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Ciesielski FIN. Microrganismos oportunistas e exdgenos na microbiota bucal de
pacientes oncoldgicos submetidos a radioterapia de cabeca e pescoco [dissertacao].
Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2010.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de microrganismos exdégenos e
oportunistas (bactérias entéricas, pseudomonados, leveduras e Helicobacter pylori)
na cavidade bucal de pacientes submetidos a radioterapia para tratamento de
cancer de cabeca e pescoco. Cincoenta pacientes que iria receber radioterapia
foram examinados antes, durante e 30 dias apds radioterapia. Amostras de saliva,
mucosa e biofilme foram coletadas e os microrganismos foram detectados por
cultura e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Candida albicans, C. tropicalis,
C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis foram as leveduras mais prevalentes nos
pacientes submetidos a radioterapia. Géneros Citrobacter, Enterobacter,
Enterococcus, Klebsiella, Proteus, e Pseudomonas forma as bactérias mais
frequentemente cultivadas. As bactérias alvo foram cultivadas de 77.8% dos
pacientes edéntulos e 46.9% dos pacientes dentados 30 dias apos a radioterapia.
Por PCR, estes microrganismos foram detectados em todos os pacientes edéntulos
e 78.1% dos pacientes dentados. Bactérias ndo orais e espécies de Candida foram
mais prevalentes nestes pacientes. Modificacbes no meio ambiente oral devido a

radioterapia parecem facilitar a colonizacao por estes microrganismos.

Palavras-chave: Radioterapia, Cancer, Cancer de Cabeca e Pescoc¢o, Microbiologia,
PCR.



Ciesielski FIN. Opportunistic microorganisms and exogenous in buccal microbiota of
cancer patients undergoing radiotherapy for head and neck. [dissertation].
Aracatuba: UNESP - Sdo Paulo State University; 2010.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the occurrence of opportunistic and exogenous
microrganisms (enteric bacteria, pseudomonads, yeasts and Helicobacter pylori) in
the oral cavity of patients undergoing radiotherapy (RT) for treatment of head and
neck cancer. Fifty patients receiving RT were examined before, during and 30 days
after RT. Saliva, mucosa, and biofilm samples were collected and microorganisms
were detected by culture and Polymerase Chain Reaction (PCR). Candida albicans,
C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata and C. parapsilosis were the most prevalent
yeasts in patients submitted to RT. Genera Citrobacter, Enterobacter, Enterococcus,
Klebsiella, Proteus, and Pseudomonas were the most frequently cultivated bacteria.
Targeted bacteria were cultivated from 77.8% edentulous and 46.9% dentate
patients 30 days after RT. By PCR, these microorganisms were detected from all
edentulous patients and from 78.1% of dentate patients. Non-oral bacteria and
Candida species were prevalent in these patients. Modifications of the oral

environment due to RT seem to facilitate the colonization of these microorganisms.

Keywords : Radiotherapy, Cancer, Head and Neck Neoplasms, Microbiology, PCR
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Introducao



1 Introducao

O tratamento do céancer de cabeca e pescoco (CCP) consiste em
cirurgia, radioterapia (RT) ou uma combinacdo de ambos. A quimioterapia
também tem sido utilizada para complementar o tratamento [1]. Entretanto, ha
evidéncias suficientes que mostram que o uso de radioterapia em tratamento
de CCP é prejudicial devido a muitos efeitos colaterais incluindo: mucosite,
disfuncdo de glandulas salivares, caries de radiacdo e osteorradionecrose [2,
3]. Estes complicam o uso continuo e expandido da RT [2, 3].

Na maioria dos casos, a ocorréncia e a severidade destas reacOes
dependem da dose de radiacdo, o volume dos tecidos irradiados, esquema de
fracionamento, o tipo de radiacdo ionizante, a localizacdo da area irradiada,
idade do paciente, condigbes sistémicas, tratamentos concomitantes [2],
higiene oral e consumo de tabaco e alcool [3].

Em pacientes submetidos a RT, a disfuncdo da glandula salivar leva a
diminuicdo da producéo de saliva, uma depuracao reduzida de carboidratos e
acidos organicos, diminuicdo da capacidade tampdo e remineralizacdo dos
dentes [4, 5], além de alterar a microbiota oral [6]. Por conseguinte, a
colonizacéo e infeccdo oral por Candida spp. [1], microrganismos entéricos e
outras bactérias patogénicas pode ser comum [6]. No entanto, a composi¢ao
da microbiota oral em pacientes submetidos a radioterapia com CCP
permanece obscura.

Também ndo é claro o papel de microrganismos oportunistas na

patogénese da mucosite oral e outros efeitos colaterais da radioterapia.
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O envolvimento de microrganismos como fungos e espécies entéricas na
patogénese da infeccdo oral em pacientes com deficiéncia imunolégica grave
tem sido amplamente discutido [2]. Esses microrganismos entéricos
freqientemente agem como reservatérios de genes de resisténcia
antimicrobiana que se espalham para outras populacdes microbianas [7].

O uso de nistatina suspenséo para reduzir a candidose tornou-se uma
pratica comum em pacientes submetidos a RT em certos centros de
radioterapia brasileira, porém esse protocolo € também muito dependente da
adesdo do paciente. Infelizmente, ndo ha nenhuma evidéncia clinica ou
microbiolégica para demonstrar que este esquema terapéutico € eficaz em
pacientes com baixo nivel socioeconbmico e m& higiene oral.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de leveduras,
pseudomonados, bactérias entéricas e Helicobacter pylori na microbiota bucal
de pacientes com cancer de cabeca e pescoco submetidos a RT e usando

suspensao de nistatina topica diariamente.

13



Materiais e Métodos



2 Materiais e Métodos

2.1 Estudo da populacédo e Exames Clinicos

Um total de 50 pacientes (38 masculinos e 12 femininos), examinados
no Centro de Radioterapia de Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil, com
idades entre 16-80 anos (idade média de 59,5 anos), com diagndstico
histopatolégico de doenga maligna foram incluidos no estudo. Quarenta e
quatro individuos apresentaram carcinoma de células escamosas, quatro
pacientes abrigaram carcinoma de células acinares, um paciente apresentou
carcinoma de células escamosas basais e uma paciente tinha neoplasia
maligna indiferenciada.

Dados demograficos adicionais e caracteristicas gerais dos pacientes
estdo apresentadas na Tabela 1. Os pacientes foram submetidos a RT para o
tratamento de cancer de cabeca e pescoc¢o. Pacientes que apresentavam
doenca cardiovascular ndo controlada, doencas pulmonares, diabetes mellitus,
doenca renal ou hepatica e doencas sistémicas adicionais foram excluidos.
Pacientes que necessitaram de profilaxia com antibioticos e/ou esterdides nos
ultimos 6 meses antes da radioterapia também foram excluidos. Todos os
pacientes assinaram termo de consentimento para serem incluidos neste
estudo, que foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba-UNESP (nimero 136/2007).

As avaliacdes clinicas incluiram profundidade de sondagem, recesséo,

\

sangramento a sondagem (sim / ndo), e determinacdo do indice de placa
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(presenca / auséncia) [8]. A perda de insercédo clinica foi calculada pela soma
da profundidade de sondagem e medidas de recessdo. Medi¢cOes periodontais
foram realizadas em seis sitios por dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-
vestibular, mesio-lingual, lingual e disto-lingual) para todos os dentes.
O indice gengival [8] foi avaliado para avaliar a gravidade da inflamacao
gengival. Pacientes com gengivite tiveram pelo menos dois sitios anatémicos
com gengivite com base nos seguintes critérios: indice gengival> O,
profundidade de sondagem < 3 mm e perda de insercdo = 0. Pacientes com
periodontite crénica apresentaram pelo menos dois sitios periodontais com o0s
seguintes critérios: indice gengival > 0, profundidade de sondagem =5 mm e
perda de inser¢cdo = 5 mm.

A equipe médica do Centro de Radioterapia forneceu dados sobre a
salude sisttmica e  medicamentos utilizados pelos  pacientes.
Os pacientes foram orientados pela equipe médica do Centro de Radioterapia a
procurar tratamento dentario do sistema local de saude publica antes da RT.
No entanto, apenas 34% dos doentes procuraram tratamento odontoldgico, que
consistiu na eliminacdo de infeccdes, extracBes dentérias, tratamento
periodontal e procedimentos restauradores antes de serem submetidos a RT.

Dados de pacientes que ndo completaram a RT foram excluidos do
estudo. A dose média recebida pelos pacientes variou 4320-7020 cGy (dose
média de 6233 cGy * 954,5 cGy) e a dose de fracionamento foi de 180 cGy. A
radioterapia foi realizada com um acelerador linear. Todos os pacientes foram
instruidos a usar 5 mL de uma suspenséao oral contendo 100.000 U / mL de

nistatina aquosa trés vezes ao dia (Micostatin ®, Bristol-Myers Squibb, S&o
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Paulo, Brasil), a fim de evitar a candidose oral durante a RT.

Os exames clinicos foram realizados com os pacientes antes do
tratamento dentario e RT (fase 1), 15-22 dias apés a primeira sessao da RT
(fase 2), imediatamente apds a conclusdo da RT (estagio 3), e 30 dias apés a
RT (fase 4). Durante as visitas ao Centro de Radioterapia, a presenca e
severidade da mucosite em pacientes foram avaliadas de acordo com critérios
estabelecidos pelo Instituto Nacional do Cancer, como descrito anteriormente
[9]. Xerostomia foi avaliada utilizando os critérios clinicos [10], descrita pelos
pacientes em um questionario. Xerostomia leve foi confirmada em alguns

pacientes que aparentemente nédo tinham conhecimento desta situagéo [11].

2.2 Amostras Clinicas, isolamento e identificacdo m  icrobiana

Antes do exame clinico, a saliva em repouso total, a mucosa oral
(incluindo o dorso da lingua), biofilme supragengival e biofilme subgengival
foram coletados de cada paciente para contagem das bactérias alvos e
leveduras. A saliva foi coletada utilizando um método de drenagem. Os
pacientes foram colocados em uma sala silenciosa e solicitados para néo
beberem, comerem ou limparem suas bocas por 1 hora antes da coleta de
saliva. Eles ainda foram instruidos a ndo engolir a saliva durante o periodo de
coleta. A mucosa oral foi coletada utilizando um swab estéril e transferido para
uma solucao constituida por 300 uL de PBS (solucdo tampéo fosfato) e 300 uL
de &gua ultra pura. Biofilme supragengival foi coletado por raspagem. Amostra

subgengival dos trés sitios periodontais mais doentes foram coletados com

17



cones de papel estéreis introduzidos na regido apical da bolsa periodontal ou
sulco gengival inflamado e permaneciam por 30 segundos. As pontas de papel
foram transferidas para uma solugcéo constituida por 300 uL de PBS e 300 uL
de agua ultra pura. Amostras clinicas foram processadas no prazo de 2 horas.
As amostras foram diluidas em agua peptonada (0,1 mL de cada diluicdo
foi transferida para agar Sabouraud Dextrose com 100 pg / mL de cloranfenicol)
e incubadas por 3-7 dias em temperatura ambiente para o isolamento de
leveduras. Os espécimes foram também inoculados em agua peptonada e
caldo etil violeta azida (caldo de EVA, Difco) e incubadas 3-7 dias em
temperatura ambiente. Posteriormente, do crescimento microbiano observado
em agua peptonada, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para agar Eosina
azul de metileno (agar SS), agar MacConkey, agar verde brilhante e Agar
Infuséo Cérebro Coracao suplementado com sangue desfibrinado de cavalo.
Dos tubos contendo caldo EVA, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas
para Agar bile esculina e incubadas em aerobiose por 48 horas a 37°C, a fim
de isolar as bactérias entéricas e pseudomonados. A identificacdo das
leveduras foi realizada por assimilacdo de carbono e nitrogénio, fermentacéo
de carboidratos, formagdo de tubo germinativo (a 37°C e 39°C), a morfologia
colonial em CHROMagar Candida (MastDiagnostica, Paris, Franca), e o
crescimento a 37°C e 42°C. As espécies bacterianas foram identificadas
usando os seguintes métodos: caracteristicas coloniais, coloracdo de Gram,
crescimento de 10% cloreto de sodio, a producdo de gas da glicose, e testes
bioquimicos utilizando a API-20E kit comercial (bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile,

Franca). Algumas bactérias isoladas foram identificadas utilizando o BBL
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Crystal Enteric / n&do fermentadores sistema (BD Microbiology Systems,

Baltimore, MD), seguindo as recomendacdes do  fabricante.

2.3 Andlise por PCR

O DNA de todas as amostras clinicas transportados em agua ultra pura
estéril foi extraido utilizando QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha),
seguindo as instrucdes do fabricante. As concentracdes de DNA bacteriano
foram determinados com um espectrofotbmetro (Beckman Instruments,
Richmond, Wash, E.U.A)) a A260 nm. Presenca de Enterobacteriaceae,
Enterococcus sp., E. faecalis, E. faecium, Helicobacter pylori, Pseudomonas
spp. e P. aeruginosa foi detectada por PCR, utilizando pares de primers
especificos [12-16]. DNA de P. aeruginosa ATCC 10145, P. putida ATCC
49128, E. coli ATCC 35218 e ATCC 25922, Acinetobacter haemolyticus ATCC
19002, ATCC 35667 E. faecium e E. faecalis ATCC 29212 foi utilizado como
controle positivo.

PCR foi realizada em volumes de 25 pL contendo tampédo 1X PCR /
Mg*? (Boehring Mannheim, Indianapolis, IN, E.U.A.), 0,2 mM de cada dNTP
(Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, E.U.A.), 0,5 U Tag DNA polimerase
(Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil), 0,4 uM de cada par de primers (Invitrogen)
e 10 ng de modelo. Amplificacéo foi realizada em um termociclador de DNA
(Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 9700, Norwalk, CT, E.U.A.) programada
a 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos. Isto foi

seguido por uma temperatura de anelamento especifica para cada par de
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primers variando entre 30 segundos e 1 minuto, e 72 °C por 6 minutos, para
permitir a conclusdo da ampliacdo do DNA. Produtos de amplificacdo foram
comparados por eletroforese em uma solucdo de 1% em gel de agarose em
tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio (0,5 mg / mL). Estes foram

fotografados em um transiluminador UV (Eastman Kodak Co., NY, E.U.A.).

2.4 Anélises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS Incs v.13, Chicago, IL, E.U.A). A
freqiéncia de deteccdo de microrganismos foi calculada para cada assunto.
Diferengas significativas entre os doentes foram testados usando o teste de

Mann-Whitney, qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Diferencas de p <0,05

foram considerados estatisticamente significativas.
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3 Resultados

Dezoito pacientes (36%) eram desdentados e usavam protese total e 32
pacientes (64%) tinham pelo menos seis dentes (média de 12,4 + 5,7). Um
exame periodontal completo foi realizado, sendo que 14 dos 32 pacientes
dentados tinham periodontite e 18 apresentavam gengivite. Dez pacientes
dentados usavam dentadura completa superior e prétese parcial inferior de
extremos livres.

Antes do tratamento de radiacdo, os pacientes nao tiveram nenhuma
evidéncia clinica ou queixa da mucosite, dermatite, candidose, xerostomia, ou
disgeusia. No entanto, logo ap6s o término da radioterapia, estes efeitos
secundarios puderam ser observados em 90%, 86%, 54%, 94% e 88% dos
pacientes, respectivamente. Esses percentuais foram reduzidos para 80%,
76%, 30%, 62% e 76%, 30 dias apos a concluséo do tratamento.

Imediatamente ap6s a RT, apenas cinco pacientes ndo apresentaram
nenhum sinal clinico da mucosite, oito apresentaram mucosite nivel I, nove
apresentaram mucosite grau Il, vinte e um apresentou mucosite grau Ill e sete
individuos apresentaram ulceragcdes extensas (mucosite nivel IV). A ocorréncia
de mucosite esteve associada com o desenvolvimento de xerostomia (qui-
Quadrado, p= 0.021).

Em relagcdo ao sexo, ndo houve correlagio com a ocorréncia de
mucosite, dermatite (teste exato de Fisher, p = 0.578), disgeusia (teste exato de
Fisher, p = 1.0) ou xerostomia (teste exato de Fisher, p = 0.568). A presenca de

préteses totais ou condi¢cdo dental (ou seja, presenca ou auséncia de carie
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cavitadas) ndo influenciou a ocorréncia de mucosite (qui-quadrado, p = 0.139),
dermatite (qui-quadrado, p = 0.822), disgeusia (qui-quadrado, p = 0. 792) ou
xerostomia (qui-quadrado, p = 0.822). A condi¢cdo periodontal também nao
influenciou a ocorréncia de mucosite (qui-quadrado, p = 0.779), dermatite (qui-
quadrado, p = 0.940), xerostomia (qui-quadrado, p = 0.382), ou disgeusia (qui -
quadrado, p= 0.205).

Inicialmente, antes da radioterapia, os microrganismos entéricos foram
cultivados em amostras de mucosa oral de quatro pacientes edéntulos (22,2%)
e de biofilme subgengival de trés pacientes dentados (16,7%). Isolados foram
identificados como E. faecalis em seis amostras de pacientes desdentados
totais ou dentados, e Citrobacter freundii foi identificado em uma amostra de
um paciente desdentado. Além disso, 30 dias apds a RT, bactérias entéricas e
pseudomonados foram cultivados em 77,8% dos pacientes desdentados totais
e de 46,9% dos pacientes dentados. A identificacdo de bactérias cultivadas é
apresentada na tabela 2, e os géneros mais freqiientemente encontrados foram
Citrobacter, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Morganella, Proteus e
Pseudomonas. Além disso, os pacientes desdentados apresentaram uma
maior frequiéncia de colonizac&o oral por microrganismos entéricos (p = 0.038)
e a radioterapia foi associada com um aumento significativo da ocorréncia
destes microrganismos (p < 0.001). Isto foi confirmado por PCR (tabela 3). No
gue diz respeito aos pseudomonados, quando os dados obtidos a partir de
culturas sdo considerados, a radioterapia parece aumentar a frequéncia de
colonizacéo da cavidade oral por estes microrganismos. No entanto, quando os

dados de PCR séo considerados, esta ja ndo é estatisticamente significativa.
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Como evidenciado por PCR, antes da RT, bactérias especificas foram
detectadas em 55,6% dos pacientes desdentados, e em 43,8% dos pacientes
dentados, enquanto 30 dias ap0s a RT, esses valores aumentaram para 100%
e 78,3%, respectivamente. A ocorréncia de microrganismos entéricos nao foi
associada com gengivite ou periodontite, mas eles foram observados em maior
freqUéncia entre os consumidores de tabaco (p = 0.031) e pacientes com nivel
[Il ou IV de mucosite (p = 0.042).

H. pylori mostrou associacdo com Candida sp. nas amostras de mucosa
(teste de correlacdo de Spearman P<0.001), sensacéo de queimacao (Teste de
Mann-Whitney, P= 0.021) e higiene precéria (Teste de Mann-Whitney, P=
0.033). Além disso, através de ANOVA de medidas repetidas para dados
categoricos, verificou-se aumento significativo da prevaléncia desse
microrganismo com a radioterapia (P= 0.009).

Quinze pacientes (30%) foram colonizadas por Candida spp.
inicialmente, aumentando para 78% na RT e 84% apo6s RT. Este aumento ndo
esta diretamente relacionado ao estado dental ou periodontal (Tabela 4). Trinta
dias apdés a conclusdo da radioterapia, as leveduras foram recuperadas de
todos os individuos desdentados e de 75% dos pacientes dentados. Os fungos
isolados foram identificados como Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
glabrata e C. parapsilosis. A presenca de Candida albicans concomitantemente
com uma espécie nado-albicans foi particularmente comum apo6s a RT (Tabela
4).

A ocorréncia de Candida spp. foi aumentada na RT (qui-quadrado, P <O.

001). No entanto, as populacdes destes fungos e da extensdo do envolvimento
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periodontal ndo foram estatisticamente relacionados a ocorréncia e niveis de

Candida spp. na cavidade oral.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e adicionais

da radioterapia

dos pacientes antes

Pacientes Pacientes
Caracteristica Edentulos Dentados
N (%) N (%)
Género
Masculino (N= 38) 15 (30.0) 23 (46.0)
Feminino (N= 12) 3(6.0) 9 (18.0)
Educacao
Analfabeto (N= 8) 3(6.0) 5 (10.0)
Ensino Basico (N= 34) 12 (24.0) 22 (44.0)
Ensino Superior (N= 8.0) 3(6.0) 5 (10.0)
Historia de consumo de tabaco
Sim 1 (N= 45) 17 (34.0) 28 (56.0)
Historia de consumo de alcool
Sim 2 (N= 37) 13 (26.0) 24 (48.0)
Raca ou afiliagdo étnica 3
Branco (N= 26) 10 (20.0) 16 (32.0)
Negro (N=8) 3(6.0) 5 (10.0)
Asiatico (N=2) 0 (0.0) 2 (4.0)
Miscigenado (N= 14) 5 (10.0) 9 (18.0)
Tratamento dental prévio a RT
Sim  (N=19) 5 (10.0) 14 (28.0)
Nao (N=31) 13 (26.0) 18 (36.0)
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Tabela 1. Continuacao

Pacientes Pacientes
Caracteristica Edéntulos Dentados
N (%) N (%)
Outros tratamentos para cancer de cabeca e
pescoco
Cirurgia (N=20) 8 (16.0) 12 (24.0)
Quimioterapia (N= 3) 0(0.0) 3 (6.0)
Cirurgia e Quimioterapia (N= 4) 1(2.0) 3 (6.0)
Nenhum (N= 23) 9 (18.0) 14 (28.0)
Regibes Irradiadas
Cervicofacial direita e esquerda, fossa
11 (22.0) 19 (38.0)
supraclavicular (N=30)
Cervicofacial direita e esquerda (N=7) 2 (4.0) 5(10.0)
Cervical direita e esquerda (N=5) 2 (4.0) 3 (6.0)
Cervicofacial esquerda e fossa supraclavicular (N=3) 0 (0.0) 3 (6.0)
Direita cervicofacial e fossa supraclavicular (N=2) 1(2.0) 1(2.0)
Orbital direita, facial direita, cervicofacial direita,
1(2.0) 0 (0.0)
fossa supraclavicular (N=1)
Facial direita, cervical direita, frontal (N=1) 0 (0.0) 1(2.0)
Frontal, cervicofacial direita e esquerda, fossa
1(2.0) 0 (0.0)

supraclavicular (N=1)
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Tabela I. Continuagao

1 No minimo 10 cigarros por dia nos ultimos 5 anos.

2 No minimo duas doses diarias de cachaca, uma bebida alcodlica destilada
produzida a partir da fermentacéo do caldo de cana do Brasil, com teor
alcodlico de 38-48% v / v. Somente seis desses pacientes ndo sao auto-
declarados alcodlatras.

3 No Brasil o padréo racial é auto declarado.
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Tabela 2. Bactérias alvo cultivadas dos pacientes a  ntes da RT e 30 dias

apos a RT. Resultados obtidos por cultura.

_ . 1 Pacientes Edentulos 2 Pacientes Dentados
Microrganismo
N (%) N (%)
Antes da RT
Citrobacter freundii 1(5.6) 0 (0.0)
Enterococcus faecalis 3(16.7) 3(16.7)
Total 4(22.2) 3(16.7)
30 dias ap6s RT
Citrobacter freundii 2 (11.1) 5 (15.6)
Enterobacter cloacae 3(16.7) 4 (12.5)
E. intermedius 4 (22.2) 2 (6.3)
E. sakazakii 4 (22.2) 2(6.3)
Enterococcus sp. 2 (11.1) 0 (0.0)
Enterococcus faecalis 6 (33.3) 6 (18.7)
Escherichia coli 1(5.6) 1(3.1)
Klebsiella oxytoca 6 (33.3) 3(9.4)
Morganella morganii 2 (11.1) 2(6.3)
Pantoea agglomerans 1(5.6) 1(3.1)
Proteus mirabilis 3(16.7) 3(9.4)
Providencia alcalifaciens 1(5.6) 0 (0.0)
Pseudomonas sp. 2 (11.1) 0 (0.0)
P. aeruginosa 4 (22.2) 2 (6.3)
Total * 14 (77.8) 15 (46.9)
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Tabela 3. Bactérias alvo e pseudomonados dos pacien tes irradiados antes

e 30 dias ap0ds a RT. Resultados obtidos por PCR.

1 Pacientes 2 Pacientes

Microrganismo Edentulos Dentados

N (%) N (%)

Antes RT

Enterococcus sp. 5 (27.8) 6 (18.7)
E. faecalis 3(16.7) 4 (12.5)

E. faecium 1 (5.6) 2 (6.3)
Enterobacteriaceae 5 (27.8) 7 (21.9)
H. pylori 4 (22.2) 11 (34.4)

Pseudomonas sp. 4 (22.2) 3(9.4)

P. aeruginosa 2 (12.5) 1(3.2)
Total * 10 (55.6) 14 (43.8)

30 dias apés RT

Enterococcus spp. 11 (61.1) 11 (34.4)
E. faecalis 8 (44.4) 11 (34.4)

E. faecium 2(11.1) 2 (6.3)
Enterobacteriaceae 12 (66.7) 19 (59.4)
H. pylori 8 (44.4) 15 (46.9)
Pseudomonas sp. 5 (27.8) 5 (15.6)
P. aeruginosa 4 (22.2) 5 (15.6)
Total * 18 (100.0) 25 (78.1)

1 N=18; 2 N=32; * Alguns pacientes séo colonizados por mais de uma Unica
espécie de microrganismo entérico ou pseudomonado.
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Tabela 4. Espécies de Candida na cavidade oral antes e apos radioterapia:

ocorréncia, contagem media e desvio padrao.

Inicio* N (%) IAR? N (%) 30d RT® N (%)
Microrganismo
EP* DP® EP DP EP DP
C. albicans 9 (50.0) 6 (18.7) 18 (100) 21 (65.6) 18(100) 20 (62.5)
C. tropicalis 1 (5.6) 1(3.1) 5 (27.8) 1(3.1) 5 (27.8) 4 (12.5)
C. krusei 1 (5.6) 2 (6.25) 2 (11.1) 2 (6.3) 4(22.2) 2 (6.3)
C. glabrata 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (11.1) 0 (0.0) 3 (16.7) 2 (6.3)
C. parapsilosis 0 (0.0) 0 (0.0) 1(5.6) 0 (0.0) 3(16.7) 1(3.1)
Total 9 (50.0) 6 (18.8) 18 (100) 21 (65.6) 18(100) 24 (75.0)
_ 305.83 + 1117 + 77.2+ 6305.7 +
Média + DP ° 23 #14.5 468 + 209
204.5 903.6 52.3 2041.9

1 Inicio: imediatamente antes da RT;

2 IAR: imediatamente apos a concluséo da RT;
3 30 dias apés a RT.
4 Pacientes Edentulos

5 Pacientes Dentados

6 Contagem Média UFC * desvio padrdo nas amostras positivas.
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Discussao



4 Discussao

O risco de mucosite € uma grande preocupacdo para 0S pacientes que
recebem RT para o tratamento de cancer de cabega e pescogo [1, 17].
Susceptibilidade a mucosite esta relacionado com alteracdes quantitativas e
qualitativas na saliva, microbiota oral e estado imunoldgico [4, 6].
Consequentemente, as medidas preventivas antes, durante e apdés a
radioterapia sdo necessarias e devem incluir instrucdes sobre dieta, higiene
bucal e uso de compostos quimicos para impedir a acumulacao microbiana do
biofilme sobre superficies dentarias, incluindo préteses totais ou parciais.

Foi dificil avaliar a influéncia da dose de radiacdo sobre a ocorréncia e a
severidade da mucosite, bem como outros efeitos colaterais da RT, porque a
maioria dos pacientes recebeu 7020 cGy (66%). O numero de pacientes que
receberam 5.040 cGy (20%), 6660 cGy (10%) e 4320 cGy (4%) era demasiado
pequeno para permitir conclusdes estatisticamente confiaveis. No entanto, ndo
houve correlagéo significativa entre o regime de RT, ja descrito, e a incidéncia
de mucosite, dermatite (teste exato de Fisher, P = 0.398), disgeusia (teste
exato de Fisher, P = 0.398) ou xerostomia (teste exato de Fisher, P = 0.091 ).
Também né&o havia uma correlacao entre o nivel de educacéo formal, o alcool e
0 consumo de tabaco e grau de efeitos colaterais oral da RT.

Alguns estudos [18-20] e os resultados deste estudo indicam que a
radioterapia aumenta bactérias entéricas e Candida durante o periodo
imediatamente apds a RT. Varios fatores podem contribuir para a colonizacéo
oral por estas espécies microbianas, tais como a hipossalivacdo induzida pela

radiacao, tabagismo, alcoolismo e presenca de protese [21]. Como observado
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na tabela 1, a grande maioria dos pacientes eram consumidores de tabaco e
alcool, e apenas seis pacientes se consideraram dependentes do consumo de
alcool em grandes quantidades. Embora ndo exista uma uniformidade sobre a
influéncia do alcool sobre H. pylori, evidéncias indicam que bebidas alcodlicas
podem facilitar a erradicacdo desse microrganismo em regimes de tratamento
intensivo com antiacidos associados com antimicrobianos, sendo que Baena et
al. [22] também responsabilizaram o etanol pela modificacdo na producéo de
muco protetor, aumentando-a Além disso, um ndamero significativo de pacientes
tinha usado dentaduras completas por 5-10 anos em condi¢cdes duvidosas de
higiene e manutencéo. Isto confirma a conhecida relagcdo entre a higiene da
prétese e presenca de bactérias entéricas e leveduras [23]. Também, pacientes
vivendo em situacéo socio-econdmica baixa e com estilo de vida ndo saudavel
estdo mais predispostos a aquisicao de infec¢des bacterianas, principalmente
por H.pylori [24, 25].

Muitos fatores apdiam a colonizacdo de microrganismos entéricos na
cavidade bucal de pacientes irradiados, incluindo: ma higiene bucal e corporal
(que pode se apresentar na maioria dos pacientes com cancer de cabeca e
pescoco [26]), contato com Agua e alimentos contaminados por esgotos e
supressdo da microbiota oral por antibioticos de largo espectro. Na verdade, a
grande maioria dos pacientes tinha condicdes de higiene muito pobres,
especialmente os portadores de proteses totais e parciais. Estas condi¢cdes de
higiene, podem aparentemente, ter aumentado o desconforto produzido por
xerostomia e mucosite e sensacédo de ardéncia.

A possibilidade de transmissao de cocos e bastonetes entéricos para a

cavidade oral de pacientes submetidos a RT para o tratamento de cancer de
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cabeca e pescoc¢o por meio de agua potavel ou alimentos contaminados por
esgotos é uma preocupacédo real. Dezesseis por cento dos pacientes eram
agricultores e tratamento de agua para as pessoas que vivem nas areas rurais
do Brasil ainda é pobre, com iniciativas para o tratamento de esgotos
domésticos nessas areas praticamente inexistente. Além disso, embora o
tratamento da agua para consumo seja universal, outros 40% dos doentes vivia
nos subdrbios, onde as fontes de agua contaminada por esgotos domeésticos
sao comuns e tratamento de esgoto é insuficiente.

Apesar da alta frequéncia de bactérias entéricas e outros
microrganismos superinfectantes, o seu papel na patogénese da mucosite
permanece obscuro. Bactérias gram-negativas podem intensificar o processo
inflamatério, bem como exacerbar a formacdo de Ulceras pela liberacdo de
proteases e endotoxinas [7], que interagem com células do hospedeiro para
induzir a producéo e secrec¢ao de citocinas pré-inflamatdérias [27]. Infeccdo com
H. pylori, especialmente com cepas positivas para fator de viruléncia cagA,
previsivelmente causam uma resposta inflamatéria, que inclui inducdo a
expressao de cicloxigenase (COX-2) e a invasao do tecido local por neutréfilos
e fagdcitos, acompanhados pela producdo de citocinas proé-inflamatérias [28].
Desta forma, microrganismos podem potencializar a depressédo das respostas
do hospedeiro e assim maximizar sua persisténcia [29].

Embora a colonizacdo da cavidade oral por estes microrganismos
oportunistas podem ser transitérios [6], os resultados desta investigacdo
sugerem que estes microrganismos Sao susceptiveis a permanecer na
cavidade oral por semanas ou mais apés a RT. Como o numero de espécies

detectadas e sua prevaléncia aumentada durante e logo apds a RT, ndo ha
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evidéncias para sugerir que a sua presenca na cavidade bucal seja passageira
ou sera significativamente reduzida no periodo posterior ao indicado no
presente estudo. Os resultados do estudo de Jia [28], mostram uma significante
correlacdo entre biofilme dental e infeccdo gastrica por H. pylori que foi
consistente com a nocdo de que a cavidade bucal pode ser um reservatério
para H. pylori e uma fonte potencial para reinfeccdo estomacal, mesmo para
sujeitos submetidos de forma bem sucedida a erradicacdo sistémica do H.
pylori da mucosa gastrica. Este estudo também mostrou que H. pylori foi
erradicado da mucosa gastrica dos pacientes com gastrite ou Ulcera péptica
apos remocao e controle do biofilme dental; neste mesmo estudo a prevaléncia
de reinfeccdo gastrica por H. pylori foi significantemente mais baixa do que no
grupo sem controle do biofilme dental, entretanto, apesar da remocao e
controle da placa dental a taxa de infeccao de H. pylori gastrico foi de 19,64%,
supondo-se que o H. pylori pode vir pela dieta, utensilios ou H. pylori residual
na saliva.

Assim, a maior ocorréncia de cocos e bastonetes entéricos na presente
investigacdo pode ser associada ao fato de que nenhum estudo sobre os
efeitos da RT em cavidade bucal parece ter sido realizado com uma populagéo
gue apresenta tantos fatores predisponentes para a ocorréncia de micoses e
infeccbes oportunistas. Além disso, a xerostomia e mucosite podem interferir
na ingestao alimentar e podem agravar a desnutricdo crénica que é comum
entre as populagdes mais pobres, incluindo os pacientes avaliados neste
estudo. A desnutricdo pode predispor o paciente a infecgcdes oportunistas

evidenciando uma das desigualdades sociais mais marcantes no mundo.
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A combinacgéo desses fatores na populacéo pode explicar parcialmente a
alta frequéncia de patdgenos, em comparacdo com dados provenientes de
outros paises onde a desigualdade social ndo é tdo pronunciada como € no
Brasil (de acordo com Almstahl et al. [20], onde o0s pacientes ndo usavam
préteses e receberam tratamento odontolégico). Além disso, os resultados aqui
apresentados se aplicam a um curto periodo de tempo, imediatamente antes,
durante e depois do IR, e, portanto, estes efeitos podem representar a fase
aguda da infeccdo ou colonizacdo por leveduras e microrganismos entéricos.
A incidéncia de infec¢cBes fungicas tem sido relatado como sendo tdo alta
quanto 40% em pacientes com neoplasias [30], ou aqueles submetidos a RT
como também observado no presente estudo. Estas infeccdes em pacientes
com cancer avancado ou em pacientes irradiados comumente envolvem
Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis [1, 30], C. krusei [31, 32], C.
glabrata [32], C. dubliniensis e C. guilliermondii [30].

No presente estudo, a maioria dos pacientes eram adultos de meia idade
do sexo masculino consumidores crénicos de tabaco e alcool e tinham
avancado tumores malignos. E sabido que o tabaco, o uso de prétese e o
alcool podem aumentar a colonizagdo por patdégenos oportunistas,
principalmente os fungos [17, 33]. RT parece aumentar a freqiéncia e a
atividade de colonizacédo oral por Candida spp., embora as diferencas entre
colonizacdes leves e pesadas néo teve influéncia direta sobre os sinais clinicos
da mucosite.

Os resultados deste estudo confirmam o aumento do ndamero de
espécies ndo - C. albicans na microbiota de pacientes irradiados, mas este

fenbmeno ndo é a custa de uma reducdo da ocorréncia de C. albicans na
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populacdo, como descrito na literatura [30, 32]. Em um estudo anterior [1],
apesar de C. albicans ter sido a levedura mais frequientemente detectada antes
da radioterapia, esse microrganismo nédo era cultivado no final da RT. Isto pode
ser devido ao uso extensivo de miconazol, nistatina e / ou cetoconazol no
tratamento da candidose oral, como sugerido anteriormente [30]. Além disso,
desde Jham et al. [1] saliva usada apenas para a deteccao de leveduras, no
presente inquérito, biofilme supragengival e subgengival foram coletados de
modo a fornecer uma avaliagdo mais ampla da presenca de espécies de
Candida dentro do biofilme, onde a atividade de agentes antimicrobianos é
reduzida.

O uso de nistatina topica para reduzir candidose tornou-se uma pratica
comum em pacientes submetidos a RT em alguns centros brasileiros de
radioterapia, mas este protocolo é também muito dependente da adesédo do
paciente. Embora candidose intra-oral e esofagica possam ser tratadas
efetivamente com nistatina [34], a alta incidéncia de candidose e a frequéncia
de Candida relatada sugere que este agente antifingico topico ndo consegue
evitar a colonizacdo intra-oral ou disseminagcdo de leveduras em pacientes
submetidos a RT. A fim de reduzir populacdes de Candida spp., bem como a
ocorréncia de candidose, a administracao oral de fluconazol também pode ser

prescrita [34].
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