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Resumo

Resumo: o presente estudo avaliou a ocorréncia de membros da familia
Enterobacteriaceae e do género Pseudomonas, bem como dos principais
marcadores de resisténcia de resisténcia que codificam para as [(-lactamases de
amplo espectro, no biofilme supra e subgengival, além da mucosa bucal de 50
pacientes oncologicos submetidos a radioterapia (RT) de cabega e pescogo. Apos
exames clinicos intra e extrabucais, com avaliacdo das condi¢cbes dentais e
periodontais, espécimes clinicos de biofilme supra e subgengival, bem como
raspado de mucosa desses pacientes foram coletados imediatamente antes do
tratamento radioterapico, 15-22 dias apos o inicio da radioterapia, imediatamente
apo6s o final da RT e 6 meses apdés a RT. A presenga dos microrganismos alvo e
marcadores de resisténcia foi determinada através da amplificacdo do DNA alvo por
meio de PCR utilizando-se de iniciadores e condi¢gdes de amplificacdo especificas.
Os resultados foram submetidos ao teste Qui-Quadrado, teste de Mann-Whitney e
teste exato de Fisher, enquanto a existéncia de correlacdo entre a distribuicdo dos
microrganismos, marcadores de resisténcia e as caracteristicas clinicas dos
pacientes foram avaliadas através do teste de correlacbes de Spearman. Observou-
se uma elevagao progressiva da distribuicdo dos microrganismos alvo ao longo da

RT, principalmente nos pacientes que mostraram mucosite severa. A presenca do



gene blatem mostrou correlagdo com a presenga da familia Enterobacteriaceae nos

especimes coletados e também aumentou com a RT.

Palavras-chave: Radioterapia. Neoplasias de cabegca e pescogo. Infecgao.

Mucosite. Beta-lactamase.
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Abstract

The present study evaluated the occurrence of members of the family
Enterobacteriaceae and of the genus Pseudomonas, as well as the main resistance
markers that codify for the broad-spectrum B-lactamases in the supra and
subgingival biofilm, besides the oral mucosa of 50 cancer patients submitted to head
and neck radiotherapy (RT). After intraoral and extraoral clinical examinations with
evaluation of dental and periodontal conditions, clinical specimens of supra and
subgingival biofilm as well as mucosa scraping of these patients were collected
immediately prior to radiotherapy treatment, 15-22 days after the start of
radiotherapy, immediately after the end of RT and 6 months after RT. The presence
of target microorganisms and resistance markers was determined by amplification of
the target DNA by PCR using primers and specific amplification conditions. The
results were submitted to the Chi-square test, Mann-Whitney test and Fisher's exact
test, while interrelationships between selected microorganisms resistance markers
and the clinical characteristics of the patients were evaluated using the Spearman
correlation test. There was a progressive increase in the distribution of the target
microorganisms throughout the RT, especially in the patients who presented severe
mucositis. The presence of the blargy gene showed a correlation with the presence
of the Enterobacteriaceae family in the specimens collected and also increased with

RT.
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lactamase.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Ocorréncia da familia Enterobacteriaceae, do género Pseudomonas e dos
marcadores de resisténcia aos B-lactdmicos no biofilme supragengival, ao longo do
estudo (n= 28) 45

Tabela 2. Ocorréncia da familia Enterobacteriaceae, do género Pseudomonas e dos
marcadores de resisténcia aos B-lactdmicos no biofilme subgengival, ao longo do
estudo. (n=28) 46

Tabela 3. Ocorréncia da familia Enterobacteriaceae, do género Pseudomonas e dos
marcadores de resisténcia aos B-lactamicos na mucosa bucal, ao longo do estudo.
(n=50) 47



ug

I
Amostra N
blacTx-m
blarus.-1
blasny
blatem
cGy
CPOD
DNA
ESBL
et al
FOA
MilliQ
min

ml

mM

LISTA DE ABREVIATURAS

menor
igual

maior

micrograma

mililitro

Amostra Normal

Beta Lactamase enzima CTX-M

Beta Lactamase gene FUS-1

Beta Lactamase SHV

Beta Lactamase TEM1

CentiGrays

indice de Dentes Cariados Perdidos e Obturados

Acido Desoxirribonucleico

B-lactamases de espectro de acido aumentado

e colaboradores

Faculdade de Odontologia de Aragatuba

Marca Registrada de agua purificada da empresa Millipore
minutos

mililitros

milimolar



nM
°C

OMS

PCR

QlAamp

RT

UNESP

nanometro

centigrados

Organizagcdo Mundial da Saude
valor p (estatistica)

reagao em cadeia da polimerase
Kit para extracdo de DNA
Radioterapia

segundo

unidade internacional

Universidade Estadual Paulista



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...t eae e eae s 15
2. MATERIAIS E METODOS.......coieieeeeeeeee et enane e 17
2.1 Populagd@o estudada ..........coooeuiiiiiiiie e 17
2.2 Exame CliniCO DUCAI ........coooiiiii e 18
2.3 Coleta dOS ESPECIMES ... ..ccceeeeeeeee e e 19
2.4 Detecgédo clinica de microrganismos da familia Enterobacteriaceae e do
o =T gL fo T oY =TU o (o] T o F= 1S PR 20
2.5 Detecgdo dos marcadores de resisténcia associados a produgao de [3-
lactamases de amplo espectro de aGa0. .........ccoevvviiiiiiiiii i, 21
3. ANALISE ESTATISTICA ..ottt 21
4, RESULTADOS ...ttt ettt et e e e e e e s et e e e e e e e e s s s nsnbbrnneeaaeeeeeanns 21
B.DISCUSSAOQ ...ttt ettt ettt ete e ete st et eae e e 24
B. CONCLUSAO. ...ttt et e et e eteeteeeeetenee e 32

7. REFERENCIAS



15

1. INTRODUCAO

A utilizacdo da radioterapia no tratamento das lesées malignas de cabeca e
pescogo, com melhora significativa da sobrevida dos pacientes, acaba por induzir
diferentes reacbes adversas que afetam a qualidade de vida dos pacientes,
alterando a evolucgao e intensificagdo do tratamento (DUNCAN et al., 2005; MINHAS
et al., 2016). A radiagdo produz profundas alteragdes na fisiologia das glandulas
salivares, no aporte sanguineo aos tecidos bucais e no reparo, mas a intensidade
desse fendbmeno depende da dose/frequéncia da radioterapia, local irradiado, da
idade e condi¢gdes clinicas do paciente e dos tratamentos associados
(BENSANDOUN et al., 2001; ROLIM et al., 2011; O’'NEILL et al., 2015). Essas
alteragcdes ainda podem ser agudas, durante a terapia ou nas semanas
subsequentes, ou crénicas, nos meses ou anos apos o tratamento (ROLIM et al.,
2011), destacando-se entre as infecgbes graves de cabega e pescog¢o, como a
osteorradionecrose, a qual pode dar origem a fraturas e pode corroborar para a
disseminagao da infecgdo a distancia e estdo intimamente ligadas a microbiota bucal
dos pacientes irradiados (STORE et al., 2005; HANSEN et al., 2006b), a qual sofre
profundas modificacbes em funcdo da hipossalivacdo que se estabelece
(ALMSTAHL et al., 2015).

A formacéo de areas ulceradas em pacientes com mucosite radioinduzida,
bem como os traumas locais, podem predispor a ocorréncia desses quadros
sépticos secundarios locais ou sistémicos (BENSANDOUN et al., 2001), causados
geralmente por microrganismos oportunistas, como fungos e bastonetes Gram-
negativos entéricos (GAETTI-JARDIM JR et al., 2011). Como agravante, a
xerostomia que acompanha muitos desses pacientes pode afetar a resisténcia bucal

as infeccgdes, criando condicbes favoraveis para a implantacao e proliferacido de
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membros da microbiota residente e de microrganismos exdgenos ao ambiente bucal
(ALMSTAHL et al., 2015), os quais podem também colonizar o biofiime bucal, como
0s géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Citrobacter, Proteus, Enterobacter,
Escherichia, e Klebsiella (SEDGLEY et al., 1997; GAETTI-JARDIM JR et al., 2012),
entre outros, capazes de albergar diferentes marcadores de resisténcia aos
principais antimicrobianos utilizados em odontologia e medicina, o0 que os torna
importantes agentes de infecgdes multirresistentes e nosocomiais (KADHIRAVAN et
al., 2008; SINGH et al., 2014; RAMS et al., 2014), nao raro envolvendo o sistema
respiratorio dos pacientes oncoldgicos (MIRABILE et al., 2016).

Esse contato entre membros da microbiota bucal e microrganismos
oportunistas exdégenos no biofiime de pacientes irradiados pode facilitar a
disseminagao de marcadores de resisténcia a diferentes farmacos, como os [-
lactamicos, onde os microrganismos produtores de B-lactamases de espectro de
agao aumentado (ESBL) ganham uma importancia ainda maior, em fungcdo de sua
participacao em infecgdes respiratérias, pds-cirurgicas, nosocomiais
multirresistentes, cujo tratamento apresenta progndéstico mais reservado (ROYO-
CEBRECOS et al., 2017). Além desse aspecto, a distribuicdo de bactérias capazes
de produzir essas enzimas apresenta marcada variagao espacial, mesmo dentro de
um mesmo pais (KANAYAMA et al., 2015) e poucas informagdes estdo disponiveis
sobre a ocorréncia desses patdgenos e seus genes de resisténcia no biofilme bucal,
particularmente em pacientes irradiados.

Desde que a selecdo e disseminacdo desses marcadores de resisténcia tém
mostrado relacdo direta com o consumo de antibiéticos e outros antimicrobianos
(BELL et al., 2014), principalmente para os B-lactamicos (KURIYAMA et al., 2000) e

em funcdo da relevancia dos efeitos da radioterapia sobre a microbiota bucal e
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sobre a predisposi¢ao dos pacientes irradiados a infecgdes, bem como a importancia
do uso de B-lactdmicos no tratamento das infecgbes de cabega e pescogo, O
presente estudo objetivou avaliar a distribuigdo dos principais genes associados a
resisténcia a esses agentes antimicrobianos em amostras do biofilme de pacientes

oncologicos submetidos a radioterapia de cabega e pescogo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Populagao estudada

Inicialmente, de uma amostra de 50 pacientes oncolégicos com lesdes
malignas na regido de cabega e pescogo, que completaram a radioterapia (RT)
prevista e preencheram todos os critérios de inclusao do presente estudo, incluindo
0 acompanhamento clinico nos primeiros 6 meses apos a RT. Apenas os pacientes
que concluiram o tratamento e permitiram o acompanhamento até o final do periodo
planejado tiveram seus dados incluidos. Assim, aqueles pacientes que acabaram
por desistir do tratamento, ou vieram a 6bito ou ainda ndo puderam ser contatados,
foram substituidos por outros pacientes. Este estudo foi aprovado pelo comité de
ética da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (Processo 01559, UNESP,
Aracgatuba, SP, Brasil).

Todos os pacientes autorizaram a participagdo na pesquisa e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estavam para iniciar o tratamento
radioterapico, associado ou nao a ressecgao cirurgica da lesdo e/ou quimioterapia, e
apresentavam o diagnéstico definitivo (histopatolégico) de lesdo maligna (WIJERS et
al., 2001). Os pacientes que participaram do presente estudo receberam radioterapia
e acompanhamento junto a Unidade Regional de Radioterapia de Megavoltagem em
Sao José do Rio Preto, bem como pacientes atendidos para acompanhamento

clinico no Centro de Oncologia Bucal, FOA-UNESP. Esses pacientes receberam de
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5040 a 7020 cGy de radiagao, fracionados em doses de 180 cGy. A radioterapia era
realizada através de acelerador linear. Desses pacientes, 6% ainda receberam
associagcdo com quimioterapia e 56% ainda passaram por ressecgao cirurgica da
leséo, associada (16%) ou ndo (40%) a quimioterapia.

Foram excluidos os pacientes que utilizavam bifosfonatos (HANSEN et al.,
2006a), receberam medicagao tépica ou sistémica com atividade antimicrobiana nos
3 meses que precederem as coletas para analise da microbiota (WIJERS et al.,
2001), que fizeram uso de medicamentos capazes de afetar o fluxo salivar ou que
possuiam doencas sistémicas debilitantes adicionais (GAETTI-JARDIM JR et al.,

2011).

2.2 Exame clinico bucal

Inicialmente precedeu-se a anamnese, em formularios padronizados,
constando a identificagcdo do paciente, idade, aspectos étnico-raciais, histéria da
doenca atual, histdrias social, médica e familiar. Realizou-se o exame das mucosas
bucais para avaliagdo da ocorréncia de diferentes graus de mucosite, conforme
descrito por Veness et al. (2006). A avaliagcao clinica periodontal, dentaria e extra
bucal foram realizadas antes da radioterapia, entre 15 e 22 dias do inicio da
radioterapia, imediatamente apds a ultima sessao da radioterapia, € 6 meses apos a
radioterapia.

Um exame total da boca foi realizado como previamente descrito (GAETTI-
JARDIM JR et al.,, 2011), incluindo avaliagdes de profundidade de sondagem,
recessao gengival, sangramento a sondagem (sim/ndo), e determinagao de indice
de placa (auséncia/presenca). A perda de anexo clinico foi calculada pela adi¢gao de
profundidade de sondagem e mensuracdes de recessado. Mensuragdes periodontais

foram realizadas em seis sitios por dente (mesio-bucal, bucal, disto-bucal, mesio-
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lingual, lingual e disto-lingual) em todos os dentes. A equipe médica no Centro de
Radioterapia forneceu dados sobre a saude sistémica e medicagdo usada por
pacientes. As condi¢cdes dentais foram avaliadas segundo os critérios da OMS para
determinar o indice CPOD (MATTILA et al., 1998). Apds os exames clinicos, os
pacientes eram encaminhados para atendimento odontolégico, com instituicdo de
medidas educativas objetivando a melhora da higiene bucal, preven¢ao dos efeitos
da xerostomia advinda da RT a ser iniciada, eliminacdo de focos de infeccao,
tratamentos endoddntico e periodontal, bem como restauragcdo de dentes com carie

cavitadas.

2.3. Coleta dos espécimes clinicos.

As amostras oriundas das mucosas bucais foram coletadas com auxilio de
zaragatoas alginatadas que foram friccionadas contra o dorso da lingua, assoalho de
boca, e mucosa jugal e transferidas para criotubos contendo agua ultrapura Milli Q.
As coletas de biofilme supragengival foram realizadas imediatamente antes do
exame clinico das condi¢cdes dentarias dos pacientes. O biofilme supragengival foi
removido com auxilio de curetas esterilizadas e transportadas e mantidas em agua
ultrapura Milli Q. Os espécimes do biofilme supragengival foram obtidos com o uso
de cones de papel absorvente esterilizados, apdés a remogao do biofilme
supragengival, permanecendo por 30 segundos no interior dos sulcos gengivais ou
bolsas periodontais com maior profundidade clinica de sondagem e evidéncias de
sangramento gengival. Apos esse periodo de tempo, os cones de papel eram

transferidos para agua ultrapura Milli Q.
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2.4. Deteccao de microrganismos da familia Enterobacteriaceae e

do género Pseudomonas.

O DNA das amostras clinicas nos criotubos com agua Milli Q foi extraido
através do “kit” QlAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha) e sua concentracéo foi
determinada, para cada amostra, em espectrofotdmetro (Beckman, Modelo DU-640),
com leitura da absorbancia (Azso nm)- A presenca do género Pseudomonas (SPILKER
et al., 2004) e a familia Enterobacteriaceae (MOHAMMED et al., 2013) foi realizada
por meio de PCR convencional, empregando-se, para tanto, iniciadores e condigbes
de amplificagao especificas.

A amplificagdo do DNA foi realizada em volumes de 25 ul, contendo 2,5 ul de
10 X tampéo PCR, 1,25 ul de MgCl, (50 mM), 2,0 ul de dNTP (10 mM), 0,25 ul de
Tag DNA polimerase (0,5 U), 1,0 ul de cada iniciador (0,4 uM), 7 ul de agua
ultrapura Milli-Q esterilizada e 10 ul de DNA (ng). A amplificacdo era realizada
termociclador (Perkin ElImer, GeneAmp PCR System 2400) programado para: 1 ciclo
de 94°C (5 min.); de 30 a 36 ciclos de 94°C (30 s. a 1 min.), temperatura de
anelamento de cada iniciador por um tempo que variou de 30s. a 2 min., 72°C (1
min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.), para a extenséo final da cadeia de DNA em
amplificagao.

Em todas as reacdes foram utilizadas, como controle positivo, DNA de cepas
de referéncia dos microrganismos estudados. Os produtos da amplificacdo pelo PCR
eram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de
etidio (0,5 ug/ml) e fotografados sobre transiluminador de luz ultravioleta, com
camara Kodak (Eletrophoresis Documentation and Analyses System 120). Como
padrao de peso molecular utilizaram-se os marcadores 1Kb DNA ladder e 50bp DNA

ladder (Gibco, SP, Brasil).
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2.5. Deteccao dos marcadores de resisténcia associados a

producao de B-lactamases de amplo espectro de agao.

A presencga dos genes blarem (BELAAOUAJ et al.,, 1994), blacrxm, blashy
(HENRIQUES et al., 2006) e blarys-1 (VOHA et al, 2006) foi determinada através de
PCR com iniciadores especificos. As reagcdes de amplificagdo foram realizadas em
termociclador (AmpliTherm Thermal Cycler, Madison, WI, USA) programado para
94°C (5 min), seguido de 35 ciclos a 94°C por 1 min; temperatura especifica para
cada par de iniciadores por 1 min.; 72°C por 1,0 min., seguidos de um ciclo adicional

a 72°C por 5 min para permitir a concluséo das reagdes de amplificagdo do DNA.

3. ANALISE ESTATISTICA

Varidveis com trés ou mais categorias foram submetidas ao teste Qui-
quadrado, variaveis com duas categorias foram submetidas ao teste Mann-Whitney
e teste exato de Fisher, e a ocorréncia de correlagées entre a presenca de genes [B3-
lactamase, presencga de patdogenos oportunistas e condigdes clinicas de pacientes

irradiados foram analisados pela media do teste de correlagao de Spearman.

4. RESULTADOS

Dos pacientes, a grande maioria era composta de pessoas iletradas ou com
educacado basica incompleta (78%), consumidores de tabaco (88%) e/ou alcool
(66%). Apenas 36% procuraram o tratamento odontolégico recomendado
previamente a realizacdo da radioterapia e apenas 16% dos pacientes mostravam-
se livres de caries cavitando no inicio da RT. Observou-se que 44% dos pacientes
eram edéntulos e usuarios de préteses totais, enquanto que 20% tinham gengivite,

32% eram portadores de periodontite crbnica e dois pacientes eram
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periodontalmente saudaveis (4%). Apenas 18% apresentaram uma higiene
satisfatoria, caracterizada pela auséncia da placa visivel e calculo; 36%
apresentavam higiene regular, com depdsitos moderados de placa visivel, mas sem
calculo clinicamente detectavel e 46% condi¢cdes precarias de higiene, com
depdsitos visiveis de calculo e biofilme dental nas préteses totais utilizadas e
superficies dentais.

Mucosite, dermatite, xerostomia, disgeusia, disfagia e, em menor grau,
candidose foram amplamente distribuidas entre os pacientes irradiados e a
ocorréncia dessas alteragcbes se manteve elevada nesses pacientes mesmo 6
meses apos a conclusdo da radioterapia. Logo apdés o final da RT 58%
apresentavam grau Ill ou IV de mucosite, enquanto que, 6 meses apds, nenhum
paciente apresentou mucosite severa e, embora 56% ainda apresentassem sinais e
sintomas dessa enfermidade, todos eram portadores dessa condigdo em um grau
leve ou moderado. As alteragcbes de indice de placa se mostraram significativas
apenas durante a radioterapia, apds o qual retornaram a valores préximos aos
evidenciados antes da RT. Os individuos periodontalmente sadios desenvolveram
gengivite nas primeiras duas semanas do inicio da terapia e ndo retornaram as
condi¢cbes de saude periodontal, mesmo 6 meses apds a conclusdo do tratamento,
evidenciando, concomitantemente, mucosite e xerostomia. A ocorréncia de mucosite
nao mostrou correlagdo com os niveis de higiene bucal da populagao estudada, mas
observou-se que todos os pacientes que desenvolveram mucosite grau Il e IV
apresentavam condigdes precarias de higiene dental, independentemente das
condicbes de saude periodontal, estando, nos pacientes usuarios de protese total,
também relacionada as condicbes insatisfatdrias de uso das proteses e tempo de

uso desses dispositivos protéticos (teste de Qui-quadrado, p< 0,001).
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Verificou-se, através do teste exato de Fisher, que nenhum parametro
microbiano teve correlacdo direta com o aparecimento de mucosite, xerostomia,
disgeusia e disfagia, mas a ocorréncia dos pseudomonados (p=0.023) e,
principalmente, da familia Enterobacteriaceae (p<0,01) se elevou com a RT e seus
efeitos bucais, como a xerostomia e a mucosite, sendo que esses Ultimos
microrganismos mostraram relacdo com higiene precaria (p=0,021) e mucosite
severa (p<0,01).

A ocorréncia da familia Enterobacteriaceae em biofilmes supra e subgingivais
também foi associada com o uso do tabaco (Teste Qui-quadrado, p=0,021 e p=0,04,
respectivamente) e mucosite graus lll ou IV (Teste Qui-quadrado, p=0,035). No
biofiime supragengival, a ocorréncia da familia Enterobacteriaceae aumentou
durante todo o periodo de estudo (p<0,01), enquanto os pseudomonados mostraram
mais frequentes apds a RT (p= 0,026) e a colonizagao se manteve estavel apos 6
meses da avaliagao.

Quanto aos marcadores de resisténcia aos [(-lactamicos, a presenca dos
genes blatgv e blasyy mostrou-se associada positivamente com a ocorréncia da
familia Enterobacteriaceae nos mesmos espécimes clinicos (Teste de correlagdes
de Spearman, r=0,7045). A distribuicado do gene blatgy se elevou durante a RT e se
manteve estavel ao longo do periodo p6s-RT, 0 mesmo ocorrendo com o conjunto
de todos os marcadores estudados. Para os genes blactxm, blasyy € blagys.1 nédo
foram observadas modificagcbes de distribuicdo ao longo do periodo de
acompanhamento, tanto nas amostras de biofilme quanto na mucosa. Esses
resultados também mostraram que o biofilme microbiano é o principal reservatério

desses patdgenos exdgenos e dos marcadores de resisténcia aos -lactamicos.
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5. DISCUSSAO

O perfil dos pacientes examinados, com idade por volta de cinquenta-
sessenta anos e baixa escolaridade, estd de acordo com o perfil descrito por Al-
Nawas & Grotz (2006), sendo que o0 aumento da idade esta ligado a um aumento na
susceptibilidade aos carcindbgenos extrinsecos. No Brasil, mais de 85% dos tumores
de cabeca e pescogo sao diagnosticados em fases avangadas, o que esta
fortemente associado a morbidade e mortalidade da doenca. A identificacdo tardia,
além de reduzir a expectativa de vida, faz com que o tratamento da neoplasia seja,
na maioria das vezes, mais mutilante, comprometendo a qualidade de vida pos-
terapia e as condi¢cbes de saude (GAETTI-JARDIM JR et al., 2011; SOUZA et al.,
2013), afetando também a microbiota residente (SCHUURHUIS et al., 2016), criando
condigcbes para microrganismos exogenos se implantarem na boca (GAETTI-
JARDIM JR et al., 2011; GAETTI-JARDIM JR et al., 2017).

Nos pacientes irradiados, o tabagismo foi caracteristica frequente, sendo
considerado agente iniciador para o cancer de cabeg¢a e pescogo, uma vez que
possui diversos agentes carcinogénicos em sua composicao (WANG et al., 2010).
Como agravante entre esses pacientes, mostrou-se frequentemente ligado ao
etilismo, o que potencializa o risco do desenvolvimento dessas neoplasias malignas
(WANG et al., 2010).

Nos pacientes estudados, os campos de irradiagao atingiram principalmente
as regides cérvico-faciais direita e esquerda, fossa supraclavicular e cervical direita e
esquerda, em funcdo do estadiamento e localizagdo das lesbes, envolvendo as
glandulas salivares e produzindo severa xerostomia e mucosite, facilitando o
acumulo de biofilme e a deterioragao das condigcdes periodontais dos pacientes, e da

mucosa bucal que suporta dispositivos protéticos moéveis, totais ou parciais. Como
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agravante, apenas uma minoria dos pacientes seguiu a orientagdo dos centros de
radioterapia e se submeteram a tratamento odontoldgico previamente a realizagao
da RT, comprometendo as suas condi¢gées de saude e higiene bucais (RUBIRA et
al., 2007; OWOSHO et al., 2017), levando ao desenvolvimento de quadros mais ou
menos severos de candidose bucal, dermatite, disgeusia e mucosite, cuja
severidade pode ser reduzida pelo tratamento odontologico prévio (SENNHENN-
KIRCHNER et al., 2009; GAETTI-JARDIM JR et al., 2011). Essa realidade se
apresenta em toda a sua extensdo quando se verifica que 27,4% dos 113 pacientes
inicialmente selecionados ndo concluiram o tratamento em fungdo da severidade
das sequelas bucais do tratamento instituido.

Dentre essas sequelas, destaca-se a mucosite pelos seus efeitos na
qualidade de vida dos pacientes (OWOSHO et al., 2017) e seus principais sinais e
sintomas puderam ser observados na quase totalidade dos pacientes apos
aproximadamente 2700 cGy. As lesbes da mucosite se desenvolvem rapidamente,
associadas a modificacées qualitativas e quantitativas na salivagao, microbiota bucal
e na condi¢cdo imunolégica desses pacientes (LEUNG et al., 2000; SHUURHUIS et
al., 2016), de forma que medidas preventivas antes, durante e depois da RT devem
ser instituidas e incluir instru¢gdes de dieta, higiene oral, controle do biofilme, e
higiene com os dispositivos protéticos.

Nesse estudo foi possivel identificar varios graus de mucosite, verificando-se
que durante e logo apds a RT, o grau lll foi o mais frequente. Foi observado o grau
IV em 8 pacientes, sendo que varios outros pacientes interromperam o tratamento
radioterapico em funcdo as extensas areas ulceradas intra e peribucais que se
desenvolveram. Nesses pacientes, os aspectos nutricionais ganham uma relevancia

ainda maior, uma vez que a alimentagcdo se mostra bastante prejudicada e a perda
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de peso €& acentuada e as lesbGes ulceradas evidentes facilitam as infecgbes
oportunistas, agravadas pelas alteragbes salivares, nas primeiras semanas da
terapéutica (MALO, 2004; PATERSON et al, 2015). O agravamento da mucosite e
da xerostomia foram as principais reclamag¢des dos pacientes, que diminuiram a
frequéncia de higienizagcdo das proteses e a escovagao dental, agravando as
condi¢des periodontais.

Quanto aos resultados microbiolégicos, verificou-se um aumento na
ocorréncia da familia Enterobacteriaceae e de pseudomonados, tanto nos biofilmes
quanto nas superficies mucosas, o que pode estar associado a uma progressiva
deterioragdo das condigdes bucais e de higiene, associadas ao cancer e seu
tratamento, uma vez que a presenga desses microrganismos na boca pode ter
relagdo com a higiene bucal, bem como com as condigbes de saude periodontal
(SLOTS et al., 1991; BARBOSA et al., 2001; BOTERO et al., 3007; GAETTI-JARDIM
JR et al., 2008; COLOMBO et al., 2013), possivelmente agravadas pela mucosite e
xerostomia.

A xerostomia induzida por radiagdo parece exacerbar a ocorréncia de
patdbgenos nado-orais em pacientes com condicbes de higiene oral adequada e
tratamento dental prévio (ALMSTAHL et al., 2008; ALMSTAHL et al., 2015), mas a
maioria dos pacientes sendo submetidos a RT no Brasil apresentam precarias
condigdes socioeconémicas e de higiene bucal inadequada, o que pode criar
condigbes favoraveis para a adeséao e proliferagao de bactérias exdgenas, tais como
bastonetes Gram-negativos da familia Enterobacteriaceae e o género
Pseudomonas.

Com a progressdo da xerostomia, observa-se um aumento da adesao de

espécies de bastonetes entéricos Gram-negativos (AYARS et al., 1982) as células
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epiteliais bucais e superficies de resina acrilica de dispositivos protéticos, o que
poderia predispor a infecgcbes oportunistas por esses microrganismos. Esse
fendmeno poderia explicar parcialmente o significativo aumento na prevaléncia de
dessas bactérias entéricas e pseudomonados no biofilme supra e subgengival e, em
menor extensdo, nas superficies mucosas dos pacientes irradiados. Embora nao
tenha sido observada uma relagdo direta entre dieta e colonizagdo pelos
microrganismos alvo, no presente estudo, observou-se uma tendéncia de ocorréncia
desses microrganismos entre pacientes que passaram a se utilizar de uma
alimentagao mais rica em carboidratos e alimentos de consisténcia pastosa.

Antes da RT, os mesmos microrganismos foram detectados na mucosa bucal
e/ou no biofilme subgengival e supragengival de uma minoria dos pacientes, como
também descrito na literatura (COLOMBO et al., 2013; LEAO-VASCONCELOS et al.,
2015), mas durante todo o periodo experimental a distribuicdo da familia
Enterobacteriaceae se elevou no biofilme supragengival, ao passo que no biofilme
subgengival e na mucosa esses bastonetes tiveram sua ocorréncia estabilizada, o
mesmo ocorrendo com o0 género Pseudomonas em todos os espécimes. Contudo,
os dados sobre a ocorréncia desses microrganismos em pacientesirradiados séo
escassos (LEUNG et al., 2001; GAETTI-JARDIM JR et al., 2011; SONALIKA et al.,
2012).

Os resultados aqui apresentados sao semelhantes aos obtidos por Leung et
al. (2001), que relataram a presenca das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae em 64% a 100% dos pacientes irradiados, embora as espécies
detectadas variassem com o tempo. No presente estudo, como a deteccao desses
microrganismos foi realizada focando-se o género Pseudomonas e na familia

Enterobacteriaceae como um todo, diferencas na distribuicdo de espécies nao
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podem ser observadas, embora os resultados de outros pacientes brasileiros
irradiados sugerem que essa flutuagdo pode ndo ocorrer em pacientes com higiene
precaria e que, no geral nao foram submetidos a tratamento odontolégico (GAETTI-
JARDIM JR et al, 2011). Essa estabilidade de colonizacdo bucal pode ser
observada nos dados de 6 meses de acompanhamento. Essa ampla distribuicao
mostrou-se mesmo mais elevada do que aquela observada em pacientes brasileiros
imunocomprometidos (GAETTI-JARDIM JR et al., 2008).

Entretanto, para o género Pseudomonas, os dados aqui apresentados sao
inferiores aos descritos por Pan et al. (2014), mas superiores aos observados por
Yamashita et al. (2013) em pacientes oncoldgicos submetidos a radioterapia e/ou
quimioterapia. Aspectos geograficos e culturais podem interferir no processo de
colonizag&o por esses microrganismos oportunistas, sendo que os dados de Pan et
al 2014) mostram colonizagao bucal elevada na China, exacerbada pelo tratamento
oncolégico. A ocorréncia desses microrganismos e da familia Enterobacteriaceae se
mostrou particularmente elevada para pacientes portadores de mucosite grau Ill ou
IV e desde que sdo bastonetes Gram-negativos, sua endotoxina pode induzir a
liberacdo de citocinas, interleucinas e enzimas proteoliticas de leucocitos
(GONCALVES et al., 2007; NAPENAS et al., 2007), podendo exacerbar a mucosite
radioinduzida, o que necessita ser melhor avaliado.

Embora varias fontes externas para esses microrganismos possam ser
avaliadas, como a possibilidade de agua ou alimentos contaminados, como sugerido
por Slots et al. (1991), possivelmente a propria microbiota intestinal do paciente,
associada as precarias condigbes de higiene pode ter criado condigdes para a

colonizagao da cavidade bucal dos pacientes. Da mesma forma, nao se pode excluir
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a possibilidade de que o préprio ambiente hospitalar e possa vir a constituir fonte de
disseminagdo desses microrganismos (LEAO-VASCONCELOS et al., 2015).

Essa colonizagédo bucal por microrganismos das familias Enterobacteriaceae
e do género Pseudomonas pode ser transitoria (Leung et al., 2001), mas isso n&o
tem suporte nos dados apresentados, que sugerem que a presenca da familia
Enterobacteriaceae e do género Pseudomonas foi crescente ao longo do tratamento
radioterapico, estabilizando-se apés RT na maioria dos portadores, como ja
observado para outros pacientes irradiados (GAETTI-JARDIM JR et al.,, 2011) e
mesmo para a equipe de saude de hospitais oncoldgicos (Ledo-Vasconcelos et al.,
2015).

Esses microrganismos representam reservatorios de genes de resisténcia a
numerosos antimicrobianos e estdo profundamente associados com infecgbes
oportunistas (GONCALVES et al, 2007; RAMOS et al, 2009; LEAO-
VASCONCELOS et al.,, 2015) e a cavidade oral pode atuar como reservatério
desses microrganismos e 0s seus genes de resisténcia a antimicrobianos
(BARBOSA et al., 2001; GONGCALVES et al., 2007; GAETTI-JARDIM JR et al., 2011;
LEAO-VASCONCELOS et al. 2015), de forma que cuidados com sua transmisséo
devem constituir aspecto relevante no atendimento do paciente oncoldgico (LEAO-
VASCONCELOS et al., 2015), principalmente quando se considera as condigdes de
profunda debilidade que muitos desses pacientes apresentam.

Dentre os agentes antimicrobianos mais empregados na clinica médico-
odontoldgica, os B-lactdmicos ganham destaque pela sua baixa toxicidade e amplo
emprego no tratamento das infecgdes de cabecga e pescogo (RAMOS et al., 2009),
mas a disseminagdo de microrganismos resistentes vem comprometendo a

aplicabilidade clinica desses farmacos (RAMOS et al., 2009; LOGAN et al., 2014). A
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resisténcia aos B-lactdmicos pode se dar por diminuigdo da afinidade das proteinas
de ligagdo da penicilina (penicillin binding proteins, PBP) (RICE et al., 2004),
reducao da permeabilidade da membrana externa de bactérias Gram-negativas
(TENOVER, 2006), mas principalmente pela producédo de enzimas capazes de
inativar esses farmacos, as B-lactamases (RAMOS et al., 2009; GAETTI-JARDIM Jr
et al., 2013; LOGAN et al., 2014; LEAO-VASCONCELOS et al., 2015), Em
patdogenos Gram-negativos, B-lactamases continuam a ser o fator mais importante
para resisténcia a p-lactdmicos, e sua crescente prevaléncia, bem como sua
evolucdo alarmante, parecem estar diretamente ligadas ao uso clinico abusivo ou
nao dessas drogas (HANDAL et al 2004; AI-HARONI et al., 2008; GAETTI-JARDIM
JR et al., 2013;).

Varias familias de B-lactamases tém sido identificadas (PEREZ-PEREZ &
HANSON, 2002) e a maioria delas apresenta maior afinidade por um grupo pequeno
de drogas B-lactdmicas, ndo configurando enzimas de amplo espectro, as ESBL,
capazes de atuar sobre a maioria dos farmacos desse grupo, com excegao dos
carbapenémicos e cefamicinas (LOGAN et al., 2014; LEAO-VASCONCELOS et al.,
2015) e geralmente produzidas por microrganismos oportunistas e superinfectantes,
como os membros da familia Enterobacteriaceae (RAMOS et al., 2009; LEAO-
VASCONCELOS et al., 2015; KOUKOS et al., 2015), o que pode explicar a relagéo
entre a presenca do gene blatgm € a ocorréncia desses bastonetes Gram-negativos
nos mesmos espécimes clinicos no pacientes irradiados, resultados semelhantes ao
observado para individuos nao irradiados por Ramos et al., 2009). Entretanto, essa
correlagdo entre a presenga de membros da familia Enterobacteriaceae e a
ocorréncia do gene blatgm, no biofiime ou mucosa bucal, nem sempre se mostra

verdadeira (LEAO-VASCONCELOS et al., 2015).
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Em microrganismos Gram-negativos bucais, a maioria das B-lactamases sao
ativas sobre penicilinas e cefalosporinas (HANDAL et al., 2004; AL-HARONI et al.,
2008; GAETTI-JARDIM JR & SCHWEITZER, 2013), geralmente passiveis de
inibicao pelo acido clavulanico, sulbactam e tazobactam, entre outros inibidores de
B-lactamases utilizados em associacédo as penicilinas e cefalosporinas (RAMOS et
al., 2009; GAETTI-JARDIM JR & SCHWEITZER, 2013.

Para as bactérias de maior relevancia em infecgbes nosocomiais, ganha
destaque a presenca dos genes blargy, blasyy € blactxm (BIBBAL et al., 2007;
Ramos et al., 2009), capazes de codificar para B-lactamases de maior espectro de
acao e cuja disseminagcdo vem se mostrando alarmante, particularmente entre
microrganismos entéricos, 0 que torna as infec¢gdes causadas por microrganismos
multirressistentes em pacientes oncolégicos um grande desafio, principalmente pelo
perfil de resisténcia apresentado (GUDIOL et al., 2011).

Esse parece ser o primeiro levantamento da distribuicdo desses genes no
biofilme e mucosa e pacientes ao longo do tratamento radioterapico e no periodo
imediato de acompanhamento. Os dados aqui apresentados reforcam a percepg¢ao
de que os espécimes clinicos bucais se convertem em reservatorios desses
marcadores de resisténcia e que esse fendmeno denota estabilidade da colonizagao
microbiana, particularmente para os portadores do gene blatgpm.

As tabelas 1, 2 e 3 mostram que a ocorréncia do gene blatgy foi semelhante a
descrita por Ramos et al. (2009), utilizando microrganismos resistentes oriundo do
biofilme de pacientes com diferentes condigdes periodontais, mas muito inferiores a
ocorréncia do gene blatgy em gregos com diferentes condigdes periodontais

(KOUKOS et al., 2016), sugerindo a existéncia de certas peculiaridades geograficas
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na distribuicdo desses marcadores, entretanto essa sugestdo necessita de

avaliagdes complementares.

6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo foram analisados e permitiram as seguintes

conclusoes:

a) a ocorréncia de bastonetes do género Pseudomonas e da familia
Enterobacteriaceae se eleva significativamente com a RT, tanto no biofilme

quanto na mucosa;

b) os pacientes com musosite grau Ill e IV apresentam maior ocorréncia desses

bastonetes Gram negativos oportunistas;

c) a presenga da familia Enterobacteriaceae mostra relagdo com a presenga do

gene blatem no biofilme e mucosa dos pacientes irradiados.
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Tabela 1. Ocorréncia da familia Enterobacteriaceae, do género Pseudomonas e dos
marcadores de resisténcia aos 3-lactdmicos no biofilme supragengival, ao longo do
estudo (n= 28).

Amostra N (%)

15-22 dias Apos
Alvo 6 meses
Antes da RT  apés inicio da conclusao
apos RT
RT RT

Enterobacteriaceae 7 (25,0) 9(32,1) 16 (57,1) 23 (82,1)
Pseudomonas spp. 2(7,1) 3(10,7) 9 (32,1) 9 (32,1)
blatem 1(3,6) 1(3,6) 5(17,9) 7 (25,0)

blacTx-m 0 (0,0) 1(3,6) 0 (0,0) 0 (0,0)

blasnhy 1(3,6) 0 (0,0) 3(10,7) 2(7,1)

blarys-1 0 (0,0) 0 (0,0) 1(3,6) 0 (0,0)

Total marcadores de

2(7,1) 2(7,1) 7 (25,0) 7 (25,0)

resisténcia
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Tabela 2. Ocorréncia da familia Enterobacteriaceae, do género Pseudomonas
e dos marcadores de resisténcia aos (-lactamicos no biofilme subgengival, ao longo
do estudo. (n=28).

Amostra N(%)

15-22 dias
Alvo Apos 6 meses
Antes da RT apos inicio da
conclusao RT apoés RT

RT
Enterobacteriaceae 7 (25,0) 11 (39,3) 18 (64,3) 20 (71,4)
Pseudomonas spp. 1(3,7) 2(71) 9(32,1) 6 (21,4)
blatem 1(3,6) 1(3,6) 6 (21,4) 7 (25,0)
blacTx-m 0 (0,0) 1(3,6) 1(3,6) 0 (0,0)
blashv 0 (0,0) 0 (0,0) 2(7,1) 2(7,1)
blarys-1 0 (0,0) 0 (0,0) 1(3,6) 0 (0,0)
Total marcadores de
1(3,6) 2(7,1) 7 (25,0) 6 (21,4)

resisténcia
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Tabela 3. Ocorréncia da familia Enterobacteriaceae, do género Pseudomonas
e dos marcadores de resisténcia aos B-lactdmicos na mucosa bucal, ao longo do
estudo. (n=50).

Amostra N(%)

15-22 dias
Alvo ApoOs conclusdo 6 meses
Antes da RT apos inicio da
RT apos RT
RT
Enterobacteriaceae 5(10,0) 11 (22,0) 27 (54,0) 38 (76,0)
Pseudomonas spp. 0 (0,0) 3 (6,0) 17 (34,0) 8 (16,0)
blatem 1(2,0) 1(2,0) 4 (8,0) 4 (8,0)
blacTx-m 1(2,0) 1(2,0) 1(2,0) 0(0,0)
blasnv 1(2,0) 0 (0,0) 2 (4,0) 1(2,0)
blarys-1 0(0,0) 0(0,0) 1(2,0) 0(0,0)
Total marcadores de
2 (4,0) 2 (4,0) 6 (12,0) 4 (8,0)

resisténcia




