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RESUMO

A doenca periodontal tem sido associada ao cancer de cabeca e pescoco; interessantemente em
pacientes nunca fumantes ou consumidores de &lcool. Ademais, comprometimento na saude bucal
tem correlacdo com a incidéncia de outros canceres, como 0 pancreatico e o gastrointestinal,
apontando os periodontopatégenos como marcadores biolégicos potenciais do cancer. Neste
trabalho, a avaliacdo de parametros clinicos, radiograficos, microbiolégicos dos efeitos da
guimioterapia em relacdo a doenca periodontal em pacientes saudaveis ou portadoras de cancer
de mama (CAM) estdo sendo conduzidas por meio de estudo com delineamento caso-controle
longitudinal, contendo aspectos epidemiol6gicos e terapéuticos periodontais, sendo o fator
etiolégico das doencas periodontais o biofilme dental. Serdo selecionadas 100 (n=50 por grupo)
pacientes do Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do HUCAM/UFES e do Ambulatério dois
(2) do Instituto de Odontologia da UFES (IOUFES) com diagnéstico confirmado de CAM e
conforme protocolos terapéuticos com drogas anti-neoplasicas (quimioterapia) adotados, e com
pelo menos um sitio periodontal apresentando bolsas periodontais profundas com profundidade
de sondagem e nivel clinico de inser¢do =4,0mm foram incluidas no estudo. Todas as pacientes
vém recebendo profilaxia periodontal e aplicacao tépica de flior. Ainda, vislumbramos estabelecer
a possivel co-expressdo de periodontopatégenos nas bolsas periodontais e nas bidpsias de
pacientes com CAM, posto ha dados robustos acerca do papel de agentes componentes de
microbiotas em tecidos tumorais. Os resultados deste projeto florescerdo informagfes a serem
aplicadas em diferentes protocolos epidemiol6gicos e terapéuticos periodontais no contexto do
aprimoramento do tratamento do CAM. No decorrer do desenvolvimento do estudo, notamos
menor incidéncia de ocorréncia de Covid-19 em pacientes com CAM em comparacdo com as
saudaveis, com pouca ou nenhuma queixa de sintomatologia da doenca, sugerindo a relacdo dos
guimiotergpicos com a terapéutica da virose. Ha sugestdo de efeito protetivo de agentes
antineoplasicos contra o virus SARS-CoV-2; contudo os dados ainda sdo incipientes.
Procederemos com a testagem de todas as pacientes por gRT-PCR em apoio da Secretaria
Estadual de Saude e disponibilidade do Laboratério Central (Lacen) do Espirito Santo com o intuito
de melhor compreendermos nossos dados preliminares. Os resultados do projeto tém a
potencialidade de gerar informacBes essenciais para serem aplicadas em diferentes protocolos
epidemioldgicos no tratamento do CAM e da Covid-19. Por fim, diante da complexidade desta
proposta e com o objetivo primordial de promovermos assisténcia de qualidade as mulheres com
CAM, aliaremos andlise pormenorizada de possiveis interagcbes medicamentosas e
encaminhamento de propostas diferenciadas de tratamento aos médicos assistencialistas em caso
de ocorréncia de comprometimento da eficacia terapéutica de quaisquer mazelas investigadas e,
principalmente, ocorréncia de fenocopia.

Palavras-chave: Cancer de mama, Terapia anti-neoplasica, Microbiota, Nivel
0sseo, Citocinas.



1. INTRODUCAO

A doenca periodontal € uma enfermidade de natureza infecciosa que esta
associada primeiramente a colonizacdo das superficies dos dentes por bactérias
anaerdbias Gram-negativas que induzem uma resposta inflamatoéria a qual pode
acarretar a destruicao dos tecidos periodontais. O biofilme bacteriano € o principal
responsavel por esta perda de tecidos uma vez que o seu acumulo na superficie
dental atua como um agente irritativo e desencadeia a resposta inflamatoria-
imunolégica no tecido gengival adjacente (OFFENBACHER, 1996; PAGE, 1998).
Estudos recentes tém mostrado a relacdo entre doenca periodontal e cancer
(FREUDENHEIM et al., 2015; SODER et al., 2011), possivelmente devido a
aspectos cronicos da inflamacdo da doenca periodontal. Das espécies
bacterianas ligadas ao cancer, o patdgeno oral Fusobacterium nucleatum tem
sido associado ao cancer colorretal e esofagico. Em um estudo recente, foi
encontrado acumulo de DNA da espécie F.nucleatuam em amostras de tecidos
com cancer de mama levando a supressdo da resposta immune promovendo
crescimento e progressdo metastatica, (PARHI et al., 2020) e a espécie
bacteriana oral Porphyiromonas gingivalis, pode ativar a via antiapoptotica
promovendo imunossupressao e, possivelmente, oncogénese em canceres
bucais e outros (ARJUNAN et al., 2018).

A taxa de prevaléncia de bactérias periodontais em individuos com
cancer pode estar associada a saude do paciente, existéncia de qualquer
condicao oral patogénica, tempo de quimioterapia ou radioterapia, estagio da
doenca, cirurgia, tipo de cancer, idade do paciente e uso prévio ou atual de
antibioticoterapia (SAYEHMIRI et al., 2015). A resposta do hospedeiro envolve
citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, prostraglandinas, receptores Tool-like, e
enzimas proteoliticas, os quais tém sido demonstrados um papel importante na
patogénese da periodontite (MAHANONDA e PICHYANGKFUL, 2007; SORSA et
al., 2006). Estudos tém sido realizados analisando resultados in vitro e in vivo
para identificar genes responsaveis pela periodontite. Kim et al. (2006) e Demmer
et al. (2008) mostraram um numero de genes que estavam regulados na

periodontite comparado aos controles sadios.



1.1 Cancer de Mama

Dados epidemioldgicos indicam o cancer de mama ser a malignidade mais
frequente em mulheres em todo o mundo (JEMAL, 2011; SIEGEL, 2011). O
cenario é alarmante também no Espirito Santo, onde foram esperados mais de
mil novos casos de cancer de mama a cada 100 mil mulheres (INCA, 2016).

Com prevaléncia estimada ao longo da vida de 12% para mulheres que se
encontram sob risco usual, representa 23% do total de diagndsticos de céancer
em mulheres e 14% das mortes por cancer em mulheres nos EUA (JEMAL,
2011). Em virtude do acima exposto, esta condi¢cdo destaca-se como importante
problema de saude publica, representando a principal causa de morte por cancer
nos paises em desenvolvimento e a segunda principal causa nas regifes
desenvolvidas, superada somente por cancer de pulméo (OMS, 2013). Dentre os
diversos subtipos moleculares dessa doencga, cabe destacar que cerca de 15-
25% desses casos sdo classificados como HER2-positivos (Human Epidermal
Growth fator Receptor 2) — ou seja, as células tumorais apresentam mutacao no
gene HER2 ou superexpressao dessa proteina em suas membranas plasmaticas
(ROSS, 2009). Tumores que apresentam esta alteracdo molecular demonstram
fendtipo clinico mais agressivo e tém pior progndstico quando comparados com
canceres de mama luminais HER2- negativos. Isto se deve ao crescimento celular
desregulado e sobrevida celular anormal mediada pela hiperexpressédo desse
receptor HER2 nas células neoplasicas (OWENS et al., 2004; SLAMON et al.,
1987; SLAMON et al., 1989; WOLFF et al.,, 2007; YARDEN; SLIWKOWSKI,
2001; YAZIJI et al., 2004). A situacdo no Brasil assemelha-se bastante ao
cenario internacional. Dados publicados pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA)
demonstram que essa neoplasia, excluindo-se tumores de pele ndo-melanoma,
representa o cancer mais frequente em mulheres nas regides Sul, Sudeste,
Centro-oeste e Nordeste, estimando a ocorréncia de 57.960 novos casos para
2017 (INCA, 2016). Existem poucos estudos sobre o perfil molecular dos casos
nacionais, mas dados provenientes de um estudo de coorte retrospectiva

conduzidapor



Liedke e colaboradores identificaram uma prevaléncia de 13% para tumores
HER2-positivos (LIEDKE et al., 2013).

1.2 COVID 19 e Cancer

SARS-CoV-2 é a causa de COVID-19, esta doenca foi declarada uma pandemia da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e esta tendo efeitos graves nas vidas
individuais e nas economias em todo o mundo. A infeccdo com SARS-CoV-2 é
caracterizada por um amplo espectro de sindromes clinicas, que variam de doenca
assintomatica ou leve sintomas semelhantes aos da influenza a pneumonia grave,
sindrome respiratéria aguda grave e podendo levar o individuo ao 6bito (LE BERT
et al., 2020). Embora o0 SARS-CoV-2 infecte principalmente as partes superiores e
inferiorres do trato respiratério, também pode afetar o intestino, coracao, figado,
rim, cérebro e outros 6rgaos. Estudos clinicos relataram os sinais e sintomas mais
comuns como tosse (86%), febre ou calafrios (85%), falta de respiracao (80%),
diarreia (26%) e nauseas ou vomitos (24%). Nenhum tratamento mostrou beneficio
convincente ainda para os pacientes com COVID- 19, mas a Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos concedeu autorizacdo de uso de
emergéncia para o reaproveitado do uso de medicamentos aprovados ou sob
investigacdo além do escopo da indicacdo médica original. Ndo apenas de
medicamentos antivirais, mas também daqueles usados em outras doengcas como
o cancer, € digno de consideracao para encurtar cronogramas para identificar uma
terapia eficaz para COVID-19 (SAINI et al.,2020). E comum observar a capacidade
de um unico virus de causar diferentes manifestacdes patolégicas em humanos.
Isso geralmente € devido a varios fatores contribuintes, incluindo o tamanho do
inoculo viral, o histérico genético dos pacientes e a presen¢a de concomitantes
condicdes patologicas. Alem disso, uma imunidade adaptativa estabelecida para o
virus ou outros microorganismos podem reduzir a susceptibilidade ou aumentar a
gravidade da doenca. Células T especificas para SARS-CoV-2 acabaram de
comecar a ser caracterizadas em pacientes com COVID-19 e seu potencial papel
protetor tem sido relatada em estudos de pacientes que se recuperaram da SARS
e MERS (LE BERT et al., 2020). Embora muitos dos detalhes sobre o virus SARS-
CoV-2 e seus efeitos em humanos ainda ndo foram elucidados, alguns dados
interessantes na semelhanca entre a fisiopatologia de COVID-19 e cancer estao

comecando a surgir.
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2. JUSTIFICATIVA

O tratamento periodontal no Ambulatério 2 do Instituto de Odontologia em
individuos com e sem cancer de mama constitui parte da continuidade do projeto
de pesquisa inicial (PROJETO DE PESQUISA intitulado “EFEITO DE TERAPIAS ANTI-
NEOPLASICAS DO CANCER DE MAMA SOBRE A DOENCA
PERIODONTAL"comcadastro e aprovacdo na PLATAFORMA BRASIL sob n°
21597313.2.0000.5060 que investigou a microbiota dos sitios periodontais nao
saudaveis em uma populacdo de mulheres com e sem cancer de mama.

Nossos resultados do projeto basico acima relatado apresentam perfil
microbiolégico (contagem bacteriana) significante em relacdo aos parametros

clinicos periodontais. De acordo com a literatura atual, a presenca de_patégenos

subgengivais no meio tumoral inibem a apoptose favorecendo a progressao da

malignidade além de servir como futuras analises de efeitos terapéuticos para 0s

pacientes com diagnéstico de cancer. Este projeto geral permitiu a conducédo de

produtos cientificos, tais como: dissertacdo de Mestrado (03) junto ao Programa
de Poés-graduacdo em Clinica Odontolégica (PPGCO), artigos publicados e
submetidos. Esta nova proposta buscar aprofundar nossos estudos nas bases
celulares e moleculares do cancer humano alcangcando alternativas, inovadoras
ou incrementais, para o tratamento da doenca, seja periodontal ou até mesmo do
cancer de mama. Neste contexto, os Laboratoérios de Biologia Celular e Molecular
do Cancer Humano (LBCMCH), sob coordenacdo da Prof2. Dr2. Leticia Batista
Azevedo Rangel, de Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular da UnG sob
coordenacao da Profd.Dr2, Magda Feres e do Nucleo de Doencas Infecciosas
(NDI-UFES) tem nos auxiliado muito na qualificacdo destes aportes que agora
vem sendo um novo desafio entre a Odontologia Clinica e Laboratorial nos niveis
de mestrado e doutorado no alcance de processos incrementadores de
ferramentas tecnoldgicas e biotecnoldgicas (marcadores de

diagndsticos/progndsticos/terapéuticos e novos agentes antineoplasicos).

3. OBJETIVOS
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Geral: Estudar a producéao de citocinas no fluido gengival e a microbiota subgengival
de sitios periodontais de mulheres com e sem cancer de mama sob quimioterapia

antineoplasica e a presenca de patégenos subgengivais no meio tumoral de bidpsias

de mama.

Especificos:

3.1- Avaliar a condicéo bucal e periodontal de mulheres com e sem céncer

de mama;

3.2- Caracterizar a condigdo sociodemografica das mulheres com e cancer

de mama;

3.3- Comparar os niveis de producao das citocinas IL-18, IL-6, IL-8 e TNFa

nos fluidos gengivais dos sitios com periodontite nos grupos;

3.4- Caracterizar a microbiota subgengival dos sitios com periodontite e dos

sitios periodontais clinicamente saudaveis nos grupos;

3.5- Comparar o perfil das citocinas IL-13, IL-6, IL-8 e TNFa com as
caracteristicas clinicas periodontais e com a microbiota subgengival dos

sitios com periodontite nos grupos.

3.6- Avaliar o perfil do (os) patdgenos orais presentes no meio tumoral de

biépsias de mama por meio de reacédo em cadeia de polimerase (PCR);

3.7- Comparar os casos de COVID 19 entre 0s grupos por testagem

imunoldgica e RT-PCR.
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4. METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDO E DELINEAMENTO DA PESQUISA

A proposta do presente trabalho € um estudo observacional caso-controle com
acompanhamento longitudinal constituido por mulheres com e sem cancer de

mama expostas a doenca periodontal.

LOCAL DE ESTUDO

Sera realizado na Clinica de Periodontia do Instituto de Odontologia da
Universidade Federal do Espirito Santo (IOUFES) localizados na Av. Marechal
Campos, 1355, Santa Cecilia, CEP: 29043-260, Vitoria-ES com as pacientes
assistidas no Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitario

Cassiano Antonio Moraes (HUCAM). A coleta para testagem da COVID 19 sera

realizada no laboratério de analises clinicas do HUCAM com agendamento prévio

de acordo com os protocolos de seguranca e precessadas por RtPCR no

Laboratério Central (LACEN-ES). A andlise das bidpsias de tumores de mama

por PCR serd realizada no laboratério de Biologia Celular e Tecidual da

Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) sob coordenacao do Prof Dr

Arnoldo Rocha Facanha e equipe.

POPULACAO DE ESTUDO

Mulheres com diagnoéstico confirmado de cancer de mama (CA) assistidas no
Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitario Cassiano
Antonio Moraes (HUCAM) portadoras de doenca periodontal (Periodontite
cronica), e, de mulheres sem diagnéstico positivo para céancer de mama
(Diagndstico por Imagem — Mamografia realizado no Ambulatério de Ginecologia
e Obstetricia do HUCAM) assistidas na Clinica de Periodontia e do Servigo de
Radiologia Odontoldgica do Instituto de Odontologia da UFES (IOUFES) com
diagndstico clinico e radiogréafico de doenca periodontal (Periodontite cronica). As
pacientes serdo divididas em dois grupos: 1) grupo Caso: 50 (cinquenta)
pacientes com diagndstico positivo para o cancer de mama expostas ou hao a

doenca periodontal crénica e que serdo submetidas a quimioterapia
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antineoplasica; e, 2) grupo Controle: 50 (cinquenta) pacientes sem diagndstico

positivo para o cancer de mama expostas ou ndo a doenca periodontal crénica
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As mulheres do Grupo Caso e Controle serdo avaliadas em 3 (trés) momentos:
TO/Baseline; T1 e T2 com intervalos de 90 dias em média e constituem na analises
de diagnosticos para o cancer de mama (exame anatomo- histopatolégico),
diagnodsticos da doenca periodontal (pelo menos um sitio periodontal),
guestionarios meédico-odontoldgico, coletas do biofilme e do fluido bubgengival, Rx
interproximal, adequacéo da cavidade bucal (exodontias, restauracdes provisoérias
e/ou definitivas), quimioterapia inicial e terapia periodontal basica consistindo de
raspagem e alisamento radicular, polimento e aplicacdo tépica de fluor. A
Quimioterapia inicial deve ser iniciada apds a adequacdo bucal e Terapia

periodontal. Esta fase devera terminar em até 90 dias. Na fase final serdo feitas a

testagem para COVID 19 em todas as pacientes do grupo caso e controle e andlise

das biopsias de tumores de mama da 50 pacientes do grupo caso por PCR para

identificar a possivel presenca de patdgenos orais como indicadores de risco para

progressao do cancer .

CRITERIOS DE INCLUSAO

Serao considerados como critérios de incluséo:

1) Mulheres com diagnéstico histopatolégico de cancer de mama e que ainda
ndo tenham realizado nenhum tratamento antineoplasico (radioterapia,
guimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia expostas ou ndo a doenca
periodontal crbnica;

2) Mulheres sem diagndstico positivo para cancer de mama expostas ou nao
a doenca periodontal cronica;

3) Ter idade acima de 30 anos;

4) Ter pelo menos de 10 a 15 elementos dentérios;

CRITERIOS DE EXCLUSAO

1) Ter outras doencgas sistémicas;
2) Possuir menos de 15 elementos dentérios;

3) Usar préteses dentarias extensas;



4) Ser portador de alguma condicéo sistémica que contra indique o
tratamento odontoldgico;

5) Gravidez e lactacao;
6) Ter menos de 30 anos de idade;
7) Ser alérgica ao fluor;

8) Recusar-se em assinar Termo de Consentimento ((TCLE);

15
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TAMANHO E SELECAO DA AMOSTRA

O calculo da amostragem para as mulheres com diagndstico positivo para cancer de
mama exigida para este tipo de investigacao foi baseado na disponibilidade de mulheres
gue se apresentam mensalmente na Clinica de Oncologia do Hospital Universitario
Cassiano Antonio Moraes (HUCAM - UFES). Como o tratamento anti- neoplasico pode
ser multiplo, ou seja, somente quimioterapia, radioterapia ou associacdo de
guimioterapia com radioterapia e tamoxifeno, alguns tipos de estadiamentos podem
exigir previamente a realizacao de cirurgia de esvaziamento linfatico e posteriormente a
terapia antineoplasica. Neste sentido, optamos por fazer uma amostragem de
conveniéncia somente com pacientes com diagndéstico positivo para quimioterapia. Para
possibilitar uma relacdo mais segura e realistica da casuistica, optamos por fazer uma
amostragem com relacdo 1:1, ou seja, para cada caso (mulher com cancer de mama) 1
mulher controle (mulheres sem céncer de mama). Portanto, teremos um grupo de
doentes intitulado cancer de mama e um grupo sem doenca, ou seja, sem neoplasia
maligna de mama. O fator de risco que envolve 0s pacientes expostos em ambos o0s
grupos € a doenca periodontal (Periodontite crénica). Assim, o calculo amostral foi
escolhido considerando a quantidade de amostras (placa subgengival e fluido gengival)
viaveis de serem coletadas e a incidéncia da doenca (novos casos): 1.130 no Estado e
140 novos <casos ao ano na capital por 100 mil habitantes

(http://www1.inca.gov.br/estimativa/2018/espirito-santo-vitoria.asp). O programa

utilizado para a realizacdo do calculo amostral foi 0 SPSS versdo 2.0. Os parametros
utilizados no calculo foram: a prevaléncia de periodontite entre os casos de 79.2%, com
razao de chances de 2.8, niumero de controles por caso de 1:1, poder de 90%, nivel de
confianca de 5%, onde chegou-se ao tamanho de amostra de 50 mulheres em cada

grupo, o que resultou em um tamanho de amostra de 100 mulheres.

ABORDAGEM AOS PARTICIPANTES DA PESQUISA

Antes da entrevista e do exame clinico serem iniciados, cada individuo entrevistado e
examinado tera uma explanacdo detalhada sobre os objetivos da pesquisa como
esclarecimentos sobre os inconvenientes e beneficios. O fundamento do projeto sera de
gue nenhum prejuizo ocorra ao participante, caso ndo queira participar. A participacéo
sera voluntaria, com direito a recusa, abandono da entrevista e/ou exame clinico quando

desejar. Garantir-se-a sigilo de todas as informacdes coletadas,


http://www1.inca.gov.br/estimativa/2018/espirito-santo-vitoria.asp
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inclusive em relagdo a identificagdo do individuo. Sera esclarecido que o resultado da
pesquisa podera ser divulgado em revista cientifica, congressos nacionais ou

internacionais, palestras e/ou conferéncias.

CONSIDERACOES ETICAS

As pacientes que concordarem com a participacéo assinardo o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE- APENDICE D), de acordo com as diretrizes e normas do
Conselho Nacional de Saude (Resolugdo n° 441 de 2011 e Resolucdo n° 466 de 2012
do Conselho Nacional de Saude (CNS)/MS). Além disso, todos os envolvidos terdo seus
direitos fundamentais garantidos (informacéo, privacidade, recusa in6cua, desisténcia,
continuidade do atendimento, acesso ao pesquisador e ao comité de ética, além de
garantia de acompanhamento das possiveis doencas odontologicas diagnosticadas,
entre outros). Entdo, serdo encaminhados ao cirurgido- dentista para explicar sobre os
procedimentos que serdo realizados. CAAE: 88131918.6000.5060.

COLETA DE DADOS

As pacientes serdo avaliadas por uma cirurgid-dentista, Mestre em Clinica
Odontolégica (MCMG) e doutoranda em Biotecnologia em Saude do Programa de
Pés-graduacdo em Biotecnologia/RENORBIO da Universidade Federal do Espirito

Santo (UFES), por 1 aluno de graduando em odontologia, 1 aluno graduando em

medicina e 2 profissionias da enfermagem treinados para auxiliar a coleta das

amostras para testagem da COVID 19 . Os individuos serdo entrevistados através

de questionario semi-estruturado (APENDICES Al e A2) e apresentarem o laudo
de bidépsia e imunohistoquimico positivos para o cancer de mama (grupo caso) e

aguelas que nao possuem diagndéstico para o cancer de mama (grupo controle).
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Avaliacao Dentaria (cpod)

Seréa utilizado o Odontograma (APENDICE B) padrio para registro dos dentes
higidos (H), cariados (C), obturados (O), perdidos (P) e indicados para extracéo (IE)
(CPOD), conforme modelo formulario do curso de graduacdo de Odontologia da
UFES do IOUFES.

Avaliacdo da condicédo periodontal

Os exames clinicos periodontais serdo registrados no formulario Periodontograma
(APENDICE C) e realizados por uma cirurgid-dentista (MCMG), calibrada e
supervisionada por um professor responsavel da Periodontia. A calibracdo sera
realizada para atender as mensuragcfes de Profundidade de bolsa (PB), Nivel de
Insercéo Clinica (NIC), indice de Placa Visivel (IPV), Sangramento & sondagem
(SS) e indice de Sangramento gengival marginal (ISG), e escolher um sitio
periodontal de qualquer elemento dentario na maxila ou mandibula com PB= 4mm
e NIC=2mm. Seré utilizado o coeficiente kappa de Cohen para medir a variabilidade
intra e inter-examinador com relacdo aos indices clinicos periodontais. Perfil igual
ou acima de 70% representa boa aceitacdo do teste. As mensuracdes clinicas
periodontais serdo realizadas sobre a superficie de todos os dentes em seis sitios
por dente (mésio-vestibular, vestibular, disto- vestibular, mésio-lingual/palatino,
lingual/palatino e disto lingual/palatino; exceto os terceiros molares), utilizando-se
sonda periodontal reta milimetrada modelo Carolina do Norte (PCPUNC-BR 15,
Hufriedy do Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Serdo avaliados os seguintes
parametros periodontais: (1) profundidade de sondagem (PS), aferindo-se a

distancia, em milimetros, entre a margem gengival
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livre e a por¢&o mais apical do sulco/bolsa periodontal; (2) sondagem do nivel de
insercao clinico (NIC), aferindo-se a distancia, em milimetros, entre a juncéo
cemento-esmalte e a por¢cao mais apical do sulco/bolsa periodontal; (3) indice de
placa visivel (IPV): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0); (4) indice de
sangramento gengival marginal (ISG): presenca (escore 1) ou auséncia (escore
0), aferido apds percorrer levemente a sonda ao longo do sulco/bolsa gengival;
(5) sangramento a sondagem (SS): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0)
de sangramento apos 20 segundos da sondagem; (6) supuracdo (SUP):
presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de supuracdo espontanea ou apos
20 segundos da sondagem; (7) mobilidade dentaria (MD), mensurado ap0s uso
de instrumento metalico tipo sonda ou espelho clinico apoiado na face vestibular
ou palatina, mesial e distal do dente; (8) lesdes de furca (LF) utilizando-se sonda
periodontal curva milimetrada de Nabers nos molares superiores e inferiores
(Vestibular/mesial/distal) e primeiros pré-molares superiores (Mesial/distal) e
molares inferiores (Vestibular/lingual). A presenca de periodontite cronica foi
definida se: PBS 24,0mm e NCI 24,0mm em algum dente e no mesmo sitio e nao
contiguo, classificando-se a doenca periodontal em localizada (menos de 30%
dos dentes envolvidos) e generalizada (mais de 30% dos dentes afetados)
(ARMITAGE, 1999). O diagndstico clinico de periodontite crbnica baseia-se nas
seguintes caracteristicas: (1) Prevaléncia maior em adultos, podendo ocorrer em
criancas e adolescentes; (2) Taxas de progressao baixas a moderadas; (3)
Quantidade de depodsitos microbianos consistente com a severidade da
destruicéo periodontal; (4) Nenhum padrdo de agregacao familiar, e (5) Presenca
frequente de calculo subgengival (ARMITAGE, 2004).

Amostras de Biofilme Subgengival e Fluido da Bolsa Periodontal

Para cada paciente serdo extraidas amostras de placa subgengival e de fluido
das bolsas periodontais mais profunda. As amostras serdo coletadas no
Ambulatério 2 do IOUFES, logo transferidas para um tubo de plastico Eppendorf
e em seguida, mantidas em gelo seco e armazenados em freezer a - 80°C no
Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Cancer Humano sob coordenagéo
da Prof@.Dra.Leticia Batista de Azevedo Rangel do Curso de
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Farmécia e Bioquimica da UFES. As amostras de placa subgengival e do fluido
gengival ndo seréo utilizadas para outros projetos de pesquisa e serdo descartadas

e incineradas apds seu uso neste projeto.
Coleta da Biofilme Subgengival

Apo6s periodontograma completo do (a) paciente, serd realizado isolamento
relativo e raspagem supra-gengival finalizando com gaze estéril sobre a coroa
dentaria apOs irrigacdo com seringa triplice. Sera selecionado um (01) sitio
periodontal com a maior profundidade de bolsa (=4,0mm). Sera removida a placa
subgengival destes sitios com curetas periodontais Gracey estéreis retas 5-6, 7-8
ou 11-12 ou 13-14, preferencialmente com um golpe de raspagem, ou até 3 golpes,
transferida para um tubo plastico de Eppendorf contendo solucdo 150ul de TE
(Tris- EDTA) mais 100pl de solu¢cdo NaOH fresca e em seguida armazenado em

freezer a -80°C.
Coleta de Fluido da Bolsa Periodontal

Certificando que a regido do sulco gengival esteja previamente sem placa visivel
clinicamente e seca suavemente com gaze estéril, serdo introduzidos 2 cones de
papéis endoddntico Dentsplay 35x40 em cada sitio (1 sitio com bolsa periodontal
mais profunda) em cada mulher de cada grupo durante 30 segundos, para a coleta
do fluido da bolsa periodontal, transferindo para um tubo de plastico Eppendorf com

200pl de solucédo Tampéo Fosfato de Sédio (PBS) e armazenado a -80°C.

Aquisicao das bidpsias de tumores de mama das pacientes do grupo caso

Serao selecionadas 50 amostras de bidpsias de tumores de mama das pacientes

do grupo caso fixadas em bloco de parafina que serdo adquiridas pelo Departamento de
Patologia Humana da UFES-HUCAM apds aprovacéo do comité de ética CCS e HUCAM.

Amostras para o diagndstico da COVID 19

Serdo coletadas por pungédo venosa no antebraco das pacientes em ambos os

grupos caso e controle, as amostras de sangue e colocadas em tubos plasticos de 5ml e

o plasma centrifugado dentro de 6 horas para sorologia de 1gG e IgM. Serdo submetidas

a exames de Rt-PCR em tempo real para diagnéstico de COVID-19, as amostras de
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secrecdo nasofaringea e orofaringea que serdo coletadas de acordo com os protocolos
estabelecidos entre 0 3° e 0 7° dia apds o inicio dos sintomas, quando o individuo esta

na fase aguda da infeccdo somente. O formulério e as amostras devem
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ser colocadas em um saco de risco bioldégico e posteriormente enviados para
processamento laboratorial. O jejum n&o é obrigatdrio. As amostras serdo identificadas
com os dados do pacientes e o nome como siglas e demais informacfes necessarias
para rastreamento e armazenadas em freezer -80°C para processamento laboratorial

posterior. Em todas as pacientes do grupo caso e controle seré feita a testagem soroldgica.

As pacientes gue testarem positivo para COVID 19 serdo testadas novamente em 14,

30/60 dias em ambos os grupos. Para as pacientes com sintomas até 7 a 10 dias no

momento da coleta, sera feito o exame de PCR também em ambos os grupos caso e

controle, apds aprovacdo desta emenda pelo comité de ética e pesquisa CCS e HUCAM.

Terapia Periodontal Basica

Serdo realizados tratamentos periodontais basicos (raspagem e alisamento
radiculares supra e subgengival, controle de placa, polimento corono-radicular,
bochechos com clorexidina a 0,12%, aplicacao topica de flior, instrucdes de higiene
oral) e reavaliacdo ap0s seis meses para todos os pacientes dos grupos caso e

controle.

Exame Radiografico

As pacientes serdo encaminhadas para a realizacdo do exame radiografico no
Ambulatério 4 (Servico de Diagndstico Radioldgico Oral), no qual cada paciente
sera submetida a realizacdo de radiografias de (01) dente selecionado com
bolsas periodontais (sitio com bolsa periodontal mais profunda) em cada
paciente do grupo caso (mulheres com cancer de mama) e do grupo controle
(mulheres sem cancer de mama). Serdo utilizados posicionadores do tipo
Hanshin. (DentsplyRinn, Elgin, IL, EUA) para técnica interproximal. As
radiografias serao realizadas no aparelho Timex 70E (Gnatus, Ribeirdo Preto,
S&o Paulo, Brasil), operando a 70kVp e 7mA, com tempo de exposi¢cao na
regido de molares igual a 0,63 seq, e 0,5 seg para regido de pré-molares. Serao
utilizados filmes radiograficos 1.2 (periapical padrdo), sensibilidade E
(Ektaspeed, Eastman Kodak, Rochester, NY, EUA). Os filmes serao
processados manualmente segundo o método tempo- temperatura, em tanques

de processamento instalados em uma camara escura do tipo quarto. Um
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operador experiente e devidamente treinado executara as técnicas e o
processamento radiografico. As pacientes do Grupo Caso comparecerao ao
Servico de Radiologia Odontologica (Ambulatério 4) para a realizacdo dos
exames radiograficos em trés momentos distintos: TO (antes do inicio da
quimioterapia), T1 e T2, o mesmo para as pacientes do Grupo Controle, ou seja,

em trés momentos distintos: TO, T1 e T2.
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4.9. Avaliacao Radiografica

A coleta dos dados radiograficos sera realizada por dois avaliadores
previamente treinados em sessdes idénticas aquelas que serao realizadas no
ambiente das avalia¢des, utilizando imagens nao pertencentes a amostra do
estudo. Apos o treinamento, 0S exames r as cegas quanto aos grupos. Em
ambiente com iluminacao reduzida, o NOA das areas proximais (mesiais e
distais) de cada elemento dentario sera mensurado por dois avaliadores, de
forma independente (figura 1). Para isso, as radiografias serdo fixadas a
negatoscopio de luz fria e adaptadas em mascaras negras. As mensuracgoes
serdo efetuadas da juncdo esmalte-cemento (JCE) a crista 6ssea alveolar
(COA) utilizando-se um paquimetro digital e lupa com magnificacdo de 1.3x,
como realizado nos estudos de Bahrami et al. (2006) e Vandenberghe et al.
(2011). A avaliacao radiografica dos dentes que possuem indicacdo para

extracdo nao sera realizada.

Figura 1: Nivel 6sseo alveolar, mensurado da juncdo esmalte-cemento (JEC) a
crista 6ssea alveolar (COA).

4.10. Cronograma das Atividades de Campo

Grupo Caso

TO=Baseline: pré- T1=90dias pos- T2 =90 diaspos
guimioterapia quimioterapia terapia periodontal




Questionario Médico-
Odontolégico
Diagnéstico para
Neoplasia de Mama
Exame clinico
periodontal,
Periodontograma,
Odontograma,
Coleta de placa
subgengival
Coleta do fluido gengival
Avaliagédo radiogréfica
Adequacao bucal
Terapia periodontal
Basica

Questionario Médico-
Odontolégico
Exame clinico
periodontal,

Periodontograma,
Odontograma,
Terapia periodontal
béasica
Coleta de
placa
subgengival
Coleta do fluido
gengival Avaliacdo
radiografica

Questionario Médico-
Odontoloégica
Exame clinico
periodontal,

Periodontograma,
Odontograma,
Coleta de placa
subgengival
Coleta do fluido
gengival

Avaliacédo radiogréafica

Terapia periodontal
béasica

Grupo Controle

Fase 3=90diaspds

Fase 1= Fase 2 = 90 dias
Baseline em média poés terapia
baseline periodontal

Questionario Médico-
Odontoldgico
Diagnéstico Por Imagem
para Neoplasia de
Mama
Exame clinico
periodontal,
Periodontograma,
Odontograma,
Coleta de placa
subgengival
Coleta do fluido gengival
Avaliacéo radiogréfica
Terapia periodontal
béasica

Questionario Médico-
Odontoldgico
Exame clinico
periodontal,

Periodontograma,
Odontograma,
Terapia periodontal
basica
Coleta de
placa
subgengival
Coleta do fluido
gengival Avaliacdo
radiogréfica

Questionario Médico-
Odontolégico
Exame clinico periodontal,
Periodontograma,
Odontograma
Coleta de placa
subgengival
Coleta do fluido gengival
Avaliacéo radiogréfica
Terapia periodontal basica
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OBS: apés a ultima fase serdo feitas as coletas de sangue para testagem da
COVID 19 em ambos os grupos e analise de bidpsias de tumores de mama

por PCR.
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ELISA para quantificacdo das citocinas IL-1B, lI-6, IL-8 e TNF a

Serao coletadas um total de 300 amostras distribuidas em 3 momentos da pesquisa
(como citado anteriormente) de fluido gengival das bolsas periodontais das
mulheres com e sem cancer de mama. Os niveis das citocinas pro- inflamatorias
nas amostras de fluido gengival dos sitios com bolsas periodontais nos grupos
serdo determinados através do método de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) por meio do Human Uncoated ELISA Kit (Invitrogen- BioSource
International, Camarillo, CA). Para a sensibilizac&o inicial da placa sera adicionado
o anticorpo de captura diluido adicionando 48 pL de solucdo AB-CAP para 12 mL
de coating buffer solution. Em cada placa de ELISA (COSTAR 9018, Cornig Life
Science, Lowell, MA, USA) serdo pipetados 50 pL/poco do anticorpo de captura
diluido. A placa ser& entdo selada e incubada por 24 horas a 4°C. Posteriormente,
as placas seréo lavadas 3 vezes com 500 pL/po¢co com uma solucao de lavagem
(1x PBS, 0.05% Tween 20) em uma lavadora automatica. Este protocolo de
lavagem sera utilizado em todas as etapas de lavagem das placas. Para o bloqueio
dos pocos, uma solucédo de 15 mL de Assay Diluent sera preparada, e adicionara
200 pL por poco. Logo apés as placas serdo incubadas a temperatura ambiente
por 1 hora, lavadas e adicionara 50 pL das amostras clinicas em cada um dos
pocos. Em seguida, os padrdes disponiveis no kit serdo diluidos de forma seriada
dos para confecc¢éo da curva padréo e as placas incubadas por 24 horas. Apés as
placas serem lavadas novamente, e adicionara

50 yL de anticorpo de deteccdo por poco, e as placas serdo incubadas em
temperatura ambiente por 1 hora. Passado o periodo de incubacgéo, as placas seréo
lavadas novamente e entdo serdo adicionados 50 pL/poco de Avidin-HRP diluida
em 1x assay diluent. As placas serédo seladas e incubadas por mais 30 minutos.
Apos esse tempo, as placas serdo lavadas, e adicionara 50 pL de substrate solution
e novamente incubadas por 15 minutos. Passado o tempo de incubacéo, seréo
adicionados 25 pL/poco da solugéo de parada (1M H3POy). As placas seréo entao
colocadas em uma leitora de ELISA (ELx 800 - Bio- Tek) e lidas e ajustadas no

comprimento de onda de 450 nm.

Analise Microbiolégica do Biofilme Subgengival (UNG)

Serdo coletadas 300 amostras de biofilme (placa subgengival) das bolsas
periodontais distribuidas em 3 momentos da pesquisa (como citado anteriormente)
da bolsa mais periodontal mais profunda, utilizando-se curetas
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periodontais Gracey (Hu-friedyMfgCo Inc. Chigago IL). Sera selecionado um sitio
com bolsa periodontal mais profunda e um (01) sitio periodontal com bolsa rasa em
cada mulher de cada grupo. As amostras serédo transferidas para tubos de plasticos
(Eppendorf) contendo 300ul de solugcéo tampéo TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA,
pH 7,6) e estocados a — 80°C, logo apds enviadas para hibridizacdo checkerboard
DNA-DNA e hibridizacdo das membranas com as sondas de DNA. Para deteccédo
das espécies cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra de placa
sera comparado em intensidade ao sinal produzido pela mesma sonda nos dois
controles contendo 10° e 10° bactérias. Desta forma, o nimero “0” sera registrado
guando nao houver deteccéo do sinal; “1” equivalera a um sinal menos intenso que
o controle de 10 células; “2” equivalera a aproximadamente 10° células; “3”, entre
10° e 108células; “4” aproximadamente 10° células e “5”, mais de 10° células. Estes
registros serdo entdo utilizados para determinar os niveis das diferentes espécies
investigadas no estudo, expressos em nivel médio de cada espécie (contagem) em

cada sitio.

Reacdo em cadeia de polymerase (PCR) do DNA Bacteriano

50 amostras de biopsias de tumores de mama fixadas em bloco de parafina seréo
processadas neste ensaio. Para controle positivo interno, foi utilizada uma amostra de
biépsia de uma paciente que teve a progressao da periodontite durante a quimioterapia.
O controle negativo consistiu de agua destilada e deionizada. Os tecidos embebidos em
blocos de parafina serdo desparafinados em 600pl de xileno. Serdo colocados em banho-
maria e pré aquecidos por 10 min a 65°C, seguido de 45 min a 67°C. Apés incubacéo, 0s
tubos serdo centrifugados a 10.000 rpm por 5 min a uma temperatura de 25°C. Apés a
centrifugagéo, desprezou-se o sobrenadante e ao precipitado adicionara 600pul de etanol

a 95°C Gl. Centrifugara os tubos novamente a 10.000 rpm 5 min a 25°C e
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desprezar o sobrenadante. Para extracdo de DNA, ao material biol6égico obtido na
desparafinizacéo adicionara 1ml de agua destilada mais 200ul de solucéo de proteinase
K na concentracdo de 10mg/ml. O material sera deixado em banho-maria por 3horas a
55°C e adicionara mais 100uL de solucéo de proteinase K (pK) na concentracdo de 10
pg/mL, deixando-se os tubos por 9 horas a temperatura de 60°C. Ao final da digestédo
proteolitica com pK, todo o material sera transferido para tubos novos, onde se adicionou
600 pL de alcool isopropilico PA. O conteudo dos tubos foi homogeneizado por 1 minuto
e depois centrifugado a 14.000 rpm por 6 minutos a temperatura de 25°C. ApGs a
centrifugacéo, desprezou-se todo o conteddo dos tubos que foram entdo deixados em
posicdo invertida para secar. Adicionou-se aos tubos secos 50 pL de agua destilada e
deionizada que foram, por sua vez, levados a temperatura de 65°C por

15 minutos para re-hidratacéo do DNA. Os tubos foram entdo congelados a temperatura
de - 20°C até o momento de uso.

Quantificagcdo do DNA por Fluorometria

Terminado o processo de extragdo, as amostras serdo quantificadas em um
fluorbmetro DQ200 Dynaquant Fluorometer (Hoeffer Inc.) utilizando-se o protocolo

indicado pelo fabricante, seréo obtidas concentracdes de DNA satisfatérias (Tabela Il).

Amplificagéo por PCR

As amostras foram submetidas a PCR para amplificacdo de fragmentos genémicos
de DNA bacteriano mediante a amplificacdo da regido cromossdmica. Utilizara um
termociclador Perkin-ElImer GeneAmp® PCR System 9700 Termal Cycler AB (Applied
Biosystems, USA) Com a totalidade de 40 ciclos, as possiveis copias da regido alvo

poderdo ser em numero de bilhdes.

Infra-Estrutura da Instituicao Executora e das Colaboradoras:

. Microscopio Olympus AX70, acoplado ao sistema de imagem U-MCB
com softwareSigma Image,

. Duas microcentrifugas Sigma, modulo 2/3;

. Centrifuga refrigerada;

. Criostato SLEE, Mars, modelo MHR;

. Balanca analitica Optronics;

. Balanca digital ACATE;



pHmMetro;

Termociclador para PCR,;
Deionizador TKA 800/1900;
Capela de exaustéao;
Autoclave;

Microondas;

Freezers e geladeiras;

Microscopio eletrénico;
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Analise Estatistica

A andlise estatistica sera caracterizada por meio da frequéncia observada,
porcentagem, medidas de tendéncia central e de variabilidade. O teste t de Student
serd utilizado para verificar as diferencas entre as médias das variaveis sécio clinicas
demogréficas dos pacientes entre 0s grupos caso e controle. A regressao de Poisson
servira para quantificar a razéo de risco de ter dentes cariados, obturados, perdidos
e com extracao indicada entre os grupos avaliados. O teste ANOVA de 1 via (um
braco/cauda) sera usado para andlise de uma variavel continua e diversas variaveis
categoricas. As analises estatisticas serao realizadas pelo software Stata versdo 12
e 0 IBM SPSS statisticsversion 21. O nivel de significancia sera de 5% e intervalo de
confianca de 95%. Os dados seréo registrados em uma planilha no programa Excel

da Microsoft, versdo 2010.

5. RESULTADOS E IMPACTOS ESPERADOS

Como resultados diretos do projeto, espera-se:

1) Obter um melhor entendimento da microbiota oral, em ambos 0s grupos;

2) Determinar a diversidade das comunidades intituladas de complexos
microbianos nos microambientes bucais (bolsas periodontais), através de
estudos quantitativo e qualitativo de seus constituintes;

3) Conhecer as espécies de bactérias relacionadas a condicédo do
desenvolvimento do cancer como requisito para compreender alguns fatores
relacionados a sua provavel origem;

4) ldentificar espécies de bactérias raras ou previamente ndo relatadas;

5) Determinar o nivel de qualidade de vida por meio de interven¢des bucais na
reducdo de agravos e provaveis co-morbidades;

6) Treinar pessoal qualificado para o exercicio da pesquisa e do magistério
superior no campo da Biotecnologia em Saude;

7) Desenvolver pesquisas na area da Biotecnologia em Saude, sob perspectiva
multi e interdisciplinar marcadores de diagnostico para a doenca periodontal e
para o cancer de mama



31

Espera-se conhecer o perfil microbioldgico e inflamatério da doenca periodontal
e o efeito da terapéutica periodontal adotada para essas pacientes no sentido de se
propor uma metodologia de tratamento apropriado visando obter resposta clinica
bucal mais favoravel ao processo saude — doenca no sentido da reducdo de tempo
terapéutico, menor tempo de sessGes empregadas, e reducdo do numero de visitas
dos pacientes e melhor qualidade de vida. Ainda ndo ha na literatura dados que
respondam a este questionamento. Existe a possibilidade dos resultados
encontrados nos grupos serem semelhantes, e essa observacao sera extremamente
valiosa em virtude da escassez de informacdes sobre o tema. Para tanto, espera-se
encontrar desfechos primarios relacionados as caracteristicas clinicas socio-
demograficas mais prevalentes nos grupos investigados. Além disso, encontrar uma
reducdo do nimero total de bactérias subgengivais, reducao do numero de espécies
bacterianas consideradas mais patogénicas como o dos Complexos Vermelho e
Laranja, e reducao dos niveis das citocinas IL-18, IL-6, 1I-8 e TNFa. O conhecimento
da diversidade bacteriana nos microambientes bolsas periodontais possibilita a
determinacdo do grau de similaridade das comunidades microbianas inter e entre
pacientes, podendo direcionar futuras terapias antimicrobianas especificas, seja em
nivel de sitio ou individuo, mais eficaz e seguro. Por outro lado, a identificacdo de
bactérias raras ou até mesmo desconhecidas, trara possibilidade da realizacdo de
investigacbes complementares mais aprofundadas sobre o seu papel na etiologia
das doencas bucais. Por fim, o conhecimento técnico-cientifico adquirido neste
projeto podera ser utilizado em outras investigacdes similares conduzidas na regiao
do Estado do Espirito Santo ou sob a forma de estudos multicéntricos nacionais e
internacionais, principalmente na area de detec¢do molecular de patdégenos bucais
humanos e projetar a adocao de politicas de saude publica bucal neste grupo de
risco vulneravel. Além disso, encontrar uma reducdo dos niveis das citocinas
expressas na resposta inflamatéria da doencga periodontal apés intervengéo bucal
neste grupo de risco. Portanto, a proposta deste estudo visa identificar alteracdes
presentes nas amostras de placa dental e do fluido gengival de mucosas gengivais
(periodonto doente) de pacientes com cancer de mama para o desenvolvimento de
biomarcadores moleculares como as citocinas pro-inflamatorias para diagnostico de
doenca periodontal, a fim de comparar a exposi¢ao da periodontite nos grupos com
e sem cancer de mama e, dessa forma, contribuir para estudos futuros que visam

identificar a
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relacédo destes biomarcadores presentes na periodontite com a doenca cancer de
mama. Logo, busca-se poder contribuir para a saude publica fornecendo novos
dados de pesquisa na area de cancer de mama, doenca que leva a morte de milhares
de mulheres no mundo, todos os anos, e que vem crescendo de forma preocupante.
Os resultados obtidos neste estudo servirdo de instrumento para outros projetos que
envolvam a busca do entendimento da doenca periodontal, sua evolucdo e
terapéutica, a fim de beneficiar a populagéo, ndo sé com informacao a respeito dos
fatores causadores como também sobre as formas de prevencdo e melhora da

gualidade de vida.

CRONOGRAMA

Ano: 2018

ACOES/ETAPAS JIFIMIA|{M|J |[J|A|S|O|N

Pesquisa Bibliografica XX | XX [ X|X|X|X]|X]|X

Estruturacdo e Elaboracéo do projeto XXX | XX

Submisséodo Projeto de Pesquisano X X
CEPE/HUCAM e na Plataforma Brasil
e aprovacao

Selec¢éo de Pacientes a partir dos
Prontuarios/Agenda SUS Ambulatorial HUCAM

Ano:2019
ACOES/ETAPAS J|FIM|A (M |J J |A]|S |O |N
Coletade Dados, do Fluido Gengival e XX |X|X
do Biofilme Subgengival Periodontal
Fase 1
Pesquisa Bibliografica X[ X [ X [ X|[X [ X|[X[X]|X|X [X
Terapéutica Periodontal XX |X
Avaliacéo Elisa/Fluido Gengival Fase 1
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Avaliacdo Radiogréfica X [X | X

Ano: 2020

AGCOES/ETAPAS JIFIMIAIM|J|J|A|S|O|N |D

Pesquisa Bibliografica XXX [ XX [ X[X[|X][X|X|X X

Terapéutica Periodontal e Avaliacao X X
Radiografica
Avaliacéo Elisa/Fluido Gengival Fase 2 X

X
X

Escrita e Submissdo de Emenda na X
Plataforma Brasil-CCS e aprovacao
Escrita e Submisséao de Artigo

X
>

Exame de Qualificacdo de Tese X

Ano: 2021
ACOES/ETAPAS J F M A M J J A S O N

Pesquisa Bibliogréafica X X X X X

Terapéutica Periodontal X
Fase 3

Avaliacéo Elisa/Fluido
Gengival Fase 3

‘ .
Avaliagdo Radiogréafica X X
Fase 3

Avaliacao X
Microbiolégica/Placa
dental Fase 1,2 e 3

Analise do DNA X

bacteriano nas biopsias
do grupo caso por PCR

Coleta de amostras para
testagem da COVID 19 nos
grupos e analise
laboratorial.

Escrita, submissao de
artigo, revisao e defesa da
tese
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6. ORCAMENTO PREVISTO

O orcamento deste estudo sera compartiihado entre os pesquisadores
responsaveis pelo projeto na UFES e dentro do possivel sera submetido as

agéncias de fomento FAPES, CNPq, Vale, etc.

Item | Quantidade Descricao Prec¢o unitario Preco total

01 4.500 Tubos tipo R$ 300,00
Unidades | Eppendorf/Criotubo2,0ml

02 02 Passagemaérea(idaevolta) R$ 250,00 R$ 500,00
para Guarulhos/SP Congresso
da Sociedade Brasileira de
Pesquisa Odontologica
(Campinas-SP) ou Evento de
Biotecnologia

03 Andlise Estatistca | = | -

04 2 diarias Hospedagem Guarulhos/SP R$250,00 R$500,00
total R$ 1.300,00
Elementos de despesas laboratoriais Valores (R$)
Material para manutencéo das linhagens (meio de cultura, antibiéticos, R$ 500,00

antifungicos, soro, sistema de filtracéo, utensilios plasticos e descartaveis,
dentre outros)

Pipetas, ponteiras plasticas, etc. R$ 500,00
Material de consume R$ 500,00
Solucdes PBS e TE R$ 185,00
kit citocinas R$11.000,00
Sondas de DNA para checkerboard R$ 2.500,00
Material checkerboard R$ 5.000,00

Total R$21.485,00
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Material para testagem da COVID 19 e analise de biépsias de tumores de mama por PCR

Elementos de despesas laboratoriais Valores (R$)

Material para PCR de bidpsia de tumores de mama, kit de extracéo e R$ 2200,00
amplificacdo de DNA . Fonte: adquiridos pelo material de consumo do
Centro de Ciéncias da Saude requisitado via memorando a direcdo do
CCS.

Material de EPI R$ 1000,00

Tubos para coletas sanguineas, seringas descartaveis e insumos para coleta | R$ 300,00
de swab de 100 pacientes

Total R$ 3500,00

OBS: os itens como: ponteiras plasticas descartaveis, solucdes PBS, TE e tubos falcon serdo adquiridos pelo
laboratério da orientadora Prof Leticia Batista Azevedo Rangel. Material de EPI e de coleta de amostras para
testagem da COVID 19 ja estdo comprados com recursos préprios da doutoranda Maria da Conceicdo
Machado Gomes. Os testes para COVID 19 serédo feitos em parceria com o laboratério central (LACEN) e
com autorizacéo da secretaria estadual de salide (SESA) cuja anuéncia esta anexada na PB.

DIVULGACAO DOS RESULTADOS

Os resultados referentes a este presente projeto de pesquisa serao

divulgados conforme descricdo a seguir:
1. Apresentagcdo dos dados em pelo menos 01 congresso nacional e 01
congresso internacional com franco incentivo a participagdo dos alunos

envolvidos na execucéo do projeto;

2. Publicacdo em revistas indexadas no QUALIS CAPES.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO/CCS

A1 -QUESTIONARIO AVALIACAO MEDICA-ODONTOLOGICA

1) Esta sobre tratamento médico?

() Sim () Ndo

Por qual motivo?

2) Estad tomando algum medicamento?
() Sim () Nao

Qual (is)?

3) Ja esteve hospitalizado?
()Sim ( )Nao

Qual motivo?

4) Ja teve ou tem alguma das enfermidades abaixo citadas:
Doenca do coracéo () Sim ( )Nao ( )Nao sei
Hipertenséo arterial () Sim ()N&o ( )N&o sei
Hipotensao arterial () Sim ( )N&o ( )Nao sei

Alergia () Sim ()N&o ( )Nao sei

Asma () Sim ()N&o ( )Nao sei

Artrite () Sim ( )Nao ( )Nao sei

Ulcera () Sim ( )N&o ()N&o sei

Doenca nos rins () Sim ()Nao ( )N&o sei
Epilepsia () Sim ()N&o ( )Nao sei

Diabetes () Sim ( )Nao ( )Nao sei
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Sinusite () Sim ( )Nao ( )Nao sei

Hepatite () Sim ( )N&o ( )N&o sei

Sarampo () Sim ()N&o ( )Nao sei

Gastrite () Sim ( )N&o ( )Nao sei

Tuberculose () Sim ( )N&o ( )Nao sei

E portador do Virus HIV? () Sim ( )N&o ()N&o sei
Doencas da infancia? () Sim () Nao () N&o sei

COVID 19 () Sim ()Nao () Nao sei

Relate os sintomas:

5) J& sofreu algum traumatismo na face? () Sim () N&o () N&o sei

6) Apresentou alguma reacao adversa ao tratamento médico ou odontoldgico (lipotimia,
sincope)? () Sim ( )N&o ( )N&o sei

7) Vocé percebe que a sua saude bucal esta: Boa () Regular () Ruim () N&o sei ()
8) Vocé percebe que a sua saude geral esta: Boa () Regular () Ruim () Nao sei ()
9) Ganhou () ou () Perdeu peso nos ultimos doisanos?

Avaliacéo do historico odontologico

10) Tem acompanhamento odontolégico?

() Sim ( )Nao ( )Nao sei () vezes por ano

Data do ultimo atendimento:

Experiéncias negativas no tratamento odontoldgico? () Sim () Nao

11) Tratamentos anteriores: () Periodontia () Endodontia () Ortodontia
() Protético () Restauracao () Cirargico

Outros:

12) Sangramento gengival: () Sim ( )N&o ( )N&o sei
Quando: () Provocada ( ) Espontanea

13) Sente dor nos dentes ou préoximos a ele: () Sim ()Nao ( )N&ao sei



Se sente dor, ela é: ( ) Forte () Fraca () Localizada () Difusa

14) Sua gengiva cresceu (aumento gengival)? () Sim ( )N&o ( )Nao sei

15) Sua gengiva diminuiu (recessao gengival)? () Sim ( )N&o ( )Nao sei

16) Seus dentes estdo ou ja estiveram moles? () Sim ( )Nao ( )N&o sei

17) Sua gengiva tem ou ja teve bolhas (abcessos, fistula)? () Sim ( )N&o ( )Nao sei
18) Algum dentista ja te disse que vocé tem doenca periodontal? () Sim ( )Nao
()Nao sei

19) Dificuldade de mastigacéo/degluticdo: () Sim ( )N&o ( )Nao sei

20)Dor na ATM? () Sim ( )N&o ( )N&o sei

21) Aftas recorrentes: () Sim ( )N&o ( )Nao sei

22) Herpes labial: () Sim ()N&o ( )N&o sei

23) Ja fez radioterapia de cabeca e pescoco? () Sim ()N&o ( )Nao sei

24) Outro problema de saude bucal ndo relacionado?
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Avaliagdo dos hébitos comportamentais

25) Bruxismo Outros

26) Frequéncia de escovacao: ()1()2()3()4
27) Tipo de escova dental: ( ) Macia () Média () Dura () Nao sabe
28) Uso de fio dental: ( ) Sim ( )N&o ( )Asvezes () Nunca

29) Uso de bochechos: () Nao ( )Nao sei ( )Sim, Qual?
Frequéncia:

30) Usa palito dental? () Nao () Sim. Frequéncia: 31)

31) Consome doce/agucar? () Sim ( )N&o ( )Nao sei. Frequéncia:

32) Alimentacédo saudavel: () Sim ()N&o ( )Nao sei

33) Tem horarios especificos para se alimentar? () Sim ( )N&o () As vezes ()
Nunca

34) Tem sensacédo de boca ou labios ressecados? () Sim ()Nao ( )Naosei
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35) Usa protese dentaria? () Sim ()N&o () As vezes () Nunca

Tipo de higienizagcdo da protese:

A2- QUESTIONARIO DE AVALIACAO /COVID 19

Nome da Unidade: HUCAM/CCS/UFES
Nome do paciente:
DN: / /

Locais de trabalho:
DATA: / /

1-.Apresentou ou apresenta algum dos sinais e sintomas abaixo?

Sim ha 15 Sim na Sim Data de Nao
dias altima apresento | inicio de
semana no sintomas
momento

Desconforto
respiratorio
Falta de
ar/cansaco
Congestéao
nasal/coriza
Irritacdo,
coceira ou
dor de
garganta
Tosse

Crise de
asma,
bronquite
e/ou rinite
Episddio de
diarreia
Diminuicdo
ou perda do
olfato e/ou
paladar
Perda total
ou
diminuicéo
do apetite

2- EM ATIVIDADES DIVERSAS SE HOUVER

1.Tem contato com a populacdo no desempenho de alguma funcdo ? () Sim () Nao

2.Que tipo de contato? () Direto: Sem barreira fisica ou distanciamento () Indireto: com separagao por
barreira fisica

3. .Utiliza mascara durante todo o expediente de trabalho? () Sim () Nao/ EPI? () Sim () Néo

4. No seu local de trabalho o espaco é: () Ambiente compartilhado () Ambiente comum de uso
individual () Acesso restrito

5.Em caso de ambiente compartilhado, existe a desinfec¢do do local entre um usuario e outro? () Sim (
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) N&o () N&o se aplica (administrativo)

6.Tem acesso e faz uso de Alcool 70% (gel e liquido) durante o periodo de trabalho? () Sim () N&o
7.Jornada de trabalho que esta cumprindo () presencial 8 horas () presencial 6 horas () semi
presencial () home office ( )outras

8.Faz pausa durante a jornada de trabalho? Se sim, durag&o do intervalo? () Sim: tempo: ()
N&o

9.Equipe de trabalho tem seguido orientacdes de boas préaticas? () Sim () Nao

10.Trabalha e mora na mesma cidade? () Sim () Ndo. Qual a cidade de

moradia?

11.E usuério de: () Transporte publico () Transporte particular proprio () Carona () Ndo usa transporte
12.Sobre a rotina de deslocamento ap6s o inicio da quarentena, que atividades estdo mantidas: ()
Compras presenciais () Shopping () Caminhada () Igreja () Trabalho () Rotina normal

13.Nos ultimos 15 dias viajou, visitou ou recebeu visitas de parentes e amigos? () Sim () Nao

14. Ficou afastado quando iniciou sintomas? () N&o () Sim.

Data do Afastamento: I a I/

15. Alguém em sua casa apresenta sintoma ou teste positivo para COVID-19? () Sim () Nao
16.Realizou algum dos testes para COVID-19?

A. () RT-PCR Data: [/ Resultado: () Positivo () Negativo () Em andamento B. ()
Antigeno ou Anticorpos IgM/IgG Data: [ Resultado: () Positivo () Negativo () Em
andamento C. ()

Teste Répido Data: Data: 1 Resultado: () Positivo () Negativo () Em andamento
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APENDICE D

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO-UFES
Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Vitéria- ES, CEP 29040-090

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
e TCLE atualizado estara anexado

A Sra. foi convidada a participar da pesquisa intitulada
“CITOCINAS DO FLUIDO GENGIVAL E MICROBIOTA SUBGENGIVAL DE SITIOS COM
PERIODONTITE CRONICA EM MULHERES COM E SEM CANCER DE MAMA”,

sob responsabilidade de Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa.

JUSTIFICATIVA

Apresenca de placa dental pode causar umainflamag&o na gengiva conhecida como periodontite (perda
Ossea ao redor dos dentes). Através do presente estudo, verificaremos quais sao as substancias
(citocinas) contidas nas gengivas inflamadas e quais 0s germes (bactérias) presentes nestas gengivas das
mulheres com cancer de mama antes e apés o tratamento da quimioterapia e nas mulheres sem cancer
de mama.

OBJETIVOS DA PESQUISA

Este trabalho prop6e-se arealizar um estudo sobre a presenga de citocinas e de bactérias nas gengivas
inflamadas de mulheres com e sem cancer de mama.

PROCEDIMENTOS

Estapesquisaconstara de exame das gengivas, examede Raios X dos dentesinflamados, da presencade
dentes com carie, dentes obturados, dentes perdidos, e dentes indicados para extracdo, e deraizes
residuais através de um espelho bucal, sonda periodontal reta e curva, questionario sécio-demografico e
da coleta da secrecdo gengival de dois dentes com gengivas inflamadas e da coleta da placa dental dos
mesmos dentes. Esses exames serdo realizados por uma Cirurgia-dentista, especialista em Periodontia
(gengiva) e por alunos selecionados do Curso de Odontologia no Ambulatério 2 da Odontologia da UFES
(Instituto de Odontologia da UFES-IOUFES) sob a Orientagéo do Prof. Dr. Alfredo Feitosa, durante trés
momentos: Um momentoantes de iniciara quimioterapia; osegundo momento de até 3 meses apdsa
guimioterapiae oterceiromomento, seismesesapos a Ultimaintervencdo dos Dentistasnosdentese
nasgengivas. Otratamentodasgengivasserafeitopormeioderaspagemealisamentodasraizesdas
gengivasinflamadas, controle de placa dental, polimento dos dentes com pasta abrasiva e aplicagéao
topica de flior em todos os dentes de todas as pacientes. As amostras das secre¢des das gengivas
inflamadas para verificar a presenca das citocinas serdo armazenadas emfreezer a -80° C e serédo
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analisados no Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular do Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI) da
UFES e no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Cancer Humano do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da UFES sob coordenacédo da Dr2.Leticia Batista de Azevedo Rangel; e as amostras de
placa dental serdo analisadas no Laboratério de Biologia Oral, Microbiologia, Imunologia e Biologia
Molecular da Faculdade de Odontologia da Universidade de Guarulhos sob coordenacao da Dr2. Magda
Feres.

DURACAO E LOCAL DA PESQUISA

Os procedimentosodontolégicos(Examedasgengivas, Raios X das gengivasinflamadas; raspagem das
raizes dos dentes inflamados; controle de placa dental, polimento dos dentes com pasta abrasiva e
aplicacéo topica de flior nos dentes) seréo realizados na Clinica de Periodontia do Instituto de
Odontologia da UFES (IOUFES) no Ambulatério 2 sob a coordenacéo do Prof.Dr.Alfredo Carlos Rodrigues
Feitosa e sob condugéo da Doutoranda Maria da Conceigdo Machado Gomes (BIOTECH) e dos alunos
selecionados do Cursode Odontologia e os exames laboratoriais serdo realizados no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Cancer Humano do Curso de Farmacia e Bioquimica da UFES e no
Laboratério de Biologia Oral, Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular da Universidade de
Guarulhos (UnG). Aduracao dessa pesquisa é de até dois (02) anos. Todas as pacientes receberdo
gratuitamente o tratamento gengival e serd assistidas e acompanhadas por uma especialista (MCMG) e
pelosalunos selecionados do Curso de Odontologia no Ambulatério 2 do Instituto de Odontologiada
UFES (IOUFES).

RISCOS E DESCONFORTOS

O desconforto sera minimo, tais como: dor, pequeno edema do local, sangramento gengival no
momento da raspagem das gengivas. Todas as pacientes serdo informadas dessa situacao clinicaque é
de rotina na pratica odontoldgica, e poderao receber anestesia local ou regional caso haja algum
desconforto maior. As pacientes receberdo medicacao (analgésicos) pelos Dentistas para tratar a dor de
acordocomaorientacdomédica. Paraos provaveis edemasapos ostratamentos das gengivas serao
prescritos aplicacéo de compressas com gelo no local, e todas as medidas terapéuticas serdo realizadas
por meio de a¢cBes de rotina da pratica odontolégica a ser realizado pela especialista em Periodontia
(MCMG) e pelos alunos selecionados do Curso de Odontologia.

BENEFICIOS

Os resultados desta pesquisa poderao contribuir para saber quais séoas alteragdesque ocorrem na
guantidade de citocinas (moléculas) responsaveis pelainflamacéo e naquantidade de bactérias nas
gengivas, antes e ap0s a terapia bucal (tratamento periodontal) dos tecidos gengivais com inflamacgéo
gengival. Dessa maneira, a Dentista (Periodontista) podera orientar melhor os pacientes quanto ao
periodo de retorno de suas consultas ao Dentista; quanto aos cuidados que devem ser tomado em
relacdo a adequada higienizacéo bucal no periodo de tratamento gengival, bem como alertar &
populacéo das consequéncias da falta de higiene oral.
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GARANTIA DE MANUTENGAO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Toda informacao obtida neste estudo sera confidencial. Em nenhum momento o seu nhome sera
divulgado, sendotratado apenas por um nimero ou sigla. Apenas as pessoas envolvidas no estudo terdo
acesso a estas informacdes. Os pesquisadores se comprometem a resguardar sua identidade durante
todas as fases da pesquisa, inclusive apés publicacéo.

DESTINO DE MATERIAIS E/OU DADOS DA PESQUISA

Todos os resultados do trabalho em questdo serdo tornados publicos pelos meios normais de
comunicacdao cientifica. Poderdo serapresentados através de publicacées em periodicos cientificos
nacionais e internacionais, apresentados oralmente, como palestras, conferéncias e sob forma de
painéis em encontros cientificos ou congressos na area tratada.

GARANTIA DE RESSARCIMENTO FINANCEIRO

Como os examesserdorealizados no mesmolocalparatratamento, ndo haveranenhumadespesa
adicional para participar da pesquisa. Portanto, ndo havera o ressarcimento.

GARANTIA DE INDENIZACAO
Em qualquer momento, se houver algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé tera
direito aindenizacao.

GARANTIA DE RECUSA EM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA DE CONSENTIMENTO

A participante ndo é obrigada a participar da pesquisa e de negar a responder perguntas que nao fazem
parte da estrutura dos exames podendo deixar de participar dela em qualquer momento de sua
execucdo,semque hajapenalidadesouprejuizosdecorrentesde suarecusa, bemcomocasodecida
retirar seu consentimento.

ESCLARECIMENTOS E DUVIDAS

Em caso de davidas sobre a pesquisa ou para relatar algum problema, a Sra. pode contatar a
pesquisadora MARIA DA CONCEICAO MACHADO GOMES no telefone (27) 9 9805-6922, e-mail
falecomaria@gmail.com, ou endere¢o Rua Aurora de Aguiar Ferreira, n° 90 Bloco: O Apto: 303 Jardim
Camburi, Vitéria-ES CEP: 29090-310, BRASIL, ou 0 Dr. ALFREDO CARLOS RODRIGUES FEITOSA no telefone
(27)3335-7273/7191, e-mail: alfredofeitosaufes@gmail.com, ou no endere¢o Rua Piratininga, n®33
Apto: 7032 Praiada Costa, VilaVelha CEP: 29101-220, BRASIL. Temagarantia de que receberatodasas
informacdes, respostas e esclarecimentos sobre qualquer divida a cerca dos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados a esta pesquisa. O Comité de Eticaem Pesquisado CCS (27)
3335-7201, e-mail cepe@ccs.ufes.br ou correio: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos,
GEP (gerénciadeensino e pesquisa), Av.Marechal Campos, 1468, Maruipe, CEP 29040-090, Vitéria-ES,
Brasil. O CEPE tem a funcao de analisar os projetos de pesquisa visando a protecéo dos participantes dentro de
padrdes éticos nacionais e internacionais. Seu horario de funcionamento é de segundaa sexta-feira, de 8as 14
horas.
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DECLARAGCAO DE INFORMAGAO, ASSINATURA E DE RECEBIMENTO DE UMA VIA ORIGINAL

Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o presente documento, entendendo todos
ostermosacimaexpostos, e que voluntariamente aceito participar deste estudo. Tambémdeclaroter
recebidoumaViadeste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, deigual teor, assinadapelo(a)
pesquisador(a) principal ou seu representante, rubricada em todas as paginas.

Vitéria-ES, de de

Participante da pesquisa/Responsavel legal

DECLARACAO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Naqualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa “CITOCINAS DO FLUIDO GENGIVAL E
MICROBIOTA SUBGENGIVAL DESITIOSCOMPERIODONTITE CRONICAEMMULHERES COME SEM
CANCER DE MAMA", sob a responsabilidade do Professor: Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa, eu,
MariadaConcei¢cdo Machado Gomes, declarotercumpridoasexigénciasdo(s)item(s)IV.3elV.4,da
Resolugcdo CNS 466/12, a qual estabelece diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos.

Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa — Pesquisador Responsavel

Maria da Concei¢cdo Machado Gomes
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ANEXO 1: CLASSIFICACAO DA DOENCA PERIODONTAL CID 10

1.1 KOS5 - GENGIVITE E DOENCAS PERIODONTAIS

K050 - Gengivite aguda

K051 - Gengivite crdnica

K052 - Periodontite aguda

K053 - Periodontite cronica

K054 - Periodontose

K055 - Outras doencgas periodontais

K056 - Doenca periodontal, sem outra especificagcéo



