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bucal de pacientes submetidos a radioterapia para tratamento de lesées
malignas de cabeca e pescoco. Faculdade de Odontologia, Universidade

Estadual Paulista, Aracatuba, 2010.

Resumo

A utilizacao da radioterapia no tratamento das lesdes malignas de cabeca e
pescoco tem tido resultados favoraveis, mas seus efeitos sobre as glandulas
salivares e outros tecidos bucais podem criar condicoes favoraveis para a
implantacdao e proliferacdo de microrganismos bucais. O presente estudo
avaliou a ocorréncia de Porphyromonas gingivalis na microbiota bucal de
pacientes oncologicos que fizeram uso de radioterapia (RT) de cabeca e pescoco
através de cultura, PCR e real-time PCR. Apos os exames clinicos bucais,
amostras de saliva, biofilme e superficies de mucosas bucais foram coletadas
em diferentes momentos durante o tratamento (antes da radioterapia, 15-22
dias apods o inicio da radioterapia, imediatamente apos o final da RT, 30 dias
apos a RT, 6 meses apos a RT). Os espécimes coletados foram cultivados em
agar sangue suplementado com hemina, menadiona e sangue desfibrilado de
cavalo. A identificacdo dos isolados foi realizada por “kits” comerciais. A seguir,
a susceptibilidade a antimicrobianos, bem como a tipagem do gene fimA foram
determinados. Os pacientes irradiados logo apos o inicio da radioterapia
desenvolvem severa mucosite, dermatite, disgeusia, xerostomia e, em menor
extensao, candidose bucal. Uma elevada ocorréncia desse anaerébio em
amostras de pacientes com periodontite e, em menor extensao, gengivite foi
observada. A prevaléncia e populacoes de P. gingivalis aumentaram
significativamente apds o inicio da radioterapia e assim se mantiveram, de
forma mais ou menos estavel, ao longo do periodo avaliado, sendo que a
distribuicdo e as populacoes desse anaerdobio mostraram correlacdo positiva
com a xerostomia. Os isolados foram sensiveis ou moderadamente sensiveis a
todos os antimicrobianos e a radioterapia nao alterou as proporcoes entre os
diferentes genoétipos de P. gingivalis de acordo com o gene fimA.

Palavras- chave: Radioterapia. Porphyromonas gingivalis. PCR.



GERALDES, A. M. Occurrence of Porphyromonas gingivalis in the oral
microbiota of patients undergoing radiotherapy for treatment of
malignant head and neck lesions. Faculdade de Odontologia, Universidade

Estadual Paulista, Aracatuba, 2010.
Abstract

Radiotherapy is employed for the treatment of head and neck cancer with
favorable results. However, the side effects of radiation on salivary glands and
other oral tissues may create favorable conditions for the establishment and
proliferation of oral microorganisms. This investigation evaluated the
occurrence of Porphyromonas gingivalis in the oral microbiota of patients
undergoing radiotherapy for treatment of head and neck cancer. After clinical
examinations, samples of saliva, dental biofilm and surfaces of oral mucosa
were collected, and this procedure was performed at different moments during
treatment, as well as 6 months after the conclusion of radiotherapy. The
presence of these anaerobes was carried out through culture using agar
supplemented with hemin, menadione and defibrillated horse blood. It was
verified and identification of isolates was performed by commercial kits. Next,
the antimicrobial susceptibility and typing of the fimA gene were determined.
Patients irradiated after the start of radiotherapy developed severe mucositis,
dermatitis, dysgeusia, xerostomia and to a lesser extent, oral candidiasis. A
high occurrence of anaerobic samples from patients with periodontitis and to a
lesser extent, gingivitis was observed. The prevalence and populations of P.
gingivalis increased significantly after the start of radiotherapy and remained
so, more or less stable throughout the study period, and the distribution and
populations of anaerobic showed positive correlation with xerostomia. The
isolates werw susceptible or moderately susceptible to all antimicrobials and
radiotherapy did not alter the proportions between the different genotypes of P.

gingivalis in accordance with the fimA gene.

Keywords: Radiotherapy. Porphyromonas gingivalis. PCR.



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Lista de Tabelas

Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de

PCR convencional.
Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de

Real-Time PCR.

Iniciadores especificos utilizados nos ensaios

para genotipagem do gene fimA.

Alteracoes bucais observadas ao longo e apos

a radioterapia.

Ocorréncia e severidade da mucosite associada
a radioterapia para tratamento de cancer de

cabeca e pescoco.

Ocorréncia de P. gingivalis na microbiota bucal de
pacientes que seriam submetidos a radioterapia.
Ocorréncia de P. gingivalis na microbiota de

pacientes apoOs a radioterapia.

Ocorréncia de P. gingivalis na microbiota dos

pacientes, 30 dias apo6s a radioterapia.

Ocorréncia de P. gingivalis na microbiota dos

pacientes, 6 meses apos a radioterapia.

Ocorréncia de P. gingivalis no sulco gengival
de pacientes com diferentes condicoes de saude

periodontal ao longo do tratamento radioterapico.

20

21

24

29

30

31

31

32

32

33



Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

Populacao de P.gingivalis em diferentes sitios
anatomicos e saliva, em diferentes momentos
do estudo, segundo dados obtidos através de

Real-Time PCR.

Resisténcia de 93 isolados de P. gingivalis
obtidos de pacientes submetidos a radioterapia

para tratamento do cancer de cabeca e pescoco.

Iniciadores especificos utilizados nos ensaios
para genotipagem do gene fimA de isolados
obtidos ao longo de estudo e das amostras de

biofilme subgengival positivas para esse anaerobio.

34

35

36



1- Introducao e justificativa

2- Objetivos

3- Material e Métodos

4- Analise Estatistica

5- Resultados

6- Discussao

7- Conclusoes

8- Referéncias

Anexos

Sumario

10

13

14

25

26

37

46

47



10

1. Introducao e Justificativa

A radioterapia bem como procedimentos cirurgicos vém sendo
utilizados no tratamento das lesdes malignas de cabeca e pescoco, com
melhora significativa da taxa de sobrevida dos pacientes. Entretanto, varios
sao os efeitos colaterais dessas modalidades terapéuticas, em particular a
radioterapia, atingindo, principalmente, mucosas, ossos, glandulas salivares,
dentes, estruturas vasculares e neuronais, limitando a qualidade de vida do
paciente e comprometendo a adesao desse ultimo ao tratamento de eleicao
(JHAM e FREIRE, 2006). Aléem desse aspecto, a incidéncia dessas reacoes,
como xerostomia e mucosite, € dependente da dose/freqiiéncia da
radioterapia, local irradiado, idade, volume de tecido irradiado e condicoes
clinicas do paciente e dos tratamentos associados (BENSANDOUN et al.,
2001). As manifestacoes clinicas dos efeitos deletérios da radioterapia podem
ser agudas (durante a propria terapia ou nas semanas subseqUentes) ou
cronicas, meses ou anos apos a radioterapia (SPETCH et al., 2002).

Infelizmente, esses efeitos parecem se exacerbar em pacientes com
condicoes financeiras precarias, que pouco podem fazer para adaptar sua
dieta e rotina as condicoes e privacdes que o tratamento acaba por impor.

Dentre essas alteracoes associadas a irradiacao, destaca-se a
mucosite, a qual € uma das mais prevalentes e sérias reacoes adversas da
radioterapia, atingindo de 40% a 100% dos pacientes (FIDLER et al., 1996;
VENESS et al., 2006), causando extremo desconforto e comprometendo a
aceitacao, continuidade (SPETCH et al., 2002) e intensificacdo do tratamento
radioterapico (DUNCAN et al., 2005). Essa condicao pode criar areas
ulceradas, além de dificultar a nutricao e facilitar a implantacao de
processos infecciosos secundarios, locais ou sistémicos (FIDLER et al., 1996;
BENSANDOUN et al.,, 2001), causados geralmente por microrganismos
oportunistas (EPSTEIN et al., 2001), como leveduras e bastonetes Gram-
negativos (REDDING et al., 2004; JHAM et al., 2007), os quais podem
exacerbar a agressao aos tecidos do hospedeiro, além de originar potentes
respostas inflamatorias (SPIJKERVET et al., 1990).

A osteorradionecrose, normalmente associada a mucosite, € a principal

enfermidade frequentemente ligada a radioterapia, podendo estar ou nao
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infectada e dar origem a fraturas (MONTEIRO et al., 2005). Nesses casos, a
presenca de sequestro 6sseo e ulceracao levam a infeccao secundaria, a qual
pode se disseminar a distancia e vir a comprometer as condicoes de saude
do paciente. Entretanto, estudos moleculares, evidenciaram que a
osteorradionecrose pode ser, de fato, causada diretamente por
microrganismos em pacientes irradiados (STORE et al., 2005a; STORE et al.,
2005b; HANSEN et al., 2006Db).

Entre os principais fatores que corroboram para o desenvolvimento de
infeccoes secundarias, durante e apos a radioterapia, destacam-se os efeitos
da radiacao sobre as glandulas salivares, reduzindo o fluxo salivar, alterando
a composicao da saliva e, consequUentemente, sua capacidade protetora,
reduzindo o pH do biofilme (CERCHIARI et al., 2006), criando condicoes
favoraveis para a implantacdo e proliferacado de microrganismos bucais
(SPOLIDORIO et al., 2001), além de bactérias exdgenas ao ambiente bucal
(LEUNG et al.,, 2001; FIGUEIREDO et al., 2003). Contudo, nao sao
conhecidos os efeitos da xerostomia, particularmente quando associada a
radioterapia, sobre a microbiota anaerobia obrigatoria da cavidade bucal, a
qual constitui a principal fonte de microrganismos associados a processos
infecciosos na regidao de cabeca e pescoco, além de infeccoes no proprio
periodonto (BOUTAGA et al., 2007; WU et al., 2007).

Como tratamento radioterapico ocorre uma significativa reducao da
perfusdo sanguinea dos tecidos irradiados, levando a uma progressiva
reducdo da oxigenacao tecidual, bem como dos mecanismos de defesa
especificos e inespecificos de defesa do hospedeiro. Essas alteracoes
vasculares podem reduzir o potencial de oxido-reducao tecidual, criando
condicoes para a implantacdo de microrganismos anoxibiontes e/ou outros
originarios da propria cavidade bucal, em particular do sulco gengival e
bolsas periodontais (D’AIUTO, 2007), consequentemente desenvolvendo
infeccoes secundarias e invadindo os planos teciduais mais profundos,
principalmente os que envolvem tecido 6sseo (VISSINK et al., 2003).

Entre os microrganismos anaerobios obrigatorios bucais, destaca-se a
espécie Porphyromonas gingivalis, pela sua participacao no desenvolvimento

das periodontites laterais, infeccoes endodonticas, abscessos agudos de
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origem odontogénica e nao odontogénica, anginas e celulite facial, além de
ampla gama de fatores de viruléncia, que incluem proteases fimbriais e nao
fimbriais, endotoxina, liberacao de peptideos imunomoduladores, capacidade
de adesao e invasao celular, dentre outros fatores de viruléncia (FENG &
WEINBERG, 2006).

A prevencao e tratamento dos efeitos colaterais da radioterapia sao
controversos, existindo varios esquemas terapéuticos, que esbarram no
desconhecimento da patogénese dessa condicao e da microbiota a ela
associada (OKUNO et al., 1997; BENSANDOUN et al., 2001; WORTHINGTON
et al.,, 2004). Dentre esses esquemas destacam-se os usos de vitaminas,
oxigénio hiperbarico, antibidticos, anti-sépticos, prostaglandinas sintéticas,
extratos vegetais, solucoes de sais e analgésicos, isoladamente ou em
associacao (OKUNO et al., 1997; BENSANDOUN et al., 2001; ARORA et al.,
2005; DUNCAN et al., 2005; VENESS et al., 2006), mas esses procedimentos
sao paliativos (EPSTEIN et al., 2001).

Porém, a maioria desses protocolos ndo atinge a problematica da
infeccao secundaria (EPSTEIN et al., 2001), de forma que inexistem
protocolos preventivo ou terapéutico universalmente reconhecidos (VENESS
et al., 2006). Dessa forma, existe a necessidade de estudos sobre os fatores
associados com a ocorréncia de mucosite e os procedimentos adequados
para controla-la ou preveni-la (VENESS et al., 2006).

A identificacao e o isolamento de Porphyromonas gingivalis constituem
procedimentos que requerem cuidados ligados as exigéncias nutricionais e
fisiologicas desse anaerobio, nao constituindo rotina na grande maioria dos
laboratorios clinicos em nosso pais, o que contrasta com a importancia que
esse microrganismo apresenta para a odontologia. Os métodos baseados na
reacao em cadeia da polimerase (PCR), € uma forma importante na
identificacao das espécies microbianas bucais como diagnostico molecular,
sobretudo para microrganismos que exigem rebuscadas condicoes de cultivo,
além de colaborar na compreensao das inter-relacoes entre essa microbiota e

seu hospedeiro.
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2. Objetivos

Em funcao do papel desempenhado por P. gingivalis nas infeccoes de
cabeca e pescoco, bem como a importancia da radioterapia como
instrumento do tratamento de pacientes irradiados e a severidade das
complicacoes associadas a esse tratamento, o objetivo do presente projeto foi
avaliar a ocorréncia e participacdao desse microrganismo anaerobio
obrigatéorio na microbiota bucal de pacientes irradiados, englobando os
dominios do biofilme subgengival, supragengival, mucosas e saliva.

Posteriormente, tendo concluido a proposta inicial, optou-se pela
realizacao de testes de susceptibilidade a antimicrobianos mais empregados
no tratamento das infeccoes de cabeca e pescoco e/ou associadas com
microrganismos anaerobios, bem como a genotipagem, por PCR, do gene

fimA, associado com a viruléncia dessa espécie microbiana.
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3. Material e Métodos

Esse projeto foi, em todas as suas etapas, executado em associacao
com o projeto FAPESP 2008/53296-6, executado, sob a mesma orientacao,
pela graduanda Moriel Evangelista Melo.

Os procedimentos clinicos e laboratoriais do presente estudo
receberam a colaboracao e foram acompanhados de alunos de doutorado e
mestrado em Estomatologia, periodontistas e radiologistas, outros alunos de
iniciacao cientifica, bem como de pesquisadores do Centro de Oncologia
Bucal da FOA-UNESP, do laboratorio de matematica e estatistica da
Universidade Federal do ABC-UFABC e da Unidade Regional de Radioterapia
de Megavoltagem de Sao José do Rio Preto.

Inicialmente o projeto previa a avaliacdo da presenca do
microrganismo alvo em pacientes que estavam concluindo a radioterapia,
mas seria impossivel avaliar o efeito desse tratamento sobre a participacao
desse microrganismo na microbiota bucal sem o conhecimento das
condicoes anteriores desses mesmos pacientes. Assim optou-se por proceder
a coleta de espécimes clinicos em diferentes momentos da radioterapia e
apos a radioterapia, como forma de avaliar as modificacoes que as

populacoes desse microrganismo sofreram ao longo do processo.

3.1. Populacao estudada

Somente os dados dos pacientes que concluiram a radioterapia e
permitiram o acompanhamento no periodo de 6 meses apos a conclusado da
mesma foram incluidos no estudo. Alguns dados clinicos desses pacientes
no periodo de 12 meses também foram incluidos a titulo de comparacao,
mas em funcao da perda de parcela significativa dos pacientes examinados,
foi impossivel manter o controle dos pacientes por um periodo maior.

A amostra do estudo constituiu-se de 50 pacientes submetidos a
radioterapia para tratamento das lesdes malignas de cabeca e pescoco
(inicialmente haviamos proposto 40 pacientes, contudo foi necessario
aumentar esse numero porque muitos pacientes nao concluem

adequadamente a radioterapia e a perdas por falecimento ou desisténcias
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sao significativas, em funcao da propria natureza do tratamento utilizado e
da doenca tratada) de um total de 79 que iniciaram o estudo.

Os pacientes incluidos na amostra autorizaram a participacao na
pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
estavam para comecar o tratamento radioterapico, associado ou nao a
resseccao cirurgica da lesdo, e possuiam o diagnoéstico definitivo
(histopatologico) de lesdao maligna (OKUNO et al., 1997; WIJERS et al.,
2001). Os pacientes que utilizavam bifosfonados foram excluidos (HANSEN
et al., 2006a), bem como os que receberam medicacao topica 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 que afetavam o fluxo salivar ou que possuiam doencas
sistémicas debilitantes adicionais (GUEBUR et al., 2004).

Os pacientes receberam de 5040 a 7020 cGy de radiacao, fracionados
em doses de 180 cGy. e foram acompanhados junto a Unidade Regional de
Radioterapia de Megavoltagem em Sao José do Rio Preto. A radioterapia era
realizada através de acelerador linear. A selecao e acompanhamento dos
pacientes foram realizados a partir de meados de novembro de 2007, logo
apos a aprovacao do projeto pelo CEP-UNESP, sendo que os pacientes, salvo
os que desistiram do tratamento ou vieram a falecer, foram submetidos a

exames clinicos por um periodo de até 6 meses apos a radioterapia.

3.2 Exame clinico bucal

3.2.1 Exame clinico das condicoes periodontais
Um unico examinador realizou os exames clinicos periodontais
utilizando-se dos critérios do Periodontal Screening and Recording (PSR). O
exame foi realizado com o uso de espelho bucal plano, pinca para algodao
(DuflexR), sondas periodontais tipo Williams (TrinityR) e sondas periodontais
(TrinityR), semelhantes as sondas numero 621 da OMS, recomendada pela
American Dental Association e American Association of Periodontology.

Colocava-se a sonda no sulco gengival, posicionada paralela ao longo eixo
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do dente e percorria todas as faces dos dentes presentes. A boca dos
pacientes era dividida em seis sextantes.

O maior escore do PSR era registrado para cada um dos sextantes e
que, se ausente, era registrado com um X. Os escores podiam variar de O a
4. Codigo 0: auséncia de bolsa periodontal, sem sangramento a sondagem,
auséncia de calculo e excessos de margens restauradoras. Codigo 1:
auséncia de bolsa periodontal, sangramento a sondagem; sem calculo e
excessos nas margens das restauracoes. Codigo 2: auséncia da bolsa
periodontal, sangramento a sondagem, presenca de calculo supra e/ou
subgengival e/ou excessos nas margens de restauracoes. Codigo 3: presenca
de bolsa de 3,5 a 5,5 mm, necessitando de um exame periodontal
complementar apenas do sextante em questao, com medidas de bolsa e nivel
de insercao e outros, além de tratamento periodontal especializado do
sextante. Codigo 4: presenca de bolsa periodontal acima de 5,5mm, o que,
por ser considerado periodontite avancada, havia necessidade de se realizar
um minucioso exame periodontal convencional de toda boca, medidas de
profundidade clinica de sondagem das ©bolsas periodontais e
periodontograma (VAN DER VELDEN et al., 2000) .

A insercao do codigo (*) no sextante significava a presenca de
problemas como envolvimento de furca, mobilidade, problemas muco-
gengivais (perda de gengiva inserida) e retracao gengival acima de 3,5mm. Os
individuos diagnosticados com os codigos 3 e 4 eram submetidos a exame
periodontal detalhado. Todos os pacientes receberam palestras individuais
sobre instrucoes de higiene oral. Nesse exame periodontal complementar,
eram considerados o indice sangramento gengival (AINAMO e BAY, 1975),
presenca de calculo supragengival, determinacao da profundidade clinica de
sondagem e o nivel clinico de insercao (RAMFJORD, 1959) e indice de

higiene oral.

3.3. Coleta dos espécimes clinicos.
3.3.1 Saliva e biofilme supragengival
As coletas de biofilme supragengival e saliva foram realizadas

imediatamente antes do exame clinico das condicoes dentarias dos
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pacientes. Para a coleta de saliva, os pacientes eram orientados a nao beber,
comer ou realizar a higiene bucal uma hora antes da coleta. A coleta foi
realizada atraves de dispositivos denominados Salivettes
(Aktiengesellsschaft, Nimbrecht, Alemanha), adequados para a captacao de
saliva em pacientes com niveis variados de xerostomia, que permaneciam na
cavidade bucal por 15 segundos e eram centrifugados a 5.000 x g., por 5
minutos.

A seguir, a saliva resultante era transferida para microtubos contendo
agua ultra-pura Milli Q (Milli-Q Water Purification System, Millipore, Milford,
MA, USA), que eram armazenados a -196°C, até a extracao do DNA
microbiano, e também para frascos contendo meio de transporte VMGA III
(MOLLER, 1966), para minimizar o contato com o oxigénio atmosférico (para
cultivo microbiologico), sendo que os espécimes transferidos para esse meio
eram submetidos a cultura microbiana.

As amostras do biofilme supragengival eram removidas com auxilio de
curetas esterilizadas e transferidas para meio de transporte VMGA III e para
criotubos contendo agua ultrapura Milli Q. A coleta desses espécimes era

realizada antes do exame dentario e profilaxia.

3.3.2 Biofilme subgengival

Os espécimes do biofilme subgengival eram obtidos com o uso de
cones de papel absorvente esterilizados (GAETTI-JARDIM JR. et al., 1996),
apos a remocao do Dbiofilme supragengival. A seguir, depois de
permanecerem por 30 segundos no interior dos sulcos gengivais ou bolsas
periodontais, os cones de papel eram transferidos para criotubos contendo
agua ultrapura (para a extracao de DNA) e para tubos contendo meio de
transporte VMGA III (cultivo microbiano) e enviadas ao laboratorio para o

adequado processamento.

3.3.3 Amostras da mucosa bucal
As coletas das amostras oriundas das mucosas bucais eram feitas por
meio de zaragatoas alginatadas que eram gentilmente friccionadas contra o

dorso da lingua, assoalho de boca, vestibulo bucal e mucosa jugal. A seguir,
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como para os demais espécimes clinicos, as zaragatoas utilizadas eram
transferidas para meio de transporte VMGA III e para tubos contendo agua
ultra-pura MilliQ, para o isolamento microbiano e extracao de DNA para a

deteccao dos patogenos por PCR, respectivamente.

3.4. Isolamento e Identificacao dos microrganismos

Os espécimes mantidos em tubos contendo meio de transporte VMGA
[Il eram submetidos a diluicoes seriadas em solucdao de VMG I, para
minimizar o contato dos microrganismos com o oxigénio atmosférico. Dessas
diluicoes, aliquotas de 0,1 ml eram inoculadas em placas contendo o agar
“Fastidious Anaerobe” acrescido de hemina (5 pg/mL), menadiona (1 pg/mL)
e 5% de sangue desfibrinado de cavalo, que eram incubadas em condicoes
de anaerobiose, a 37°C, por 14 dias. Os espécimes clinicos eram
processados dentro de um prazo de 4 horas de sua coleta.

A proporcao que a espécie alvo ocupava na populacao microbiana total
era calculada como a fracdo representada pelo crescimento da espécie no
meio seletivo em relacdo ao crescimento microbiano no agar sangue hemina
e menadiona. Esses dados foram comparados com os obtidos através do
real-time PCR, onde o numero de cépias do DNA desse anaerdbio era
comparado com o total de DNA detectado na amostra.

Apods o isolamento dos microrganismos e obtencao de cultura pura,
eram realizadas as analises morfocelular e morfocolonial dos mesmos, além
do teste respiratério, para caracterizar o relacionamento do isolado com o
oxigénio atmosférico. A seguir procedia-se a identificacao em nivel de espécie
dos isolados (GOMES et al., 2004; GAETTI-JARDIM Jr et al., 2008). A
identificacao dos isolados de P. gingivalis era realizada através do “kit

comercial” da BioMérieux Rapid ID 32A.

3.5. Deteccao de P. gingivalis por PCR

O DNA das amostras clinicas nos criotubos com agua Milli Q era
extraido através do “kit” QIAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha), segundo
as instrucoes dos fabricantes. As concentracoes dos DNA bacterianos eram

determinadas em espectrofotometro (Beckman, Modelo DU-640), com leitura
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da absorbancia (A260 nm), € mantidos a -196°C até a realizacao das reacoes de
amplificacao.

A amplificacdo do DNA era realizada em volumes de 25 pl, contendo
2,5 ul de 10 X tampao PCR, 1,25 pul 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 pul de DNA (ng). A
amplificacao foi realizada em aparelho de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR
System 2400) programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); de 30 a 36 ciclos de
94°C (1 min.), 60°C por 30s., 72°C (1 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.), para a
extensao final da cadeia de DNA em amplificacao.

Em todas as reacoes eram utilizadas, como controle positivo, DNA de
cepas de referéncia do microrganismo estudado. Os produtos da
amplificacao pelo PCR eram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1%, corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e fotografados sobre
transiluminador de Iuz UV, com camara Kodak (Eletrophoresis
Documentation and Analyses System 120). Como padrao de peso molecular
foi utilizado o marcador 1Kb DNA ladder (Gibco, SP). A sequiéncia dos oligos
e a temperatura de anelamento desses iniciadores sao apresentadas na

Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de PCR

convencional.

. . Temperatura
Iniciadores especificos Oligonucleotideos
de anelamento

5-CCG AAA ACG TTG ATT CAA G-3’
Universal 58°C
5-CGT GTT ACC CGG ATG GTA -3’

o S-TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAA CC-3’
P. gingivalis 60°C
5-ACG TCA TCC CCA CCT TCC TC-3’

3.6. Deteccao do microrganismo alvo por real-time PCR
Essa metodologia permitiu avaliar a presenca ou auséncia do patogeno
na amostra clinica e quantificar o DNA alvo nas amostras, empregando-se,

para tanto, iniciadores, sondas e condicoes de amplificacao especificas para
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cada agente infeccioso (JERVOE-STORM et al., 2007). O sistema TagMan foi
utilizado na deteccao e quantificacao desse patogeno.

Nesse, sistema, a sonda fluorescente utilizada é marcada no sentido 5’
com 6-carboxifluoresceina (reporter dye) e no sentido 3 com 6-
carboxitetrametilrodamina (quencher dye). A emissao fluorescente desse
sistema TagqMan dependia de uma sonda (equivalente a um terceiro
iniciador) que anelava especificamente entre os dois iniciadores utilizados, o
que torna o processo mais preciso e especifico. Além desse aspecto, s6 havia
a deteccao da amplificacao quando existiam sitios de anelamento tanto para
o par de iniciadores como para a sonda.

As reacoes de amplificacao eram realizadas em volumes finais de 25 ul,
contendo 1X Master Mixture TaqMan Universal (tampao PCR, dNTP,
AmpliTaq Gold, sinal de referéncia interno, [6-carboxi-'x'-rodamina], uracil
N-glicosidase-UNG, MgCl; Applied Biosystem, Foster City, Calif), 900 nM de
cada iniciador, 200 nM da sonda e 5 pl do DNA. As curvas-padrao foram
construidas a partir de diluicées conhecidas de DNA. As condicdoes dos
ensaios consistiam de uma etapa inicial de desnaturacdao a 95°C por 10
minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15s e 57°C por 60 s.

A curva “threshold” (Cr) foi definida como o ciclo no qual a
fluorescéncia torna-se detectavel acima da fluorescéncia de fundo e
inversamente proporcional ao logaritmo do numero inicial de copias
empregado. Em todas as reacdoes de amplificacdo foram empregadas cepas
de referéncia como controles positivos e agua ultrapura como controle
negativo. Os iniciadores e sondas utilizados nessas reacoes sao apresentados

na Tabela 2.
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Tabela 2. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de Real-Time

PCR.
Iniciadores Iniciadores e sondas Temperatura
especificos de

anelamento

5-TGC AAC TTG CCT TAC AGA GGG -3’
P. gingivalis 5~ ACT CGT ATC GCC CGT TAT TC-3’ S7°C
5- AGC TGT AAG ATA GGC ATG CGT CCC ATT AGC TA-3’(sonda)
5-TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG A -3’
5-TGC GGG ACT TAA CCC AAC A -3’ 58°C
5-CAC GAG CTG ACG ACA (AG)C CAT GCA -3’(sonda)

Bactérias

totais

3.7. Determinacao da susceptibilidade de P. gingivalis aos antibioticos
e quimioterapicos com atividade antimicrobiana (Nao Prevista
Inicialmente).

Foi realizada de acordo com o método de diluicao em agar. Os
antimicrobianos (amoxicilina, acido clavulanico/amoxicilina, azitromicina,
cefoxitina, clindamicina, doxiciclina, eritromicina, imipenem, meropenem,
metronidazol, minociclina, penicilina G, rifampicina, tetraciclina) eram
adicionados ao agar Wilkins-Chalgren, acrescido de extrato de levedura
(0,5%), hemina (S pg/mL), menadiona (1 pg/mL) e sangue desfibrinado de
cavalo (5%). Os antimicrobianos foram acrescidos aos meios de cultura em
concentracoes crescentes que variaram de 0,006 pg/mL a 512 pg/mL. Como
controles, foram utilizados os meios de cultura sem a adicdo de agentes
inibidores.

Em seguida, as placas foram inoculadas com 105 UFC/ “botao” de
cada isolado testado, através de replicador de Steer’s, e incubadas por 24-72
horas. A concentracao inibitoéria minima dos antimicrobianos foi conceituada
como sendo a menor concentracdo da droga que inibiu totalmente o
crescimento microbiano. O microrganismo capaz de crescer em
concentracoes iguais ou superiores ao ponto critico de cada droga (maxima
concentracao terapéutica da droga) era considerado resistente.

Na interpretacao dos resultados, os pontos criticos utilizados foram os
recomendados pelo “National Committee for Clinical Laboratory Standards”. O

ponto critico para os microrganismos susceptiveis foram: amoxicilina
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<0.5ug/mL, amoxicilina/clavulanato <2 ug/mL, cefoxitina <16 ug/mlL,
clindamicina 1 pg/mL, imipenem <4 ug/mlL, lincomicina 4 pg/mlL,
meropenem, <4 ug/mL, metronidazol <8 ug/mL, penicilina G <0.5 ug/mL e
tetraciclina <4 ug/mL.

Pontos criticos para os microrganismos de susceptibilidade
intermediaria e resistentes foram: amoxicilina 1lug/mL e 2pg/mlL,
amoxicilina/clavulanato 8/4ug/mL e 16/8ug/mL, cefoxitina 32ug/mL e
64ug/mL, clindamicina 2 pg/mL e 4 pg/mkL, imipenem 8ug/mL e 16ug/mL,
lincomicina 8 pg/mL e 16 pg/mL, meropenem  8ug/mL e 16ug/mL,
metronidazol 1l6ug/mL e 32 ug/mL, penicilina G 1lug/mL e 2ug/mL e
tetraciclina 8ug/mL e 16ug/mkL.

Os isolados que se mostraram moderadamente sensiveis a qualquer
dos P-lactamicos testados foram submetidos a testes para avaliar a
producao de B-lactamases, empregando-se para tanto a nitrocefina. Nesses
testes, fragmentos de 4 a S5 colonias do microrganismo resistente eram
posicionados sobre discos de papel de filtro de 6mm (Cefinase), impregnados
de cefalosporina cromogénica umedecidos com solucdo salina. Apos 10-60
minutos de contato, verificava-se a presenca de cor castanho-rosacea

indicativa da degradacao do substrato cromogénico.
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3.9. Genotigem do gene fimA de P. gingivalis.

O DNA dos microrganismos isolados, bem como o DNA dos espécimes
clinicos foram submetidos a amplificacao utilizando-se de iniciadores
especificos para os diferentes alelos do gene fimA, responsavel pela producao
da proteina fimbrial desse anaerobio e intimamente associado as infeccoes
periodontais e viruléncia do microrganismo.

Os testes foram realizados de acordo com as metodologias descritas
por Amano et al. (1999) e Nakagawa et al. (2000; 2002b). Os iniciadores
utilizados sdo apresentados na Tabela 3. Como controle positive das reacoes
de amplificacdo, empregou-se o DNA de P. gingivalis ATCC 33277, e a
amplificacdo do DNA também foi realizada com os iniciadores universais
voltados para o 16SrDNA, capaz de interagir com o DNA que codifica para o

rRNA de praticamente todas as eubactérias.



24

Tabela 3. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios para
genotipagem do gene fimA.
Iniciadores Seqiiéncia (5' a 3') Amplicon (bp) Referencia
TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAA ACC Amano et al.,
168 rDNA ACG TCA TCC CCA CCT TCC TC 197 1999
CTG TGT GTT TAT GGC AAA CTT C Amano et al.,
fimA tipo 1 392
AAC CCC GCT CCC TGT ATT CCG A 1999
CAG CAG AGC CAA AAA CAA TCG Nakagawa et al.,
fimA tipo Ib 271
TGT CAG ATA ATT AGC GTC TGC 2002
ACA ACT ATA CTT ATG ACA ATG G Amano et al.,
fimAtipo Il s A¢ cCC GCT CCC TGT ATT CCG A 257 1999
ATT ACA CCT ACA CAG GTG AGG C Amano et al.,
fimAtipo Il \ ¢ coC GCT CCC TGT ATT CCG A 247 1999
] CTA TTC AGG TGC TAT TAC CCA A Amano et al.,
fimA tipo IV 251
AAC CCC GCT CCC TGT ATT CCG A 1999
AAC AAC AGT CTC CTT GAC AGT G Nakagawa et al.,
fimA tipo V 462

TAT TGG GGG TCG AAC GTT ACT GTC

2002

A amplificacao do DNA era realizada em volumes de 25 pl, contendo
2,5 pl de 10 X tampao PCR, 1,25 ul de MgClz (50 mM), 2,0 ul de dNTP (10
mM), 0,25 ul de Taqg DNA polimerase (0,5 U), 1,0 ul de cada iniciador (0,4

uM), 7 pl de agua ultrapura Milli-Q esterilizada e 10 pul de DNA (ng). A

amplificacao foi realizada em aparelho de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR

System 2400) programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); de 35 ciclos de
940°C (30 s.), 58°C por 30s., 72°C (1 min.) e 1 ciclo de 72°C (7 min.), para a

extensao final da cadeia de DNA em amplificacdo. Os amplicons eram

separados por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TBE (1 M Tris,

0,9 M acido borico, 0,01 M EDTA, pH 8.4) e corados com brometo de estidio

(0,5 mg/mL).
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4. Analise Estatistica

As diferencas entre a populacao dos cocos cariogénicos e demais
microrganismos serao avaliadas através de analise de variancia, com nivel de
significancia de 5%. Odds ratios serao calculados para determinar a
possibilidade de inter-relacoes entre os diferentes grupos e espécies
microbianas e teste de Qui-Quadrado, Mann-Whitney e teste exato de Fisher
para avaliar a significancia dessas possiveis associacoes.

Para os microrganismos detectados por PCR convencional ou
seminested PCR, a prevaléncia sera avaliada por meio de analise de
variancia de medidas repetidas para dados categoricos. A existéncia de
correlacoes entre diferentes espécies microbianas na cavidade bucal sera

determinada atraveés do teste de Correlacao de Spearman.
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5. Resultados.

Dos 50 pacientes selecionados que concluiram a terapia, 45 eram
portadores de carcinoma espinocelular com diferentes graus de diferenciacao
celular. Trés casos de neoplasias malignas indiferenciadas foram detectados,
bem como dois casos de pacientes portadores de carcinoma basoescamoso.
Oito pacientes eram do género feminino e 42 do género masculino, com
idade variando de 12 a 81 anos (média de 53,4 £ 11,5 anos).

Desses pacientes, 32 se mostraram leucodermas, 14 pardos, dois
melanodermas e dois pacientes imigrantes asiaticos. Quantos aos niveis de
escolaridade, 70% dos pacientes apresentavam o primeiro grau incompleto,
18% se declararam analfabetos, 10 % tinham o segundo grau completo e 2%
nao completaram o segundo grau. Historico de cancer esteve presente nos
familiares ascendente de 54% dos pacientes atingidos, sendo que histérico
de tabagismo cronico foi observado em 92% dos pacientes, enquanto que o
etilismo foi observado em 62% dos pacientes examinados (muitos dos quais
haviam deixado de consumir bebidas alcoélicas apenas por ocasido do inicio
da radioterapia), os quais declaravam possuir diferentes graus de
dependéncia quimica.

Dos pacientes examinados, apenas 32% seguiram a orientacdo do
centro de radioterapia e receberam algum tratamento odontologico
previamente a realizacdo da radioterapia. Nesses pacientes, eram realizados
tratamentos restauradores, extracoes de elementos dentais periodontalmente
condenados e tratamento endodontico. Apenas 12% dos pacientes
mostravam-se livres de caries com cavitacdo no inicio do tratamento
radioterapico. Observou-se que 40% dos pacientes eram edéntulos e
usuarios de proteses totais, enquanto que 28% evidenciavam a presenca de
gengivite associada ao biofilme microbiano; 30% eram portadores de
periodontite cronica e apenas um uUnico paciente apresentou condicoes
periodontais saudaveis.

Os pacientes apresentavam condicoes bastante variaveis de higiene
bucal, sendo que 22 % apresentaram uma higiene satisfatoria, enquanto
24% higiene regular, 54% condicoes precarias de higiene. Sendo que entre

esses ultimos, 75% eram usuarios de proteses totais, o que pode ter
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facilitado a implantacdo de candidose observada logo no inicio da
radioterapia.

Pela Tabela 4 verifica-se que a ocorréncia de mucosite, dermatite,
xerostomia, disgeusia e, em menor grau, candidose foram bastante comuns
nos pacientes irradiados e que a freqiiéncia dessas alteracoes se manteve
bastante elevada nesses pacientes mesmo 12 meses apos a conclusao da
radioterapia. Infelizmente, ao longo da radioterapia, muitos pacientes vieram
a falecer ou estavam em condicoes fisicas que nao permitiam a realizacao de
novas coletas de espécimes clinicos e avaliacoes das condicoes de saude
bucal, com perda bastante significativa da qualidade de vida.

Assim, a precariedade das condicoes de saude dos pacientes
irradiados se mostra em toda a sua extensao quando se verifica que 14% dos
pacientes inicialmente tratados através de radioterapia nao puderam
concluir o tratamento em funcao das complicacoes bucais associadas, em
particular, a mucosite. Esse aspecto, associado ao fato de que apenas 32%
dos pacientes receberam algum procedimento odontolégico preventivo,
evidencia a necessidade de melhorar o preparo do paciente oncologico que
sera submetido a essa modalidade de tratamento, uma vez que a maioria dos
proprios pacientes apenas passa a valorizar o trabalho do cirurgido-dentista
quando ocorre a exacerbacdo das infeccoes oportunistas periodontais ou a
xerostomia severa facilita o desenvolvimento de caries de radiacdo. Nessa
condicao, a extracdo de dentes previamente comprometidos € temeraria e
pode acarretar o aparecimento de infeccoes sérias, como a osteomielite
associada a radiacao, a qual é de tratamento longo e, por vezes, falha em
responder ao uso de antimicrobianos.

Nesses pacientes, destacou-se a mucosite, sendo que logo apods o final
da radioterapia 66% apresentavam grau IIl ou IV de mucosite, sendo que 6
meses apos, nenhum paciente apresentou mucosite severa e, embora 56%
ainda apresentassem sinais e sintomas dessa enfermidade, todos eram
portadores dessa condicao em um grau leve ou moderado (Tabela 4).

O género dos pacientes nao interferiu com a ocorréncia de mucosite
(teste exato de Fisher, P= 0,578), dermatite (teste exato de Fisher, P= 0,578),

disgeusia (teste exato de Fisher, P= 1,0) e xerostomia (teste exato de Fisher,
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P= 0,568). Nesse sentido, a condicao dental inicial nao interferiu com a
ocorréncia de mucosite (teste Qui-quadrado, P = 0,139), dermatite (teste Qui-
quadrado, P= 0,822), disgeusia (teste Qui-quadrado, P= 0,792) e xerostomia
(teste Qui-quadrado com p = 0,552), mas interferiu significativamente com
queixas relativas a sensibilidade dolorosa (teste Qui-quadrado com p =
0,018). Observou-se também que a ocorréncia de mucosite (teste Qui-
quadrado, P = 0,779), dermatite (teste qui-quadrado com p = 0,940),
disgeusia (teste Qui-quadrado, P= 0,205), xerostomia (teste Qui-quadrado
com p = 0,382) nao sao influenciadas pela condicao periodontal do paciente.

Como os pacientes foram submetidos a dois esquemas de dosagens de
radiacao através de acelerador linear, sendo que a grande maioria dos
pacientes foi submetida a 5040 cGy, nao foram evidenciadas diferencas
significativas entre os efeitos deletérios da radioterapia nas duas dosagens
totais utilizadas (mucosite, Teste exato de Fisher, P= 0,398; dermatite, Teste
exato de Fisher, P=0,398; disgeusia, Teste exato de Fisher, P= 0,690;
xerostomia, Teste exato de Fisher, P= 0,171).

O consumo de bebidas alcodlicas nao afetou significativamente a
ocorréncia e a severidade da mucosite (Teste exato de Fisher, P= 0,218),
dermatite (Teste exato de Fisher, P= 0,658), disgeusia (Teste exato de Fisher,
P= 0,945), xerostomia (Teste exato de Fisher, P= 1,0), sendo que esses efeitos
colaterais também nao foram afetados pelo tempo de consumo de bebidas
alcoodlicas (mucosite, Teste de Mann-Whitney, P= 0,714; dermatite, Teste de
Mann-Whitney, P= 0,316; disgeusia, Teste de Mann-Whitney, P= 0,884;
xerostomia, Teste de Mann-Whitney, P= 0,510) ou a quantidade consumida
(mucosite, Teste de Mann-Whitney, P= 0,213; dermatite, Teste de Mann-
Whitney, P= 0,727, disgeusia, Teste de Mann-Whitney, P= 0,753; xerostomia,
Teste de Mann-Whitney, P= 0,646). Dentre os efeitos colaterais da
radioterapia, a mucosite e a xerostomia foram os que se mostraram de maior
duracao, atingindo 52,2 % e 47,8% dos pacientes ap6s um ano da realizacao
da radioterapia, embora a sensacdo de “boca seca” tenha sofrido alguma
atenuacao no periodo, o mesmo ocorrendo com a severidade da mucosite.

Quanto as condicoes periodontais, inicialmente esperava-se encontrar

uma populacao que se dividisse de forma mais homogénea entre as
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categorias de “periodontalmente sadios”, “pacientes com gengivite”,
“pacientes com periodontite” e “desdentados portadores de protese” mas nao
foi essa a realidade observada. Com excecao de um uUnico paciente
periodontalmente sadio, todos os pacientes portadores de dentes
apresentavam gengivite ou periodontite, sendo que aproximadamente
metade dos pacientes irradiados era usuaria de protese total.O consumo de
bebidas alcodlicas mostrou relacao com o grau de mobilidade dental (teste de
Qui-quadrado, P < 0,001). A presenca de retencao de alimentos na cavidade
bucal evidenciou relacdo com idade, mas os pacientes mais idosos
apresentavam mais problemas periodontais e dentais, além de presenca de
sangramento gengival (teste de Qui-quadrado, P = 0,011).

Os dados que mostram que o indice de sangramento, indice gengival,
mobilidade dental ou perda o6ssea nao foram influenciados pela
autodeclarada freqiiéncia de escovacdo e uso de fio dental (teste de Qui-
quadrado, P = 0,001). Assim, € possivel que a veracidade dessas respostas
seja questionavel ou que esses procedimentos, na populacdo estudada,
apresentem baixa eficiéncia em funcado das dificuldades técnicas de sua
implementacao individual sem palestras de higiene bucal prévias. Individuos
que consumiam alcool ou tabaco apresentaram menor probabilidade de
utilizar o fio dental, sendo que aqueles que relatam maior freqiiéncia de
escovacao apresentam maior probabilidade de utilizar o fio dental (teste de

Qui-quadrado, P= 0,003).

Tabela 4. Alteracoes bucais observadas ao longo e apds a radioterapia.

Momento do exame clinico N(%)

Condicdo Antes Imediatamente 30 dias 6 meses 1 ano
clinica da RT apés a RT apés RT apés RT apés RT*
Mucosite 0 (0,0) 45 (90,0) 40 (80) 28 (56,0) 11 (47,8)
Dermatite 1(2,0) 43 (86,0) 38 (76,0) 13 (26,0) 4(17,4)
Candidose 1(2,0) 27 (54,0) 20 (40,0) 7 (14,0) 6 (26,1)
Disgeusia 0 (0,0) 44 (88,0) 31 (62,0) 23 (46,0) 8 (34,8)
Xerostomia 0 (0,0) 47 (94,0) 38 (76,0) 21 (42,0) 12 (52,2)

*Dados relativos a 23 pacientes com os quais foi passivel manter o

acompanhamento clinico
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Tabela 5. Ocorréncia e severidade da mucosite associada a

radioterapia para tratamento de cancer de cabeca e pescoco.

Momento do exame clinico N(%)

Severidade da mucosite Imediatamente 30 dias 6 meses 12 meses
apés a RT apés RT apés RT apés RT
Auséncia de mucosite S (10,0) 10 (20,0) 22 (44,0) 12 (52,2)
Mucosite
Grau I 7 (14,0) 13 (22,0) 25 (50,0) 11 (47,8)
Grau II 10 (20,0) 11 (22,0) 3 (6,0) 0 (0,0)
Grau III 21 (42,0) 13 (26,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Grau IV 7 (14,0) 3 (6,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Total 45 (90,0) 40 (80,0) 28 (56,0) 0 (0,0)

A presenca ou auséncia de P. gingivalis no biofilme subgengival e
supragengival, bem como nas mucosas (Teste exato de Fisher, P= 1,0), nao
modificou a ocorréncia e severidade da mucosite, bem como ocorréncia de
dermatite, xerostomia e disgeusia. P. gingivalis foi detectada com uma
frequéncia significativamente mais elevada nos pacientes com periodontite
(Teste de Qui-quadrado P= 0,003), em relacao aos portadores de gengivite
aos usuarios de proteses totais no arco superior e inferior.

A presenca de P. gingivalis nas amostras clinicas evidencia que o
mesmo € frequiente nos pacientes irradiados. Para P. gingivalis, o habitat
principal na cavidade bucal se deu no biofilme e subgengival (teste de Qui-
quadrado, P < 0,001), sendo que a sua freqiéncia de deteccao foi mais
elevada em pacientes que apresentavam sangramento gengival. A perda de
insercao conjuntiva se mostrou estatisticamente ligada a colonizacao do
biofilme por P. gingivalis, sendo que esse microrganismo também foi isolado
e detectado com maior freqiiéncia de sitios periodontais com retencdo de
alimentos.

A prevaléncia de P. gingivalis, ao longo do experimento, foi submetida
a analise de variancia de medidas repetidas para dados categoricos, e
mostrou que esse anaerobio tornou-se mais prevalente no biofilme
subgengival (P= 0,009), supragengival (P= 0,006), saliva (P= 0,001) e nas

mucosas (P=0,015) com a radioterapia. Nos individuos colonizados por esse
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microrganismo observou-se também um aumento da populacdao de
P.gingivalis ao longo da radioterapia e apdés a mesma, mantendo-se
aproximadamente constante entre 30 dias e 6 meses apos a conclusao do

tratamento (ANOVA, P= 0,013).

Tabela 6. Ocorréncia de P. gingivalis na microbiota bucal de pacientes

que seriam submetidos a radioterapia.

Amostra N(%)

Método Biofilme Biofilme
Saliva2 Mucosa?
subgengivall supragengivall
Cultura 7 (23,3) 7 (23,3) 11 (22,0) 5(10,0)
PCR convencional 11 (36,7) 9 (30,0) 15 (30,0) 12 (24,0)
Real-time PCR 12 (40,0) 11 (36,7) 19 (38,0) 18 (36,0)

1Dados relativos aos pacientes com elementos dentais (N=30).

’Dados relativos a todos os pacientes, edéntulos ou portadores de dentes (N=50).

Tabela 7. Ocorréncia de P. gingivalis na microbiota de pacientes apos

a radioterapia.

Amostra N(%)

Método Biofilme Biofilme
Saliva2 Mucosa?
subgengival! supragengivall
Cultura 11 (36,7) 7 (23,3) 14 (28,0) 8 (16,0)
PCR convencional 19 (63,3) 11 (36,7) 21 (42,0) 17 (34,0)
Real-time PCR 19 (63,3) 17 (56,7) 22 (44,0) 20 (40,0)

1Dados relativos aos pacientes com elementos dentais (N=30).

2Dados relativos a todos os pacientes, edéntulos ou portadores de dentes (N=50).
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Tabela 8. Ocorréncia de P. gingivalis na microbiota dos pacientes, 30

dias apos a radioterapia.

Amostra N(%)

Método Biofilme Biofilme
Saliva2 Mucosa?
subgengival! supragengivall
Cultura 11 (36,7) 6 (20,0) 11 (22,0) 7 (14,0)
PCR convencional 17 (56,7) 12 (40,0) 19 (38,0) 14 (28,0)
Real-time PCR 19 (60,0) 14 (46,7) 19 (38,0) 18 (36,0)

1Dados relativos aos pacientes com elementos dentais (N=30).

2Dados relativos a todos os pacientes, edéntulos ou portadores de dentes

(N=50).

Tabela 9. Ocorréncia de P. gingivalis na microbiota dos pacientes, 6

meses apos a radioterapia.

Amostra N(%)

Método Biofilme Biofilme
Saliva?2 Mucosa?
subgengivall supragengivall
Cultura 11 (36,7) 6 (20,0) 14 (28,0) 10 (20,0)
PCR convencional 14 (46,7) 11 (36,7) 15 (30,0) 11 (22,0)
Real-time PCR 17 (56,7) 14 (46,7) 13 (26,0) 15 (30,0)

1Dados relativos aos pacientes com elementos dentais (N=30).

2Dados relativos a todos os pacientes, edéntulos ou portadores de dentes

(N=50).
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Tabela 10. Ocorréncia de P. gingivalis no sulco gengival de pacientes

com diferentes condicoes de saude periodontal ao longo do tratamento

radioterapico.
Método Pacientes N(%)
Gengivite (N=14) Periodontite (N=15)
Antes da RT
Cultura 2 (14,3) 6 (40)
PCR convencional 4 (28,0) 8 (53,3)
Real-time PCR 4 (28,6) 8 (53,3)
Apés RT
Cultura 4 (28,6) 7 (46,7)
PCR convencional 6 (42,9) 13 (86,7)
Real-time PCR 6 (42,9) 13 (86,7)
30 dias ap6s RT
Cultura 4 (28,6) 7 (46,7)
PCR convencional 6 (42,9) 11 (60,0)
Real-time PCR 7 (50,0) 12 (80,0)
6 meses apos RT
Cultura 3 (21,4) 8 (53,3)
PCR convencional 4 (28,6) 10 (66,7)
Real-time PCR 6 (42,9) 11 (60,0)
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Tabela 11. Populacao de P.gingivalis em diferentes sitios anatomicos e
saliva, em diferentes momentos do estudo, segundo dados obtidos através de

Real-Time PCR.

UFC/mL (médiatdesvio padrao)
Amostra

Antes da RT Apés RT 30 dias ap6s RT 6 meses ap6s RT

Biofilme subgengival 4,1.104%£1,5.104 5,3.105£3,4.104 6,9.105+£2,7 .105 1,1.106% 1,3 .106
Biofilme supragengival 1,1.104%1,2.104 2,8.104+2,2.104 2,2.105+1,01 .105 7,3.104%4,9.104
Saliva 8,5.102 £3.6 .102 9,8.102+ 1,32 .103 9,3.103% 4,2 .103 6,4.103+ 4,8 .103
Mucosa 6,2.102+£2,9 .102 7,5.103% 4,1 .103 4,6.104+ 3,9 .104 8,1.103% 6,5 .103

No presente estudo, P. gingivalis foi cultivado 14,3% das amostras de
biofilme subgengival de pacientes com gengivite e de 40% dos pacientes com
periodontite, antes do inicio da radioterapia, sendo que sua deteccdo por
PCR revelou esse microrganismo em 28,6% e 53,3% dessas amostras,
respectivamente. Apos 6 meses da realizacdo da radioterapia, esse anaeroébio
podia ser cultivado/detectado de 21,4% das amostras de pacientes com
gengivite e de 53,3% (cultivo) e 66,7% (PCR) dos pacientes com periodontite.

Os testes de susceptibilidade a antibiéticos e quimioterapicos com
atividade antimicrobiana revelaram sensibilidade universal a associacao
amoxicilina/clavulanato, cefoxitina, clindamicina, metronidazol, imipenem,
lincomicina e meropenem, enquanto alguns isolados foram moderadamente
sensiveis a amoxicilina, penicilina G e tetraciclina. Dos 16 isolados
moderadamente sensiveis a amoxicilina e penicilina G, 3 (3,2%) produziram

B-lactamases.
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Tabela 12. Resisténcia de 93 isolados de P. gingivalis obtidos de

pacientes submetidos a radioterapia para tratamento do cancer de cabeca e

pescoco.
o N (%) CIM(ng/mL)!
Antimicrobianos
S2 I3 R4 Variacao CIMso CIMoo

amoxicilina 82 (88,2) 11 (11,8) 0 (0,0) <0.006-2 0,25 2
amoxicilina/acido clav. 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) <0.006-2 0,125 2
cefoxitina 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) <0.006-4 0,5 1
clindamicina 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) <0.006-1 0,125 1
imipenem 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) <0.006-1 <0,006 1
lincomicina 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) <0.006-2 0,25 1
meropenem 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) <0.006-1 <0,006 1
metronidazol 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) <0.006-1.0 <0,006 0,5
penicilina G 78 (83,9) 15 (16,1) 0 (0,0) <0.006-2 0,125 2
tetraciclina 85 (91,3) 8 (8,6) 0 (0,0) 0,125-4 0,25 1

1Concentracao inibitéria minima
2Isolados susceptiveis
SIsolados de susceptibilidade intermediaria

4Isolados resistentes

Dos 93 isolados clinicos de P. gingivalis e das 228 amostras de biofilme
positivas para esse microrganismo, o genotipo fimA II foi o mais
freqientemente detectado, conforme apresentado na Tabela 13, seguido por
fimA tipo IV e fimA tipo V. Nao foram observadas correlacdes estatisticas
entre os diferentes genotipos de P. gingivalis, no que concerne ao gene fimA,
e a ocorréncia ou severidade dos efeitos colaterais da radioterapia ou
qualquer outros parametro clinicos, com a excecao do fato de que P.
gingivalis fimA tipo II foi o predominante nos pacientes irradiados,
independentemente da condicdo periodontal dos mesmo (teste de Qui-

quadrado, P<0,001).
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Tabela 13. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios para
genotipagem do gene fimA de isolados obtidos ao longo de estudo e das

amostras de biofilme subgengival positivas para esse anaerobio.

Momento da coleta N(%)

Genotipos 6 meses apos a Total N (%)
fimbriais Antes da RT Apés RT 30 dias apos RT RT
Isol.? Amost.2 Isol.3 Amost.4 Isol.5 Amost.¢ Isol.” Amost.? Isol.? Amost.10
fimA tipo I 1(5,0) 3 (6.4) 0 (0,0) 2 (2,9) 0 (0,0) 0(0,0) 1(5,3) 1(2,0) 2(2,2) 6(2,6)
fimA tipo Ib 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
fimA tipo 1I 11(55,0) 16(34,1) 18(60,0) 27(39,7) 15(62,5) 25(40,3) 10(52,6) 21(41,2) 54(58,1) 89(39,0)
fimA tipo III 0 (0,0) 2(4,2) 0 (0,0) 3 (4,4) 0 (0,0) 1(1,5) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 6(2,6)
fimA tipo IV 5(25,0) 8(17,1) 7(23,3) 11(16,2) 6(25,0) 12(19,4) 5(26,3) 11(21,6) 23(24,7) 42(18,4)
fimA tipo V 3(15,0) 5(10,6) 5 (16,7) 10(14,7) 3(12,5) 9(14,5) 3(15,7) 7(13,7) 14(15,1) 31(13,6)
fimA tipos II + IV - 5(10,6) - 6 (8,8) - 6(9,7) - 6(11,8) - 23(10,1)
fimA tipos II + V - 7(14,9) - 5 (7,4) - 4(6,5) - 4(7,8) - 20(8,8)
fimA tipos I + IV
‘v - 1(2,1) - 4 (5,9) - 5(8,1) - 1(2,0) - 11(4,9)

1Jsolados obtidos antes da RT (radioterapia). N= 20.

2Amostras de biofilme sub e supragengival, saliva e mucosa positivas para P. gingivalis antes da
RT. N=47.

3Isolados obtidos apds a conclusao da RT. N= 30.

4Amostras de biofilme sub e supragengival, saliva e mucosa positivas para P. gingivalis apos a
radioterapia. N= 68.

SIsolados obtidos 30 dias apos a RT. N= 24.

6Amostras de biofilme sub e supragengival, saliva e mucosa positivas para P. gingivalis 30 dias
apos a RT. N= 62.

7Isolados obtidos 6 meses apos a radioterapia. N= 19.

8Amostras de biofilme sub e supragengival, saliva e mucosa positivas para P. gingivalis 6 meses
apoés a RT. N= 51

9Total de isolados obtidos e identificados no estudo. N= 93.

10Total de amostras de biofilme sub e supragengival, saliva e mucosa positivas para P. gingivalis
ao longo do estudo. N= 228.
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6. Discussao.

Embora a radioterapia tenha a capacidade de aumentar a sobrevida do
paciente oncologico, dependendo da neoplasia maligna que o mesmo
desenvolveu, seus efeitos colaterais afetam profundamente a qualidade de
vida do paciente, alguns dos quais passam a esquecer o proprio cancer em
funcao das dores, ardores e sequelas do tratamento utilizado. Assim,
embora as aplicacoes diminuam o tamanho do tumor, reduzindo
hemorragias e outros sintomas da neoplasia, as mesmas aplicacoes
produzem seus “novos e proprios sintomas” no paciente, o qual deve ser
instruido sobre os meétodos que visam minimizar os efeitos colaterais do
tratamento, como o uso fluoretos e digluconato de clorexidina para aqueles
que apresentam auto risco a carie, aprimoramento da higiene buecal,
tratamento medicamentoso para supressao das infeccoes oportunistas por

fungos entre outros.

Assim, € de extrema relevancia o fato de que a maioria dos pacientes
nao da importancia ao tratamento odontolégico prévio, o mesmo ocorrendo
com muitos oncologistas e profissionais da area meédica. Assim, a
significativa reducdo no numero de pacientes, em funcao dos efeitos
colaterais observados e de Obitos relativos ao cancer, era esperada. Embora
tenhamos procurado minimizar os efeitos do tratamento, com orientacoes de
dieta e cuidados com a higiene, ndo dispunhamos de liberdade e infra-
estrutura para o atendimento ambulatorial de odontologia nesses pacientes,
os quais eram, quando necessario, encaminhados para o sistema de
atendimento odontolégico municipal, na figura do Dr. Luis Fernando
Landucci, mestre e doutor em Biopatologia pela Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, que procurava, mesmo evitando

procedimentos cruentos, como os cirurgicos, diminuir o desconforto.

Desde que cada pessoa reage de forma diferente a radioterapia, onde a
intensidade dos efeitos deletérios depende da dose do tratamento, da parte
do corpo tratada, da extensao da area irradiada, tipo de irradiacao e
aparelho utilizado (KOGA ET al., 2008), a ocorréncia desses efeitos € quase

universal, principalmente em pacientes terminais, como a grande maioria
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dos pacientes estudados, onde a debilidade organica produzida pela
neoplasia se soma aos efeitos citotoxicos diretos e indiretos da radiacao.
Como agravante, pelo estadiamento das lesdes neoplasicas, poucos pacientes
podiam esperar a realizacao de tratamento odontologico preventivo como
forma de melhorar a qualidade de vida durante e imediatamente apos a

radioterapia.

As radiacoes, ao interagirem com os tecidos, dao origem a elétrons
acelerados que ionizam o meio, criando efeitos quimicos como a hidrolise da
agua e a ruptura das cadeias de DNA. A morte celular pode ocorrer entao
por diversos mecanismos, desde a inativacdao de do metabolismo primario
celular até sua capacidade de proliferacao. Para que o efeito biologico atinja
maior numero de células neoplasicas e a tolerancia dos tecidos normais seja
respeitada, a dose total de radiacdao a ser administrada é habitualmente
fracionada em doses toleraveis, o que, obviamente, varia de acordo com o

paciente e outros fatores acima mencionados (BONAN et al., 2005).

Os efeitos imediatos sao observados nos tecidos que apresentam maior
capacidade proliferativa, como as gonadas, a epiderme, a mucosas oral,
sendo que essa ultima ainda possui fatores agravantes, como a complexa
microbiota. O comprometimento do sistema imunoldgico, traumas locais
além dos danos aos tratos digestivo, urinario e genital, bem como efeitos
sobre a medula 6ssea, facilitam o estabelecimento de infec¢coes oportunistas

que, em outros pacientes, nunca se desenvolveriam (SONIS et al., 2001).

Esses danos sdo mais significativos nos tecidos que se encontram no
campo de irradiacdo e podem ser potencializados pela administracao
simultanea de quimioterapicos. No entanto, no estudo aqui apresentado, nao
foi observada relacao estatisticamente significativa entre os efeitos colaterais
e a dosagem de radiacao, visto que a quase totalidade dos pacientes, logo no
inicio do tratamento, desenvolviam esses efeitos negativos, pouco se
modificando durante o tratamento. Além desse aspecto, a comparacao
estatistica entre fatores que podem estar associados depende da existéncia
de um numero minimo de individuos em cada uma das variaveis

examinadas. Entretanto, a quase totalidade dos pacientes recebeu a dose de
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5040 cGy de radiacao e esses desenvolveram os mesmos efeitos colaterais
daqueles que foram submetidos a 7020 cGy, nao permitindo comparacoes
mais aprofundadas. Além desse aspecto, a maioria desses efeitos se
manifesta ao redor de apenas 3000 cGy (HANDSCHEL et al.,, 2001), o que
explica o aparecimento dos mesmo logo na segunda semana da terapia ou
mesmo antes, como observado no presente estudo.

Assim, de um grupo inicial de 79 integrantes, com seis meses de
acompanhamento, apoés a radioterapia, o grupo foi reduzido para 50, sendo
que com um ano de acompanhamento tivemos uma reducao adicional para
31 pacientes, dos quais estao disponiveis os dados clinicos de apenas 23. Os
demais pacientes faleceram em funcdo da neoplasia maligna ou se
encontram em condicdes fisicas que ndo permitiam a realizacao de exames
clinicos ou a coleta dos espécimes para avaliacdo microbiologica. Nesse
sentido, seria de grande valia para a qualidade de vida dos pacientes, que o
cirurgido-dentista viesse a participar de maneira mais intensa do
acompanhamento do paciente submetido a radioterapia para tratamento do
cancer de cabeca e pescoco, como acontece em alguns centros de referéncia
para o tratamento dessa condicao.

No centro de Radioterapia de Megavoltagem de Sao José do Rio Preto,
uma das melhores e maiores cidades do noroeste do Estado de Sao Paulo,
essas observacoes se mostram criticas, porque varios cursos de graduacao e
pos-graduacao em odontologia e medicina se encontram a curta distancia e o
acompanhamento dos pacientes padece da inconstancia e de iniciativas
pessoais de grupos meédicos e odontologicos. Assim, € opinido de todos a
necessidade de se colocar em pratica protocolos capazes de minimizar os
efeitos da radioterapia, sejam eles medicamentosos ou nao. Em torno de
14% dos pacientes abandonaram o tratamento radioterapico como
consequéncia da mucosite e da xerostomia, quando analisamos estes dados
damos maior importancia ao fato de que a literatura apresenta a mucosite
como o maior problema que o paciente irradiado apresenta (RAMIREZ-
AMADOR et al., 1997; JHAM et al., 2007).

Essas lesoes se desenvolvem rapidamente e a destruicao tecidual pode

ser observada dias a semanas apoOs a radioterapia. Nesse sentido, os
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resultados aqui apresentados parecem suportar o conceito de que essas
alteracoes na mucosa parecem estar ligadas a modificacoes qualitativas e
quantitativas na saliva, microbiota bucal e na condicao imunologica desses
pacientes (EPSTEIN et al., 1996; LEUNG et al., 2001), de forma que medidas
preventivas antes, durante e depois da radioterapia deveriam ser instituidas
e incluir instrucoes de dieta, higiene oral, controle quimico do biofilme, e
cuidados semelhantes com dispositivos protéticos. Assim, o retorno periodico
e a motivacao do paciente deveriam ser consideradas tao importantes quanto
o tratamento com agentes quimicos para controle da infeccao oportunista,
de forma a minimizar os efeitos deletérios da mucosite sobre a qualidade de
vida do paciente.

A mucosite mostrou ser a principal queixa do paciente irradiado,
sendo que sua ocorréncia quase que universal nesses pacientes dificultou a
caracterizacao de fatores do hospedeiro capazes de exacerba-la ou
associados com sua origem. Nesse sentido, o mesmo pode ser dito do
consumo de bebidas alcodlicas e tabaco, os quais sao reconhecidamente
fatores que aumentam a irritacdo da mucosa bucal, mas como a quase
totalidade dos pacientes era constituida de usuarios desses compostos, a
importancia de cada um nao pode ser verificada, posto que falta um grupo
portador de cancer de cabeca e pescoco, submetido a radioterapia, associada
ou nao a outras modalidades terapéuticas, mas sem o habito de consumir
essas drogas. Procurou-se formar um grupo com essa natureza, mas pelas
caracteristicas da populacdo alvo (apenas 8 pacientes nao se declararam
dependentes de alcool e de fumo) e das perdas inerentes ao tratamento e
doenca tratada, nao foi possivel.

A literatura sobre microrganismos bucais em pacientes irradiados
praticamente se limita a patogenos entéricos e leveduras bucais, pouco
existindo sobre o efeito da radioterapia na microbiota anaerébia bucal. Outro
aspecto que dificulta maiores discussdes no momento se deve ao fato de que
a maioria dos pacientes ora estudados apresenta protese total ou parcial e
poucos estudos avaliam o papel de microrganismos periodontais nesses
pacientes, embora essas bactérias sejam capazes de colonizar a superficie de

dispositivos protéticos (KEEVIL et al., 1987).
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A patofisiologia da mucosite induzida por radioterapia esta relacionada
com a liberacao de citocinas e a atividade imunolégica local. Assim,
microrganismos, como P. gingivalis, capazes de induzir a liberacdao de
numerosos compostos biologicamente ativos, podem contribuir para a
desorganizacao da resposta local e sistémica do hospedeiro, criando
condicoes para a manutencao do quadro inflamatorio originalmente causado
pelos danos da radioterapia.

Nesse sentido, a mucosite oral parece ser a consequiéncia de uma série
de eventos biologicos que comecam na submucosa e progride no sentido do
epitélio. Durante a primeira fase, citocinas pré-inflamatérias, incluindo
interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a), sao produzidos
mediante uma resposta local, seguido de apoptose e dano celular. A
dinamica cascata biolégica resulta em prejuizo para a mucosa,
freqientemente apresentando-se como ulceras. Um exsudato de fibrina
contendo bactérias - também chamado de pseudomembrana - abrange a
ulcera. Microrganismos penetram na submucosa, onde ativam macrofagos
no infiltrado; esses macréfagos produzem citocinas adicionais. Estas e
outras citocinas relacionadas sao responsaveis por causar dano tecidual
direto, dilatacdo dos vasos sanguineos e outros efeitos inflamatoérios, os
quais aumentam a deposicao de produtos citotoxicos na mucosa. A segunda
fase (fase epitelial) esta relacionada com a anterior em que agentes
citotoxicos inibem a replicacdo do epitélio levando a uma reduzida
capacidade de renovacao do tecido. Assume-se que a terceira fase (tlcera
com infeccao) deriva do trauma sobre o epitélio, que neste momento € mais
fino e atrofico devido a quimioterapia. Além disso, € postulado que a
colonizacao bacteriana das superficies ulceradas aumenta a quantidade de
citocinas pro-inflamatoérias na mucosa, o que facilita uma infeccao sistémica
no hospedeiro.
A reparacao ocorre apos 2 a 3 semanas em pacientes que nao recebem mais
a infeccao secundaria, como a presenca de P. gingivalis, que pode retardar
cicatrizacdo de lesdes nas mucosas. Ulceras maiores e mais profundas

geralmente exigem mais tempo para a cicatrizacao (VOLPATO et al., 2007).
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P. gingivalis esta associada doencas de carater endogeno, como as
periodontites (FENG e WEINBERG, 2006). Seu metabolismo proteolitico €
capaz de degradar os principais componentes do tecido conjuntivo,
permitindo a invasao para planos teciduais mais profundos (BROOK, 2008),
além de gerar compostos toxicos de pequeno peso molecular que retardam o
reparo tecidual e podem facilitar a instalacao de outros microrganismos no
processo infeccioso, como tao freqientemente observado nas infeccoes

polimicrobianas de cabeca e pescoco (HULL e CHOW, 2007; BROOK, 2008).

As populacoes desse anaerobio se mostram significativamente mais
elevadas nos individuos com periodontite. Dados com o real-time PCR
evidenciam a presenca de P. gingivalis em 28,57% dos sadios, € no mesmo
numero de pacientes com periodontite. Em outros grupos, como descrito na
literatura (MAYANAGI et al.,, 2004; COLOMBO et al., 2005; DAHLEN e
LEONHARDT, 2006; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006; BOUTAGA et al., 2006;
HINTAO et al., 2007), a ocorréncia desse anaeréobio varia de 80% a 96% dos
pacientes com periodontite cronica, podendo estar presente em mais de 80%
dos sitios periodontais em pacientes com periodontite agressiva generalizada

(CARVALHO et al., 2009).

De uma forma geral, os dados do presente trabalho mostram um
aumento na populacdo desse microrganismo com o desenvolvimento da
radioterapia e seus efeitos colaterais, particularmente a xerostomia e a
mucosite. Entretanto, os dados estatisticos sugerem que essa associacao
nao se origina do efeito do microorganismo sobre o hospedeiro, mas que, os
efeitos da radioterapia acabam por criar condicoes que favorecem a

colonizacao de outras areas na cavidade bucal, a partir do biofilme dental.

O aumento da populacdo desse microrganismo Gram-negativo pode
estar associado a uma progressiva deterioracao das condi¢cdoes bucais e da
debilidade organica associada ao cancer e seu tratamento radioterapico. As
condicoes de higiene bucal bastante desfavoraveis podem colaborar para o
estabelecimento desses microrganismos exogenos na cavidade bucal.

Procurou-se, com o desenvolvimento da terapia, aprimorar as condicdes de
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higiene bucal dos pacientes, mas a grande maioria dos mesmos apresentava
uma modesta capacidade de realizar a propria higiene, particularmente
quando a mucosite se desenvolvia, o que infelizmente correspondia ao
periodo em que deveriam mais se dedicar.

A resisténcia aos principais antimicrobianos tem se expandido
consideravelmente em anos recentes (BOYONOVA et al., 2006; WYBO et al.,
2007), tornando complexa a prescricao dessas drogas na auséncia de
exames laboratoriais, como o antibiograma. A grande maioria dos estudos
sobre o desenvolvimento de microrganismos resistentes tem sido realizada
em paises desenvolvidos e muito pouco &€ conhecido sobre os padrdoes de
susceptibilidade de bactérias anaerdobias obrigatorias originarias de paises
em desenvolvimento (AL-HARONI et al., 2006), os quais possuem
caracteristicas socioecondémicas e culturais que facilitam a selecao e
disseminacao de linhagens bacterianas resistentes, como a automedicacao e
o abuso de drogas com atividade antimicrobiana (OKEKE et al., 1999). Nesse
sentido, é notorio o fendmeno da automedicacdo no nosso pais.

A utilizacao de drogas antimicrobianas no tratamento das infeccoes de
cabeca e pescoco em pacientes irradiados por vezes esbarra na problematica
da selecdo de microrganismos resistentes aos farmacos empregados e,
principalmente, na modesta capacidade de reparo e de resposta imunologica
que muitos pacientes possuem. Por outro lado, estabilizacdo das condicoes
teciduais, particularmente nas infeccoes periodontais, nao exige a
eliminacao da maioria dos microrganismos envolvidos com essas patologias
(XAJIGEORGIOU et al., 2006), de forma que nesses pacientes irradiados, o
emprego de antibioticos e outros antimicrobianos apenas atuaria para
impedir a disseminacao de processos infecciosos pré-existentes.

No tratamento das infeccoes anaerdobias mistas, por vezes sao
empregadas drogas do grupo dos nitroimidazois, como o metronidazol,
lincosaminas, tetraciclinas e, principalmente, drogas [-lactamicas
(NEEDLEMAN et al., 2000; VAN WINKELHOFF et al., 2005). Drogas como a
tetraciclina, que produziam resultados satisfatorios tanto com seu uso tépico
quanto sistémico (MOMBELLI et al., 2001; PAVIA et al., 2003), também sao

rotineiramente empregadas como automedicacdo, o que limita sua eficacia.
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Dentre os microrganismos bucais, os estreptococos sao os que apresentam
maior resisténcia a esse farmaco, mas entre os Gram-negativos os niveis de
resisténcia também tém se elevado (BOSCO et al., 2008).

A analise da resisténcia a antimicrobianos deve considerar a
importancia do grupo microbiano estudado e da patologia em questao, bem
como o papel representado pela droga testada no tratamento, justificando o
monitoramento dos niveis de resisténcia a antimicrobianos apresentado
pelos principais patéogenos (PINHEIRO et al., 2004; VAN WINKELHOFTF et al.,
2005). Desta forma, enquanto niveis mais elevados de resisténcia a
tetraciclina, limitam seu uso sistémico, a importancia dessa resisténcia em
areas da saude é limitada, em funcao de sua pequena relevancia no
tratamento moderno de infeccoes mais sérias. Por outro lado, drogas como
as penicilinas, cefalosporinas, lincosaminas e os nitroimidazéis, muito
utilizadas no tratamento de infeccoes graves causadas por anaerobios
(PUMBWE et al., 2007), merecem atencao e monitoramento.

Para os B-lactamicos, o principal mecanismo microbiano de resisténcia
depende da producdo de enzimas capazes de degradar essas drogas, as [3-
lactamases, que, entre os anaerdobios bucais, sdo mais freqlientemente
produzidas pelos géneros Fusobacterium e Prevotella (NYFORS et al., 1999;
HERRERA et al., 2000; IWAHARA et al., 2006), embora permanecem
sensiveis ao metronidazol (AL-HARONI et al., 2006). Os resultados listados
na tabela 12 estao de acordo com esses dados.

A despeito do wuso irresponsavel desses farmacos por muitos
profissionais de saude e automedicacdo, todas as drogas testadas se
mostraram eficazes frente aos isolados de P. gingivalis, como também
relatado na literatura (LAKHSSASSI et al., 2005; JACINTO et al., 2006;
KURIYAMA et al., 2007).

A resisténcia as tetraciclinas, normalmente codificada pelos genes tet,
€ a mais disseminada entre os principais farmacos de importancia na area
de saude (PATTERSON et al., 2007). Porém, os anaerobios Gram-negativos
geralmente sao sensiveis a essa droga (LAKHSSASSI et al.,, 2005),
excetuando-se bactérias do grupo do Bacteroides fragilis. Embora

marcadores de resisténcia a essa droga tenham sido descrito em
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microrganismos bucais e mesmo entre isolados de P. gingivalis (OLSVIK et
al. 1995, LACROIX e WALKER 1996, OLSVIK et al. 1996; ROBERTS 1996),
nao foram observados microrganismos resistentes a essa droga.

A literatura vem sugerindo que a capacidade de agressao, como a
invasividade, de isolados de P. gingivalis varia de acordo com o tipo fimbrial
do microrganismo, onde os portadores do gene fimA tipo II seriam mais
agressivos e, portanto, associados as enfermidades de natureza infecciosa,
como as periodontites (NAKAGAWA et al., 2002b; MIURA et al., 2004,
ENERSEN et al., 2008). Esses dados estao de acordo com os resultados do
presente estudo, que mostraram a predominéancia do tipo II sobre os demais
em todos os momentos de coleta das amostras clinicas, tanto nos individuos

com gengivite, quanto nos portadores de periodontite.
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7. Conclusoes

Os resultados do presente estudo, uma vez analisados, permitiram as
seguintes conclusoes:

a) P. gingivalis se mostrou freqiiente na cavidade bucal dos pacientes
irradiados, particularmente no biofilme subgengival e, em menor extensao,
biofilme supragengival, tendo suas populacdoes e prevaléncia aumentadas
durante o tratamento radioterapico;

b) Esse anaerodbio foi estatisticamente associado a perda ossea;

c) a ocorréncia de xerostomia e desenvolvimento de mucosite parecem
estimular a colonizagcdo da cavidade bucal de pacientes irradiados por P.
gingivalis;

d) os isolados dessa espécie foram sensiveis ou moderadamente
sensiveis a todos os antimicrobianos testados;

e) o genotipo fimbrial fimA tipo II foi o mais freqientemente detectado
nos pacientes estudados, independentemente das condicdes periodontais e

do tratamento instituido para o cancer de cabeca e pescoco.
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Descricao das Atividades Académicas, Cientificas e Profissionais

Desenvolvidas
Aline Martucci Geraldes
1. Formacao Académica

- Graduacao em odontologia na Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP, inicio em fevereiro de 2007, término previsto para dezembro de

2010.
2. Formacao Complementar

- 2009-2009: Curso de curta duracao em “Concursos Piablicos em
odontologia: o que devemos estudar?” Ministrado pelo Professor Ms.
Renato Uetenabara.Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Filho, UNESP. Carga de 4 horas.

- 2009-2009: Curso de curta duracao em “Tratamentos
multidisciplinares na busca da harmonia estética” Ministrado pelo
Professor Dr. Sérgio Kiyoshi Ishikiriama.Universidade Estadual Paulista

Julio de Mesquita Filho, UNESP. Carga de 4 horas

- 2008-2008 Curso de curta duracao em “Atualizacao e conceitos sobre
cancer bucal”’. Faculdades integradas de Santa Fé do Sul. Carga de 5

horas.

- 2008-2008:Curso de extencao da Proex “Otimizacao de procedimentos
restauradores”.Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho-

UNESP. Carga de 8 horas.

- 2008-2008: Curso de curta duracao em “Estética previsivel com
sistemas ceramicos livres de metal: InCeran, Procera, Empress e
Cerec” Ministrado pelo Professor Dr. Marco Antonio Passos.Universidade

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP. Carga de 4 horas.

- 2008-2008: Curso de curta duracao em “Clareamento Dental
imediato”. Ministrado pelo Professor Dr. Oscar Barreiros de Carvalho
Junior. Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP.

Com carga de 4 horas.
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- 2007-2007 : Curso de curta duracao em “Tratamento das Patologias
Bucais”. Interacao entre Estomatologia,Radiologia,Patologia e Cirurgia”
Ministrado pelo Professor Dr. Elio Hitoshi Shinohara.Universidade

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP.

- 2007-2007 : Curso Teorico de curta duracao em “Anatomia e
Escultura Dental”, ministrado pelo Prof. Dr Miguel Carlos Madeira, num

total de 4 horas.

- 1998-2004 : Curso de Inglés em nivel avancado na escola Together

English School, Balsamo- SP.
3. Producao Bibliografica

- COLENCI,R;GERALDES, AM; MELO, ME; SOUSA, FRN; GAETTI-
JARDIM, EC; GAETTI-JARDIM JUNIOR, E. Capuz pericoronario como
reservatorio de patogenos periodontais. VI Encontro de Estomatologia,

Aracatuba.Realizado nos dias 25 , 26 e 27 de outubro de 2007.

- GERALDES, AM; GAETTI-JARDIM, E; NETO, RL; TIMENETSKY, J;
OBIAGERI, NF. Mollicutes na cavidade bucal: distribuicao em oito
grupos étnicos no Brasil e de uma comunidade nigeriana. 22% Jornada

odontologica de Bauru.

- GERALDES, AM; BUSO, MM; SILVA, VC; MECA, LB; SOUZA, FRN;
GAETTI-JARDIM, E. Ocorréncia de leveduras na microbiota bucal de
pacientes submetidos a radioterapia.VII Encontro de estomatologia,

Aracatuba. 23, 24 e 25 de outubro de 2008.

- GERALDES, AM; MELO, ME; MARCELINO, SL; CAMPOS, MJA;
GAETTI-JARDIN, E. Sistema cardiovascular e mollicutes: associacdao em
placas ateromatosas. IX Jornada Académica e VI jornada de pos
graduacao do curso de odontologia da fundacao municipal de educacao

e cultura de Santa Fé do Sul. 15 e 16 de setembro de 2008

- GERALDES, AM; MEDEIROS, ACC; KINA, M; KINA, JR. Restauracoes
adesivas diretas em dentes posteriores utilizando a técnica de matriz
oclusal: relato de caso clinico. Faculdade de Odontologia de Aracatuba-

UNESP. 19 a 23 de maio de 2009.
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- GERALDES, AM; GALLO, AJ; MELO, ME; GAETTI-JARDIM, E; Classe
Mollicutes ou microrganismos fantasmas. Relacao com infeccoes
periodontais, articulares e alteracoes ateromatosas nas coronarias. .
Faculdade de Odontologia de Aracatuba- UNESP. 19 a 23 de maio de
2009.

-  GALLINARI, MO; FAVERANI, LP; GERALDES, AM; IZZA, PN; MELO,
ME; GAETTI-JARDIN, E. Ocorréncia de Porphyromonas gingivaleis e
Prevotella intermédia na microbiota bucal de pacientes submetidos a
radioterapia para tratamento de lesdoes malignas de cabeca e pescoco.
Faculdade de Odontologia de Aracatuba- UNESP. 19 a 23 de maio de
20009.

4. Participacao em Eventos

- Participacao como Membro Efetivo do VI Encontro de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba -UNESP, nos dias 25, 26 e 27
de outubro de 2007.

- Participacdo como Membro Efetivo do IX Jornada Odontolégica, IX
jornada académica e VI jornada de pos graduacao de Santa Fé do Sul,
nos dias 15, 16, 17, 18 e 19 de setembro de 2008.

- Participacdo como Membro Efetivo do VII Encontro de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba -UNESP, nos dias 23, 24 e 25 de
outubro de 2008.

- Participacdo como Membro Efetivo da 28* Jornada Académica de
Odontologia de Aracatuba -UNESP, nos dias 14, 15, 16 e 17 de maio de
2008.

- Participacdao como Membro Efetivo da 22* Jornada Odontolégica de
Bauru- Universidade de Sao Paulo , nos dias 13, 14, 15 e 16 de maio de
2009.

- Participacao como Membro Efetivo da 29% Jornada Académica de
Aracatuba e 5° simpoésio de pos-graduacao UNESP, nos dias 19, 20, 21,
22 e 23 de maio de 2009.



61

5. Organizacao de Eventos
- VI Encontro de Estomatologia, comissao cientifica, 2007
- VII Encontro de Estomatologia, comissao cientifica, 2008

- 29* Jornada Académica de Odontologia de Aracatuba e 5° Simposio

de pos-graduacao, comissao organizadora, 2009

6. Vinculo Institucional

Estagio técnico junto a disciplina de Microbiologia e Imunologia do
Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP, sob orientacao do Prof* Adjunto
Elerson Gaetti Jardim Jr., a partir de marco de 2008.

Estagio de Treinamento de Férias, em Microbiologia, pelo Departamento
de Patologia e Propedéutica Clinica da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP, com duracao de 100 horas, sob orientacao do Prof
Dr. Elerson Gaetti Jardim Junior, de dezembro de 2007 a fevereiro de

2008.

Estagio no programa de atencao odontolégica a gestante junto ao
departamento de Odontologia Infantil e Social da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP, com duracado de marco a novembro

de 2007.

Iniciacao cientifica: Ocorréncia de Porphyromonas gingivalis na
microbiota bucal de pacientes submetidos a radioterapia para
tratamento de lesdes malignas de cabeca e pescoco. Processo FAPESP

08/53297-2

- Iniciacao cientifica: Influéncia do clareamento dental sobre a microbiota
bucal: avaliacao através de métodos convencionais e moleculares.

Processo FAPESP 08/53297-2



