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SOUSA, FRN. Influéncia da radioterapia para tratamento de lesdes malignas de cabeca e
pescoco sobre a ocorréncia de microrganismos bucais [dissertacdo]. Aracatuba:

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2010.

A radioterapia é uma das terapias mais empregadas em lesbes malignas de cabeca e
pescoco, podendo estd associada ou ndo a outras modalidades terapéuticas cirurgia e
quimioterapia. Entretanto esta terapia pode interferir na qualidade de vida dos pacientes,
podendo alterar a evolucdo do tratamento devido a efeitos colaterais indesejaveis como
mucosite, xerostomia, disgeusia, dermatite, candidose. O presente estudo objetiva avaliar
a microbiota bucal de pacientes submetidos a radioterapia para tratamento de lesdes
malignas de cabeca e pesco¢o. A amostra constituiu de 51 pacientes numa instituicdo
privada de radioterapia de S&o0 José do Rio Preto-SP. Os pacientes foram avaliados em
trés momentos, antes de iniciar a radioterapia, preenchendo a ficha clinica que incluia
dados sdcio demogréficos, avaliacdo dentéria e periodontal; no segundo momento
avaliava as alteracdes bucais e peribucais decorrentes da radioterapia entre 15 e 22 dias; e
terceiro momento, no qual esses pacientes foram avaliados imediatamente ap6s a
conclusdo da terapia. Em todas essas fases os espécimes coletados foram biofilme
supragengival, biofilme subgengival, mucosa lisa, dorso de lingua, além de amostras de
saliva, os quais foram detectados por PCR. Os microrganismos avaliados foram
A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. micra, P. gingivalis, P. intermedia, P.
nigrescens, T. forsythia, T. denticola e leveduras do género Candida. A ocorréncia de
complicagbes agudas, como xerostomia e mucosite em decorréncia da radioterapia
alterou significativamente 0s microrganismos anaerobios Gram-negativos estudados e
leveduras do género Candida, exceto P. nigrescens e A. actinomyctemcomitans. A
higiene bucal regular dos pacientes irradiados contribuiram com a proliferacdo dos
microrganismos facilitando a adesdo microbiana na saliva e mucosa. Conclui-se que a
participacdo do odontélogo é fundamental para o controle quimico do biofilme, dieta,
higiene bucal proporcionando melhor qualidade de vida desses pacientes diminuindo
infeccdes oportunistas que surgem durante a radioterapia.

Palavras-chave: Radioterapia - Neoplasias de cabeca e pescoco — Microbiologia — Boca -
Estomatite
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SOUSA, FRN. Influence of radiotherapy for treatment of malignant head and neck on the
occurrence of oral microorganisms [dissertation]. Aracatuba: Faculty of Dentristy,
Universidade Estadual Paulista, 2010.

Radiotherapy is one of the most widely used therapies in malignant head and neck can is
not associated with other treatment modalities surgery and chemotherapy. However, this
therapy can interfere with quality of life of patients and may alter the course of treatment
due to side effects such mucositis, xerostomia, dysgeusia, dermatitis, candidiasis. This
study aims to evaluate the oral microbiota of patients undergoing radiotherapy for
treatment of malignant head and neck. The sample consisted of 51 patients in a private
institute of radiotherapy, Sao Jose do Rio Preto-SP. Patients were evaluated three times,
before starting radiotherapy, filling the medical records that included socio demographic
data, dental and periodontal evaluation, in the second moment evaluated the oral and
perioral changes caused by radiotherapy between 15 and 22 days and third time in which
these patients were assessed immediately after the completion of therapy. In all these
stages the specimens were collected supragingival biofilm, subgingival biofilm, flat
mucosa, tongue, and saliva samples, which were detected using PCR. The
microorganisms evaluated were A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. microns, P.
gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, T. forsythia, T. denticola, and Candida spp. The
occurrence of acute complications such as xerostomia and mucositis due to radiotherapy
significantly alter the anaerobic microorganisms studied Gram-negative and Candida
species, except P. nigrescens and A. actinomyctemcomitans. Regular oral hygiene of
patients irradiated contributed to the growth of microorganisms to facilitate microbial
adhesion in saliva and mucous. Conclude that the participation of the dentist is essential
for chemical control of biofilm, diet, oral hygiene by providing better quality of life of
these patients reducing opportunistic infections that arise during radiotherapy.

Keywords: Radiotherapy — neoplasms head and neck — microbiology - stomatitis
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1 Snlroducio

A radioterapia € uma das modalidades terapéuticas mais empregadas no
tratamento do cancer em cabeca e pescogo, isoladamente ou associada a cirurgia e/ou
quimioterapia, com melhora significativa da sobrevida dos pacientes'. Entretanto, esta
terapia esta relacionada a reacfes adversas que afetam a qualidade de vida dos pacientes,
podendo alterar a evolugdo do tratamento®. Efeitos colaterais resultantes da radioterapia
em campos cérvico faciais incluem alteracbes em superficie mucosa, 0ssos, glandulas
salivares e dentes.

A incidéncia dessas reacdes depende da dose/freqiiéncia da radioterapia, local
irradiado, da idade e condicdes clinicas do paciente e dos tratamentos associados®.
Conforme o estagio e a localiza¢do do tumor primario, comprometimento dos linfonodos
e as metastases, a cavidade oral, as glandulas salivares e a maxila da maioria dos
pacientes estardo incluidos nos portais de radiacdo. Como resultado, mudancas induzidas
pela exposicdo & radiacdo ocorrem nesses tecidos *.

As principais complicacdes orais agudas incluem mucosite, xerostomia, disgeusia,
disfagia, infeccGes secundérias, e as tardias como trismo, caries de radiacdo e
osteorradionecrose °.

A mucosite é uma das mais prevalentes e sérias reacfes adversas da radioterapia,
atingindo de 40% a 100% dos pacientes®’, causando extremo desconforto e
comprometendo a aceitacdo, continuidade® e intensificacdo do tratamento radioteréapico®.
Essa condicdo pode criar areas ulceradas, alem de dificultar a nutricdo e facilitar a

implantacdo de processos infecciosos secundarios, locais ou sistémicos®®, causados
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geralmente por microrganismos oportunistas’®, como leveduras e bastonetes Gram

1112 que exacerbam a inflamag&o™.

negativos

Essas respostas inflamatorias se desenvolvem como conseqliéncia dos efeitos da
radiacio sobre a biologia celular, podendo comprometer o aporte sanguineo aos tecidos®,
0 que pode reduzir o potencial de 6xido-reducdo, criando condicbes para a invasdo
tecidual por microrganismos anoxibiontes e outros originarios da propria cavidade bucal,
em particular do sulco gengival e bolsas periodontais.

Entre os principais fatores que corroboram para o desenvolvimento de infecgfes
secundarias durante e ap6s a radioterapia, destacam-se os efeitos da radiacdo sobre as
glandulas salivares, o que pode reduzir o fluxo salivar, alterar a composic¢éo da saliva,
afetando sua capacidade protetora, reduzindo o pH do biofilme®, criando condicdes
favordveis para a implantacdo e proliferacdo de microrganismos bucais, como 0s
estreptococos do grupo mutans, leveduras *°, além de bactérias exdgenas ao ambiente
bucal, como 0s géneros anaerdbios facultativos Acinetobacter, Neisseria, Chryseomonas,
Flavimonas, Pseudomonas, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
Flavobacterium®®!’. Contudo, se desconhecem os efeitos da xerostomia, particularmente
quando associada a radioterapia, sobre a microbiota anaerdbia obrigatdria da cavidade
bucal, a qual constitui a principal fonte de microrganismos associados a processos
infecciosos na regido de cabeca e pescoco, além de infecgdes no proprio periodonto *#%.
O isolamento e identificacdo desses microrganismos constituem procedimentos mais
complexos e que normalmente ndo séo realizados como rotina na grande maioria dos

laboratdrios clinicos, de forma que pouco sabemos sobre o papel desempenhado por esses

microrganismos na patogénese da mucosite associada a radioterapia.
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A prevencdo e tratamento da mucosite sdo controversos, existindo numerosos
esquemas terapéuticos, que esbarram no desconhecimento da patogénese dessa condicéo
e na microbiota a ela associada **%. Dentre esses esquemas destacam-se 0s usos de
vitaminas, oxigénio hiperbéarico, antibiodticos, anti-sépticos, prostaglandinas sintéticas,
extratos vegetais, solucdes de sais e analgésicos, isoladamente ou em associacdo
379222425 ' mag esses procedimentos sdo basicamente paliativos °.

Contudo, a maioria desses esquemas nao atinge a problematica da infeccéo
secundaria™®, de forma que inexiste um protocolo preventivo ou terapéutico reconhecido e
apenas a manutencdo da higiene bucal constitui uma unanimidade ’. Dessa forma, existe
a necessidade de estudos sobre os fatores associados com a ocorréncia de mucosite e 0s
procedimentos adequados para controlé-la ou preveni-la .

A complicacdo mais severa da radioterapia € a osteorradionecrose, normalmente
associada & mucosite, a que pode estar ou no infectada e dar origem a fraturas?®. Nesses
casos, a presenca de seqliestro 6sseo e ulceracdo levam a infeccdo secundaria, que pode
se disseminar a distancia e exacerbar os problemas de salde do paciente. Entretanto,
estudos moleculares, evidenciaram que a osteorradionecrose pode ser causada
diretamente por microrganismos em pacientes irradiados 2" 2°.

Em teoria, a reducdo do suprimento sanguineo junto ao tecido 6sseo ou nas
alteracbes mucosas deveria criar condicbes mais favoraveis aos microrganismos
anaerobios obrigatorios e facultativos bucais, particularmente Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia, P. nigrescens, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia e Treponema denticola cujo principal
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habitat é o sulco gengival *>* e poderiam vir a participar das infeccées secundarias

associadas a mucosite e osteorradionecrose.

Da mesma forma, em pacientes submetidos a radioterapia, a disfuncdo da
glandula salivar leva a diminuicdo da producdo de saliva, uma liberacdo reduzida de
hidratos de carbono e acidos organicos, diminuicdo da capacidade tampédo e
desmineralizagdo do dente, além de alterar a microbiota bucal. Por conseguinte, a
colonizacdo e infeccdo oral por Candida spp., bactérias Entéricas e outras bactérias
patogénicas pode ser comum. No entanto, a composi¢cdo da microbiota bucal em
pacientes submetidos a radioterapia de leses malignas de cabeca e pesco¢o permanece
obscuro. Também ndo é claro o papel de microrganismos oportunistas na patogénese da
mucosite bucal e outros efeitos colaterais da radioterapia™.

Os métodos de diagndstico molecular, como os baseados na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), se converteram em uma importante ferramenta na identificacdo das
espécies microbianas bucais, principalmente para microrganismos de cultivo exigente **
% além de colaborar na compreensdo das inter-relacdes entre essa microbiota e seu
hospedeiro. Contudo, a aplicacdo dessas metodologias para a identificacdo e deteccédo de

anaerébios bucais, em nosso pafs, ainda é escassa **".
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P

Em funcdo do papel desempenhado pela microbiota bucal e por diferentes
fatores predisponentes no estabelecimento e progressdo da mucosite associada a
radioterapia, esse estudo objetivou avaliar o efeito da radioterapia para o tratamento do
cancer de cabeca e pescogo sobre a prevaléncia de um conjunto de microrganismos
oportunistas e/ou da microbiota residente na cavidade bucal, procurando correlacionar
esses parametros microbiolégicos com a severidade dos efeitos colaterais da

radioterapia utilizada.
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3 Mlateriaio ¢ MNétodons

Populacéo estudada

A amostra estudada foi constituida de 51 pacientes submetidos a radioterapia para
tratamento de lesbes malignas de cabeca e pescoco em uma instituicdo privada de Séo
José do Rio Preto-SP, no qual foram incluidos no estudo os pacientes que autorizaram a
participacao na pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que
iniciaram o tratamento radioterapico, associado ou ndo a resseccdo cirurgica da leséo, e

0s que tiveram o diagnéstico histopatolégico de lesdo maligna 2.

Exame clinico bucal

Inicialmente foi realizado a anamnese, em formularios padronizados, constando a
identificacdo do paciente, idade, histéria da doenca atual, histérias sociais, médica e
familiar. A avaliacdo clinica dentaria foi realizada pelo método visual com auxilio de um
espelho clinico antes do inicio da radioterapia, nos casos de duvida, a superficie foi
investigada com sonda exploradora®. Nesse exame foi observado a auséncia de céries,
presenca de dentes cariados, resto radicular e edentulismo, bem como se a higiene bucal

era boa, regular e péssima.

Na avaliacdo da higiene bucal foi verificado a quantidade de biofilme dental sobre
as faces dos dentes presentes nas arcadas. A higiene bucal foi considerada boa quando se

observava auséncia de biofilme dental visivel; higiene bucal regular quando menos da
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metade dos elementos dentarios apresentavam biofilme dental visivel e higiene bucal
péssima quando mais da metade dos elementos dentérios apresentavam biofilme visivel*.

As complicacOes orais, em decorréncia da radioterapia, foram verificadas em um
segundo momento (entre 15 e 22 dias ap0s o inicio da radioterapia) e imediatamente ap6s
0 término da radioterapia. O exame clinico era realizado para avaliar as condi¢Ges de
salide bucal quanto a presencga ou ndo de mucosites, candidose, disgeusia e xerostomia.

A mensuracgdo da intensidade da mucosite oral pode ser feita atraves de indices
estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Salde e o Grupo de Terapia por Radiacdo em
Oncologia, descritos por Trotti et al**. Sumariamente, classificava-se como grau 0 a
auséncia de sinais de mucosite, grau | a mucosa apresenta eritematosa e dolorida, grau Il
a presenca de pseudomembranas com menos de 1,5 cm de didmetro e o paciente
alimenta-se normalmente, grau Il a presenca de pseudomembranas com didmetro maior

do que 1,5 cm e alimentacdo liquida e grau 1V a presenca de ulceragfes, impossibilitando

alimentacéo via oral e requer suporte parenteral ou enteral.

Exame clinico das condi¢bes periodontais

Os exames clinicos periodontais foram realizados por um unico examinador,
utilizando-se os critérios do Periodontal Screening and Recording (PSR). O exame foi
realizado com o uso de espelho bucal plano, pinca para algoddo (Duflex®), sondas
periodontais milimetradas tipo Williams (Trinity") e sondas periodontais (Trinity™),
semelhantes as sondas numero 621 da OMS, recomendada pela American Dental
Association e American Association of Periodontology. A sonda foi introduzida no sulco

gengival, posicionada paralela ao longo eixo do dente percorrendo todas as faces dos
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dentes presentes. A boca do individuo foi dividida em seis sextantes, compreendendo as
regides dos dentes 17-14, 13-23, 24-27, 37-34, 33-43 e 44-47.

O maior escore do PSR foi registrado para cada um dos sextantes e quando
ausente, era registrado com um X. Os escores variaram de 0 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 célculo e excessos nas margens das restauragdes. Codigo 2: auséncia da
bolsa periodontal, sangramento a sondagem, presenca de célculo supra e/ou subgengival
e/ou excessos nas margens de restauragdes. Codigo 3: presenca de bolsa de 3,5 a 5,5 mm,
necessitando de um exame periodontal complementar apenas do sextante em questéo,
com medidas de bolsa e nivel de insercdo e outros, aléem de tratamento periodontal
especializado do sextante. Cédigo 4: presenca de bolsa periodontal acima de 5,5mm, o
que, por ser considerado periodontite avancada, haveria necessidade de se realizar um
minucioso exame periodontal convencional de toda boca, medidas de bolsas,
periodontograma®.

A insercdo do cddigo (*) no sextante significa a presenca de problemas como
envolvimento de furca, mobilidade, problemas muco-gengivais (perda de gengiva
inserida) e retragdo gengival acima de 3,5mm. Os individuos diagnosticados com 0s
coédigos 3 e 4 foram encaminhados para exame periodontal mais detalhado. Todos os
pacientes receberam orientacdo individual sobre instrucdes de higiene oral. Nesse exame
periodontal complementar, foi considerado o indice sangramento gengival®®, presenca de
calculo supragengival, determinacdo da profundidade clinica de sondagem e o nivel

clinico de insercao™.
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Coleta dos espécimes clinicos

Saliva e biofilme supragengival

As coletas de saliva estimulada (pela utilizacdo de base de goma de mascar)
foram realizadas imediatamente antes do exame clinico das condi¢des dentarias dos
pacientes. A saliva foi transferida para criotubos contendo agua ultra-pura Milli Q, que

foram armazenados a -196°C (para a extracdo do DNA bacteriano).

As amostras do biofilme supragengival foram removidas com auxilio de curetas
esterilizadas e transferidas para criotubos contendo agua ultra pura Milli Q. A coleta

desses espécimes foi realizada antes do exame dentario.
Biofilme subgengival

Os espécimes do biofilme subgengival foram obtidos, com o uso de cones de
papel absorvente esterilizados, apds a remogdo do biofilme supragengival. A seguir,
depois de permanecerem por 30 segundos no interior dos sulcos gengivais ou bolsas
periodontais, os cones de papel foram transferidos para criotubos contendo &gua

ultrapura e enviadas no laboratorio para o adequado processamento.
Amostras da mucosa bucal

As amostras oriundas das mucosas bucais foram coletadas por meio de zaragatoas
alginatadas que foram gentilmente friccionadas contra o dorso da lingua, assoalho de
boca, vestibulo bucal e mucosa jugal. A seguir, como para 0s demais espécimes
clinicos, as zaragatoas utilizadas foram transferidas para tubos contendo agua ultra-

pura MilliQ extracdo de DNA para a deteccdo dos microrganismos alvo por PCR.
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Detecc¢do dos principais microrganismos anaerobios obrigatérios por PCR

Extracdo do DNA bacteriano e determinacéo de sua concentracao

O DNA das amostras clinicas nos criotubos com agua Milli Q foi extraido através
do “kit” QIAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Cada amostra foi adicionada a
20uL de proteinase K, seguida de 200uL do tampdo AL, mantendo-se a mistura a 56°C,
por 10 minutos, adicionando-se, a seguir, etanol absoluto (200 pL) e centrifugando-se 0
conjunto através do “QIAamp Column”, a 6000xg, por 1 minuto.

A seguir, desprezou o filtrado e adicionou 500 puL do tampdo AWI e repetiu a
centrifugagdo, desprezando novamente o filtrado. Imediatamente, 500 puL do tampao
AW?2 foram acrescidos ao “QIAamp Column” e o conjunto foi centrifugado a 20.000xg
por 3 minutos. O filtrado foi novamente desprezado, enquanto 200 puL de tampao AE
adicionado ao “QIAamp Column”, por 1 minuto, antes de submeter o conjunto a
centrifugacdo final a 6000xg, por 1 minuto. O filtrado foi mantido a -196°C. As
concentragdes dos DNA bacterianos foram determinadas em espectrofotOmetro

(Beckman, Modelo DU-640), com leitura da absorbancia (Azso nm)-

Deteccao dos microrganismos por PCR

Foi avaliada a presenca de organismos periodontais, tais como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
nigrescens, P. intermedia, Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola, e
Parvimonas micra pela amplificacdo do DNA por PCR*®. Na Tabela 1 s&o apresentados

0s respectivos iniciadores especificos a serem utilizados.
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A amplificacdo do DNA foi realizada em volumes de 25 pl, contendo 2,5 pl de 10
X tampédo PCR, 1,25 pl de MgCl, (50 mM), 2,0 ul de dNTP (10 mM),0,25 ul de Taq
DNA polimerase (0,5 U), 1,0 ul de cada iniciador (0,4 uM), 7 ul de &gua ultrapura Milli-
Q esterilizada e 10 ul de DNA (ng). A amplificacdo foi realizada em aparelho de PCR
(Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400) programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.);
35 ciclos de 94°C (1 min.), 52°C (1 min.), 72°C (1 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.).

Em todas as reacdes foram utilizadas, como controle positivo, DNA de cepas de
referéncia dos microrganismos estudados. Como controle de peso molecular foi utilizado
o marcador 50 pb DNA ladder (Gene Ruler™). Os produtos da amplificacdo pelo PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio
(0,5 pg/ml) e fotografados sobre transiluminador com luz UV com camara Kodak
(Eletrophoresis Documentation and Analyses System 120). Como padrdo de peso

molecular foi utilizado o marcador 1Kb DNA ladder (Gibco, SP).
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Tabela 1. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de PCR convencional.

Temperatura de

Iniciadores especificos Oligonucleotideos
anelamento
. 5’-CCG AAAACGTTG ATT CAAG-3°
Universal 58°C
5’-CGT GTT ACC CGG ATG GTA -3’
] . 5’-CTAGGT ATT GCG AAACAATTT G-3°
A. actinomycetemcomitans 60°C
5’-CCT GAA ATT AAG CTG GTA ATC-3’
5°-ATT GTG GCT AAAATT ATAGTT-3’
F. nucleatum 40°C
5>-ACCCTCACT TTG AGG ATT ATAG-3’
5’-GGT CAAAGATTT ATC GGT GTA-3’
P. micra 58°C
5’-CCT CTC AGA CCG GCA ACT G-3°
o 5-TGT AGATGACTG ATG GTG AAACC-3°
P. gingivalis 60°C
5’-ACGTCATCCCCACCTTCCTC-3
_ _ 5-TTT GTT GGG AGT AAA GCG GG-3’
P. intermedia 55°C
5>-TTC AAC ATCTCT GTATCC TGC GT-3”
. 5’-ATG AAA CAAAGG TTT CCG GTA AG-3’
P. nigrescens 55°C
5’-CCA CGT CTC TGT GGC TGC GA-3’
5>-TAATACCGAATGTGCTCATTT ACAT-3
T. denticola 55°C
5’-CAA AGA AGC ATT CCCTCT TCT TCT TA-3’
) 5’-GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA-3’
T. forsythia 60°C

5’-TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACCT-3’
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Analise estatistica

Os parametros clinicos dos pacientes foram avaliados de acordo com o teste de
Fisher e teste qui-quadrado. A distribuicdo dos diferentes tipos de microrganismos foi
analisada através do teste de Andlises de variancia de medidas repetidas para dados
categoéricos (ANOVAmMr).

As inter-relacdes dicotdmica entre a ocorréncia de cada microrganismo e cada
varidvel ndo microbioldgica foi avaliada através do teste de Mann-Whitiney e teste exato
de Fisher. As correlacbes entre os diferentes microrganismos ao longo do periodo de

andlise foram determinadas através do teste de correlagdes de Spearman. Adotou-se 0

nivel de significancia para ensaios biol6gicos com p<0,05.
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4 Resultados

Os dados demogréficos e populacionais dos pacientes sdo apresentados na tabela
2. O exame clinico odontologico foi realizado no inicio da terapia antineoplésica, no qual
foi observado que 22 pacientes (43,1%) eram edéntulos, destes pacientes 15(68,2%)
usavam proétese total superior e inferior. Dentre os pacientes dentados nas avaliagfes da
condicdo dentéria foi verificado que 20 pacientes (39,2%) possuiam dentes cariados
visualizados por espelho clinico e destes pacientes 14 (27,4%) apresentavam higiene
bucal regular sendo observado biofilme dental visivel em menos da metade dos
elementos dentérios.

Apenas 8 (15,7%) pacientes ndo apresentaram caries, com higiene bucal sem a
presenca de biofilme dental visivel e gengiva saudavel. Periodontite foi constatada em 14
pacientes (27,4%), destes 1 paciente (2,0%) observou-se a presenca de 12 restos
radiculares.

Na segunda avaliacdo das condicdes bucais, verificou-se desisténcia de 10(19,6%)
pacientes por motivo de oObito ou debilidade fisica, mantendo-se amostra de 41(80,4%)
pacientes. As complicacBes mais freqientes, nessa etapa do estudo, foram candidose,
mucosite, xerostomia, disgeusia e dermatite (Figura 1).

Na avaliagdo da mucosa bucal, observou-se mucosite Grau Il em 20 pacientes
(51,3%) (Figura 2). Devido os efeitos colaterais da radioterapia, como mucosite 13

pacientes (25,5%) interromperam o tratamento.



Tabela 2. Distribuicdo da amostra do estudo de acordo com varidveis socio-

demogréficas.

Dados socio-demograficos Variaveis Amostra N(%)

Género Masculino 42(82,3)

Feminino 9(17,7)
< 50 anos 10(19,6)
Idade > 50 anos 41(80,4)
“Branca” 33(64,7)

“Raga” autodeclarada “Negra” 2(3,9)
“Parda” 16(31,4)

Analfabeto 8(15,7)
Escolaridade Ensino fundamental 36(70,6)

Ensino médio 6(13,7)
. A - Sim 27(52,9)
Histdrico de Cancer na familia N30 24(471)
. Sim (> 20 anos) 44(86,3)

Tabagismo N0 7(13,7)
Quantidade de tabaco consumido <20 c@garro/d@a 10(22,7)
> 20 cigarro/dia 34(77,3)
- Sim (>20 anos) 30(58,8)
Etilismo NEio 21(41.2)
> 500 ml de cachaca 10(33,3)
Quantidade de bebida consumida <500 ml de cachaca 13(43,3)
Outros 7(23,4)
Tabagismo + Etilismo Sim 52 (ig’i)
Né&o (45.1)
Casado 26(51,0)
Estado civil Divorciado 10(19,6)
Solteiro 15(29,4)




45%

31,5%

1,9% 2,0% 1,9%

Figura 1. AlteracGes bucais e peribucais observadas durante a
radioterapia no periodo compreendido entre 15 e 22 dias.

12,8%

51,3%

Figura 2. Grau de mucosite observada durante a radioterapia, no periodo
compreendido entre 15 e 22 dias.
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O diagndstico anatomo-patoldgico das neoplasias malignas relatados entre os
pacientes foi de carcinoma de células escamosas (CEC) em 46 (90,2%). Para 5 pacientes
(9,8%) ndo se obteve o diagndstico da lesdo ao nivel celular, confirmando-se, apenas, a
caracteristica de malignidade, destacando-se sua invasividade, com metastases
ganglionares cervical. As regides acometidas foram divididas em anterior (terco médio e
anterior da lingua, 3 casos; assoalho bucal, 3 casos; labio inferior, 2 casos) e posterior
(orofaringe, 12 casos; pregas vocais, 7 casos; supraglote, 3 casos; parétida, 3 casos;
trigono retromolar, 2 casos; hipofaringe, 2 casos; Gvula, 3 casos; seio maxilar, 1 caso).

Quanto a terapia antineoplasica empregada, a radioterapia exclusiva esteve
presente em 20 (39,2%) pacientes — (Figura 3), no qual a dose de irradiagdo mais
freqliente foi de 7020 cGy em 26 pacientes (50,9%) e o campo de irradiacdo cérvico
facial direito e esquerdo e fossa supraclavicular em 41 pacientes (80,4%).

Dados referentes a ocorréncia de microrganismos alvo em pacientes com cancer
de cabeca e pescoco, antes do inicio da radioterapia, durante o tratamento entre 15-22
dias apds o inicio da radioterapia e imediatamente apos a conclusdo da terapia encontra-

se disponivel nas tabelas 3,4 e 5.



43,1%
39,2%

11,8%

5,9%

Figura 3. Distribuicdo da amostra segundo a terapia antineoplasica realizada.
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A distribuicdo dos microrganismos estudados evidenciou uma modificacdo
substancial ao longo do tratamento radioterapico, principalmente ap6s 15-22 dias de
radioterapia.

Dentre os diferentes microrganismos estudados, 0 menos sensivel as modificacGes
impostas  pela  radioterapia no  ambiente  bucal foi  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, sendo que a ocorréncia desse micorganismo sofreu exacerbagéo
apenas na saliva (T1 x T2, p=0,096; T2 x T3, p <0,001) e na mucosa (T1 x T2, p=0,317;
T2 x T3, p= 0,017) dos pacientes, ndo tendo sido observadas modificagdes na sua
prevaléncia no biofilme subgengival ou supra gengival apds 15-22 dias de terapia (T1 X
T2, p= 0,219 biofilme subgengival; T1 x T2, p= 0,153, biofilme supragengival) ou ap6s a
concluséo da radioterapia (T2 x T3, p= 0,114 biofilme subgengival; T2 x T3, p= 0,16,
biofilme supragengival).

A prevaléncia da maioria dos anaerébios obrigatdrios e microaerdfilos tipicos da
microbiota bucal mostrou-se significativamente mais elevada na saliva residual dos
pacientes irradiados, destacando-se Candida spp. (p<0,001), F. nucleatum (p= 0,002), P.
micra (p=0,001), T. forsythia (p= 0,002), T. denticola (p=0,004), P. gingivalis (p<0,001)
e P. intermedia (p=0,004). Apenas P. nigrescens (p=0,218) ndo apresentou uma aumento
significativo na sua prevaléncia salivar.

As microbiotas dos biofilmes subgengival e supragengival se mostraram mais
estaveis aos efeitos da radioterapia, sendo que a ocorréncia de nenhum microrganismo
sofreu uma alteracdo significativa nos primeiros 15-22 dias da terapia. Contudo, ao final
da radioterapia, a prevaléncia de Candida spp. (p= 0,001), F. nucleatum (p= 0,001), P.

micra (p=0,001), T. forsythia (p= 0,001), T. denticola (p=0,019), P. gingivalis (p=0,017)
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e P. intermedia (p= 0,009) havia sofrido uma significativa ampliacdo. Apenas P.
nigrescens (p=0,15) e A. actinomyctemcomitans (p= 0,32) ndo apresentaram um aumento
significativo na sua ocorréncia, no biofilme subgengival.

Esses resultados foram semelhantes aos obtidos para o biofilme supragengival (A.
actinomycetemcomitans, p= 0,26; Candida spp., p= 0,019; F. nucleatum, p= 0,022; T.
forsythia, p= 0,022; P. micra, p <0,001; T. denticola, p=0,0004; P. gingivalis, p=0,013;
P. intermedia, p< 0,001; P. nigrescens, p=0,23).

As modificacbes na microbiota observada em superficies mucosas foram mais
significativas, sendo que todos 0s microrganismos avaliados tiveram uma exacerbagéo da
frequéncia de colonizacdo (A. actinomycetemcomitans, p= 0,02; F. nucleatum, p< 0,001,
T. forsythia, p= 0,006; T. denticola, p=0,001; P. gingivalis, p=0,015; P. intermedia, p<
0,001; P. nigrescens, p=0,03) por esses microrganismos. Nos pacientes que apresentavam
mucosite graus 3 ou 4 no momento da coleta, também observou-se uma significativa
elevacdo na prevaléncia de Candida spp. (p<0,001) em comparacdo com aqueles que
apresentavam quadros mais brandos.

N&o foram observadas correlagdes entre a severidade da mucosite, ocorréncia de
xerostomia, disgeusia e dermatite com os parametros de dieta, condicdo social, instrucéo
formal, idade ou comsumo de tabaco e bebida alcoolica. Uma vez que a quase totalidade
dos pacientes foram submetidos a esquemas de radioterapia com exposi¢do a 7020 cGy
ou 5040 cGy, doses elevadas, também ndo foram detectadas diferencas entre a severidade
dos efeitos colaterais da radioterapia e a intensidade da irradiacdo (teste de Mann-

Whitney, p=0,332).
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Tabela 3. Ocorréncia dos microrganismos alvo em pacientes com cancer de

cabeca e pescogo, antes do inicio da radioterapia.

Microrganismo Amostra N(%6)
Biofilme subgengival’  Biofilme supragengival® Saliva® Mucosa’
Bactérias

A. actinomycetemcomitans 3(11,1) 0(0,0) 3(6,4) 3(6,4)
F. nucleatum 18 (66,7) 14 (51,9) 19 (40,4) 9(19,2)

P. micra 7 (25,9) 5 (18,5) 7 (14,9) 2 (4,3)

P. gingivalis 14 (51,9) 11 (40,8) 6 (12,8) 9 (19,2)
P. intermedia 13 (48,2) 14 (51,9) 18 (38,3) 16 (34,0)

P. nigrescens 9 (33,3) 8 (29,6) 6 (12,8) 8 (17,0)

T. forsythia 8 (29,6) 8 (29,6) 6 (12,8) 8 (17,0)

T. denticola 12 (44,4) 3(11,1) 3(6,4) 3(6,4)
Leveduras*** 7(25,9) 6 (22,2) 12 (25,5) 19 (40,4)

Dados relativos aos pacientes com elementos dentais N= 27
?Dados relativos a todos 0s pacientes, edéntulos ou portadores de dentes N= 47
***Dados referentes a prevaléncia de Candida spp.
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Tabela 4. Ocorréncia dos microrganismos alvo em pacientes com cancer de

cabeca e pescogo, 15-22 dias apds o inicio da radioterapia.

Microrganismo Amostra N(%o)
Biofilme subgengival*  Biofilme supragengival* Saliva** Mucosa**
Bactérias

A. actinomycetemcomitans 2(8,7) 1(4,4) 5(13,2) 4 (10,5)

F. nucleatum 16 (69,6) 12 (52,2) 21 (55,3) 9 (23,7)

P. micra 9(19,1) 7 (30,4) 11 (28,9) 5(13,2)

P. gingivalis 13 (56,5) 6 (26,1) 13 (34,2) 15(39,5)

P. intermedia 12 (52,2) 10 (43,5) 17 (44,7) 15 (39,5)

P. nigrescens 6 (26,1) 7 (30,4) 9(23,7) 7(18,4)

T. forsythia 8 (34,8) 9 (39,1) 11(28,9) 9(23,7)

T. denticola 7 (30,43) 7 (30,4) 7(18,4) 7(18,4)
***|_eveduras 11 (47,8) 10 (43,5) 26 (68,4) 38 (100,0)

* Dados relativos aos pacientes com elementos dentais N= 23
** Dados relativos a todos os pacientes, edéntulos ou portadores de dentes N= 38
***Dados referentes a prevaléncia de Candida spp.
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Tabela 5. Ocorréncia dos microrganismos alvo em pacientes com cancer de
cabeca e pescoco, apds a conclusdo da radioterapia.

Amostra N(%)
Microrganismo
Biofilme subgengival*  Biofilme supragengival* Saliva** Mucosa**
Bactérias

A. actinomycetemcomitans 1(6,3) 1(6,3) 8(28,57) 9 (32,14)

F. nucleatum 13 (81,3) 11(68,7) 18(64,3) 15(53,6)

P. micra 9 (56,3) 7(43,7) 12 (42,9) 9 (32,1)

P. gingivalis 13 (81,3) 7 (43,7) 14 (50,0) 12 (42,9)

P. intermedia 12 (75,0) 10 (62,5) 19 (67,9) 15 (57,1)

P. nigrescens 6 (37,5) 7 (43,7) 8(28,6) 6 (21,4)

T. forsythia 8 (50,0) 9 (56,2) 12 (42,9) 9 (32,1)

T. denticola 6 (37,5) 6 (37,5) 7 (25,0) 6 (21,1)
Leveduras*** 16 (100,0) 16 (100,0) 28 (100,0) 28 (100,0)

* Dados relativos aos pacientes com elementos dentais N= 16
** Dados relativos a todos os pacientes, edéntulos ou portadores de dentes N= 28
***Dados referentes a prevaléncia de Candida spp.
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5 Disvcussdo

O perfil dos pacientes examinados com idade média de 59,5 anos, género

masculino, corrobora com a literatura’’"®

, com o0 aumento da idade a susceptibilidade a
fatores extrinsecos € mais intensa, portanto mais propensos as alteracdes celulares. Nesse
estudo observou-se 0 acompanhamento de duas pacientes jovens com idades de 12 e 16
anos, no qual as complicagOes orais foram severas sendo que uma delas teve que
interromper o tratamento devido a mucosite grau IV, com dificuldade na alimentacédo e
higienizagdo da boca, favorecendo as infec¢des oportunistas como a candidose. Estudos
mostram um aumento de lesdes malignas de cabeca e pesco¢o em pacientes jovens com
idade média inferior a 40 anos*"°.

O nivel de escolaridade desses pacientes foi baixo, com o ensino fundamental
incompleto predominante, no qual 36 (70,6%) dos pacientes estudaram até a 42 série
primaria. O baixo nivel de escolaridade pode estd relacionado com menor poder
econdmico, o que implica que esses pacientes tiveram dificil acesso a odont6logos e
médicos no estdgio inicial da doenca, assim, verificou-se diagnosticos tardios com
estagios mais avancados. Resultados similares foram encontrados por Dedivitis et al.*’,
onde 53% dos pacientes com céancer de boca e 96% de orofaringe encontravam-se em
estagios Il e IV.

No Brasil, mais de 85% dos tumores de cabeca e pesco¢o sdo diagnosticados em
fases avancadas, o que estd fortemente associado a morbidade e mortalidade da doenca.

A identificacdo tardia, além de reduzir a expectativa de vida, faz com que seu tratamento

seja na maioria das vezes mutilante, comprometendo a qualidade de vida pés-terapia®.
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O hébito de fumar esteve presente em 44(86,3%) dos pacientes, sendo um dos
fatores extrinsecos mais relacionado com a etiologia do cancer de boca, considerado um
agente iniciador. Dentre os habitos bucais, o tabagismo e o etilismo tém sido
frequentemente documentados como sendo o0s principais fatores de risco no
desenvolvimento de novos casos de cancer bucal .

Nos pacientes estudados, a radioterapia de cabeca e pesco¢o tiveram como
campos de irradiacdo as regides cérvico faciais direito e esquerdo, fossa supraclavicular e
cervical direita e esquerda sendo planejados de acordo com o estadiamento e localizagédo
do tumor. Sendo que os pacientes com tumores de cordas vocais, cuja radiacdo é cervical,
a mucosite ndo foi observada, devido a radiacdo ndo interferir no ciclo celular das células
epiteliais da mucosa bucal.

Dos pacientes examinados, apenas 17 (33,3%) seguiram orientacdo do centro de
radioterapia e conseguiram tratamento odontoldgico previamente a realizacdo da
radioterapia, de forma que apenas 8 (15,7%) dos pacientes mostravam-se livres de céries
cavitando no inicio do tratamento radioterapico. Observou-se que 43,1% dos pacientes
eram edéntulos e usuarios de proteses totais, enquanto que 13,8% evidenciavam a
presenca de gengivite associada ao biofilme microbiano; 27,4% eram portadores de
periodontite cronica e apenas um Unico paciente apresentou condi¢Ges periodontais
saudaveis.

Tratamento odontoldgico prévio a radioterapia € indicado para adequacdo do meio
bucal e eliminacdo de focos de infeccéo ativos, identificacdo e remocdo de possiveis
fatores de risco para complicagfes orais durante o tratamento, como por exemplo, dentes

com infecces endodonticas e periodontais que possam exacerbar®.
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As principais complicacOes orais observadas com o inicio da radioterapia foram a
boca seca 42(82,3%), disgeusia 40(78,4%) e mucosites 39(76,5%) corroborando com
Rubira et al.>* no qual encontrou boca seca (68,0%), disgeusia (30,0%) e disfagia
(38,0%).

A precariedade das condicGes de salde dos pacientes irradiados se mostra em toda
a sua extensdo quando se verifica que 23,57% dos pacientes inicialmente tratados através
de radioterapia ndo puderam concluir o tratamento em funcdo das complicagdes bucais
associadas, em particular, a mucosite.

Desde que o estudo foi iniciado, pode-se observar uma reducdo significativa no
namero de pacientes. Assim, de um grupo inicial de 51 integrantes, ap6s a radioterapia o
grupo foi reduzido para 28. Os demais pacientes vieram a 6bito em fun¢do da neoplasia
ou infec¢des oportunistas, ou se encontravam em condic@es fisicas que ndo permitiam a
realizacdo de exames clinicos ou a coleta dos espécimes para avaliacdo microbioldgica.

Na avaliacdo clinica dos pacientes observou-se as principais alteracdes
relacionadas a mucosite. O eritema da mucosa oral ¢ um sinal clinico de importancia,
pois é um dos primeiros sinais de inflamacdo da mucosa e surge aproximadamente apds
2500 cGy . Nos exames realizados observamos as alteracdes entre 2700 & 3960 cGy nho
que se refere entre a terceira e quarta semana, portanto verificou-se as diversas formas de
manifestagdo da mucosite oral. A mucosite ocorreu em média a partir de 13 dias do inicio
da radioterapia®.

A mucosite oral induzida por radioterapia acomete praticamente todos o0s
pacientes submetidos & radiacéo tumoricida em campos cérvico-faciais'®. A dose variou

nesses pacientes de 5040-7020 cGy, com fracionamento de 180 cGy/dia. Quando a dose
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radioterdpica é de 200 cGy as manifestagdes clinicas da deplecdo epitelial aparecem mais
precocemente do que quando o paciente recebe 180 cGy, devido ao desequilibrio entre a
morte celular e a reproducdo epitelial, causado por maior dose diéria”’.

Nesse estudo devido a avaliacdo ser nos periodos que na literatura sugere o inicio
da mucosite, foi possivel identificar varios graus de mucosite, sendo utilizada a mesma
dose de fracionamento da radioterapia, verificou-se com mais frequéncia grau IlI,
segundo a OMS, no qual o tecido conjuntivo foi recoberto por uma membrana fibrinosa
acima de 1,5 cm, em que os pacientes tinham grande dificuldade de ingerir alimentos
solidos e mastigar, devido as dores, diminuindo a qualidade de vida desses pacientes,
cujo relatavam que o emagrecimento era uma das principais mudangas na aparéncia
durante o tratamento.

Foi observado mucosite grau IV em 8 pacientes (15,69%), o que muitos
implicaram em interrupcdo do tratamento radioterapico, sendo na maioria das vezes
internado, para reposicdo de liquidos e fontes de energia oriundos da alimentagcdo que
estava prejudicada. Nessas mucosites mais severas, lesdes ulceradas eram evidentes,
facilitando a infeccdo oportunista, como a candidose e bactérias anaerdbias estritas que
podem diminuir ainda mais a resisténcia desses pacientes.

A irradiacéo das glandulas salivares gera alteracdo de fluxo salivar, inicialmente
espesso, mas que pode evoluir para hiposalivacdo com a continuidade do tratamento. O
tecido glandular irradiado sofre uma fibrose irreversivel e a diminuicdo da saliva é
progressiva, iniciando-se nas primeiras semanas da terapéutica>®®. Além disso, os

pacientes normalmente apresentam dor ou desconforto oral, odinofagia, disfagia e ha um
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aumento no risco de cérie e infecgdo oral®, sintomatologia que também foi relatada pelos
pacientes estudados.

A reducdo do fluxo salivar esté relacionada com o aumento da colonizagdo oral
por Candida, bem como a microbiota bacteriana acidogénica e acidilrica, responsavel
pelo desenvolvimento de caries dentarias'®. Nos pacientes avaliados 45,0% apresentaram
clinicamente a presenca de candidose com placas brancas facilmente destacveis, mesmo
com o uso de antifingicos como a nistatina que era fornecido pela instituicdo. Segundo

Bonan et al.>®

0S pacientes com carcinomas em regido de cabeca e pescoco geralmente
apresentam alta positividade para Candida antes do tratamento radioterapico, embora nao
discorra sobre os fatores que levam a isso. Além desse fendmeno, o aumento da
xerostomia cresce a colonizagdo fungica durante a radioterapia com predominancia das
espécies C. albicans e C. tropicalis, que normalmente sdo os mais prevalentes em
pacientes saudaveis ndo submetidos a radioterapia.

Os resultados microbioldgicos evidenciaram um aumento na ocorréncia de todos
0s microrganismos estudados, particularmente as leveduras do género Candida. Esse
aumento da ocorréncia de microrganismos Gram-negativos pode estar associada a uma
progressiva deterioragdo das condi¢bes bucais, ndo apenas como uma dos fatores
associados, mas como uma consequéncia da debilidade organica associada ao cancer e
seu tratamento radioterapico.

Aparentemente, a ocorréncia de leveduras ndo mostrou correlacdo com a condicéo

periodontal, mas sua frequéncia de deteccdo foi mais elevada entre fumantes e em

pacientes apresentando mucosite grau Il ou IV. Verificou-se que a frequéncia de
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deteccdo dessas leveduras aumentou significativamente durante a radioterapia (ANOVA
mr, p= 0,011).

As bactérias periodontopatogénicas de pacientes saudaveis sd8o as mesmas
encontradas nos pacientes irradiados estudados A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum,
P. micra, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, T. forsythia e T. denticola. Porém,
nesse estudo observou-se uma variacdo desses microrganismos durante a radioterapia
principalmente alterac6es relacionadas & mucosa e saliva.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans € um cocobacilo Gram-negativo
associado ndo s6 a infeccBes periodontais, mas também sistémicas, em individuos
imunologicamente debilitados. Este microrganismo é membro da microbiota autoctone
subgengival e vem recebendo grande atencdo em funcdo de sua participacdo nas
diferentes modalidades de doenca periodontal, principalmente em pacientes jovens e
quadros agressivos >*. O principal fator de viruléncia desse microrganismo é a producéo
de potente leucotoxina capaz de atuar sobre mondcitos e demais células do sistema
mononuclear fagocitario e sobre neutréfilos, mas a prevaléncia desse microaerdfilo se
mostrou modesta nos pacientes, independentemente do momento de coleta dos espécimes
clinicos, o que reduz qualquer possibilidade de implica-lo nos quadros infecciosos que se
estabeleceram nesses pacientes®.

Assim, os dados do presente estudo ndo ddo suporte a um papel mais proeminente
desse microaerdfilo nos processos infecciosos periodontais, sendo melhor detectado na
saliva e mucosa nos trés momentos da radioterapia estudados, ndo obtendo aumento
significativo nos sitios mais comuns desse microrganismo que sdo 0s biofilmes

subgengival e supragengival.
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Possivelmente, a presenca mais freqliente desse microrganismo na saliva e
mucosa de pacientes irradiados, pode estar relacionada com alteragdes provocadas pela
radiacdo sob as celulas epiteliais e saliva, alterando o pH do meio bucal e facilitando a
adesdo microbiana e coagregacdo desse microrganismo’, uma vez que a adesdo desse
microrganismo é dependente de sitios receptores apropriados na superficie das células
epiteliais, sendo este processo influenciado pela microbiota e por diversos fatores
relacionados ao hospedeiro’’, como a carga elétrica da superficie celular e tecidual a qual
pode sofrer alteraces em funcéo da concentracdo hidrogenidnica (pH)™®.

Porphyromonas gingivalis é um anaerébio Gram-negativo freqlientemente
relacionado com importante agente etiologico da doenca periodontal’*. Niveis mais
elevados deste microrganismo sdo encontrados em bolsas periodontais na regido
subgengival "2. No entanto, P. gingivalis pode ser detectado no biofilme supragengival e
superficies mucosas orais, dorso de lingua e faringe”.

A prevaléncia desse bastonete mostrou um aumento estaticamente significante nos
trés momentos da radioterapia, particularmente nas amostras de saliva e mucosa. Esse
fato possivelmente tem correlagdo com a diminuicdo do fluxo salivar, reduzindo o papel
antimicrobiano que é desempenhado por varias proteinas salivares, como enzimas,
glicoproteinas e imunoglobulinas, facilitando a aderéncia desse microrganismo na
cavidade bucal .

Nesse processo, P.gingivalis utiliza varios componentes como fimbrias, proteases,
hemaglutininas e lipopolissacarideos. No entanto, as fimbrias que séo estruturas protéicas

finas que se estendem a partir da membrana externa deste microrganismo se aderem mais
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facilmente nas macromoléculas de saliva, uma vez que o mecanismo antibacteriano
constituinte da saliva encontra-se alterado’™.

Verificou-se, nesse estudo, aumento em biofilmes subgengivais e supragengivais
principalmente no final da radioterapia. Embora essa observagdo ndo implique,
necessariamente, com a exacerbacdo da viruléncia microbiana, é possivel que esse
fendmeno esteja ocorrendo simultaneamente a queda da resisténcia do hospedeiro. Um
dos fatores que pode influenciar a capacidade de disseminacdo desse anaerébio pode ser a
producdo de proteases, as quais sdo capazes de degradar imunoglobulinas, além de
permitir a disseminagdo do patdgenos entre componentes teciduais, facilitando a
proliferacdo desse microrganismo”.

Dessa forma, o risco de infeccbes periodontais é elevado em pacientes submetidos
a radioterapia na regido de cabeca e pescoc¢o, devido aumento do biofilme e na mudanca
da microbiota bucal produzidas pela hipossalivacio induzida pela radiacdo %, sendo que
os tecidos periodontais podem se converter em fonte de infeccdo para tecidos e érgéos
distantes™.

Dentre os microrganismos anaerobios bucais ligados as doencas infecciosas
periodontais, Treponema denticola tem recebido importadncia pela acdo de suas
numerosas proteases e pela capacidade de invasdo tecidual e de produzir necroses nos
tecidos macicamente invadidos, como ocorre com a gengivite necrosante e as anginas de
Vincent e de Ludwig. Esta espécie € uma espiroqueta dotada de grande motilidade,
podendo aderir a fibroblastos, células epiteliais, eritrocitos, fibronectina e a hidroxiapatita

coberta por saliva®.
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T. denticola pode invadir células e tecidos, além de induzir a desgranulacdo de
leucdcitos polimorfonucleares e o aumento da producdo de colagenase, gelatinase e
elastase, estes fatores de viruléncia sdo facilitados em pacientes irradiados com a
deplecéo da célula epitelial®. Essa espiroqueta também apresenta atividade hemolitica,
imunossupressora e algumas linhagens expressam em sua superficie proteinas com
atividade citotoxica. Enzimas proteoliticas e produtos metabdlicos também sdo provaveis
fatores de viruléncia desta bactéria. Nesse sentido, a maior prevaléncia T. denticola, bem
como o aumento nas suas populagdes no sulco gengival, em pacientes com periodontite,
normalmente sdo relacionadas com a progressdo da doenca .

No presente estudo, esse microrganismo esteve presente nos biofilmes
subgengivais e, supragengivais, saliva e mucosa antes da radioterapia, sendo que sua
prevaléncia aumentou gradualmente, possivelmente como conseqiiéncia da reducgédo de
potencial redox em funcdo das alteracBes de perfusdo sanguinea na radioterapia, mas
também pela formacédo de biofilmes mais complexos, fruto da reducdo da capacidade de
defesa do hospedeiro.

Por outro lado, a exposicdo macica ao LPS, liberado por T. denticola eleva a
producdo de citocinas especialmente fator de necrose tecidual e interleucinas 1, 6 e 8, as
quais podem promover alteracdes nas lipoproteinas encontradas na membrana das células
epiteliais®, facilitando a agregacdo e proliferacdo desses anaerébios e exacerbando a
intensidade com que a mucosite se manifesta na cavidade bucal desses pacientes.

A despeito da maioria dos patdgenos oportunistas estudados ser anaerdbia e
Gram-negativa, portanto apresentando LPS na membrana externa Fusobacterium

nucleatum apresenta a endotoxina mais potente do ponto de vista biologico entre as
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bactérias de boca, sendo o Unico comparavel a endotoxina da familia Enterobacteriaceae.
E uma bactéria anaerébia estrita, Gram-negativa, imével, ndo esporulante e uma das mais
comuns nas infecgdes humana e animal. O potencial patogénico desse microrganismo
pode ser devido a varios fatores de viruléncia, dentre 0s quais tém sido destacada a
capacidade de adesdo e coagregacdo, ou devido a sua participacdo no biofilme dental
formando uma ponte de ligagdo entre os colonizadores primérios e tardios, facultativos
ou anaerdébios estritos®.

F. nucleatum tem mostrado capacidade de aderéncia a diferentes tipos celulares,
como células epiteliais bucais, fibroblastos, linfocitos, neutréfilos e a outras estruturas,
como a membrana basal do epitélio, colageno tipo IV e hidroxiapatita revestida por
saliva®.

Periodos de alteracBes celulares, apoptose e diminuicdo do fluxo salivar em
decorréncia da radioterapia, coincidem com a liberacdo de aminoécidos e peptideos, 0s
quais constituem o0s primeiros substratos para o metabolismo de F. nucleatum®,
originando-se da atividade hidrolitica tanto do hospedeiro quanto da bactéria. Os dados
do presente estudo também reforcam a existéncia de associacfes sinergisticas entre esse
anaerobio e P. gingivalis e outros anaerdbios produtores de pigmento negro, onde a
atividade peptidolitica das fusobactérias se somaria a atividade proteolitica dos demais
anaerébios, criando condicdes mais favoraveis aos microrganismos mais exigentes®.

Parvimonas micra esta entre os cocos Gram-positivos anaerobios mais associados
a quadros infecciosos agudos®, sendo importante membro da microbiota indigena da

cavidade bucal e freqlentemente associado a infeccdes polimicrobianas. Esse
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microrganismo é comumente encontrado no biofilme subgengival de pacientes com
periodontite ativa e fumantes®.

Observou-se um aumento bastante significativo a sua prevaléncia no biofilme
subgengival no final da radioterapia.

Esse microrganismo estd geralmente associado a bactérias Gram-negativas
presentes na microbiota do sulco gengival, as quais elaboram vasta gama de enzimas que
podem hidrolisar substratos encontrados no epitélio e no tecido conjuntivo. Assim as
atividades proteoliticas no sulco gengival podem ser significativas no decorrer da
radioterapia, uma vez que varios peptideos vasoativos sao liberados provocando aumento
da permeabilidade capilar e migracdo leucocitaria®.

Tannerella forsythia é anaerdbio geneticamente associado a Porphyromonas
gingivalis e outros microrganismos gram-negativos proteoliticos, sendo detectadas em
nameros elevados em sitios periodontais com evidéncias clinicas de perda de insercdo
conjuntiva e nos casos de periodontite refratarios ao tratamento, estabelecendo complexas
interacGes ecoldgicas com outras bactérias anaerébias Gram positivas e Gram negativas,
modulando a resposta imunolégica e o resultado do tratamento instituido®.

As enzimas proteoliticas de T. forsythia desempenham um importante papel na
nutricdo celular bacteriana e pode levar a destruicdo tecidual periodontal, embora os
mesmos mecanismos podem estar envolvidos em infecgdes oportunistas, uma vez que a
base de acdo do sistema imune depende da liberacdo de peptideos, como as citocinas e
proteinas como anticorpos e proteinas do sistema complemento®. Com a radioterapia
esses anaerdbios exigentes do ponto de vista nutricional, uma vez que dependem do &cido

N-acetil muramico produzido por outros organismos, sdo favorecidos pela xerostomia,
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reducdo da proliferacdo de células epiteliais e imunosupressdo que se estabelece em
muitos pacientes, o que facilitaria sua invasibilidade.

Prevotella intermedia é uma bactéria anaerobia obrigatoria, Gram negativa,
produtora de colbnias com pigmentacdo preta, sendo freqlientemente associada as
doencas periodontais modificadas por fatores hormonais ou necrosantes, além de
infeccBes de cabega e pescogo. A partir de 1992 através de técnicas moleculares é que foi
proposta a separagdo de P.intermedia em duas espécies P. intermedia e P. nigrescens®’
(uma terceira espécie esta sendo caracterizada no presente e recebe o nome de P. pallens,
embora seu papel ainda permaneca obscuro).

Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens apresentam diferentes mecanismos
de evasdo bacteriana do sistema imunolégico, como a baixa velocidade de crescimento
no tecido, a presenca de capsula e material amorfo extracelular, da mesma foram que P.
gingivalis, além de receptores para a porcdo constante da 1gG, o que colaboraria para
mascarar a presenca de patdgenos, bem como a capacidade de degradar os componentes
do sistema complemento e imunoglobulinas, bem como alguma atividade leucotoxica® .

O carcinoma epidermoide de cabeca e pesco¢o por vezes induz deficiéncia
imunoldgica local, com reducdo na producdo de celulas plasmatica imunoglobulinas,
favorecendo a agressao tecidual por P. intermedia e P.nigrescens e outros anaerobios,
uma vez que estudos comprovam que as imunoglobulinas de pacientes com cancer de
boca e orofaringe estdo com nivel sérico salivar diminuido em relacdo aos pacientes
saudéveis®®. Além disso, a imunossupressdo, reducdo da proliferacdo celular e inibigdo de

reparo tecidual sdo efeitos nos pacientes oncoldgicos submetidos a radioterapia que criam
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diversas janelas de invasdo tecidual capazes de permitir a disseminacdo de patégenos
que, em condigdes normais, ndo seriam considerados particularmente virulentos.

Segundo Al- Nawas et al.”’

ndo houve incidéncia de patdgenos periodontais com
alterag0es significativas no acompanhamento de pacientes irradiados em seu estudo, néo
corroborando com esse estudo em que todos microrganismos envolvidos exceto P.
nigrescens e A. actinomyctemcomitans ndo apresentaram um aumento significativo na
sua ocorréncia, no biofilme subgengival. Esse fato pode ser explicado devido as
condicOes periodontais prévias dos pacientes que foram submetidos a radioterapia nesse
estudo, bem como a deficiéncia de acompanhamento odontolégico nos pacientes
assisitidos que ndo estavam inseridos num programa com equipe multidisciplinar em
oncologia.

A saliva de individuos com hipossalivacdo em conseqliéncia da radioterapia
caracteriza-se por um grande aumento na lactoferrina, que € um agente capaz de reduzir a
disponibilidade de ferro para o metabolismo microbiano. De acordo com Almstahl et
al.”, a maior concentragdo de lactoferrina implica em um menor nimero médio de F.
nucleatum e de P. nigrescens em pacientes irradiados. Nossos resultados néo estdo em
consonancia com esses dados, pelo contrario, os contradizem. Diversas razées podem ser
apontadas para isso.

Por exemplo, os pacientes descritos no estudo de Almstahl et al.”®, foram
submetidos a tratamento odontoldgico prévio e receberam intervencdes para melhorar as
condicOes de higiene, o que reduz muito os niveis desses anaerobios na cavidade bucal e

ndo tem quaisquer relagcdes com aspectos bioldgicos do cancer ou da radioterapia. Além

disso, de que adianta a concentracdo aumentada na saliva residual dos pacientes



59

irradiados, se 0s mesmos quase ndo possuem saliva e grandes depositos calcificados na
boca assim o demonstram. Dessa forma, acreditamos que as diferencas dos resultados
aqui apresentados e os acima citados deveriam, essencialmente, da atencdo dada aos
pacientes antes da radioterapia.

Esse fato torna-se mais claro quando se verifica que 23,5% dos pacientes
abandonaram o tratamento radioterapico como conseqiéncia da deterioracdo da
qualidade de vida decorrente do desenvolvimento de mucosite e da xerostomia. Nesses
pacientes, a mucosite é o maior problema que o paciente irradiado apresenta'?®?. Essas
lesbes se desenvolvem rapidamente e a destruicdo tecidual pode ser observada dias a
semanas apos a radioterapia. Nesse sentido, os resultados aqui apresentados suportam o
conceito de que essas alteragdes na mucosa devem estar ligadas a modificagdes
qualitativas e quantitativas na saliva, microbiota bucal e na condi¢do imunoldgica desses
pacientes, como também relatados por Epstein et al.'°, Leung et al.’® , de forma que
medidas preventivas antes, durante e depois da radioterapia deveriam ser instituidas e
incluir instrucBes de dieta, higiene oral, controle quimico do biofilme, e cuidados
semelhantes com dispositivos protéticos. Assim, o retorno peridédico e a motivacao do
paciente deveriam ser considerados tdo importantes quanto o tratamento com agentes
quimicos para controle da infeccdo oportunista, de forma a minimizar os efeitos
deletérios da mucosite sobre a qualidade de vida do paciente.

A despeito dessa elevada frequiéncia de deteccédo e isolamento de microrganismos
bucais nos pacientes, durante e apos a radioterapia ndo sdo conhecidos os fatores exatos
capazes de produzir essa modificacdo na microbiota original. Muitas dessas alteracdes na

microbiota bucal ocorerram mesmo nos pacientes usuarios de proteses totais ou parciais,
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com alguns anaerdbios obrigatorios sendo detectados mesmo em pacientes usuarios
dessas proteses, evidenciando que a falta de higiene bucal e a presenca desses
dispositivos protéticos pode, pelo menos nesses pacientes, compensar a falta dos
elementos dentais, 0 que n&o esté descrito na literatura consultada.

Além desse aspecto, desde que a grande maioria desses microrganismos é Gram-
negativa, deve-se verificar se a capacidade que 0os mesmos possuem de exacerbar os
quadros inflamatorios, através da inducéo da liberacdo de citocinas, enzimas proteoliticas
ou acdo do lipopolissacarideo, poderia interferir com as condi¢cBes da mucosa nesses

pacientes irradiados.



GO/I’LOEM/&O



62
6 Gom,oﬁwa/&o

A andlise dos dados permitiu que as seguintes conclusfes fossem obtidas:

a) A maioria dos pacientes submetidos a radioterapia de cabeca e pescoco
apresentou dentes cariados, higiene precdria, gengivite ou periodontite;

b) Xerostomia, dermatite, disgeusia, mucosite e candidose foram as principais
alteracdes bucais e peribucais observadas nesses pacientes;

c) Existe uma necessidade premente de estimular a realizacdo de procedimentos
odontoldgicos preventivos para minimizar a ocorréncia e a severidade dos efeitos
colaterais da radioterapia na boca;

d) As condicdes do ambiente bucal dos pacientes irradiados sdo favoraveis a
proliferacdo de membros da microbiota autdctone, a qual pode exacerbar as

reacdes inflamatorias bucais.
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ANEXO 3 - COl\/IPLICAQ@ES BUCAIS E PERIBUCAIS DE PACIENTES COM
LESAO MALIGNA DE CABECA E PESCOCO SUBMETIDO A
RADIOTERAPIA

Figura 4. Dermatite - Complicacéo peribucal observada com 14 dias do inicio da
radioterapia

Figura 5. Mucosite em labio inferior (Grau 111, segundo a OMS)
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Figura 6. Mucosite borda lateral de lingua (Grau Ill, segundo a OMS)

Figura 7. Carcinoma espinocelular - palato mole e Gvula
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