese do Patégeno
Chave" relatada recentemente, propds que a microbiota com pouca quantidade de
agentes patogénicos especificos pode ser o fator etiolégico da progressdo da
doenga inflamatdria através das alteragdes com o sistema imune do hospedeiro e
remodelagao e organizagéo da microbiota (HAJISHENGALLIS ET AL., 2012). Esses
achados descritos em torno destas diferentes hipéteses conduzem a continuagéo de
testes para sua aplicabilidade atual visando compreender as vias provaveis da

origem das doencas bucais.

2.2. O NOVO MODELO HIPOTESE DO SINERGISMO POLIMICROBIANO E
DISBIOSE

A espécie P. gingivalis na placa dento-bacteriana associada a periodontite
foi detectada em estudos bacteriolégicos iniciais, mas nao foi considerada uma
indutora potente da inflamacédo por si s6 pelo fato de apresentar um paradoxo
aparente que nao poderia ser facilmente conciliado com seu papel pro-ativo em uma
doencga inflamatéria e poder invadir e sobreviver dentro das células epiteliais
gengivais. Efeitos da bactéria P. gingivalis sao provavelmente exercidos via tanto

modulagdo hospedeira como sinergismo bacteriano. Como modulagao hospedeira
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pode transitoriamente inibir a indugao da interleucina 8 (IL-8), que poderia atrasar o
recrutamento de neutréfilos e assim facilitar sua colonizacido inicial, além de
promover a adequagao de outro organismo. Um aumento significativo da carga
microbiana total foi também observado em individuos com periodontite em
comparagao com pessoas sem periodontite, sem, entretanto, haver uma abordagem
concernente a relagdo causal da presenga de P. gingivalis ou de outras bactérias na

qualidade de agentes patogénicos-chave.

Tendo um papel preponderante como patégeno, P. gingivalis é um
constituinte de menor quantidade de biofilmes associados a periodontite, apesar de
sua alta prevaléncia e de sua associagdo a perda 0ssea progressiva em pacientes
com periodontite. Esse patdégeno ainda induz o fendtipo anti-apoptético em células
hospedeiras e regula negativamente a expressdo de componentes bacterianos pro-
inflamatodrios, além de também prejudicar a imunidade inata, aumentando o
crescimento e alterando a composicdo da  microbiota  periodontal
(HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2012). A espécie P. gingivalis, em niveis baixos de
colonizagdo, remodelou uma comunidade simbidtica em um estado disbiotico,
desencadeando a perda éssea inflamatdéria. No entanto, causou periodontite na
auséncia de espécies bacterianas comensais (HAJISHENGALLIS et al., 2011).
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Figura 2 - Sinergismo e Disbiose polimicrobiano na doenga periodontal.
Fonte: Hajishengallis e Lamont (2012).

A subversao de leucécitos recrutados por P. gingivalis provavelmente facilita
a quebra da homeostase dos tecidos, por sua vez, pode permitir a outros membros
da comunidade provocar inflamagao destrutiva. Tal resposta do hospedeiro, além do
seu impacto negativo sobre a integridade do periodonto, leva a ruptura de produtos
teciduais que atendem as necessidades nutricionais da comunidade em geral. Por
conseguinte, a transicdo para uma microbiota, provocando doenga, pode ser
estabilizada. Inversamente, as espécies que ndao podem crescer sob condi¢coes
ambientais inflamatdrias ou para as quais a inflamagao de acolhimento é prejudicial,
podem ser suplantadas ou eliminadas. A perturbagcdo da homeostase do tecido
seguido por disbiose também pode ser causada por defeitos reguladores do
hospedeiro na auséncia de um agente patogénico chave. Assim, a periodontite pode
ser iniciada na auséncia de bactérias pertencentes ao “Complexo Vermelho” ou
atuando como patégenos-chave, podendo ser detectada em baixos niveis em
individuos periodontalmente saudaveis, ressaltando que sua presenga nem sempre
leva a periodontite. Sendo assim, o organismo pode ser um agente patogénico em

alguns casos e comensais em outros. Varias explicagbes nao sao exclusivas e
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podem envolver a variabilidade no estado do hospedeiro ou da bactéria. Dessa
forma, é possivel haver individuos que tanto podem resistir ou tolerar a conversao
da microbiota periodontal de um estado simbidtico para um disbidtico, em virtude do
seu estado imuno-inflamatdrio intrinseco. Outro fator preponderante concernente a
P. gingivalis é a diversidade de cépas e viruléncias dentro da estrutura da populagao
de bactérias P. gingivalis, o que pode afetar a sua capacidade para atuar como um
agente patogénico-chave. Adicionalmente, mudangas ambientais locais podem
influenciar na capacidade da P. gingivalis interromper a homeostase das bactérias
hospedeiras. Existem condi¢cdes em que a P. gingivalis ndo pode atuar como um
agente patogénico, mas se comportar como um comensal. E cada vez mais
evidente, portanto, que a viruléncia dos organismos patogénicos periodontais, como
P. gingivalis, adquire importdncia apenas no contexto de uma comunidade
microbiana sinérgica, que € necessaria para a expressao de patogenicidade. Essas
comunidades mistas proporcionam oportunidades para interagdes competitivas entre
si e tais interagbes moldam a natureza e fungido de toda essa organizagdo. Dessa
maneira, as comunidades de bactérias podem apresentar sinergia polimicrobiana,
definida como um aumento na capacidade de uma bactéria para colonizar e persistir
ou elevar os sintomas da doenga, quando na presenga de outras bactérias. Na
verdade, existem inumeros exemplos de infecgdes mistas na via oral com
organismos que exibem patogenicidade aumentada em comparagdo com qualquer
organismo sozinho. E ainda organismos associados podem compilar um conjunto de
enzimas comum para degradar substratos complexos sequencialmente em
componentes que podem ser metabolizados pelos membros individuais da
comunidade. A introdugdo de P. gingivalis em um biofilme saudavel altera o padrao
de expressao do gene da comunidade microbiana, sugerindo que esse patdgeno-
chave poderia adicionalmente modular a microbiota bucal comensal, ja que uma
comunidade diferenciada com S. gordonii, F. nucleatum e P. gingivalis expressa
cerca de 500 proteinas, indicando que o organismo sofre profundas mudangas
fenotipicas em resposta as espécies bucais comuns. Assim, o sinergismo
polimicrobiano entre os patdogenos periodontais se estende para além do efeito da
taxa de crescimento e envolve interagdes e sinalizagdes interespécies. Além disso,
0s mecanismos moleculares que estdo na base da sinergia polimicrobiana de
bactérias orais revelam sistemas de comunicagado hierarquicos, temporalmente

distintas, podendo os organismos, por eles, integrar multiplos sinais de varias formas
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e funcdo durante o processo de comunidade heterotipica de desenvolvimento.
Ademais, bactérias bucais podem se comunicar através de sistemas dependentes
de curto contato e variar sinais difusiveis, incluindo produtos metabdlicos e
autoindutores, e todos eles influenciar o potencial patogénico. A patogenicidade
periodontal exige a cooperagao significativa entre espécies. Os avangos recentes
discutidos acima séo consistentes com um novo modelo de patogénese na qual a
periodontite é iniciada por uma ampla microbiota disbiotica e sinérgica, contrariando
a visao tradicional de uma doencga infecciosa convencional causada por um unico ou
mesmo varios patdégenos do periodonto selecionados, como "complexo vermelho”,
complementa as hipéteses anteriores de patdégenos nao especifico, especifico,
ecoldgico e por fim esta hipétese do sinergismo microbiano e disbiose Na bactéria
periodontal, diversos ecossistemas podem ser capazes de cumprir papéis distintos
que convergem para formar e estabilizar uma microbiota provocando doenca. Esses
organismos se envolvem em uma comunicagao bidirecional com a comunidade
habitante, em especial os agentes patogénicos acessorios, tanto para interromper ou
hospedar a vigilancia imunolégica e elevar a patogenicidade de todo o grupo. Esse
papel mais disbidtico especializado vai ser restringido a poucos organismos. A
identificacdo dos patégenos-chave e acessérios a partir do conjunto de organismos
gerados pelo microbioma ira apresentar o proximo grande desafio na pesquisa da
doenca periodontal e, talvez, em outras doencas inflamatérias com etiologia
polimicrobiana complexa. Além disso, em um nivel de profundidade de compreenséao
da patogénese da doenga periodontal na base do modelo HPSD, pode oferecer
novos alvos de intervengao terapéutica (HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2012).

2.3. ETIOPATOGENESE DA DOENGCA PERIODONTAL

A doenga periodontal representa o conjunto de condigdes inflamatdrias dos
tecidos de sustentagdo dos dentes causada por micro-organismos bacterianos
especificos. Nesse contexto, a etiologia das infecgdes periodontais trouxe para a
esfera do conhecimento grandes avangos nas ultimas décadas. A associagado de
patégenos bacterianos especificos aconteceu em inicio dos anos 1960 e 1970 com o
aprimoramento das técnicas de identificagdo dos micro-organismos periodontais,
destacando-se os grupos patogénicos especificos presentes na doenga periodontal.

Na década de 1990, a aplicabilidade das abordagens moleculares avangou mais o
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processo, ressaltando-se a diversidade bacteriana no periodonto ja identificadas
anteriormente (CARRANZA; NEWMAN; TAKEI, 2004).

Recentemente, estudos mostram que a prevaléncia de bactérias orais
marcadoras de infecgao periodontal foi pesquisada em diferentes populagdes, em
condigdes de saude e doenga periodontal. Nesse sentido, Tanner et al. (2002) e
Yang et al. (2002) pesquisaram tais supostos patdogenos periodontais em amostras
de placa do sulco gengival, na superficie dentaria e no dorso de lingua em criangas
e encontraram inumeros individuos com niveis surpreendentes de colonizagbes por
P. gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans, na auséncia de doenca

periodontal.

Os estudos de McClellan et al. (1996), Kononem, 1993, Kamma et al. (2000)
e Lamell et al. (2000) relatam a ocorréncia de colonizagdo desses patdgenos
periodontais em bebés, criancas, adolescentes e adultos com estado clinico
periodontal saudavel. O que se observou nesses estudos, entdo, foi uma
caracteristica de isolamento dessas espécies nao frequentes obtida por métodos de
cultivo diferentemente da observada por métodos moleculares dessas mesmas
espécies periodontais, devido, em parte, a sensibilidade do método molecular, e, em
parte, a variabilidade regional e racial da prevaléncia e do nivel de colonizagéo
desses patdogenos (SANZ et al.,, 2000; ALI et al., 1994; HAFFAJEE et al., 2004;
LOPEZ et al., 2004).

Nesta mesma linha de pesquisa, algumas investigacbes examinaram a
prevaléncia de periodontopatdogenos e sua relagdo com o estado clinico periodontal
em amostras populacionais de paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Griffen
et al. (1998) examinaram uma amostra de conveniéncia recrutada em uma clinica de
universidade e puderam constatar que 79% dos individuos doentes e 25% saudaveis
eram positivos para P. gingivalis. Por outro lado, no grupo com periodonto sadio, a
prevaléncia de P. gingivalis variou substancialmente em relagdo a raca-etnia, com
valores de 22% em brancos, 53% em negros e 60% em asiaticos. Ainda neste
sentido, Papapanou et al. (2002) relataram alta prevaléncia dos patégenos
periodontais, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia e Treponema
denticola em pacientes com periodontite, 95%, 83%, 97%, e 93%, respectivamente,

mas nos individuos periodontalmente saudaveis, taxas semelhantemente altas foram
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encontradas, — 82%, 90%, 82%, e 94%, respectivamente. Por sua vez, o nivel da
carga bacteriana apresentou colonizagdo substancialmente diferente (ou seja, com
contagem meédia maior ou igual a 105 células bacterianas por amostra de placa) nos

individuos.

Nos pacientes com periodontite e sem periodontite foram identificadas taxas
de colonizagao bem diferentes em trés das quatro espécies, ou seja: 19% versus 3%
para P. gingivalis, 54% versus 12% para T. forsythia e 46% versus 19% para T.
denticola. Com relagao ao patdégeno A. actinomycetemcomitans, foi constatada uma
taxa bem menor (1%), mas similar foi encontrada nos individuos com periodontite e
sem periodontite, diferentemente do estudo de Hamlet et al. (2001), que detectaram
taxas de 23% para A. actinomycetemcomitans e de 15% para P. gingivalis em

funcionarios de uma universidade australiana.

Em populagbes asiaticas, patdgenos periodontais foram investigados por
Timmerman et al. (1998) em uma populagdo rural de adolescentes da Indonésia,
sendo detectado P. gingivalis em 87% e A. actinomycetemcomitans em 57% dos
individuos com doenga periodontal. Ja& Mombelli et al. (1998), examinando
trabalhadores chineses jovens, detectaram A. actinomycetemcomitans em 62% e P.
gingivalis em 55% dos individuos com doenca periodontal, ao contrario de
Papapanou et al. (1997) e Papapanou et al. (2002), que constataram altos niveis de
P. gingivalis e T. forsythia em individuos chineses e tailandeses da zona rural
também com doenca periodontal. Os autores também detectaram A.
actinomycetemcomitans nesses mesmos individuos, que tinham taxas de
colonizagao de 83% e 93%, respectivamente. Além disso, verificou-se nos estudos
de Papapanou et al. (1997, 2002) uma correlagao entre o nivel de carga bacteriana
e a condigdo clinica periodontal, ou seja, os individuos com periodontite
apresentaram mais chances de encontrar os periodontopatdogenos P. gingivalis, T.
forsythia e T. denticola em bolsas periodontais igual ou maior que 5,0mm e com
significancia estatistica. Essa situagdo de colonizagdo bacteriana também foi
apontada por Socransky et al. (1998), quando verificaram que a presenga de trés ou
mais sitios periodontais com bolsas periodontais maior ou igual a 5,0mm e com
diferentes niveis de perda de inser¢do em individuos com a doenga periodontal

revelou chances significantes para as bactérias do complexo vermelho.
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De modo semelhante, estudos longitudinais em populagdes nao tratadas tém
suportado a relagdo entre niveis de colonizagdo por bactérias periodontais
especificas e progressdo da doenga periodontal. No estudo de Papapanou et al.
(1997), a carga bacteriana subgengival correlacionou-se com a progressao da
periodontite num periodo precedente de 10 anos. Mais ainda, os perfis bacterianos
mostraram uma relagao positiva com 75% dos individuos que tinham 10 ou mais
sitios periodontais com perda de inser¢ao longitudinal maior ou igual a 3,0mm e com
85% daqueles que permaneceram estaveis durante o periodo de observacdo. A
progressdo da doenca periodontal também foi relacionada a presenga do patégeno
A. actinomycetemcomitans em um estudo de sete anos em adolescentes
indonesianos conduzido por Timmerman et al. (2001) e em um acompanhamento
subsequente de 15 anos do mesmo grupo (VAN DER VELDEN et al.,, 2006).
Entretanto, Machtei et al. (1999) relataram que individuos colonizados por T.
forsythia no inicio da doenga periodontal exibiram maior perda dssea alveolar, um
maior percentual de sitios com perda tecidual e perda dentaria duas vezes maior do
que individuos ndo colonizados, enquanto Hamlet et al. (2004) relataram uma maior
chance de perda de inser¢do em adolescentes quando foram colonizados por T.
forsythia.

2.4. A RELACAO DA DOENGCA PERIODONTAL COM O CANCER

De acordo com Khajuria e Metgud (2015), o cancer oral € a neoplasia mais
comum, estando em sexto lugar como o tumor maligno mais frequente, com taxa de

crescimento de 40% nos paises desenvolvidos.

A doencga periodontal tem sido associada a muitas doengas sistémicas, e
recentemente ha uma ligagédo positiva entre ela e varias formas de céncer, como o
esofagico, gastrico, do pulméo, da préstata, da mama, os hematoldgicos, entre
outros. Segundo Fitzpatrick e Katz (2009), existem consisténcias para o aumento de
risco de cancer oral e esofagico com a doencga periodontal, sendo a inflamagdo um
fator importante, tanto para a doenga periodontal como para o cancer. Além disso,
tém sido observadas variagdes da microbiota salivar nos pacientes com cancer de
pancreas e pancreatite cronica, as quais fornecem também a prova da microbiota
salivar como uma fonte para a descoberta de biomarcadores nao-invasivos de
doencas sistémicas (FARREL et al., 2015).
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As populagdes microbianas na mucosa bucal diferem entre locais saudaveis
e nao saudaveis, e certas espécies de bactérias orais tém sido associadas com
doengas malignas. Os microrganismos orais inevitavelmente sobrerregulam citocinas
e outros mediadores inflamatérios que afetam as vias metabdlicas, podendo estes
estar envolvidos na carcinogénese. Cabe aqui mencionar as altera¢gdes causadas
pelo tratamento de céncer sobre a microbiota oral, o que pode conduzir ao
aparecimento de agentes patogénicos potenciais e outros problemas de saude
sistémica (MEURMAN, 2010). A idéia de que a infecgao bacteriana possa contribuir
para o cancer tem como exemplo a espécie Helicobacter pylori como um agente
causador do cancer gastrico, passando a ser reconhecido oficialmente como a

primeira espécie bacteriana a causar essa doenca.

A mais provavel associagdo de carcinogénese e bactéria oral € com o
carcinoma oral de células escamosas, apresentando em sua superficie grandes
niveis de P. gingivalis e Fusubacterium nucleatum, se comparado com a superficie
da mucosa oral sadia. E igualmente plausivel que a ndo detecgdo precoce das
lesbes cancerigenas e pré-cancerigenas facilita a colonizagdo e o crescimento da
bactéria oral, o que pode levar a existéncia de um papel etiolégico. De acordo com
Whitmore e Lamont (2014), a inflamacdo desregulada e crbénica tem sido
considerada um fator contribuinte para o desenvolvimento do tumor. Outro fator
importante € o metabolismo de substancias potencialmente cancerigenas por
bactérias relevantes na cavidade oral, sendo a microbiota pré-existente local uma

facilitadora da tumorigénese.

Estudos realizados sobre os biofilmes na superficie oral de pacientes com
carcinoma oral de células escamosas também sugeriram um aumento de Veillonella,
Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Actinomyces e Clostridium (anaerébios)
e Hemophilus, Enterobacteriaceae e Streptococcus spp (aerobios). As bactérias
simplesmente representam colonizagao secundaria ou participam da carcinogénese
por interagdo do hospedeiro (CHOCOLATEWALA; PANKAJ; DESALE, 2015).

Estudos epidemioldgicos mostraram que jovens com doenga periodontal e
com perda dos dentes molares sdo mais suscetiveis a morte prematura causada por
doengas fatais, tais como, neoplasias malignas, doengas cardiovasculares e
doengas do sistema digestivo (HUJOEL et al., 2003; SODER et al., 2011). Outros
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estudos relataram associagdes da periodontite com cancer de prostata, cancer de
mama, cancer de pancreas e de pulmao (ARORA et al., 2010; MICHAUD et al. 2007;
TANWIR; SADIA; SHAUKAT, 2012), do trato digestivo, cancer colorretal, de
pancreas, de cabega e de pescogco em individuos que ndo eram tabagistas e nem
alcodlicos (MANTOVANI et al., 2008).

Existem também associacbes entre doenga periodontal e disturbios
sistémicos, tais como doengas cardiovasculares, diabetes, doengas pulmonares,
cancer e malformagédo neonatal. A justificativa para esses problemas esta
relacionada aos aspectos, em longo prazo, da inflamagao da doenca periodontal,
pois a bactéria P. gingivalis é cancerigena, uma vez que algumas reagdes
imunoldgicas e inflamatérias ativam o hospedeiro. Um efeito carcinogénico
importante da P. gingivalis & a inibigdo apoptética nas células epiteliais — a apoptose
— que é criado por meio do prolongamento da sobrevivéncia e proliferagao celular,
um mecanismo de protegado intrinseco de células cancerosas com capacidade para
invadir, proliferar, e sobreviver no interior do citoplasma das células infectadas e,

assim, propagar para células contiguas.

As doencgas periodontais sdo causadas por um grupo de bactérias
anaerobicas periodontais, que sdo, em sua maioria, gram-negativa, destacando-se a
relacao entre a bactéria P. gingivalis e cancer, a qual foi investigada por estudos de
meta-analise, e os resultados revelaram que a prevaléncia de P. gingivalis entre
individuos com cancer foi significativamente mais elevada do que nos individuos
saudaveis (SAYEHMIRI, 2015).

Varias infecgdes causam acumulo intracelular de agente patogénico, que
conduz a supressdo de apoptose. Esta estratégia prevé que o agente patogénico
intracelular pode sobreviver, apesar de as tentativas do sistema imune do
hospedeiro destruir as células infectadas por apoptose, que permite que as células
transformadas tornam-se tumorigénicas. Sugere-se que as bactérias poderiam ser
atenuadas utilizando vacinas para modular a imunidade do hospedeiro contra o
cancer, o que poderia esclarecer o papel da detecgao microbiana ndo s6 na
prevencdo ou no inicio do diagnostico de cancer oral, mas também para um
tratamento eficaz, melhorando a sobrevivéncia dos pacientes (CHOCOLATEWALA
et al., 2015).
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Rajeev et al. (2015), ao compararem a microbiota salivar entre pacientes
com cancer de pancreas e saudaveis constataram uma variagao significante dessa
microbiota, fato que comprova ser ela fonte informativa para se descobrir
biomarcadores nao invasivos de doengas sistémicas. O papel da bactéria na
inducdo do tumor ira destacar a carcinogénese bacteriana no progndstico de cancer

bucal.

Existem relatos de que o virus também desempenha um grande papel no
aumento da doenga periodontal, como por exemplo, a infecgéo por citomegalovirus
elou de Epstein-Barr (EBV) tipo 1 associada ao cancer, incluindo linfoma e
carcinoma nasofaringeo (FITZPATRICK; KATZ, 2009), e o papiloma virus humano
(HPV), principal causa do desenvolvimento do cancer de colo do utero e do cancer
de garganta. A infecgdo por HCMV ou EBYV inibe a resposta imunoldgica (produgao
de macréfagos) e, portanto, tem papel patogénico no desenvolvimento da doenga
periodontal. Assim, é possivel afirmar que as associagdes entre agentes infecciosos
de agentes patogénicos bacterianos, virus de herpes, virus de Epstein-Barr (EBV)
tipo 1, citomegalovirus (CMV) desempenham um papel sinergético importante na
patogénese da periodontite crénica. Constata-se ainda que as infec¢des virais, tais
como infecgdes por virus de papiloma humano, estdo associadas ao cancer de
mama. Diante disso se pode afirmar que, em geral, infec¢cdes persistentes e

prevalentes em populagdes relacionam-se a doengas malignas.

O céancer de mama é a neoplasia maligna mais comum em mulheres em
todo o mundo além de ser a maior causa de mortalidade relacionada ao cancer.
Segundo Sdoder et al. (2011), as taxas de incidéncia sdo altas em paises
desenvolvidos e também crescentes no mundo em desenvolvimento. Os autores
comprovaram, em um estudo prospectivo de 3.273 pacientes selecionados
aleatoriamente com idade entre 30 e 40 anos durante 17 anos, que a doencga
periodontal crénica indicada por molares ausentes esta estatisticamente associada
ao cancer de mama. Em outro estudo de coorte de Freudenheim et al. (2015), no
qual foram analisados a doencga periodontal e o cancer de mama primario invasivo
em 93 mulheres na pds-menopausa e na faixa etaria de 50 a 79 anos, durante
quatro anos, foi confirmado um aumento significativo de risco de cancer da mama

invasivo entre as que relataram uma historia de doenca periodontal.
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Encontrar esses achados em outras populagbes nos permitira
compreender melhor a associagao entre doenga periodontal e cancer de mama, com
o potencial de fornecer novos conhecimentos e novas estratégias de prevencéo de
cancer de mama, fator relevante para a saude publica (KHAJURIA; METGUD, 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL:

Avaliar o perfil microbiolégico do biofilme subgengival de mulheres com céncer de
mama e sob tratamento antineoplasico assistidas no Hospital Universitario Cassiano
Anténio de Morais (HUCAM) da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria-ES,
e de mulheres sem cancer de mama assistidas no ambulatorio de Periodontia do
Instituto de Odontologia da UFES.

3.2. ESPECIFICOS:

1. Demonstrar as caracteristicas socio-demograficas, de saude sistémica,

comportamentais e preocupag¢ao com o tratamento odontoldgico;
2. Analisar os parametros clinicos periodontais nos grupos caso e controle;

3. Analisar o perfil microbiolégico do biofilme subgengival nos grupos caso e

controle;

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

biofilme subgengival nos grupos caso e controle;

5. Comparar as contagens médias dos complexos microbianos nos grupos caso e

controle.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. AMOSTRA

A amostra deste estudo foi composta por um total de 92, sendo 62 pacientes
com diagndstico de cancer de mama e com doenga periodontal, assistidas no
Ambulatério de Mastologia do Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes
(HUCAM) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), e submetidas as
terapias antineoplasicas (grupo caso) e 30 mulheres sem diagnostico de cancer de
mama e com doenga periodontal (grupo controle) assistidas no Ambulatério 2 do
Instituto de Odontologia (IOUFES) no Espirito Santo.

A amostra (n) deste estudo caso-controle foi aleatéria. Apds diagndstico
confirmado de cancer de mama pela equipe médica de mastologistas do HUCAM, as
pacientes foram encaminhadas ao Servico de Periodontia no Ambulatério 2 do
IOUFES. A selegao das pacientes, as quais foram submetidas ao exame clinico
periodontal completo, foi realizada por uma cirurgid-dentista treinada em Periodontia
(MCMG). Levou-se em consideragao o nimero de dentes perdidos (APENDICE A) e
0 questionario anamnésico médico-odontolégico (APENDICE B). A presenca de
doenca periodontal nas mulheres portadoras de cancer de mama foi confirmada
ap6s diagnéstico da presenga de pelo menos uma 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 sitio com profundidade de bolsa a sondagem
(PBS) e nivel clinico de insergao (NCI) maior ou igual a 4,0mm em qualquer maxilar;
presenca de no minimo dez dentes na cavidade bucal; idades entre 30 e 75 anos de
idade; diagnéstico confirmado de cancer de mama assistido pela equipe médica do
Servico de Mastologia do HUCAM/UFES e com indicagdo de esvaziamento linfatico.
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4.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdo adotados foram: ter idade abaixo de 30 anos; com
cancer de mama e sem esvaziamento linfatico, ser portadora somente de gengivite;
nao possuir o minimo de dez dentes na cavidade bucal; ter realizado outro tipo de
cirurgia que ndo esteja relacionada ao cancer de mama; ser portadora de desordens
locais ou sistémicas que causam lesdes nas mucosas orais; estar usando terapia
com antimicrobiano ou antibidtico dentro de duas semanas a quatro semanas
prévias ao exame bucal; ter presenca de infeccdo aguda oral pré-existente; ser
gestante; ter reabilitagbes protéticas extensas, tais como: prétese total superior e
inferior, prétese 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 participantes foram informadas dos objetivos da pesquisa e de
seus riscos e beneficios. Apds consentimento do Comité de Etica do Hospital
Universitario Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM) (ANEXO A), as pacientes que
concordaram em participar voluntariamente do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B), de acordo com as diretrizes
e normas do Conselho Nacional de Saude (Resolugdo n°466/12) para serem
incluidas oficialmente neste estudo. Todas as pacientes foram submetidas a
profilaxia, orientagdo de higiene oral e aplicagdo topica de fluor no Servigo de
Periodontia (Ambulatério 2) do IOUFES. O projeto foi submetido a apreciagao do
Comité de Etica em Pesquisa do CCS da UFES/Plataforma Brasil e aprovado com o
numero CAAE 21597313.2.0000.5060 (ANEXO C).

4.5. QUESTIONARIO ANAMNESICO MEDICO-ODONTOLOGICO

As informagbes 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 meédico-odontoldgico
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estruturado (APENDICE 2), contendo as varidveis independentes, idade (anos),
tabagismo, etilismo, hipertensdo, diabetes, depress&o, ansiedade, cardiopatias,
outras neoplasias, visita ao dentista e tratamento periodontal. N&do foram coletados
dados dos prontuarios médicos do HUCAM sobre o desfecho oncoldgico atribuivel

ao cancer de mama.

4.6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Trata-se de um estudo caso-controle. No primeiro contato com as pacientes,
além de responderem ao questionario anamnésico, foram realizados procedimentos
clinicos de profilaxia dental e coleta de amostras subgengivais de placa bacteriana
em um sitio com bolsa periodontal mais profunda nas pacientes que se

enquadravam nos critérios de inclusao e exclusao.

4.7. AVALIACAO CLINICA PERIODONTAL

A avaliagdo clinica periodontal foi realizada por uma cirurgid-dentista
treinada e treinada para este procedimento em periodontia (MCMG) com o objetivo
de realizar o diagndstico clinico periodontal. As mensuragdes clinicas periodontais
foram registradas no formulario Periodontograma (APENDICE A) 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 dentaria foi registrada como auséncia de qualquer dente, utilizando-
se 0 proprio periodontograma. Foram analisados os seguintes parametros
periodontais: (1) Sondagem do Nivel de Insercdo Clinico (NIC), aferindo-se a
distancia, em milimetros, entre a jungdo 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 porgado mais apical sondavel da bolsa/sulco periodontal; (3) indice
de Placa Visivel (IPV): presenga (escore 1) ou auséncia (escore 0) de placa
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supragengival visivel (AINAMO; BAY, 1975); (4) indice de Sangramento Gengival
Marginal (ISG): presenga (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento
gengival marginal, apos percorrer levemente a sonda ao longo; e (5) Sangramento a
Sondagem (SS): presencga (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento apos
20 segundos da sondagem.

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

4.8. ANALISE MICROBIOLOGICA

4.8.1. Coleta das amostras do biofilme dental subgengival

Foram coletadas ao todo 92 amostras de biofilme subgengival das bolsas
periodontais nas 92 pacientes por meio de curetas periodontais Gracey (Hu-friedy
Mfg Co Inc. Chigago IL), apds a profilaxia dos dentes, utilizando-se gazes e curetas
periodontais, com vista a remogao do biofiime supragengival e/ou do calculo
dentario. Foi selecionado um sitio periodontal mais profundo por paciente apos as
pacientes terem sido diagnosticadas com cancer de mama e indicadas para
esvaziamento linfatico e terem recebido qualquer terapia antineoplasica. As
amostras foram transferidas para tubos de plasticos (Eppendorf) contendo 300ul de
solugao tampao TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 7,6) e estocados a — 80 °C
no NDI- UFES.

4.8.2. Hibridizagcao Checkerboard DNA-DNA

Esta fase foi realizada no Laboratério de Microbiologia Oral do Programa de
Pds-graduacao de Odontologia da Universidade de Guarulhos/UnG em Guarulhos-
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SP. A identificagdo dos micro-organismos presentes no biofilme subgengival dos
sitios selecionados foi realizada por meio da técnica de hibridizagdo 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 cinco minutos e, em seguida, neutralizadas pela
adicdo de 0,8 ml de 5M de acetato de aménia. Com isso, as células bacterianas
foram lisadas e o DNA ficou suspenso na solugcdo. Cada suspensido 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 o 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 colocagédo dos controles, contendo
uma mistura das espécies de micro-organismos para serem investigados pelas

sondas de DNA, em duas concentracgdes, 10° e 10° células bacterianas.
4.8.3. Hibridizagao das membranas com as sondas de DNA

Apos fixagdo do DNA nas membranas, estas foram pré-hibridizadas a 42°C
por uma hora numa solugao de 50% formamida, 1% caseina, 5 X SSC, 25 mM de
fosfato de sodio (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 os DNAs fixados perpendiculares 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
utilizando-se o “random primer digoxigenin labeling Kit” (Boehringer Mannheim),
como descrito por Feinberg e Vogelstein, em 1983. Sondas de DNA especificas para
40 espécies bacterianas, selecionadas devido a sua associagdo com diferentes tipos
de doengas e saude periodontais, foram usadas neste estudo (SOCRANSKY et al.
1994). Anteriormente ao seu uso, as sondas foram testadas com uma mistura
controle contendo as espécies investigadas, numa concentragido de 10* células
bacterianas. Suas concentragdes 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 solugao de
hibridizagao (45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sddio (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 hibridizagao
das membranas com as sondas ocorreu a 42°C, durante um periodo de no minimo
20 horas.

4.8.4. Deteccao das espécies

Apods hibridizagdo com as sondas, as membranas foram removidas do
“Miniblotter” e lavadas por 5 minutos em temperatura ambiente, seguidas de duas
lavagens de 20 minutos, a 65°C, numa solugdo adstringente (0,1 X SSC, 0,1%
SDS), a fim de remover sondas que nao hibridizaram completamente. Em seguida,
as membranas foram imersas por 1 hora numa solugdo 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 solugdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a
fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim), numa diluigdo de 1/25.000. As
membranas foram entdo lavadas com uma solugéo de 0,1M acido maleico, 3M NaCl,
0,2M NaOH, 0.3% Tween 20, pH 8.0, duas vezes por 20 minutos, e uma vez por 5
minutos em 0,1M Tris HCI, 0,1M NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9.5. Em seguida, as
membranas foram incubadas em uma solucéo detectora, Lumi Phos 530 (Lumigen,
Southfield, MI, USA), por 45 minutos a 37°C.

Por fim, 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 numero “0” sera registrado quando nao houver detec¢do 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
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determinar os niveis das diferentes espécies investigadas no estudo, expressos em

nivel médio de cada espécie (contagem) em cada sitio.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

4.9.1. Metodologia

A amostra foi caracterizada pela frequéncia observada, porcentagem, medida de
tendéncia central e de variabilidade. Para a verificacdo da distribuicdo de
probabilidade normal das variaveis utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov
(1933). As comparagbes entre as proporgbes dos grupos caso e controle foram
realizadas pelo teste do Qui-Quadrado de Pearson (1900) e quando as premissas
deste teste ndo foram satisfeitas utilizou-se o teste Exato de Fisher (1922). O teste
de Mann-Whitney (1947) foi requerido para verificar as diferengas entre as médias
dos postos’ dos grupos caso e controle. Para avaliar as correlagbes entre os
complexos de bactérias nos grupos caso e controle foi utilizada a correlagao de
Spearman (1904). A regressao logistica multipla avaliou a relagéo de causa e efeito
das perdas dentarias dos molares superiores e inferiores de cada bactéria entre os
grupos. O nivel de significancia adotado em todas as analises foi de 5% e o software
utilizado foi o IBM SPSS Statistics version 21.

! Primeiro coloca-se os dados em ordem numérica e depois lhes é dado um valor (posto ou ordem)
para que seja calculada a média dos mesmos e por fim a estatistica de teste que verificara a
existéncia ou nao de diferencas entre os postos médios.
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5 RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a caracterizacdo da amostra para variaveis clinicas. A
faixa etaria entre 45 e 51 anos correspondeu a 32,1% do grupo controle, enquanto a
faixa entre 52 e 58 anos correspondeu a 36,2% do grupo-caso. As tabagistas do
grupo-controle sdo 12,5% das respondentes a pesquisa e de caso, 5,0%; as etilistas
12,5% controle e 11,7% caso; as hipertensas 48,0% controle e 45,0% caso; as com
diabetes 20,8% controle e 11,7 caso; as com depressédo 12,0% controle e 18,3%
caso; as ansiosas 44,0% controle e 61,7% caso; as cardiopatas 20,0% controle e
15,0% caso; as outras neoplasias 37,5% controle e 6,7% caso; 96,0% das mulheres
do grupo controle visitaram o dentista, enquanto as do grupo caso todas visitaram
(100,0%); as que fizeram tratamento de gengiva 56,0% controle e 25,4% caso. As
demais variaveis clinicas ndo cabem as mulheres do grupo-controle, portanto 64.9%
fizeram esvaziamento linfatico no grupo-caso; 78,9% fizeram quimioterapia (caso);
70,2% fizeram radioterapia (caso) e 71,9% utilizaram a medicagdo tamoxifeno/
inibidor de aromatase (caso).



42

Tabela 1 - Caracterizagao das variaveis clinicas nos dois grupos

CONTROLE CASO
n % n %
44 anos ou menos 8 28.6 8 13.8
. . 45 a 51 anos 9 32.1 17 29.3
Faixa etaria
52 a 58 anos 8 28.6 21 36.2
59 anos ou mais 3 10.7 12 20.7
. Nao 21 875 57 95.0
Tabagismo .
Sim 3 12.5 3 5.0
. Nao 21 87.5 53 88.3
Etilismo .
Sim 3 12.5 7 11.7
] B Nao 13 52.0 33 55.0
Hipertensao i
Sim 12 48.0 27 45.0
. Nao 19 79.2 53 88.3
Diabetes .
Sim 5 20.8 7 117
] . Nao 20 80.0 51 85.0
Cardiopatias )
Sim 5 20.0 9 15.0
Outras Nao 15 62.5 56 93.3
neoplasias Sim 9 375 4 6.7
. . Nao 1 4.0 0 0.0
Visita ao dentista .
Sim 24 96.0 60 100.0
Tratamento de Nao 11 44.0 44 74.6
gengiva Sim 14 56.0 15 254
Esvaziamento Nao 0 0.0 20 35.1
linfatico Sim 0 0.0 37 64.9
. . Nao 0 0.0 12 21.1
Quimioterapia )
Sim 0 0.0 45 78.9
. . Nao 0 0.0 17 29.8
Radioterapia .
Sim 0 0.0 40 70.2
Tamoxifeno / N&o 0 0.0 16 28.1
Inibidor de
aromatase S|m O 00 41 71 9

O teste do Qui-Quadrado n&o evidenciou haver relagéo (p<0,05) significativa
entre os grupos para a profundidade da bolsa a sondagem (PB) e o nivel de
insercéo clinico (NIC), ou seja, a profundidade e o nivel de inser¢do clinico séo

semelhantes entre os grupos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Associagao entre os grupos da Profundidade de Bolsa (PB) e Nivel de

insergao clinico (NIC)

Controle Caso
n % N % Valor p*
PB dentes 4 a5,0mm 19 70.4 36 783
superiores |g;$|a %?or;ﬂor 8 29.6 10 21.7 0.575
PB dentes 4a5,0mm 18 66.7 41 78.8
inferiores 'g;ﬁ'a %‘,’Omi]or 9 33.3 11 21.2 0.281
NIC dentes  +2@5.0mm 11 39.3 22 46.8
superiores Ig;i %‘,JOT]?:]O" 17 60.7 25 53.2 0.632
NIC dentes 4 a5,0mm 10 345 22 40.7
inferiores lg;li%tfomi]or 19 65.5 30 9.3 0.641

*. Teste do Qui-Quadrado.

A perda dentaria nos dentes superiores, nos dentes inferiores e o
sangramento a sondagem nos dentes superiores foram significativos ao nivel de 5%.
Logo, ha diferengas entre as quantidades de perda dentaria nos dentes superiores,
tendo o grupo-caso mais perdas. O mesmo grupo também apresentou mais perdas
quando avaliados os dentes inferiores. O sangramento a sondagem apresentou
haver maior quantidade deste problema para o grupo-controle. As demais

quantidades sao semelhantes entre os grupos, conforme a Tabela 3.
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Tabela 3 - Comparacéo entre as quantidades de perda dentaria, IPV, ISG e
SS nos grupos

Média dos "
Valor p
postos

. . Controle 33.0

Perda dentaria dentes superiores 0.002
Caso 50.5
Controle 35.2

Perda dentaria dentes inferiores 0.012
Caso 493
. Controle 42.2

IPV dentes superiores 0.533
Caso 457
Controle 434

IPV dentes inferiores 0.878
Caso 443
] Controle 47.6

ISG dentes superiores 0.404
Caso 42.9
. . Controle 40.6

ISG dentes inferiores 0.418
Caso 451
. Controle 55.6

SS dentes superiores 0.003
Caso 38.8
Controle 47.9

SS dentes inferiores 0.243
Caso 41.2

*. Teste de Mann-Whitney.

Os complexos de bactérias sao apresentados na Tabela 4. Avaliando
somente o complexo vermelho, percebe-se que a deteccdo da bactéria
Porphyromonas gingivalis foi de 60,0% no grupo-controle e 80,0% no grupo-caso; a
Treponema denticola 76,7% no controle e 90,0% no caso e a Tannerella forsythia

53,3% no controle e 70,0% no caso.

Ja no complexo laranja, observou-se a detecgdo na bactéria Streptococcus
constellatus em 50,0% no controle e 71,7% no caso, Eubacterium nodatum 63,3%
no controle e 83,3% no caso, Fusobacterium nucleatum (sp.vincentii) 53,3% no
controle e 75,0% no caso, Campylobacter rectus 60,0% no controle e 73,3% no
caso, Parvimonas micra 80,0% no controle e 8,0% no caso, Prevotella nigrescens
73,3% no controle e 91,7% no caso; Fusobacterium nucleatum (sp. polymorphum)
76,7% no controle e 98,3% no caso; Campylobacter showae 50,0% no controle e

90,0% no caso; Fusobacterium periodonticum 70,0% no controle e 90,0% no caso;
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Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum) 83,3% no controle e 93,3% no caso;
Campylobacter gracilis 83,3% no controle e 90,0% no caso e Prevotella intermedia

56,7% no controle e 76,7% no caso.

O complexo amarelo apresentou detecgdo na bactéria Streptococcus
sanguinis em 56,7% no grupo controle e 70,0% no grupo caso; Streptococcus oralis
90,0% no controle e 95,0% no caso; Streptococcus intermedius 53,3% no controle e
80,0% no caso; Streptococcus gordonii 63.3% no controle e 95.0% no caso e
Stretococcus mitis 70,0% no controle e 86,7% no caso.

Tabela 4 - Caracterizagdao dos complexos de bactérias nos dois grupos

Controle Caso
N % n %

Porphyromonas  N&o detectado 12 40.0 12 20.0
gingivalis Detectado 18 60.0 48 80.0
Complexo Treponema Nao detectado 7 23.3 6 10.0
vermelho denticola Detectado 23 76.7 54 90.0
Tannerella Nao detectado 14 46.7 18 30.0
forsythia Detectado 16 53.3 42 70.0
Streptococcus N&o detectado 15 50.0 17 28.3
constellatus Detectado 15 50.0 43 71.7
Eubacterium Nao detectado 11 36.7 10 16.7
nodatum Detectado 19 63.3 50 83.3
Fusobacterium  Nzo detectado 14 46.7 15 25.0

nucleatum
(sp.vincentii) Detectado 16 53.3 45 75.0
Campylobacter ~ N&o detectado 12 40.0 16 26.7
rectus Detectado 18 60.0 44 73.3
Parvimonas Nao detectado 6 20.0 12 20.0
Complexo micra Detectado 24 80.0 48 80.0
laranja Prevotella N&o detectado 8 26.7 5 8.3
nigrescens Detectado 22 73.3 55 91.7
Fusobacterium  Nzo detectado 7 23.3 1 1.7

nucleatum (sp.
polymorphum) Detectado 23 76.7 59 98.3
Campylobacter ~ Nao detectado 15 50.0 6 10.0
showae Detectado 15 50.0 54 90.0
Fusobacterium  N&o detectado 9 30.0 6 10.0
periodonticum Detectado 21 70.0 54 90.0
Fusobacterium  Nzo detectado 5 16.7 4 6.7
nucleatum (sp.

Detectado 25 83.3 56 93.3

nucleatum)
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Campylobacter ~ N&o detectado 5 16.7 6 10.0
gracilis Detectado 25 83.3 54 90.0
Prevotella N&o detectado 13 43.3 14 23.3
intermedia Detectado 17 56.7 46 76.7
Streptococcus ~ Nao detectado 13 43.3 18 30.0
sanguinis Detectado 17 56.7 42 70.0
Streptococcus ~ N&o detectado 3 10.0 3 5.0
oralis Detectado 27 90.0 57 95.0
Complexo Streptococcus  N&o detectado 14 46.7 12 20.0
amarelo intermedius Detectado 16 53.3 48 80.0
Streptococcus  Nao detectado 11 36.7 3 2.0
gordonii Detectado 19 63.3 57 95.0
Streptococcus N&o detectado 9 30.0 8 13.3
mitis Detectado 21 70.0 52 86.7
As bactérias Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum  (sp.

polymorphum), Campylobacter showae, Fusobacterium periodonticum e a
Streptococcus gordonii apresentaram diferengas (p<0.05) entre as suas proporgdes
para os grupos controle e caso. Portanto, as propor¢cées de bactérias detectadas
foram maiores em todas estas bactérias para o grupo caso com 91,7%, 98,3%,
90,0%, 90,0%, 80,0% e 95,0% respectivamente. As demais bactérias foram

consideradas semelhantes nos dois grupos, conforme a Tabela 5.
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Tabela 5 - Associagao entre as bactérias nos grupos

Controle Caso
Valor p*
n % n %
Nao
Porp_hyr_om?nas detectado 12 40.0 12 20.0 0.075*
gingivalis  notoctado 18 60.0 48 80.0
Nao
Tg:’; Z’;i';;a detectado 7 233 6 10.0 0.115**
Detectado 23 76.7 54 90.0
Nao
Cannerﬁ.”a detectado 14 467 18 300 0161*
orsythia  petectado 16 53.3 42 70.0
Nao
Streptococcus detectado 1 5 500 17 283 0061 .
constellatus  noioctado 15 50.0 43 71.7
; Nao 11 36.7 10 16.7
Eubadctter lum — detectado ' ' 0.062*
nodatum Detectado 19 63.3 50 83.3
Fusobacterium Néo 14 46.7 15 250
nucleatum detectado 0.055*
(sp.vincentii)  Detectado 16 53.3 45 75.0
Nao
Campy[obacter detectado 12 40.0 16 26.7 0.232*
rectus Detectado 18 60.0 44 733
; Nao 6 20.0 12 20.0
Parvimonas detectado ' ' 0.999*
micra Detectado 24 80.0 48 80.0
Nao
Prevotella detectado 0.0 5 8.3 0.028**
nigrescens  petectado 22 73.3 55 917
Fusobacterium Nao 7 23.3 1 17
nucleatum (sp. detectado ' ' 0.002**
polymorphum) Detectado 23 76.7 59 98.3
Nao
Cam;’)'y lobacter  jetectado 15 50.0 ° 100 <0.001*
showae Detectado 15 50.0 54 90.0
; Nao 9 30.0 6 10.0
Fus_obacte'rlum detectado . . 0.032*
periodonticum o tado 21 70.0 54 90.0
Fusobacterium Nao 5 16.7 4 6.7
nucleatum (sp. detectado ' ' 0.262**
nucleatum) Detectado 25 83.3 56 93.3
Nao
Campylobacter  getectado 5 16.7 6 10.0 0.496**
gracilis Detectado 25 83.3 54 90.0
Nao
iI; ;z:;‘:gl; detectado 13 43.3 14 233 0.086*
Detectado 17 56.7 46 76.7
NG
Streptococcus dete:tc;do 13 43.3 18 30.0 0.244*
sanguinis — potectado 17 56.7 42 70.0

*. Teste do Qui-Quadrado. (Cont.)



**. Teste Exato de Fisher.

Tabela 5 - Associagao entre os grupos das bactérias

(Conclusao)
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Controle
Valor p*
n % n %
_ Nao 3 10.0 3 5.0
Streptococcus oralis ~ detectado 0.659**
Detectado 27 90.0 57 95.0
Nao
S!riptoczccus detectado 14 46.7 12 20.0 0.013*
fhtermedius Detectado 16 53.3 48 80.0
Nao
11 36.7 3 5.0
Streptococcus gordonii detectado <0.001**
Detectado 19 63.3 57 95.0
Nao 9 30.0 8 13.3
Streptococcus mitis ~ detectado 0.085*
Detectado 21 70.0 52 86.7

*. Teste do Qui-Quadrado.
**. Teste Exato de Fisher.

Os testes do Qui-Quadrado e Exato de Fisher foram requeridos para verificar

se as proporgdes de PB e NIC em cada bactéria foram diferentes para cada grupo. A

quantidade de bactérias detectadas em relacdo a profundidade de bolsa (PB) nao

apresentou diferencas nas propor¢gbes nos grupos controle e caso, conforme

Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 - Comparacédo entre as quantidades de bactérias em relacdo a
profundidade de bolsa (PB) para dentes superiores e inferiores em cada

grupo
Controle Caso
Valor p
n % n %
Nao PB dentes 7 368 7 194
detectado  superiores (4 a 0.200**
Porphyromonas Detectado 5,0mm) 12 63.2 29 80.6
gingivalis Nao PB de.ntes 5 62.5 3 30.0
detectado superiores 0.342**
Detectado (26,0mm) 3 37.5 7 70.0
Nao PB dentes 3 158 5 139
detectado superiores (4 a ) . 0.999**
Treponema Detectado 5,0mm) 16 84.2 31 86.1
denticola Nao PB de_ntes 3 37.5 0 0.0
detectado superiores 0.069**
Detectado (26,0mm) 5 62.5 10 100.0
N&o PB dentes 10 526 13 36.1
detectado  superiores (4a 0.264*
Tannerella Detectado 5,0mm) 9 47.4 23 63.9
forsythia Nao PB de.ntes 3 375 2 20.0
detectado superiores 0.608**
Detectado (26,0mm) 5 62.5 8 80.0
Nao _ PBdentes 5 278 7 17.
detectado inferiores (4 a 0.483*
Porphyromonas DeteCtadO 5,0mm) 13 722 34 829
gingivalis Nao .pB .:-jentes 6 66.7 3 273
detectado inferiores (2 0.175**
Detectado 6,0mm) 3 33.3 8 72.7
Nao _ PB dentes 4 22 4 98
detectado inferiores (4 a 0.231**
Treponema Detectado 5,0mm) 14 77.8 37 90.2
denticola Nao FB dt_entes 3 33.3 1 9.1
detectado inferiores 0.285**
Detectado (26,0mm) 6 66.7 10 90.9
N&o PB dentes 9 500 14 341
detectado jnferiores (4 a 0.385*
Tannerella Detectado 5,0mm) 9 50.0 27 65.9
forsythia Nao PB dentes 4 44.4 1 9.1
detectado inferiores (2 0.127*
Detectado 6,0mm) 5 556 10 90.9

*. Teste do Qui-Quadrado.
**_ Teste Exato de Fisher.

A quantidade de bactérias detectadas em relagédo ao nivel de insergao
clinico (NIC) nao apresentou diferengas entre as propor¢des nos grupos controle e
caso (Tabela 7).
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Tabela 7 - Comparagao entre as quantidades de bactérias em relagdo ao nivel de
insercao clinico (NIC) para dentes superiores e inferiores em cada

grupo
Controle Caso
Valor p
n % n %
Nao
detectado su "tlalrci:o(:ee: t(:elsa 5) e e > 0.304™
Porphyromonas Detectado P 8 727 20 90.9
gingivalis Nao
detectado suNLcr:igreenst?: 6) 9 529 8 320 0.150*
Detectado  °“'P = 8 471 17 68.0
Nao
detectado su ':Irci:o?eesn t(‘ftsa 5) e s > 0.304*
Treponema Detectado P 8 727 20 909
denticola Nao
detectado suN(Ia?i gf;st?: 6 4 235 2 80 0.202%
Detectado  >“P =% 13 765 23 920
Nao
detectado su ':Ir(i:o?:: t(isa 5) o e B e 0.999%
Tannerella  Detectado SYP 6 545 13 59.1
forsythia N&o
detectado SUNLC:i g;r;t?: 6 9 529 6 240 0.100*
Detectado P = 8 471 19 76.0
Nao
3 300 6 273
detectado infgrli(c:;r:?(fz 5) 0.999%
Porphyromonas Detectado 7 70.0 16 727
gingivalis N&o
detectado in:ﬂg(g:gt;se) 8 421 6 18.8 0.106*
Detectado - 11 579 26 813
Nao
NIC dentes 2 20.0 3 13.6

detectado inferi 425 0.999**
Treponema  Detectado " eriores (4a3) 5 g50 19 864

denticola Nao
detectado NIC dentes 5 263 2 63 0.087*
_NIC > .
Detectado  Mferiores (26) ., 57 3 o38
Nao
detectado . fNIC denTS 5 4 40.0 10 45.5 0999**
ranmerella  Detectado Meniores(4as) o506 12 s45
forsythia Nso
detectado NIC dentes 9 474 7 219 0.070"
_NIC > .
Detectado  Teriores (26) -, o6 o5 754

*. Teste do Qui-Quadrado.
**. Teste Exato de Fisher.

A comparacéo da perda dentaria, indice de Placa Visivel (IPV), indice de

Sangramento Gengival (ISG) e Sangramento a Sondagem (SS) estratificada pelas
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bactérias detectadas e ndo detectadas com cada grupo é apresentada na Tabela 8.
Avaliando somente as bactérias ndo detectadas, € possivel perceber que houve
diferengcas entre os grupos para as perdas dentarias nos dentes superiores e
inferiores e o sangramento a sondagem para a bactéria Treponema denticola.
Assim, 0 grupo-caso obteve maiores perdas dentarias nas bactérias ndo detectadas
nos dentes superiores e inferiores, enquanto o grupo controle teve maior quantidade
de sangramento para a bactéria Treponema denticola. As demais bactérias
apresentaram quantidades semelhantes nos dentes superiores e inferiores para

perda dentaria, IPV, ISG e SS no grupo controle e grupo caso.

Para as bactérias detectadas, P. gingivalis foi significativa para a perda
dentaria nos dentes superiores, T. denticola para a perda dentaria nos dentes
superiores e inferiores € no sangramento a sondagem nos dentes superiores. Assim,
0 grupo caso obteve maiores perdas dentarias nas bactérias ndo detectadas nos
dentes superiores e inferiores, enquanto o grupo controle teve maior quantidade de
sangramento para a bactéria T. denticola. As demais bactérias apresentaram
quantidades semelhantes nos dentes superiores e inferiores para perda dentaria,

IPV, ISG e SS no grupo controle e grupo caso.

Tabela 8 - Comparacédo entre as quantidades de bactérias detectadas, nao
detectadas para a perda dentaria, IPV, ISG e SS em cada grupo

Nao detectado Detectado
Média Média
dos Valor p* dos Valor p*
postos postos
Perda Controle  10.3 23.7
dentaria 0.120 0.017
dentes Caso 14.8 35.9
superiores
Perda Controle  10.7 24.8
dentaria
0.208 0.036
dentes Caso 14.3 35.5
Porphyromonas inferiores
gingivalis IPV dentes Controle  12.3 28.8
- 0.899 0.310
superiores Caso 12.7 34.0
IPV dentes Controle  13.0 30.2
inferiores Caso 12.0 0-765 32.7 0.620
Control 13.0 34.1

superiores Caso 12.0 31.9




Control 12.4 27.8

ISG dentes  LONTrole 0.967 0.288
inferiores Caso 12.6 33.0
Controle 15.3 38.5

SS dentes 0.051 0.106
superiores Caso 9.7 30.1
SS dentes Controle  12.8 35.1

inferiores Caso 12.2 0.854 30.1 0.333
Perda Controle  6.14 27.2

dentaria 0.417 0.003
dentes Caso  8.00 42.8

superiores

Perda Controle  6.71 28.1

dentaria 0.804 0.008
) der!tes Caso 7.33 42.4

inferiores

Controle 6.50 34.3

IPV dentes 0.654 0.322
superiores Caso 7.58 39.6
Controle 6.57 35.7

Treponema '.P‘f’ dentes 0.706 0.639
denticola inferiores Caso 7.50 38.3
Controle  6.29 419

ISG dentes 0.502 0.286
superiores Caso 7.83 36.3
Controle  6.36 35.3

ISG dentes 0.537 0.639
inferiores Caso 7.75 37.8
Controle 8.21 47.2

SS dentes 0.252 0.014
superiores Caso 5.58 33.9
Controle 6.64 42.0

SS dentes 0.912 0.240
inferiores Caso 6.30 35.6

*. Teste de Mann-Whitney.
(Conclusao)
Nao detectado Detectado
Média Média
dos Valor p* dos Valor p*

postos postos
Perda dentaria  Controle 12.4 20.94

dentes 0.029 0.026
superiores Caso 19.7 31.53
Perda dentaria Controle 12.3 22.91

dentes 0.025 0.102
Treponema IPV dentes Controle 16.3 25.38

denticola superiores Caso 16.7 0901 29.75 0353
Controle 17.0 26.38

IPV dentes 0.602 0.543
inferiores Caso 15.2 29.35
Controle 16.0 32.56

ISG dt_antes 0.793 0.221
superiores Caso 16.9 26.88
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Controle 15.4 25.72
ISG dentes 0.725 0.492
inferiores Caso 16.5 28.94

Controle 22.5 33.47
SS dentes 0.001 0.151
superiores Caso 11.8 26.51

Controle 18.7 29.83
SS dentes 0.246 0.506
inferiores Caso 14.8 26.60

*. Teste de Mann-Whitney.
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O teste de Mann-Whitney apresentou diferengas entre os grupos controle e

caso (Tabela 9) nas seguintes bactérias: Treponema denticola (complexo vermelho),

Parvimonas micra (complexo laranja), F.n. (sp. polymorphum) (complexo laranja),

Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum) (complexo laranja),

Campylobacter

gracilis (complexo laranja) e a Streptococcus oralis (complexo amarelo) e estas

apresentaram o grupo controle com maiores quantidades médias de bactérias

(Grafico 1). As demais apresentaram quantidades médias semelhantes entre os

grupos.
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Tabela 9 — Quantidade das espécies bacterianas nos grupo caso e
controle - Teste de Mann-Whitney

Média dos postos Valor p*

L Caso 45.05
Porph /] 0.807
orphyromonas gingivalis Controle 46.40 80
Caso 41.56
j .02
Treponema denticola Controle 53.38 0.028
. Caso 46.13
T lla f h 72
annerella forsythia Controle 44.23 0.720
Caso 46.63
1l 534
Streptococcus constellatus Controle 43.95 0.53
Caso 44 .54
E j .
ubacterium nodatum Controle 4742 0.600
. .. Caso 46.08
F. n. (sp. 7
n. (sp.vincentii) Controle 44.33 0-750
Caso 44.80
C lobact t 0.698
ampylobacter rectus Controle 46.90
. . Caso 40.10
P 0.003
arvimonas micra Controle 56.30
. Caso 42.93
Prevotella nigrescens Controle 50.63 0.142
Fusobacterium nucleatum (sp. Caso 41.85 0.042
polymorphum) Controle 52.80 ]
Caso 48.50
Campylobacter showae Controle 39.50 0.098
, , , Caso 43.43
Fusobact dont 0.253
usobacterium periodonticum Controle 49 65
Fusobacterium nucleatum (sp. Caso 39.92 0.002
nucleatum) Controle 56.67 ]
- Caso 39.83
(l /] 0.001
Campylobacter gracilis Controle 56.83
. , Caso 45.81
P tella int d| 0.869
revotella intermedia Controle 44.88
.. Caso 45,23
Streptococcus sanguinis Controle 46.03 0.896
. Caso 37.93
<0.001
Streptococcus oralis Controle 60.65 0.00
. . Caso 46.97
0.420
Streptococcus intermedius Controle 42 57
.. Caso 45.50
Streptococcus gordonii Controle 45.50 0.999
Caso 43.45
Streptococcus mitis 0.255

Controle 49.60
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Grafico 1 - Quantidade média de células bacterianas (DNA) encontradas nas bolsas
periodontais nos grupos caso e controle
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Ha diferencas entre as quantidades de perda dentaria nos dentes inferiores
tendo o grupo caso com mais perdas e o mesmo grupo apresentou haver mais
perdas para o total (todos os molares juntos). As perdas dentarias dos molares
superiores foram semelhantes para o teste (Tabela 10).

Tabela 10 - Perda dentaria dos molares superiores e inferiores no grupo caso e

controle.
Media
dos Valor p*
postos
Perda dentaria dentes molares Controle  38.95 0085
superiores Caso 48 78 -
Perda dentaria dentes molares Controle  36.03 0.012
inferiores Caso 50 23 .
Perda dentaria dentes molares  Controle  36.73 0.023

(total) Caso 49 88
* Teste de Mann-Whitney.

A regressao logistica apresentou significancia estatistica para a bactéria S.
intermedius. Assim, o grupo caso tem 2,1 vezes mais chances de ter perda no molar
inferior quando nao ha detecgao desta bactéria em comparagéo ao grupo controle.
Ja a perda no molar superior quando ha detecgdo desta bactéria aumentam estas
chances em 1,2 vezes. As demais comparagées ndo demonstraram serem fatores

de risco ou protegao (Tabela 11).

Tabela 11 - Associacao das perdas dentarias nos molares inferiores e superiores de
cada bactéria entre os grupos

Intervalo de

confianga de 95%

i, valorp OR o oo

Limite Limite

inferior superior

Nao Molar superior  0.586 1.086 0.807 1.461

detectado  Molar inferior  0.026 2.101 1.091 4.044

Streptococeus Molar 0.040 1.217 1009  1.467
intermedius superior

Detectado  wolar inferior  0.264 0.837 0613 1.144
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6 DISCUSSAO

Existem associagdes entre cancer, de uma forma geral, com a inflamagao
sistémica, ou seja, a resposta imunoldgica diante da presenca da doenga periodontal
(MICHAUD, 2008) e seus efeitos sobre o organismo diante da resposta imunolégica
€ considerada um marcador para a carcinogénese. De acordo com o CANCER
RESEARCH UK (2015), cerca de 8 em cada 10 canceres de mama sao

diagnosticados em mulheres com 50 anos ou mais.

Os resultados deste estudo em relagao a idade das pacientes com cancer de
mama e portadoras de doenga periodontal sdo semelhantes, correspondendo a
36,2%, na faixa entre 52 a 58 anos e 29,7% acima de 59 anos e com predominio do
numero de pacientes no grupo caso (33) em relagédo ao grupo controle (11), mas
ligeiramente diferente do observado por Villafuerte (2014) cuja idade das pacientes

esteve entre 47,65 + 1,83 anos.

O consumo de bebida alcodlica tem sido considerado um agente
carcinogénico com evidéncias suficientes na literatura relacionada ao aumento da
chance de desenvolver cancer de mama, cancer colorretal, figado, laringe, eséfago
e cavidade bucal (COGLIANO et al., 2011; INUMARU SILVEIRA; NAVES, 2011).
Neste estudo foi constatada certa homogeneidade entre os grupos, ou seja, apenas
11,7% nas mulheres com cancer de mama contra 12,5% das mulheres sem cancer
de mama, contrastando com os resultados de Lages (2011), que encontrou 87,5%

fazendo uso de alcool.

Outro fator de predisposicdo ao cancer e a doenga periodontal € o
tabagismo. No estudo de Soder et al. (2012), 17,1 % tinham doenga periodontal, e
dos individuos com céncer de mama (41), 12 eram fumantes (42,8%), 5 eram ex-
fumantes (17,9%) e 11 nunca fumaram (39,3%). No nosso estudo, a amostra teve
uma baixa prevaléncia do tabagismo, seja no grupo controle, seja no grupo caso

com apenas trés individuos (12,%; 5,0%).

Evidéncias de estudos epidemiologicos recentes sugerem uma ligagao entre
infecgbes periodontais, aumento do risco de aterosclerose e relatos de eventos
cerebrovasculares em humanos (PADILLA et al., 2006). Em nossa amostra, a
hipertensao foi relativamente alta nos grupos — 48% no controle e 45% no grupo
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caso — diferentemente do relato de Genco (1996), em que a prevaléncia foi de 60%
a 70% na idade de 45 anos ou acima desta nos individuos com doenga periodontal,

mas sem cancer de mama.

E necessario ressaltar sempre o monitoramento profissional da doenca
periodontal, para manter o nivel minimo da inflamagdo na doenga e sublinhar a
importdncia de manter visitas regulares ao dentista e meticulosa higiene oral
(FITZPATRICK; KATZ, 2010). Ha evidéncias de que condi¢gdes periodontais pré-
existentes podem se agravar durante o tratamento antineoplasico (VILLAFUERTE,
2014) em relagao aos parametros do estadiamento que dependem da origem do
tumor, da classificagdo histopatoldgica, da extensdo do tumor primario, dos locais
das metastases, das dosagens dos marcadores tumorais e do estado funcional do
paciente (MOORE, 2004). O estadiamento segue o Sistema TNM de classificagao
dos tumores: para os estadiamentos | e Il, classificou-se como ‘“inicial” e os
estadiamentos Ill e IV como “tardio” (GEBRIM,2009).

No entanto, neste estudo, ndo se pode comparar o tempo de diagnostico
com o tempo de terapia antineoplasica. Infec¢des periodontais podem ser facilmente
negligenciadas, principalmente porque os sintomas de inflamagao gengival podem
ser minimos e a infeccdo estar localizada na regido subgengival (RABER-
DURLACHER et al., 2002).

Soder et al. (2011), abordou a questao das infecgbes dentarias crbnicas e a
doenga periodontal em particular como um dos fatores de risco para cancer de
mama em um estudo prospectivo de 3.273 pacientes selecionados aleatoriamente
com idade entre 30 a 40 anos. Os numeros de incidéncia de cancer de mama
mostraram que 1,75% das pessoas com qualquer molar ausente tinha cancer de
mama. Considerando que apenas 0% dos individuos sem cancer tinham molar
desaparecido e a diferenca na prevaléncia de cancer de mama para pacientes com
doenca periodontal e com ou sem qualquer molar ausente na mandibula foi
significativa (p < 0,02), foi observada claramente a relagdo doenga periodontal e com
a perda de molares da mandibula como um preditor independente para o cancer de
mama. No entanto, neste estudo corrente houve semelhanga nesta prerrogativa,
pois observou grande significancia na perda de molares (p=0,023), especialmente

nos molares inferiores (p=0,012) no grupo caso.
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Neste estudo, observamos que as profundidades de sondagem (PS) nos
dentes superiores e inferiores, bem como o nivel de insergéo clinico, nao houve
significancia entre os grupos, concordando com Soder et al. (2011), que néo
encontraram significancia entre os grupos com periodontite e cancer de mama e
sem cancer de mama, ou seja, um pequeno numero de bolsas periodontais 25,0mm
foi encontrado nos individuos com periodontite e cancer de mama (5,1 £ 5,1) e com
periodontite e sem cancer de mama (8,6 + 3,0). Com relagdo a perda dentaria
encontrada nos maxilares superiores e inferiores, este estudo mostrou haver
significancia entre os grupos (p=0,002/Caso; p=0,012/Controle), da mesma forma
que o sangramento a sondagem, porém com significancia para o grupo-controle
(p=0,003). Em relagcao a perda dentaria, os resultados desta pesquisa mostram
semelhangas com os de Soder et al. (2011) para o numero de dentes
remanescentes (26,5 + 2,3/Caso; 23,6 + 5,6/Controle; p=0,01), numero de molares
perdidos (0,7 + 1,4/Caso; 2,4 £ 2,6/Controle; p= 0,01), numero de dentes molares
inferiores perdidos (0,4 £ 0,9/Caso; 1,6 £ 1,5/Controle; p= 0.003) e para o numero de
perdas dentarias (0,7 + 1,4/Caso; 2,4 + 2,6/Controle; p= 0,01). Além disso, tanto o
indice de placa (IPV) quanto a inflamag¢do gengival mensurada pelo indice de
sangramento gengival (ISG) nado foram significantes, concordando também com
SODER et al. (2011).

Com relagdo a detecgdo dos complexos microbianos nos grupos,
verificamos, neste estudo, que T. denticola foi a mais prevalente (90,0%) espécie do
complexo vermelho nas amostras de biofilme subgengival dos casos, seguido por P.
gingivalis (80%), T. forsythia (70,0%), contrastando com os resultados de Padilla et
al. (2006), em que P. gingivalis foi o0 microrganismo mais comum isolado por meio de
PCR em 7 casos de 12 individuos portadores de placas ateromatosas e com
periodontite, seguida por T. forsythia em apenas dois casos e P. intermedia em
quatro casos. A prevaléncia de P. gingivalis foi avaliada em quatro estudos caso-
controle e mostrou que esta espécie aumentou a chance de desenvolver cancer e
doenga periodontal, sendo este patégeno considerado um fator de risco em
potencial (SAYEHMIRI et al., 2015). J& no complexo laranja, este estudo mostrou
que Fusobacterium nucleatum (sp. polymorphum), Fusobacterium nucleatum
(sp.nucleatum) e Prevotella nigrescens foram as mais prevalentes (98,3%; 91,7% e

90,0%), enquanto no complexo amarelo, S. gordonii e S. oralis foram as mais
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prevalentes (95,0%; 95,0%), porém com baixos niveis para S. mitis (86,7%) no
grupo caso. Por sua vez, Bastos et al. (2011) encontraram uma prevaléncia de
bactérias do complexo vermelho por meio de PCR em 25 pacientes com doencga
renal crénica com P. gingivalis, alcangando a maior prevaléncia (94,7%), e com
menores concentragdes, T. denticola (44%) e T. forsythia (39,1%). J&4 no complexo
laranja, P. nigrescens foi a mais prevalente com 39,1%, também concordando com
Farrel et al. (2012), depois F. nucleatum com 16% e P. intermedia com 13,6%

respectivamente.

Um aspecto que cabe aqui ressaltar foi a auséncia de significancia
estatistica entre os parametros clinicos periodontais, como profundidade de bolsa
(PB) e nivel de insergao clinico (NIC), com a presenga das espécies bacterianas
entre os grupos, havendo consonancia com os resultados do estudo de Villafuerte
(2014), apesar da maior prevaléncia de todas as bactérias no grupo-caso, inferindo
que o cancer de mama nao foi um fator que prejudicava ainda mais o estado
periodontal dessas pacientes, ou seja, as pacientes exibiram os mesmos niveis de
problemas periodontais. Por sua vez, quando P. gingivalis foi comparada com sua
presenga e auséncia no biofilme subgengival, verificou-se uma relagdo positiva com
a perda dentaria nos dentes superiores e inferiores no grupo com cancer de mama
(p=0,017; p=0,038), o mesmo ocorrendo para T. denticola (p=0,003; p=0,008).
Quanto a atividade da doenca periodontal mensurada pelo sangramento a
sondagem (SS), notou-se uma relagdo positiva e estatisticamente significante
(p=0,014) para os dentes superiores nas mulheres sem cancer de mama e com
doencga periodontal. Nesse caso, houve concordancia com o estudo de Villafuerte
(2014) e também com Socransky et al. (1998) e Socransky e Haffajee (2002), os
quais afirmam que as bactérias do complexo vermelho mostram relagédo

estatisticamente significante com bolsas profundas e sangramento gengival.

Atualmente, cerca de um quarto das doengas malignas em todo o mundo é
atribuido a contribuicdo microbiana. P. gingivalis e F. nucleatum tém chamado a
atencdo por suas capacidades de modularem o equilibrio da microbiota e as
subsequentes interagdes com a mucosa do hospedeiro e a imunidade
(ATASANOVA; YILMAZ, 2015). A alta carga bacteriana nas superficies dos dentes e
nas bolsas gengivais durante um tempo prolongado pode, de fato, desempenhar um
papel na carcinogénese (SODER, 2012). A espécie P. gingivalis é cancerigena
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porque ativa uma série de respostas imunoldgicas inflamatérias no hospedeiro.
Entre as espécies microbianas conhecidas da cavidade oral, P. gingivalis teve maior
correlagcdo com carcinoma epidermoide de boca (ATASANOVA; YILMAZ, 2014;
INABA et al., 2014 e foi um importante fator de risco independente na associagao
com cancer orodigestivo (AHN; SEGERS; HAYE, 2012). Ao contrario do que tem
sido relatado na literatura, neste estudo observamos que a presenca de P. gingivalis
entre os grupos nao mostrou significancia estatistica (p=0,075), bem como T.
denticola (p=0,115) e T. forsythia (0,161) quando se buscou associar as bactérias
nos grupos. Portanto, as bactérias que mostraram associagdes estatisticamente
significativas nos grupos foram P. nigrescens (p=0,028), corroborando com Farrel et
al. (2012); F. nucleatum (sp. polymorphum) (p=0,002), C. showae (p<0,001), F.
periodonticum, S. intermedius (p=0,013) e S. gordonii (p<0,001). Nas analises
constatamos uma condigao periodontal similar entre o grupo caso e controle, mas
com maior perda dentaria para 0 grupo caso e menor para O grupo controle,
concernente com a hipotese disbiose, pois a alteragdo do sistema imunolégico pelo
estado de saude (diagnostico do cancer) influenciou nesse equilibrio propiciando um
ambiente adequado para as espécies patogénicas, ressaltando a necessidade de

um acompanhamento periodontal dessas pacientes em especial.

A espécie F. nucleatum tem sido relatada em tecidos tumorais colorretais e,
além disso, a carga bacteriana deste microrganismo aumenta com a progressao
deste tipo de cancer (FLANAGAN, 2014; TAHARA et al.,, 2014). Em nossos
resultados verificamos que as espécies de Fusobacterium apresentaram diferenca
estatisticamente significante nas mulheres sem cancer de mama e com doencga

periodontal.

De acordo com evidéncias atuais, a doenga periodontal esta fortemente
associada as bactérias do complexo vermelho, T. forsythia, T. denticola e P.
gingivalis (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). A perda de insergcdo Ossea esta
associada a um aumento na propor¢do de microrganismos gram negativos
patogénicos e virulentos no biofiilme da placa subgengival (CARRANZA JR,
NEWMAN, 2007). O descuido de habitos saudaveis de alimentacdo e de higiene
bucal estad relacionado com o desenvolvimento de infecgbes, a instalagédo do
complexo vermelho e o desenvolvimento da doenca periodontal (RAMOS, 2012).

Nossos achados, de certa maneira, e com certas limitagées (tamanho da amostra,
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tipo de desenho de estudo, medidas de higiene oral pelas pacientes etc.) discordam
da literatura, que afirma que o patégeno P. gingivalis pode ter um papel relevante
em individuos com cancer de mama, conforme descrito. O que se observou em
neste estudo foi um perfil bacteriologico predominante para bactérias (contagem
média das copias de DNA) nas mulheres sem cancer de mama e com doenga
periodontal (controle), com destaque para seis espeécies com significancia
estatistica, a saber, T. denticola, P. micras, F. nucleatum (sp.polimorphum), F.
nucleatum (sp.nucleatum) e S. oralis. Ressalta aqui que certas espécies nao
destacadas na literatura como a P. gingivalis exercem papel de patégeno chave, por
uma alteracdo da microbiota subgengival como foi revelado nas pacientes do grupo-
controle com doenga periodontal, que mostrou significAncia com o sangramento a
sondagem (SS) de p=0,003, levando até mesmo a perda dentaria expressiva, devido
em grande parte a uma precaria higiene bucal, ou 0 ndo acompanhamento as

sessodes de profilaxia e raspagem incluidas no protocolo deste trabalho.



63

7 CONCLUSAO

A partir dos resultados deste estudo e considerando as limitagdes pode-se

concluir que:

1. As  caracteristicas  sociodemograficas, de saude  sistémica,
comportamentais e preocupagdo com o tratamento odontolégico da amostra

demonstram semelhancgas com as escassas publicagdes do tema na literatura;

2. Com relagdo aos parametros clinicos periodontais, as mulheres com
cancer de mama e com doencga periodontal apresentam mais bolsas periodontais
nos dentes superiores e inferiores, porém sem significancia estatistica. Porém, o
nivel de insercao clinico e a profundidade de bolsa nao evidenciam haver relagao
(p<0,05) significativa entre os grupos, ou seja, a profundidade e o nivel de insergéao

clinico sdo semelhantes entre os grupos;

3. Existem mais mulheres com bolsas periodontais profundas (26,0mm) no
grupo controle, entretanto sem nenhuma significancia estatistica. A perda dentaria é
maior nos dentes superiores e inferiores e estatisticamente significante nas mulheres
com cancer de mama e com doenga periodontal. A quantidade de placa dento-
bacteriana e de inflamagéo gengival € semelhante nos grupos e sem significancia

estatistica.

4. O perfil microbiolégico do biofiime subgengival apresentado pelos
complexos microbianos demonstra predominancia de todas as bactérias no grupo-
caso, mas sem significancia estatistica. Individualmente, as bactérias que mostram
significAncia estatistica entre os grupos sdo P. nigrescens, F. nucleatum

(sp.polymorphum), C. showae, F. periodonticum, S. intermedius e S. gordoni.

5. As proporgdes de bactérias em relagdo a profundidade de bolsa e nivel de
insercao clinico mostram nenhuma relagdo de significancia estatistica nos grupos,
apesar de maior prevaléncia no grupo-caso. As mulheres com cancer de mama
mostram mais perda dos dentes superiores e inferiores com as presengas das
bactérias P. gingivalis e T.denticola e estatisticamente significante. Porém, a
presencga de T. denticola também é estatisticamente significante com o sangramento

a sondagem nas mulheres sem cancer de mama. A espécie S. intermedius teve
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expressao significante de 80% no grupo-caso. A contagem média das copias de
DNA bacteriano mostra que ha um predominio estatisticamente significante para as
bactérias T. denticola, P. micras, F.nucleatum (sp.polymorphum), F. nucleatum
(sp.nucleatum), C. gracilis e S. oralis no grupo-controle.



65

REFERENCIAS

AAS JA, PASTER BJ, STOKES LN, OLSEN I, DEWHIRST FE. Defining the normal
bacterial flora of the oral cavity. J Clin Microbiol. 2005;43 (11):5721-32.

AINAMO J, BAY |. Problems and Proposals for Recording Gingivitis and Plaque. Int
J Dent. v. 25, p. 229-235, 1975.

ALI, RW. et al. Comparative Detection Frequency of 6 Putative Periodontal
Pathogens in Sudanese and Norwegian Adult periodontitis patients. J Periodontol.
V.65. 1046-1052, 1994.

ALMEIDA, P.F, et al. Microbiota Estreptocdcica Associada com a Formacéo Inicial
da Placa Dental. Rev Ciénc Méd Biol, v.1, n.1, p.33-41, 2002.

AHN, J.; SEGERS, S.; HAYE, R. B. Periodontal disease, Porphyromonas gingivalis
serum antibody levels and orodigestive cancer mortality. Carcinogenesis. v. 33, n.
5, p. 1055-1058, 2012.

ARO, A. R. et al. Psychological risk factors of incidence of breast cancer: a
prospective cohort study in Finland. Psychological Medicine. v. 35, n. 10, p. 1515-
1521, out. 2005.

ARCHAMBAUD, C. et al. The Intestinal Microbiota Interferes with the microRNA
Response upon Oral Listeria Infection. Amer Soc Microbiol. v. 4. nov-dec, 2013

ARMITAGE, G. C. Development of a Classification System for Periodontal Diseases
and Conditions. Ann Periodontol, v. 4, n. 1, dez. 1999.

ARMITAGE, G. C. Periodontal Diagnoses and Classification of Periodontal Diseases.
Periodontol 2000, v. 34, n. 1, p. 9-21, fev. 2004.

ARORA, M. et al. An Exploration of Shared Genetic Risk Factors Between
Periodontal Disease and Cancers: A Prospective Co-Twin Study. Am J Epidemiol.
v. 171, n 2, p. 253-259, 2010.

ATASANOVA, K. R.; YILMAZ, O. Looking in the Porphyromonas gingivalis cabinet of
curiosities: the microbium, the host and cancer association. Mol Oral Microbiol. v.
29, n. 2, p. 55-66, abr. 2014.

ATASANOVA, K. R.; YILMAZ, O. Prelude to oral microbes and chronic diseases:
past, present and future. Microb Infect. v. 17, n. 7, p. 473-483, jul. 2015.

BERNHARD, V.R. Condigao Clinica Periodontal e Microbiolégica do Biofilme
Subgengival em Mulheres Portadoras de Céancer de Mama. 79f. Dissertacao
(Mestrado em Clinica Odontoldgica) — Universidade Federal do Espirito Santo,
Programa de Pd6s-graduacgéao em Clinica Odontoldgica - UFES, Vitoria. 2015.

CARRANZA JR, F., NEWMAN, M. G. Periodontia Clinica, Sdo Paulo, Elsevier,
10ed. 2007. 1328p



66

CARRANZA, JR., NEWMAN, M. G., TAKEI, H. H. Periodontia Clinica, Rio de
Janeiro, Guanabara Googan, 9 ed. 2004. 86p.

CASTELLARIN, M. et al. Fusobacterium nucleatum infection is prevalent in human
colorectal carcinoma. Gen Res, v. 22, n. 2, p. 299-306, 2012.

CASTRO, G. D. Associagao entre eventos de vida, ansiedade e depressao e a
doenca periodontal. 2006. 118f. Dissertagdo. (Mestrado em Clinica Odontoldgica) -
Programa de pés-graduacdo em odontologia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Porto Alegre.

CHOCOLATEWALA, N; PANKAJ, C; DESALE, R. The role of bacteria in oral cancer.
Ind J Medical Paediatric Oncol. v.31, nov. 2015.

COGLIANO, V. J. et al. Preventable Exposures Associated with Human Cancers. J
Natl Cancer Inst. v. 103, n. 24, p. 1-13, dez. 2011.

COSTERTON, J. W., H. M. LAPPIN-SCOTT. 1995. Introduction to microbial biofilms,
p. 1-11. In H. M. Lappin-Scott and J. W. Costerton (ed.), Microbial biofilms.
Cambridge University Press, Cambridge, United Kingdom.

Costerton J.W, Stewart PS, Greenberg EP. Bacterial biofiims: a common cause of
persistent infections. Science. 1999; 284 (5418): 1318-22.

DONLAN RM; COSTERTON JW. Biofilms: survival mechanisms of clinically relevant
microorganisms. Clin Microbiol Rev, 2002; 15(2): 167-93.

FARRELL, J. et al. Variations of oral microbiota are associated with pancreatic
diseases including pancreatic cancer. Gut. v. 61, p. 582-588, 2012.

FARRELL J et al. Variations of oral microbiota are associated with pancreatic
diseases including pancreatic cancer. Gut, v. 61, p. 582-588, 2015.

FEINBERG, A.P & VOGELSTEIN, B. A Technique for RadiolabelingDNA Restriction
Endonuclease Fragments to High Specific Activity. Anal Biochem.v.1.p.6-13.jul,
1983

FITZPATRICK SG; KATZ J. The association between periodontal disease and
cancer: A review of the literature. J Dent, v. 38, n. 2, p. 83-95, fev. 2010..

FLANAGAN, L. et al. Fusobacterium nucleatum associates with stages of colorectal
neoplasia development, colorectal cancer and disease outcome. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis. v. 33, p. 1381-1390, 2014.

FISCHER, D. J.; EPSTEIN, J. B. Management of patients who have undergone head
and neck cancer therapy. Dent Clin North Am, v.52, n. 1, p.39-60, 2008.

FLEMING TF. Periodontitis. An Periodontal 4(1):32-7, 1999.

FREITAS, D. A. et al. Sequelas bucais da radioterapia de cabeca e pescoco. Resv
CEFAC. v. 13, n. 6, p. 1103-1108, nov. 2011.

FREUDENHEIM LJ et al. Periodontal Disease and Breast Cancer: Prospective
Cohort Study of Postmenopausal Women. Cancer Epidemiol Biom Prevention.
University at Buffalo, dez. 2015.



67

GENCO, R. J. Current view of risk factors for periodontal diseases. J. Periodontal. v.
67, n. 10, p. 1041-1049, out. 1996.

GEBRIM, L. H. Rastreamento para cancer de mama e estadiamento. Rev. Bras.
Ginecol. Obstet., Rio de Janeiro, v. 31, n. 5, 2009.

GHIZONI, J. S. Avaliagao e correlagao da doenga periodontal com acidente
vascular cerebral por meio da identificagao e quantificagao da Porphyromonas
gingivalis e Agreggatibacter actinomycetemcomitans por PCR convencional e
PCR em tempo real. 2007. 116f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) —
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia de Bauru, Bauru.

GRIFFEN, A.L. et al. Prevalence of Porphyromonas gingivalis and Periodontal Health
Status. J Clin Microbiol. v. 36. p.3239-3242, 1998.

HAFFAJEE A.D, SOCRANSKY SS. Microbial etiological agents of destructive
periodontal diseases. Periodontol 2000; v.5:78-111, 1994.

HAFFAJEE A.D. et al. Subgingival microbiota of Chronic Periodontitis Subjects from
Different Geographic Locations. J Clin Periodontol. v. 31.p. 996-1002,
Copenhagen.nov, 2004

HAJISHENGALLIS, G; LAMONT, R.J. Beyond the red complex and into more
complexity: the polymicrobial synergy and dysbiosis (PSD) model of periodontal
disease etiology. Mol Oral Microbiol. v. 27, p..409-419, 2012.

HAMLET, S. et al. Persistent Colonization with Tannerella Forsythensis and Loss of
Attachment in adolescents. J Dent Res, v. 83, 232-235, 2004.

HAMLET, S. et al. Distribuition of Actynoba actinomice, Porphyromonas gingivalis
and Prevotella intermedia in Australian Population. J Clin Periodontol, v.28. p.
1163-1171, 2001.

HUJOEL, P. P. et al. An Exploration of the Periodontitis—Cancer Association. AEP. v.
13, n. 5, p. 312-316, mai. 2003.

INUMARU, L. E.; SILVEIRA, E. A.; NAVES, M. M. V. Fatores de risco e de protegao
para cancer de mama: uma revisao sistematica. Cad Saude Publ, Rio de Janeiro, v.
27,n.7, p. 1259-1270, 2011.

JENKINSON, H. F., LAPPIN-SCOTT, H. M. (2001). Biofilms adhere to stay. Trends
Microbiol. v.9, p. 9-10, 201, 2001.

KAMMA, J.J. et al. Profile of Subgingival Microbiota in Children with Mixed Dentition.
Oral Microbiol Immunol. v.15, p.103-111, 2000.

KERR, WJ. Et al. The areas of various surfaces in the human mouth from nine years
to adulthood. J Dent Res.1991; v .70(12), p.1528-30.

KHAJURIA, N.D; METGUD, R. Role of bacteria in oral carcinogenesis. Indian J
Dent. v.6, 2015.

KONONEM, E. Pigmented Prevotella Species in Periodontally Healthy Oral Cavity.
Immunol Medical Microbiol. v.6, p. 201-205, 1993.



68

KULLER, N. The biofilm concept and its role in prevention of periodontal disease.
Rev. Clin. Pesq. Odontol, Curitiba, v. 5, n. 1, p. 53-57, jan./abr. 2009.

KUMAR, P. S. Oral microbiota and systemic disease. Anaerobe, v.24, p.90-93,
2013.

LAGES, E. J. P. Aspectos Epidemiolégicos, Microbiolégicos e Imunolégicos da
Associacao entre Alcoolismo e Periodontite. 2011. 108f. Tese. (Doutorado em
Odontologia) - Colegiado de Pés-Graduagédo, Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonte.

LAMELL, CW. et al. Acquisition and Colonization Stability of
Actinomycetemcomitans and Porphyromonas Gingivalis in Children. J Clin
Microbiol. v.38, p. 1196-1199, 2000.

LILLBERG, K. et al. Stressful life events and risk of breast cancer in 10,808 women:
a cohort s LIN, Y. et al. Striking life events associated with primary breast cancer
susceptibility in women: a meta-analysis study. J Exp Clin Res. v. 32, p. 53, ago.
2013. Am J Epidemiol. v. 157, n. 5, p. 415-423, 2003.

LOPEZ, N.J. et al. Subgingival Microbiota of Chilian Patients with Chronic
Periodontitis. J Periodontol, v.75, p. 717-725, 2004.

LY, M. et al. Altered oral viral ecology in association with periodontal disease. Mbio,
v.5 (3), p.1133-14, 2014

LINDHE J, LILJIENBERG B, ADIELSON B, BORJESSON |[. Use of metronidazole as
a probe in the study of human periodontal disease. J Clin Periodontol, v.10, p. 100—
112, 1983.

LINDHE, J. Tratado de Periodontia Clinica e Implantologia Oral. 5ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

LOESCHE, W. J. Chemotherapy of dental plaque infections. Oral Sci Rev, v.9, p.
65-107, 1976.

LOE, H., THEILADE, E.; JENSEN, S. B. (1965). Experimental gingivitis in man. J
Periodontol, v. 36, p.177-187, 1965.

MAIDEN, M.F. et al. Proposal to Conserve the Adjectival Form of Specific Ephitet in
the Reclassification of Bacteroides Forsythus Tanner et al. 1986 to the genus
Tannerella Sakamoto et al. 2002 as Tannerella forsythia corrig., gen. nov., comb.
nov. Request for an Opinion. Int J Syst Evol Microbiol. v.53, p.2111-2112, nov,
2003.

MANTOVANI, A. et al. Cancer-related inflammation. Nature. v. 454, p.436-444, jul.
2008.

MARSH, P. D. Microbial ecology of dental plaque and its significance in health and
disease. Adv Dent Res, v. 8, p.263-271, 1994

MARSH, P. D. Are dental diseases examples of ecological catastrophes? Microbiol,
v. 149, p.279-294, 2003.



69

McCLELLAN,D.L et al. Age and Prevalence of Porphiromonas Gengivallis in
children. J Clin Microbiol,. v.34, p. 2017-2019, 1996.

MACHTEI, E.E. et al. Longitudinal study of predictive factors for periodontal disease
and tooth loss. J Clin Periodontol, v.26, p. 374-380, 1999.

MEURMAN, JH. Oral microbiota and cancer. J Oral Microbiol.v.2, p.5195, 2010.

MICHAUD, D. S. et al. A prospective study of periodontal disease and pancreatic
cancer in US male health professionals. J Natl Cancer Inst. v. 99, n. 2, p. 171-175,
jan. 2007.

MICHAUD, D. S. et al. Periodontal Disease, Tooth Loss and Cancer Risk in a
Prospective Study of Male Health Professionals. Lancet Oncol. v.9, n. 6, p. 550-558,
jun. 2008.

MICHAUD, D. S. et al. Plasma antibodies to oral bacteria and risk of pancreatic
cancer in a large European prospective cohort study. Gut, v. 62, n. 12, p. 1764—
1770, 2013.

MOMBELLI, A. et al. Actinobacillus actinomycetemcomitans and Porphiromonas
Gengivallis in young Chinese adults. Oral Microbiol Immunol. v.13, p. 231-237,
1998.

MOORE, W. E. C. et al. Bacteriology of Moderate (chronic) Periodontitis in Mature
Adult Humans. Infect Immun, v. 42, n. 2, p. 510-515, nov. 1983.

NORSKOV-LAURITSEN, N. and KILIAN, M. Reclassification of Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Haemophilus aphrophilus, Haemophilus paraphrophilus
and Haemophilus sanguis as Aggregatibacter actinomycetemcomitans gen. nov.
comb.nov., Aggregatibacter aphirophilus com.nov.and Aggregatibacter seguis
comb.nov., emended description of Aggregatibacter aphirophilus to included V
factor-dependent and V factor-independent isolates. Int J Syst Evol Microbiol. v.56,
p. 2135-2146, 2006.

OHRN, K. E. O.; WAHLIN, Y.; SJODEN, P. Oral status during radiotherapy and
chemotherapy: a descriptive study of patient experiences and the occurrence of oral
complications. Support Care Cancer, v. 9, n. 4, p. 247-257, 2001

PADILLA, C. et al. Periodontal pathogens in atheromatous plaques isolated from
patients with chronic periodontitis. J Periodontal Res. v. 41, p. 350-353, 2006.

PAPAPANOU, P.N., et al. Subgingival Microbiota in Adult Chinese. Prevalence and
Relation to Periodontal Disease Progression. J Periodontol. v.68, p.651-666, 1997.

PAPAPANOU, P.N., et al. Periodontal Microbiota and Clinical Periodontal Status in a
Rural Sample in Southern Thailand. Euro J Oral Sci, v.110, p.345-352, 2002.

PASTER, J.B; DEWHIRST, F.E. Molecular Microbial Diagnosis. Periodontol 2000. v
51, p. 38—44, 20009.

PETERSON, D. E. et al. Microbiology of Acute Periodontal Infection in
Myelosuppressed Cancer Patients. J Clin Oncol. v. 5, n.9, p. 1461-1468, set. 1987.



70

RABER-DURLACHER, J. E. et al. Periodontal infection in cancer patients treated
with high-dose chemotherapy. Support Care Cancer. v. 10, p. 466-473, 2002.

RAMOS, M. M. B. Condi¢cdes periodontais e presenca de microrganismos do
complexo vermelho de Socransky na boca de pacientes com e sem
dependéncia quimica. 2012. 74f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) —
Faculdade de Odontologia de Aragatuba UNESP. Sao Paulo.

RAJEEV, R., et al. Role of bacteria in oral carcinogenesis. South Asian J Cancer.
nov, 2015.

ROSIER, B.T. Historical and contemporary hypotheses on the development of oral
diseases: are we there yet? Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. v.4,
jul, 2014.

SAKAMOTO, M.; et al. Reclassification of bacteroides (Tanner et al. 1986) as
Tannerella forsythis corrig. gen. nov., comb. nov. Int J Syst Evol Microbiol. v.52, p.
841-849, 2002.

SANTOS, M. C. et al. Association between stress and breast cancer in women: a
meta-analysis. Cad Saude Publica. v. 25, n. 3, p. S453-S463, 2009.

SANZ, M. et al. Differences in the Composition of the subgingival microbiota of two
Periodontitis Population of Different Geographical Origin. A Comparison between
Spain and the Netherlands. Eur J Oral Science. V.108. 363-392, 2000.

SAYEHMIRI, F. et al. The prevalence rate of Porphyromonas gingivalis and its
association with cancer. A systematic review and meta-analysis. Int J
Immunopathol Pharmacol, v. 28, n. 2, p. 160-167, jun. 2015

SOCRANSKY et al. Checkboard DNA-DNA Hybridization. Biotechniq. v. 17, n. 4, p.
788-792, out. 1994.

SOCRANSKY, S. S.; HAFFAJEE, A.D. Dental biofilms: difficult therapeutic targets.
Periodontol 2000, v.28, n.1, p.12-55, jan. 2002.

SOCRANSKY, S.S. et al. Microbial complexes in subgingival plaque. J Clin
Periodontol, v.25, n. 2, p.134-144, 1998.

SODER et al. Periodontal disease may associate with breast cancer. Breast Cancer
Res Treat, v. 127, n. 2, p. 497-502, jun. 2011.

SODER, B. et al. The association of dental plaque with cancer mortality in Sweden. A
longitudinal study. BMJ Open. v. 2, n. 3, jun. 2012.

TAHARA, T. et al. Fusobacterium in colonic flora and molecular features of colorectal
carcinoma. Cancer Res. v. 74, n. 5, p. 1311-1318, 2014.

TANNER, A.C., et al. The microbiota of young children from tooth and tongue
samples. J Dent Res. v.81. p. 53-57, jan 2002.

TANWIR, F; SADIA; SHAUKAT, D. Relationship between periodontal disease, tooth
loss and cancer. Pakistan Oral Dent J. v. p. 62-65, abr. 2012.



71

THEILADE, E. The non-specific theory in microbial etiology of inflammatory
periodontal diseases. J Clin Periodontol. v.13, p.905-91, 1986

THEILADE, E., WRIGHT, W.H., JENSEN, S.B., and Lée, H. Experimental gingivitis in
man. Il. a longitudinal clinical and bacteriological investigation. J Periodontal Res.
v.1, p.1-13, 1966.

TOTARO, M. C. et al. Porphyromonas gingivalis and the pathogenesis of rheumatoid
arthritis: analysis of various compartments including the synovial tissue. Arthritis
Res The. v. 15, n. R66, 2013.

TREVIZANI FILHO, E.; SANI NETO, J. Manual de Periodontia. Editora Atheneu.
2002, 74p. Sao Paulo.

TURNBAUGH PJ. et al. The human microbiome project. Nature. v.44, p.: 804-810,
2007.

TANNER, A.C., et al. The microbiota of young children from tooth and tongue
samples. J Dent Res. v.81. p. §3-57, jan, 2002.

TANWIR, F; SADIA; SHAUKAT, D. Relationship between periodontal disease, tooth
loss and cancer. Pakistan Oral Dent J, v. p. 62-65, abr. 2012.

THEILADE, E. The non-specific theory in microbial etiology of inflammatory
periodontal diseases. J Clin Periodontol. v.13, p.905-91, 1986

THEILADE, E., WRIGHT, W.H., JENSEN, S.B., and Loe, H. Experimental gingivitis in
man. ll. a longitudinal clinical and bacteriological investigation. J. Periodontal Res.
v.1, p.1-13, 1966.

TIMMERMAN, M.F. et al. Untreated periodontal disease in Indonesian adolescents.
Longitudinal clinical and microbiological baseline data. J Clin Periodontol. v.25,
p.215-224, 1998.

TIMMERMAN, M.F. et al. Untreated Periodontal Disease in Indonesian Adolescents.
Subgingival microbiota in relation to experienced progresionof periodontitis. J Clin
Periodontol. v.28, p.617-627, 2001.

TREVIZANI FILHO, E.; SANI NETO, J. Manual de Periodontia. Editora Atheneu.
2002, 74p. Sao Paulo.

TOTARO, M. C. et al. Porphyromonas gingivalis and the pathogenesis of rheumatoid
arthritis: analysis of various compartments including the synovial tissue. Arthritis
Res The. v. 15, n. R66, 2013.

TURNBAUGH PJ. et al. The human microbiome project. Nature. v.449, p. 804-810,
2007

VAN DER VELDEN, U., et al. The natural development of periodontitis; risk factors,
risk predictors and risk determinants. J Clin Periodontol, v.33, p.540-548, 2006.

VILLAFUERTE, K. R. V. Avaliagao das condi¢goes periodontais em mulheres
portadoras de cancer de mama sob tratamento quimioterapico. 2014. 96f.



72

Dissertagao (Mestrado em Peridontia) — Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto.

WHITMORE, S. E.; LAMONT, R. J. Oral bacteria and cancer. PLOS Pathogen. v.
10, n. 3, mar. 2014.

WIKOFF, W. R., et al. (2009). Metabolomics analysis reveals large effects of gut
microflora on mammalian blood. Proc Natl Acad Sci U.S.A. v.106, p.3698-3703,
2009..

YANG, E.Y., et al. Periodontal pathogen detection in gingiva-tooth and tongue flora
samples from 18 to 48 month old childrens and periodontal status of their mothers.
Oral Microbiol Immunol. v. 17. p.1-64, Febr, 2002.

YANG, X., et al. More than 9,000,000 unique genes in human gut bacterial
community: estimating gene numbers inside a human body, 2009. Nature.



73

APENDICE A — EXAME CLINICO PERIODONTAL (PERIODONTOGRAMA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Centro de Ciéncias da Saude

5 % : Departamento de Clinica Odontolégica

e s & Programa de Pé6s-Graduagao em Clinica Odontolégica

NUPET - Nucleo de Periodontia

-
W b [ f
| L] i |
. il :"'T': .
[ T[] i
AL 1! §4
J; HH HH I 1 EE
L | E |
a M | g 1
R 1
Tl | i
nins  Jusnuns 1 iy
INEEEE RUNENE) atdgii =
T ] b ga‘é%é;ga
1 L — EEEE‘EEEF
I.‘ EjggEﬂjﬂ
o |ETTRLTTT b e
< SNENNNE AN I gﬂﬁiipsg;
= e T T i|! : f9igaiiz
‘5 T | <
2 2 1. |56 B ~
S |0
& 1 T T i
T = LA el g =
| o e [
" 1 ] g o} . ;
| o U H
TTT] :
o 11 v
$88 [ | i |
nlhli & | | H , i [ % i
(&%&’ 'slniszu e Elelefelels)- ;ln;u'ﬁ- $ :E

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



74

APENDICE B - QUESTIONARIO ANAMNESICO MEDICO-ODONTOLOGICO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
& Centro de Ciéncias da Saude
-?

ew ‘-'

Departamento de Clinica Odontolégica
Programa de Pés-Graduagao em Clinica Odontolégica
NUPET - Nucleo de Periodontia

;
4
¢

.‘:L

QUESTIONARIO ANAMNESICO MEDICO-ODONTOLOGICO PARA CANCER DE MAMA

Data: / /

Dados pessoais:
Nome:

Idade: Estado civil:

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

C_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:

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

Doencgas ja diagnosticadas:

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

Medicagdes o sim o ndo
Descrever:

Histérico da doenc¢a atual

Data de diagnéstico: / /




Protocolo Terapéutico:
Esvaziamento Linfatico: o sim o ndo

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

Quimioterapico(s):

Radioterapia: o sim o nao
Inicio: / / término: / /
N° de sessoes:

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

Histérico Odontolégico:
Ja visitou o Dentista alguma vez? o sim o ndo
Se sim, com que frequéncia?

75

Ja fez tratamento de gengiva alguma vez? o sim o nao
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

cep.ufes@hotmail.com

Email:
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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 Saide
Hospital Universitario Cassiano Antonio de Moraes - HUCAM

Vitoria-ES, 22 de maio de 2014.

De: Prof Dr.Luiz Alberto Scbral Jr.
Diretor-Superin‘endente do HUCAM

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

CARTA DE ACEITE

Informo a quemn de direito que o Projeto de Pesquisa intitulade "EFEITOS DA:=
TERAPIAS ANTIN-NEOPLASICAS DO CANCER DE MAMA SOBRE CONDIGOES
CLINICAS PERIODONTAIS, NIVEL OSSEO ALVEOLAR, MICROBIOT:A
SUBGENGIVAL E RESPOSTA INFLAMATORIA" sob Coordenagdo Geral do
Prof.Dr.Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa, lotado no Departamento de Clinica
Odontolégica da Universidade Federal do Espirito Santo foi aceito para realizar tal
investigagao junto ao Servico de Mastologia do HUCAM visando atender -
CEP/CC3-UFES Flataforma Brasil.

Atenciosamente,

i o sl L

ProfDr. LuizAlberto 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 Jtelefone , na cidade
de , Estado de , fui convidada a participar da pesquisa intitulada:

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

1. Justificativa: A periodontite é a inflamagao das gengivas e pode levar até a perda dos dentes. E causada pela
presenca da placa dentdria, uma camada composta por bactérias localizada na superficie dos dentes (coroas
dentarias ou raizes dentdrias) que causam esta inflamagéo. A inflamagédo da gengiva é influenciada pela resposta
imune do hospedeiro por meio de moléculas chamadas de citocinas. As citocinas que atuam nas doencgas da gengiva
sao encontradas no fluido gengival e as principais sdo: IL-183, IL-6, IL-8 e TNFa. Deste modo, uma resposta imune
pronta para a infecgdo periodontal cronica 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 é avaliar a presenga de inflamagdo na gengiva, das bactérias da
gengiva inflamada e a presenca de substancias responsaveis por essa inflamagéo gengival.

3. Procedimentos: Para participar desse estudo o individuo voluntario ndo pode ser fumante, deve ter a periodontite
cronica ou agressiva, nao ter sofrido tratamento nas gengivas, nem tomado antibiéticos ou utilizado bochechos com
antissépticos nos ultimos 6 meses; e nédo 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 Odontolégica da UFES. Os exames clinicos periodontais,
questionario anamnésico odontolégico e odontograma serdo realizados em todas as pacientes selecionadas no
projeto. As coroas dos dentes receberao profilaxia periodontal por meio da raspagem das superficies dentarias e das
coroas dentarias sem anestesia local para remover a placa dental para evitar contaminacdo no momento da coleta
da placa dental subgengival. Espécimes de placa dentaria seréo 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 inflamagédo gengival. Logo apés as coletas, todos os dentes receberdo raspagem e alisamento
radicular manual e/ou com ultrassom, polimento das coroas dentarias, aplicagéo tdpica de fluoreto de sédio (1,23%),
orientagao de higiene oral e uso de solugdes para bochechos que ajudam no controle dos germes da boca para
evitar a formacgdo da placa dentaria causadora das inflamagbes 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 Nucleo 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
realizagdo da pesquisa, os espécimes residuais ou remanescentes serdo descartados por meio de esterilizagdo em
autoclave. A consulta odontoldgica neste estudo tera uma duragdo de aproximadamente 40 minutos. Os individuos
que necessitarem de outros tratamentos serdo encaminhados as diferentes especialidades nas Clinicas do Instituto
de Odontologia.

4. Duragio e Local da Pesquisa: Os atendimentos serdo realizados no Ambulatério Il do IOUFES sob a orientagéo
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 introdugdo da sonda periodontal metdlica ou da cureta
dentro da bolsa periodontal, e leve dor ao toque da sonda exploradora metalica para a verificagcdo de carie. Estes
procedimentos sdo simples, na maioria das vezes, indolores, uma vez que sdo de rotina na pratica médica
odontoldgica. As coletas da placa dental para andlise 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 € sangramento da gengiva ap0s a introdugao dos cones durante segundos. Caso haja sensibilidade dolorosa
acentuada, a alternativa clinica € o uso da anestesia local apropriada da regido. 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 os que receberem tratamentos nas gengivais serdo posteriormente
acompanhados na Clinica de Periodontia para permanecerem no programa de manutengcdo ou de suporte do
controle de placa dental para evitar efeitos e condigdes adversas oriundas do néo controle adequado de higiene
bucal ou ainda, se por ventura, de algum dano reversivel durante a realizagdo do ato operatério ndo cirdrgico. O
participante que apresentar algum dano comprovadamente inspecionado pela equipe de pesquisadores tera garantia
da realizagédo de procedimentos gengivais visando restabelecer a condigdo de saude clinica gengival e sera mantido
em programa de revisao na Clinica de Periodontia da UFES.

7. Direito de Recusa em participar da Pesquisa: A participagdo na pesquisa ndo € obrigatéria e caso algum dos
participantes selecionados se recuse em participar, isso nao resultara em nenhum tipo de penalidade ou prejuizo
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para os mesmos, podendo a qualquer momento se retirar da pesquisa. Todos os voluntarios participantes da
pesquisa receberdo uma via (copia) do termo de consentimento livre e esclarecido.

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

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

10. Esclarecimento de Duvidas: Em caso de dividas 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, Vitéria-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, Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, Av. Marechal
Campos, 1468 — Maruipe, Prédio da Administragdo 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 responsével 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 Resolugdo 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 - APROVAGAO PELO CEP/CCS-UFES/PLATAFORMA BRASIL

CENTRO DE CIENCIAS DA ¢~
SAUDE/UFES ‘{%rm

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: EFEITD DE TERAPIAS ANTI-NEOPLASICAS DO CANCER DE MAMA SOBRE A
DOENGA PERIODONTAL

Pesquisador: ALFREDO CARLOCS RODRIGLUES FEIMOSA
Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 21587213.2.0000.5060

Instituigdo Proponente: Centro de Ciéncias da Saide
Patrocinador Principal: Financiaments Proprio

DADDS DD PARECER

Niamero do Parecer: 862 252
Diata da Relatoria: 25/11/2014

Apresentagao do Projeto:
Estudo epidemiciogico com desenho observacional desoritvo. Esta pesguisa possui um delineamentos
epademiologico & terapéutico pericdontal.

Objetive da Pesquisa:
Avaliar parametros clinicos radiograficos, microbiologicos & imunologicos dos efeitos das terapias

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

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Existem riscos minimos durante a realizagdo do exame da genpgiva e dos dentes, fais como, um leve
desconforto durante o ato de introdugdo da sonda periodontal metalica ou da cureta dentro da boisa
periodontal. e leve dor ao togue da sonda exploradora metdlica para a venficagio de carie. Estes
procedimentos s30 simpdes, Na maiona das vezes indolores, uma wez que sao de rotina na pratica medica
odentoldgica. As coletas da placa dental para analise das baciérias e do fluido gengival 3o feitas por meio
de curetas e cones de papel esterlizados dentro da beolsa periodontal mantidos por 60 segundos e s3o
indalores. O risco @ sangramentc da gengiva apos a introdupSo dos cones durante segundos. Caso haja
zensibilidade dolorosa acentuada,s alternatva clinica & o

Endammga:  Av. Marechal Campas 1458

Ealrroz B CEP: 29.p40-091
UF: EE Munioipho:  WITCORA
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Pagpra 2% = @

79



CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE/UFES %ﬁ
T ey o Parsos 25000

uso da anestesia local apropriada da regido. Mos casos dinicos de maior complexidade o pacients recebera
o tratamento por fase,ou sefa.com intervalos maiores entre o5 procedimentos clinicos & a nova consulta
odontologica.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Este estude tem por finafidade conhecer os possiveis patdgencs perindontals, a natureza da inflamagao, por
meio da 1dentiﬁca+;.5.u de citocinas anti-inflamatarias e avaliar a resposta do hospedeiro frente as
terapeuticas periodoniais adotadas no sentido de eliminar as inflamacies pericdontais ou pelo menos
reduzir a carga bacteriana presente nas bolsas penodontats das pacentes com cancer de mama.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

0 regulamento do bomeposittnio fol aprovade pelo departamento de Clinica Odontodbgics, de acordo com o
exiraio de a3 apresentado.

Riscos detalhados na Plataforma Brasil.

Participagac apenas oo Hospial HUCAM na pesquisa constando na Plataforma Brasd

Recomendagies:

Sem

Conclusces ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Cronograma adeguade com datas apos aprovagso pefo Comité de Etica,

Situagao do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagao da CONEF:
Mao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Endaregal Ay, Marectha!l Campos 1468

Balrro: &W™ CEPI 25.040-031
LF--ER Mumlaiplo:  VITQRM
Tolsfone: (27133357211 E-mall: = cepicos e br
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VITORIA, 07 de Novemnbro de 2014

Assinado por:
Cinthia Furst Leroy Gomes Bueloni
(Coordenador]
Enderego: Ay, Marschal Campos 1458
Salrro: &M CEP: 25.040-031
UF: ES Muniolplo:  VITORE
Telafors: (27133357211 E-mall: - cepffcrs s br
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