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RESUMO

A Anemia de Fanconi (AF) é uma desordem genética de fendtipo variado sendo o
mais importante a faléncia medular progressiva. O Unico recurso terapéutico com
possibilidade de cura das complicacbes hematoldgicas € o transplante de células
tronco hematopoéticas (TCTH). O regime de condicionamento terapéutico antes e
apos o TCTH pode provocar alteracdes da microbiota bucal em pacientes com AF
aumentando o risco de problemas bucais e agravando o quadro clinico geral. O
propésito deste estudo foi avaliar fatores sociais, comportamentais e microbiolégicos
associados a saude bucal de criancas e adolescentes com AF. A amostra foi
composta por trés grupos: AF pré-transplante (n=25), AF pos-transplante (n=23) e
controle (n=24). Os individuos com AF foram avaliados no Servico de Transplante
de Medula Ossea do Hospital de Clinicas da UFPR, entre abril/2011 e julho/2011 e
os individuos saudaveis foram avaliados na Clinica de Odontologia da UFPR, entre
maio/2011 e dezembro/2011. Todos os pacientes leram e aceitaram participar do
estudo assinando o termo de consentimento. A idade média dos grupos foi de 10
anos (6 a 18 anos). Os habitos de higiene dos individuos em geral foi caracterizado
com trés ou mais escovacdes ao dia, sem o0 uso de fio dental e enxaguatdrio bucal.
Diferencas significativas nao foram observadas entre os grupos quanto aos habitos
de higiene. No acesso odontoldgico, os grupos pré-transplante e controle utilizaram
0 servi¢co odontoldgico publico pelo menos uma vez no ultimo ano para avaliagdo de
rotina. Em geral, o grupo pos-transplante visitou o cirurgido-dentista do servico
privado liberal em menos de um ano também para avaliacdo de rotina. O indice de
Higiene Oral-Simplificado (IHO-S) ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos, sendo em sua maioria insatisfatério. A prevaléncia salivar de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola e Fusobacterium nucleatum foi de 44%, 84%, 24% e 64% respectivamente
para 0 grupo pré-transplante; de 65%, 96%, 22% e 48% para 0 grupo pos-
transplante e de 58%, 75%, 46% e 75% para o grupo controle. No biofilme
supragengival a presenca de A. actinomycetemcomitans foi observada em apenas
uma amostra do grupo pré-transplante. P. gingivalis foi detectado em uma amostra
do biofilme supragengival dos grupos pré e pos-transplante T. denticola esteve
presente em 16% no grupo pré-transplante, ndo sendo detectado em outros grupos.
A presenca de F. nucleatum no biofilme supragengival foi de 62% no grupo pré-
transplante, 38% no grupo pos-transplante e 30% no controle. Diferencas
significativas ndo foram observadas entre 0os grupos no que diz respeito aos fatores
comportamentais e a presenca dos microrganismos estudados na saliva e biofilme
supragengival, sugerindo que as alteracdes sistémicas observadas nos pacientes
com AF e o acondicionamento pré-transplantes ndo afetou a distribuicdo destes
microrganismos na saliva e no biofilme supragengival.

Palavras-chave: Anemia de Fanconi. Biofilme dentario. Saliva. Microbiologia.



ABSTRACT

The Fanconi Anemia (FA) is a genetic disorder with a varied phenotype that leads to
a progressive bone marrow failure. The only therapeutic option with the possibility of
cure is the hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). The conditioning
treatment before and after the HSCT can cause alterations in the oral microbiota of
this patients and increases the risk of dental problems. The aim of this study was to
evaluate social, behavioral and microbiological aspects associated with the oral
health of children and adolescents with FA. The sample was composed by three
groups: FA pre-transplant (n = 25) FA post-transplant (n = 23) and Control (n = 24).
Subjects with FA were evaluated in the Bone Marrow Transplantation Service,
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, from April/2011 to
July/2011 and the control subjects were evaluated at the Dental School,
Universidade Federal do Parana, from May/2011 to December/2011. All patients
read and agreed to participate signed a consent form. The mean age of the groups
was 10 years (6-18 years). The profile of oral hygiene habits from all the groups
included tooth brushing three or more times a day, no use of dental floss or
mouthwash. No statistical differences were found among the groups. Regarding to
the dental treatment acess, while the control and pre-transplant groups assisted
public dental service for routine evaluation in the last year, the post-transplant group
used private practice dentists in the last a year also for routine evaluation. The
Simplified Oral Hygiene Index (IHO-S) showed no significant difference among
groups, being mostly unsatisfactory. The detection  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola and
Fusobacterium nucleatum in saliva was 44%, 84%, 24% and 64% respectively in the
pre-transplant group, 65%, 96%, 22% and 48% in the post-transplant group and
58%, 75%, 46% and 75% in the control group. The presence of A.
actinomycetemcomitans in supragingival plaque was observed only in one sample of
the pre-transplant group. P. gingivalis was detected in one sample of the
supragingival plague in both pre-transplant and post-transplant groups. T. denticola
was present in 16% of the samples of pre-transplant group and it was not detected in
other groups. F. nucleatum was present in 62% of dental plaqgue samples from the
pre-transplant group, 38% from the post-transplant group and 30% of the control
group. Significant differences were not observed among the groups regarding to the
presence of microorganisms in saliva and supragingival plague suggesting that the
systemic changes observed in patients with FA and conditioning treatment before the
HSCT did not affect the distribution of these microorganisms in saliva and
supragingival biofilm.

Key-words: Fanconi’s Anemia. Dental Plaque. Salivary. Microbiology.
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1 INTRODUCAO

A Anemia de Fanconi (AF) € uma doenca autossémica recessiva, descrita
pela primeira vez por Guido Fanconi, em 1927, apds observar uma familia de trés
irmaos com caracteristicas clinicas semelhantes e aplasia medular severa (LOBITZ;
VELLEUER, 2006).

Individuos com esta doenca podem apresentar faléncia medular acentuada,
malformacgcbes congénitas do esqueleto, predisposicdo para doencas malignas,
anomalias fisicas como pigmentacdo da pele (manchas café com leite), baixa
estatura, anomalias do polegar e dos maxilares, malformacdo renal e cardiaca,
microcefalia, estrabismo, surdez, prega de epicanto e atraso no desenvolvimento
(REED et al., 1983; OTAN et al., 2004).

O Unico recurso terapéutico com possibilidade de cura das complicacbes
hematoldgicas é o transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) seja por
células da medula 6ssea, do sangue periférico ou do corddao umbilical (MEDEIROS
et al., 2010).

Antes de iniciar o TCTH o paciente € condicionado para receber o
concentrado de células hematologicas. As drogas utilizadas durante o
condicionamento promovem a destruicdo do sistema imuno-hematopoético e atuam
sobre as células epiteliais das mucosas bucais e gastrica levando a diferentes graus
de mucosite ap6s o TCTH (GALE et al.,1987).

As complicacbes apos o TCTH associadas a mucosite podem dificultar a
higienizacdo bucal e a degluticdo inclusive da propria saliva. Quando complicagfes
sdo associadas a mielossupressao pode-se aumentar o risco de bacteremia e
septicemia (HAHN et al., 2008).

A presenca desses fatores associados aumenta risco para o0
desenvolvimento de doencas bucais, como carie e alteracdes de mucosa e gengiva,

além de relevante impacto na qualidade de vida do paciente e em custos que
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envolvem o tratamento oncoldgico (LUCAS et al.,, 1998; DAHLLOF et al., 1997;
YALMAN et al., 2001).

Infeccbes sistémicas tém sido relacionadas a doenca periodontal e os
complexos bacterianos associados com atividade inflamatoria da doenca periodontal
podem servir como entrada na circulacdo sanguinea para as bactérias e gerar
quadros de bacteremia (LAGERVALL et al., 2003; KUO et al., 1998).

Portanto, as condicfes sistémicas e o regime de condicionamento pré e pos-
transplante podem provocar alteracdes da microbiota bucal em pacientes com AF
aumentando o risco de problemas bucais e agravando o quadro clinico geral.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar fatores sociais, comportamentais e microbiolégicos associados a

saude bucal de criancas e adolescentes com AF.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar os aspectos sociais.

v' Avaliar os fatores comportamentais associados a saude bucal.

v Avaliar a presenca de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Fusobacterium nucleatum na
saliva.

v/ Avaliar a presenca de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T.
denticola e F. nucleatum no biofilme supragengival.

v/ Comparar a distribuicdo de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T.
denticola e F. nucleatum na saliva e no biofilme.

v  Comparar o indice de higiene oral com a presenca destes
microrganismaos.

v/ Comparar os fatores comportamentais com o indice de higiene oral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Guido Fanconi, pediatra suico, ao atender uma familia observou no ano de
1927 a doencga atualmente conhecida com Anemia de Fanconi (AF). Esta doenca foi
encontrada em uma familia composta por cinco filhos, dos quais trés haviam falecido
devido uma doenca grave que se assemelhava a uma anemia perniciosa (um tipo
especial de anemia caracterizada por eritrécitos macrociticos, hemolise aumentada
e baixo nivel sérico de vitamina B12).

Os trés meninos atingidos pela doenca relatada por Fanconi apresentavam
as mesmas caracteristicas: microcefalia, pigmentacdo marrom intensa na pele,
hemorragia cuténea, hipoplasia dos testiculos e estrabismo, além de terem a
manifestacdo da doenca entre cinco e sete anos. O sangue apresentava quadro
tipico de anemia perniciosa (LOBITZ; VELLEUER, 2006).

Em 1931 o hematologista Otto Naegeli sugeriu que a doenca descrita por
Guido deveria ser chamada de Anemia de Fanconi.

A AF ficou conhecida como uma doenca rara que afeta aproximadamente
uma em 360.000 criancas e a expectativa de vida desses pacientes € reduzida em
20 anos (ILURDOZ et al., 2003).

2.2 MANIFESTACOES GENETICAS, CLINICAS E HEMATOLOGICAS DA AF

A AF é geneticamente descrita como uma doenca rara autossOmica
recessiva. As anormalidades citogenéticas incluem quebras espontdneas de
cromossomos. A aberragdo é originada durante a fase de replicagdo de DNA,
qguando 50% das células estimuladas na AF apresentardo uma entre trés aberracdes
por célula (CECCALDI et al., 2011).

A instabilidade cromossémica observada na AF é a Unica distingdo quando

comparada a outras sindromes hematoldgicas.
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A variabilidade no quadro clinico, as caracteristicas fenotipicas, a
instabilidade cromossémica e a suscetibilidade aos agentes clastogénicos
observada nos pacientes com AF sugerem a heterogeneidade desta doenca. Até o
momento 15 genes j& foram associados a doenca (FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ, FANCL, FANCM,
FANCN, FANCP e RAD51C). Os genes predominantes sdo FANCA, FANCC,
FANCG e FANCD2 (PINTO et al., 2009).

As manifestacdes clinicas e as anormalidades congénitas sao:

v' Pigmentacdo na pele devido a deposicdo de melanina. Essas manchas
sdo chamadas “café com leite” e 60% da pele do individuo é afetada (ILURDOZ et
al., 2003). Um segundo tipo de anormalidade de pele é a hipopigmentacéao,
observada em 31% dos pacientes, a qual consiste em pequenas manchas similares
ao vitiligo (KERVILER et al., 2000).

v Deformidades 6sseas. Tanto em criangas quanto em adultos 60% dos
pacientes com AF apresentam baixa estatura decorrente do retardo no crescimento.
Também apresentam tracos caracteristicos na face como pregas de epicanto, base
nasal larga, face estreita e micrognatia (KERVILER et al., 2000). Anormalidades
esqueléticas ainda sdo encontradas em maos e bracos. Anomalias em polegares e
bracos aparecem em 50% dos pacientes, sendo essas anomalias a auséncia de
polegares e/ou radio, a polidactilia e a hipoplasia do radio (ILURDOZ et al., 2003).

v' Cardiopatia congénita. Defeitos no septo atrial e ventricular, prolapso
na valvula mitral e displasia da artéria radial (ARAUJO et al., 2007).

v Ma formacdo do trato gastrointestinal, principalmente atresia
gastrointestinal e anus imperfurado. Estas complicagcdes s&o diagnosticadas no
nascimento e corrigidas cirurgicamente (KERVILER et al., 2000).

v' Anomalia do sistema urinario. Em média 23% dos pacientes
apresentam algum tipo de anomalia renal (agenesia, ma-formacdo ou ectopia
pélvica) (ILURDOZ et al., 2003; JOENJE; PATEL, 2001). Hipoplasia dos testiculos e
dos ovarios e diminuicdo da fertilidade acometem 51% dos pacientes (KERVILER et
al., 2000).
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As complicacdes hematolégicas sé@o faléncia medular progressiva,
pancitopenia (nimero reduzido de hemécias, granuldcitos e plaquetas em
circulacao) e medula hipocelular (PASQUINI; ZANIS, 2001).

As anormalidades hematoldgicas sao definidas apés resultados laboratoriais
com niveis de hemoglobina (Hb) abaixo de 6,206mM (10g/dL) e contagem de
neutréfilo absoluto menor que 1x10%L. A diminuicdo severa do volume corpuscular
médio frequentemente € observado, embora ndo seja considerada para a
descoberta de uma anormalidade hematologica (KUTLER et al., 2003).

Em cortes histolégicos ou biopsias de medula Ossea observa-se a
substituicdo quase completa de células sanguineas por lipidios. As poucas células
restantes sao histiécitos, plasmaocitos, linfocitos e mastocitos. Essa aplasia medular
clinicamente resulta em fraqueza, sintomas cardiovasculares e cerebrais
(secundarios a anemia severa), susceptibilidade a infeccdo (secundaria a
granulocitopenia) e sangramento (secundario a trombocitopenia). Durante exames
fisicos é frequiente a observacao de palidez e petéquias ou equimoses disseminadas
pelo corpo (RAPAPORT, 1990).

A AF pode evoluir de um quadro de faléncia progressiva da medula éssea
para um quadro de Anemia Aplastica Severa (AAS), mielodisplasia e leucemia. As

chances de tratamento para AAS sdo melhores que para leucemia.

2.3 DIAGNOSTICO

As caracteristicas clinicas e hematologicas ndo s&o suficientes para
diagnosticar a AF. A hipersensibilidade ao agente de cross-linking de DNA como
diepoxibutano (DEB) é usado como um teste diferencial e permite o diagnéstico da
AF em pessoas com sutis caracteristicas clinicas, incluindo aguelas sem anomalias
congénitas (KUTLER et al., 2003).

O teste com DEB consiste em analisar os linfécitos T do sangue periférico
em cultivo celular na presenca ou auséncia de DEB. Quando adicionado o DEB em
cultura de linfécitos T ha um aumento do numero de quebras cromossémicas,
permitindo confirmar o diagnostico para AF (AUERBACH, 1993).
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2.4 TRATAMENTO

O tratamento para pacientes com AF ndo tem o objetivo de cura da doenca,
mas de aumentar a qualidade e o tempo de sobrevida destes pacientes. As medidas
terapéuticas recomendadas para pacientes com AF s&o:

v Terapia com andrégenos. Os agentes andrégenos sao hormonios
derivados de diidrotestosterona que estimulam a eritropoiese e a diferenciacdo das
células tronco hematopoiéticas (ARAUJO et al., 2007). Aproximadamente 50% a
75% dos pacientes respondem a essa terapia prolongando o tempo de vida
(NOWZARI et al., 2001).

v' Fator de crescimento sintético. Servem como estimulantes na producédo
de partes vitais da célula do sistema sanguineo. Existem trés fatores de
crescimentos sintéticos utilizados: fator estimulante de colbénias granulociticas (G-
CSF), fator estimulante de colénias granulo-monociticas (GM-CSF) e eritropoetina
(EPO) (ARAUJO et al., 2007; ILURDOZ et al., 2003).

v' Terapia génica. Tratamento destinado para doencas hereditarias que
se caracteriza pela insercdo de um gene funcional dentro da célula humana a fim de
conferir uma nova fungdo ou melhorar os efeitos de um gene anormal. Diversos
estudos tém sido realizados com esta forma de tratamento para avaliar sua eficacia,
sendo de grande esperanca para o futuro (ILURDOZ et al., 2003).

v' Transplante de células tronco hematopoéticas. O Unico tratamento com
possibilidade de cura da doenca hematolégica € o TCTH. A finalidade dessa
modalidade terapéutica é fornecer células sanguineas de origem de um doador para
substituir as células do paciente que foram destruidas (RAPAPORT, 1990). A origem
das células hematolégicas pode ser de doadores compativeis da propria familia
(aparentados), de doadores desconhecidos (ndo-aparentados) ou ainda de células
de corddo umbilical. O TCTH elimina os riscos de desenvolvimento posterior de
sindrome mieloplasica ou leucemia, mas ndo elimina a possibilidade de neoplasias
sélidas malignas (ILURDOZ et al., 2003). Antes dessa terapia é necessario um
periodo de imunossupressdo do receptor de células tronco hematopoéticas. A
imunossupressdo € administrada por meio de altas doses de ciclofosfamida

associada a irradiacdo corpédrea total ou ciclosporina (GLUCKMAN et al., 1995).
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Embora o TCTH tenha o objetivo de aumentar a sobrevida dos pacientes ap0s o
transplante o paciente tem maiores riscos de desenvolver a doenca do enxerto-

versus-hospedeiro (DECH) e infec¢des, devido a condigdo imunossupressora.

2.4.1 Regime de condicionamento

O regime de condicionamento tem por finalidade promover a aplasia medular
do receptor do TCTH e diminuir as chances de rejeicdo das células do doador
(JUNIOR, 2009).

O condicionamento consiste na administracdo de altas doses de
quimioterapicos antineoplasicos, terapia farmacoldégica com antieméticos,
analgésicos, imunossupressores e antimicrobianos. Essa terapia tem o propdsito de
evitar, reduzir ou aliviar os efeitos indesejados ou ainda, prevenir complicacoes.
Com a instalacdo de cateter alguns medicamentos como corticosteréides, anti-
histaminicos e ansioliticos sdo administrados por via intravenosa. Apés o TCTH os
pacientes sao ainda expostos a protocolos de tratamentos prolongados,
principalmente antibidticos (FONSECA; SECOLI, 2008)

Estudos relatam o uso de drogas como ciclosporina e metotrexate durante o
periodo de condicionamento para profilaxia da DECH (DAHLLOF et al., 1997;
GLUCKMAN et al., 1995; LUCAS et al., 1998).

2.4.2 Complicagdes relacionadas ao TCTH

Complicagbes bucais podem ocorrer em todas as fases do TCTH,
produzindo consideravel morbidade (SCHUBERT et al., 1999).

As drogas utilizadas no periodo de condicionamento associada a aplasia
celular pré-TCTH induzem injdrias nas células epiteliais das mucosas oral e gastrica
apos o TCTH. Mucosite, neutropenia, infec¢cdes, DECH e doenca periodontal sé&o
frequentemente observadas logo apés o TCTH em diferentes graus de
comprometimento entre os pacientes (JUNIOR, 2009).

As complicacdes bucais contribuem para alteracdes e infeccbes ndo apenas

locais como também sistémicas. Carl (1995) menciona que as complica¢gdes bucais
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podem ser uma das maiores causas de morbidade em pacientes que se
submeteram ao TCTH.

Segundo Fayle e Curzon (1991), cerca de 93% dos pacientes pediatricos
oncologicos submetidos ao TCTH apresentaram algum tipo de complicacdo bucal
como mucosite, ulceracdo na mucosa, petéquias, DECH, alteracfes dos tecidos
dentais, sangramento gengival, xerostomia, doenca periodontal ou infeccdes

fungicas.

2.5 MANIFESTACOES BUCAIS DA AF

Diversas manifestacées bucais da AF foram descritas na literatura embora
poucos estudos tenham sido realizados com essa populacdo. Pigmentacdo melanica
em mucosa foi observada em 45% dos pacientes. Hematoma em labio superior e
inferior foi encontrado em 30% dos pacientes avaliados por Araujo et al. (2007).

Queilite angular, herpes simples e afta ulcerativa recorrente foram descritas
por Acikgdz et al. (2005). Em relato de caso Otan et al. (2004) descreveu dois
irmdos com AF que relatarem dor ao exame clinico e aftas recorrentes de
aproximadamente um centimetro de didmetro, na lingua, no palato mole, comissuras
labiais e assoalho bucal.

Microdontia, agenesia dental, transposicdo dentaria e dentes
supranumerarios foram anormalidades dentarias comuns em avaliagdes
radiogréficas realizados por Tekcicek et al. (2007) e Araujo et al. (2007).

Hipossalivagéo foi verificada em 56% dos pacientes com AF estudados por
Tekcicek et al. (2007). Em outro estudo, a taxa do fluxo salivar foi comparada entre
pacientes com AF e pacientes controle resultando em diferenca significativa entre os
grupos. Pacientes com AF 70% exibiram valores menores que 0,5mL/min., sendo
esses valores caracterizados como hipossalivagédo (MATTIOLI et al., 2010).

Carcinoma de células escamosas em cabeca e pescoco (CEC) tem sido
bem estudado na literatura, sendo o tempo de TCTH associado a DECH e a terapia
imunossupressora fatores de alto risco para o seu desenvolvimento (CURTIS et al.,

2005). Um estudo de coorte de 262 casos relacionou o risco de desenvolvimento de
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CEC e o risco de morte em pacientes com AF que receberam e nao receberam
TCTH. A média de idade no desenvolvimento do CEC foi de 19 anos entre os
pacientes que receberam e 33 entre 0s que nao receberam TCTH. No entanto quem
nao recebeu TCTH teve o risco de morte aumentado 30 vezes. Entre os 18
pacientes que desenvolveram CEC a média de sobrevida apds a descoberta foi de
13 meses. Fatores de risco para o desenvolvimento do CEC como fatores do
hospedeiro (DECH, idade do transplante, sexo do paciente), fatores do doador (HLA,
idade e sexo) e terapia medicamentosa (imunossupressora) foram consideradas na
andlise dos riscos (ROSENBERG et al. 2005).

Yalman et al. (2001) realizaram pela primeira vez avaliacdo dentéaria
utilizando o método descrito pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para
determinar o CPO-D. Os valores encontrados foram altos (acima de quatro),
entretanto ndo houve diferenca entre os grupos pré e pos TCTH. Demais estudos
descrevem numero elevado de CPO-D e CEO-d na populacdo de AF sem compara-
la com um grupo controle (FALCI et al., 2011; TEKCICEK et al., 2007).

Sangramento gengival e doenca periodontal grave foram encontrados em
paciente com AF de 11 anos de idade. Durante o exame odontoldgico observou-se
desconforto, dor, vermelhiddo, sangramento e perda de insergdo periodontal ao
redor dos dentes (NOWZARI et al., 2001).

Araujo et al. (2007) avaliou 33 pacientes com AF e verificou sangramento
gengival, biofilme e calculo em 48% dos pacientes, gengivite ou periodontite em
36%.

Ha poucos estudos na literatura bem controlados que avaliem a saude bucal
antes e ap6s o TCTH. Condicbes tais como a historia dental pré-existente,
alteracdes na integridade da mucosa induzida por drogas, alteragdes das glandulas
salivares e a mudanca da microbiota bucal para um meio colonizado por
microrganismos mais virulentos. Todos esses fatores podem ser limitantes para
manutencdo de higiene bucal adequada e, podem conduzir ao aparecimento de
novas lesdes de carie ou doenga periodontal ou ao agravamento destas

manifestacdes ja presentes no periodo pré-transplante.
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2.6 DOENCA PERIODONTAL

Doenca periodontal € um grupo de doencas (gengivite e periodontite) que
acometem o tecido de suporte dos dentes. A gengivite é caracterizada clinicamente
pela inflamacdo do tecido gengival ao redor dos dentes. A coloragdo da gengiva
tende a ficar avermelhada com aspecto brilhante, liso e est4d associada com o
sangramento provocado. A periodontite € uma doenca infecciosa, sendo a acéo
inflamatoria responsavel pela destruicio de tecidos Osseos alveolares. O
sangramento na gengiva € um indicativo de que a doenga esta iniciando, podendo
ser apenas uma gengivite ou o inicio de uma periodontite, a qual se ndo tratada
resultara em perda O0ssea e destruicdo das estruturas de suporte dos dentes (LOE,
1967; SUSIN et al., 2011).

2.6.1 Patogénese da doenca periodontal

H4 muito tempo as bactérias sdo aceitas como agentes etioldgicos da
doenca periodontal, no entanto a bactéria sozinha ndo causa periodontite. A
susceptibilidade para a doenca periodontal é determinada pela acdo das bactérias
frente a resposta do sistema imune e inflamatéria do hospedeiro e a exposi¢cdo a

fatores de risco hereditarios ou adquiridos (PAGE, 2002).

Alguns fatores de risco sdo o fumo, diabetes, estresse, medicamentos
(ciclosporina), nutricdo, pobre higienizagédo, variagdo hormonal, imunodepresséo,

historia previa de periodontite e doenca no tecido conjuntivo (RYAN, 2002).

O estagio inicial da inflamacdo gengival é caracterizado pelo aumento do
fluxo sanguineo, da permeabilidade vascular e consequentemente o aumento de
neutréfilos, mondécitos e macrofagos. Estando o quadro inflamatério estabelecido em
24 horas e ndo havendo a remoc¢éo dos fatores etioldégicos ocorre a exsudacdo de
fluidos creviculares gengivais (GCF) e proteinas do plexo dentogengival séo
aumentadas tornando o tecido gengival edemaciado. Substancias nocivas sao

liberadas pelas bacterias presentes no biofilme sendo difundidas tanto no tecido
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gengival quanto no sulco. Nesta etapa inicial de resposta do hospedeiro a migragao
de células polimorfonucleares (PMN) é facilitada pela presenca de moléculas de
adesao intercelular (ICAM-1), moléculas de adesado leucocitarias do endotélio
(ELAM-1) (SOCRANSKY et al., 2010).

Entre 2 e 4 dias de acumulo do biofilme clinicamente observa-se o aumento
da vermelhiddo da margem gengival. A partir desse momento comeca a
degeneracdo das fibras colagenas na regido do GCF. Uma tentativa de defesa
mecanica do organismo acontece por meio de projecdes epiteliais do tecido
conjuntivo invadindo a porgéo coronaria. Essa alteracao tecidual propicia a formacéo
do biofilme subgengival. Estabelecida esta etapa da doenca, a progressao é variavel
dependendo da susceptibilidade do individuo (SOCRANSKY et al., 2010).

Com a progressdo da doenca o individuo perde continuamente as fibras
coldgenas (pela acdo de proteinases e metaloproteinases de matriz) que dao lugar
para que o infiltado celular inflamatdrio espalhe-se. Neste espaco ocorre a formacgéao
das bolsas periodontais com grande diversidade de desenvolvimento microbiol6gico
do biofilme. O desenvolvimento da doenca periodontal ocorre até a perda de todas
as fibras coldgenas com a migracdo do epitélio juncional, reabsor¢cdo Ossea e

consequentemente perda dentaria (KINANE et al., 2010).

2.6.2 Microbiologia da doenca periodontal

A cavidade bucal possui um ecossistema muito diversificado, com a
presenca de até 600 espécies diferentes que colonizam os diversos habitats. A
colonizagdo comeca logo ao nascer durante a passagem do recém-nascido através
do canal de parto (PAPAIOANNOU et al., 2009). A microbiota existente apresenta
relacdo harmoniosa com o hospedeiro. Entretanto, uma vez que esta homeostase é
perdida, um numero significativo de microrganismos torna-se patogénico, dando
origem a infecgBes oportunistas que incluem infecgdes em mucosas, carie e doenca
periodontal (SALAKO et al., 2004).
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A “hipotese da placa ecoldgica” relata o conceito de que as doengas
periodontais surgem devido a fatores ambientais. As principais caracteristicas desta
hipétese sdo que a selecdo de bactérias patogénicas sédo diretamente ligadas a
alteracdes no ambiente e as doencas, e ndo precisam ter uma etiologia especifica
(MARSH, 2003).

O desenvolvimento da doenca periodontal ird depender do grau de
interferéncia de fatores ambientais e mudancas do meio para aumentar ou reduzir o
processo inflamatorio e alterar a microbiota bucal. (FIGURA 1).
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FIGURA 1 — HIPOTESE DA PLACA ECOLOGICA
FONTE: Marsh; Devine (2011)

Imediatamente ap0s a escovacdo, a pelicula dental adquirida € formada
sobre a superficie dental. Esta pelicula € um filme organico rico em proteinas que
sao especificamente reconhecidas pelos microrganismos que iniciam a colonizacéo
priméria das superficies dentais. A colonizacao inicial ocorre através da adesdo de
células bacterianas simples a pelicula adquirida, em até quatro horas. Apés a
adesdo dos colonizadores iniciais, compostos basicamente por cocos, as bactérias
aderidas evoluem e formam micro-colonias distintas. A habilidade das bactérias
colonizadoras primarias em expressar multiplas adesinas conferem maior

seletividade e vantagem sobre as bactérias que ndo reconhecem esses receptores.
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A heterogeneidade aumenta a medida que ocorre a mudanca do meio. Entre quatro
e 24 horas apés a colonizacéo inicial ha maior proporgéo de bacilos Gram-negativos.
Esse processo de amadurecimento do biofilme ocorre através da co-agregacao
existente entre os colonizadores iniciais e tardios, aumentando a diversidade
bacteriana de espécies, concomitantemente com o biofilme, entre um e 14 dias.
Apos esse periodo é considerado o climax da comunidade bacteriana e a placa é
denominada madura (LANG et al., 2010; MARSH; NYVAD, 2003) (FIGURA 2).
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FIGURA 2 — MODELO DE COLONIZACAO BACTERIANA
FONTE: Kolenbrander et al. (2006)
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A distribuicdo das bactérias no interior do biofilme n&o € aleat6ria. Socransky
et al. (1998) mostraram a presenca de microrganismos especificos no biofilme
subgengival de 187 individuos. Quarenta espécies de bactérias foram analisadas e
separadas em seis complexos microbianos. Os complexos amarelo (A.
actinomycetemcomitans), verde e roxo sdo compostos por bactérias colonizadoras
primarias da superficie dentaria. Com a formacéo e crescimento dessas bactérias
ocorre a ligacdo das bactérias dos complexos laranja (F. nucleatum) e vermelho (P.
gingivalis e T. denticola) predominantemente Gram-negativos. Sendo que o0s
microrganismos dos complexos laranja e vermelho s&o considerados os principais

agentes etioldgicos da doenca periodontal.

Haffajee et al. (2008) complementaram a publicagcdo de Socransky et al.
(1998) analisando as amostras dos mesmos individuos para examinar a relagcéo
entre espécies bacterianas supragengivais. Os resultados para o complexo vermelho
foram os mesmos do biofilme subgengival composto por T. forsythia, P. gingivalis e
T. denticola. O numero de espécies identificadas no complexo laranja também foi
semelhantes no biofilme subgengival. A espécie A. actinomycetemcomitans foi

separada do complexo amarelo no biofilme supragengival.

Um agente patogénico pode ser excluido de uma comunidade em
desenvolvimento quando receptores de aderéncia ndo estdo disponiveis e quando o
parceiro bacteriano adequado ndo est4 presente para cooperacdo metabdlica.
Entretanto, quando os receptores de aderéncia e parte da comunidade adequada
estdo presentes o potencial microbiolégico é configurado para infecgdo, ou
coinfeccdo do hospedeiro (JENKINSON; LAMONT, 2005).

2.6.3 Patdégenos periodontais

O biofilme é definido como uma comunidade estruturada de células
bacterianas dentro de uma matriz de polimeros e que apresenta aderéncia a uma

superficie inerte ou viva (PAGE, 2002).
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Potenciais agentes patdgenos, tais como F. nucleatum e P. gingivalis, sé&o
encontrados como componentes de comunidades complexas e sdo raramente vistos
em numeros consideraveis na construcao inicial das comunidades de Streptococos,
Actinomyces e Veillonella. Estudos laboratoriais apdiam o conceito de que a
colonizacéao por P. gingivalis pode ser dependente de outras bactérias (JENKINSON;
LAMONT, 2005).

A seguir serdo descritos os microrganismos avaliados neste estudo.

A. actinomycetemcomitans € um microaerofilico, capnofilico ou anaerébio
facultativo apesar de crescer melhor em atmosfera aerébia enriquecida com 5-10%
de CO,, bastonete extremamente pequeno, imovel, Gram-negativo e sacarolitico.
Frequente em lesBes de periodontite agressiva e envolvido na doenca periodontal
destrutiva. A colonizacéo inicia pela aderéncia as células epiteliais. A partir dessas
células ocorre a movimentacdo da bactéria e agregacédo ao biofilme supragengival
(SOCRANSKY et al., 2010).

T. denticola é uma bactéria anaerébia obrigatoria, Gram-negativa e pertence
ao complexo vermelho. Nos periodos de saude bucal apresenta pequena
distribuicdo. Entretanto, durante gengivite e progressao da doenca periodontal ha
um aumento desse microrganismo. A coagregacdo durante o desenvolvimento da
doenca periodontal é feita com F. nucleatum e P. gingivalis. Em modelos animais
guando isolada as cepas sdo capazes de induzir a reabsorcdo 6ssea em 0SS0S
longos de rato (HOLT, 2005).

F. nucleatum € uma bactéria anaerdbia, Gram-negativa e bastonete
fusiforme. Conhecida por estar presente no biofilme subgengival em diferentes
condic¢des clinicas, mas principalmente em individuos com periodontite e abscesso
periodontal. Exerce fungcdo principal de bactéria “conjugada”, pois facilita a
coagregacao entre espécies da colonizacdo primaria (C. ochracea, A. israelii e S.
gordonis) e secundaria (P. gingivalis, A. Actinomycetemcomitans e T. denticola)
(SOCRANSKY et al., 2010).

P. gingivalis € um microrganismo frequente na progressao da periodontite

cronica. E um bacilo Gram-negativo, anaerobio e com pigmentacdo preta. A ades&o
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do P. gingivalis ocorre por meio de fimbrias, proteases, hemaglutininas e
lipopolissacarideos. As fimbrias podem apresentar dominios especificos de ligagédo
em proteinas salivares. Este microrganismo coagrega especificamente com F.
nucleatum na colonizagdo do sulco subgengival. A eliminagdo desse microrganismo

resulta no sucesso da terapia (HOLT, 2005).

2.6.4 Processo de resposta imune do hospedeiro na doenca periodontal

A intensidade e tempo de evolucdo em relacdo a doenca periodontal seréo
definidos pelo tipo de resposta do hospedeiro. A resposta pode ser inata (nao-
especifica) e adaptativa (especifica).

Resposta inata. E o mecanismo imune do hospedeiro que opera sem
nenhum contato prévio com 0S microrganismos responsaveis pela doenca
periodontal. Os mecanismos sdo a mucosa bucal que funciona como barreira devido
a sua composicao quimica nociva as bactérias e os aspectos vasculares e celulares
da resposta inflamatéria. A resposta inata funciona como uma primeira linha de
defesa do hospedeiro. Participam desse processo as proteinases, inibidores de
proteinases, metaloproteinases de matriz, citocinas, prostaglandinas e leucécitos
polimorfonucleares (LANG et al., 2010).

Resposta adaptativa. Quando a resposta inata ndo é suficiente para eliminar
0 patdgeno a resposta especifica é ativada. Portanto, a resposta especifica utiliza
maneiras de reconhecimento, memoria e ligacdo das células imunes para eliminar
agentes agressores. Participam desse processo antigenos, células T e B e
anticorpos. Na resposta adaptativa os antigenos do biofilme difundem-se por meio
do epitélio juncional, deste modo as células de Langerhans no interior do epitélio
capturam e processam 0s antigenos que sdo levados para o nédulo linfatico e
comegam a estimular os linfocitos a produzirem resposta imune especifica.
Anticorpos especificos para os microrganismos periodontais sdo produzidos pelos
plasmacitos no interior dos nédulos linfaticos e sdo levados para a gengiva por meio

dos vasos sanguineos, resultando na acado dos anticorpos sobre as bactérias do
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sulco que podem causar destruicdo, agregacado, precipitacdo, detoxificagcdo e
fagocitose das bactérias (LANG et al., 2010).

A resposta celular do hospedeiro para invasdao microbiana ainda precisa ser
investigados em detalhe; no entanto, € conhecido que a invaséo pelo P. gingivalis
antagoniza a producdo de interleucina-8 por estimulo de células epiteliais de F.
nucleatum. Esse fenbmeno poderia ter um efeito debilitante sobre o recrutamento de
neutréfilos para o tecido gengival e contribuir para o crescimento bacteriano e
atividade da doenca (JENKINSON; LAMONT, 2005).

A consequéncia do processo inflamatoério € a ulceracdo do epitélio sulcular
gengival, que transfere bactérias do sulco para o sangue, produzindo bacteremia.
Estudos relacionam atividade proposital, como profilaxia, sondagem periodontal e
extracdo dentaria com bacteremia. Entretanto, € possivel que em atividades diarias
como mastigacao e fala pequenas interrupgdes na integridade gengival ocorram em
individuos com inflamacdo gengival. As bactérias orais e inflamagédo gengival
teoricamente podem influenciar a saude sistémica por meio de quatro caminhos
possiveis: a bacteremia, mediadores inflamatorios, provocacdo de uma resposta
auto-imune e aspiracdo ou ingestdo de conteudo oral no intestino ou nas vias
respiratérias (SCANNAPIECO, 2004).

2.6.5 Condicbes periodontais da AF

Pacientes com AF apresentam progressiva faléncia medular resultando em
menores nameros de células sanguineas. A resposta imunoldgica desses individuos
sera mais lenta se comparada ao individuo saudavel. Manifestagbes bucais como
petéquias, Ulceras em mucosa e aumento da inflamacdo da gengiva ja foram
relatada por Falci et al. (2011), Acikgdz et al. (2005) e Nowzari et al. (2001).
Sangramento gengival foi encontrado nos pacientes com AF em 48% dos pacientes
estudados por Araujo et al. (2007) e quando relacionados a contagem de plaquetas

nao houve diferenca significativa. O sangramento foi justificado pela deficiéncia na
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higienizacdo dental. No entanto, em estudo realizado por Schofield (1980) o
sangramento gengival foi associado a deficiéncia do nivel plaguetario e a doenca

periodontal agressiva em pacientes jovens a resposta do individuo.

2.7 DIAGNOSTICO SALIVAR

A saliva é fluido fisiologico secretado por trés pares de glandulas salivares
maiores e por centenas de glandulas salivares menores localizadas na submucosa
bucal (ZHANG et al., 2009)

Na saliva € possivel detectar varias substancias encontradas no sangue
como proteinas totais, eletrélitos, microrganismos e células do sistema imunoldgico
(MILLER et al., 2006). As bacterias também podem fluir do sulco gengival e se
misturar a saliva (KINANE et al., 2010).

Informagfes importantes sobre a saude sistémica de um individuo podem
ser obtidas na cavidade bucal e por meio da saliva. Biomarcadores especificos da
doenca periodontal podem ser utilizados para diagndstico em individuos
susceptiveis a doenca periodontal, em sitios ativos da doenca ou em sitios
predispostos a doenca, sendo que este mecanismo favorece o0s pontos de
monitoramento e a efetividade da terapia (GIANNOBILE et al., 2009).

A anélise bioquimica da saliva auxilia o dentista no diagnéstico e escolha
terapéutica. Em duas décadas houve um aumento da avaliacdo clinica por meio da
saliva. Estudos avaliaram o risco para carie, periodontite, cancer bucal, doenca das
glandulas salivares e desordens sisttmicas como hepatite e virus da
imunodeficiencia humana (HIV) (ZHANG et al., 2009).

Testes salivares para detectar bactérias periodontopatégenas tém como
premissa a idéia de que toda saliva e lesdes periodontais tendem a abrigar
semelhantes niveis de agentes patdgenos e que essa alta contagem salivar pode

ser util para a avaliacdo da presenca do risco destrutivo da doenca periodontal
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(SAYGUN et al.,, 2011). A presenca de bactérias periodontopatdgenas pode ser
avaliada por meio da PCR.

Novas tecnologias estdo sendo usadas para amplificar os sinais presentes
nas amostras bucais para confirmar a presenca de doenca e auxiliar no diagnostico
precoce (MALAMUD, 2006). A vantagem da utilizacdo de saliva como diagnostico é
a facilidade da coleta. A técnica de coleta salivar € simples e ndo-invasiva sendo
bem aceita pelo paciente.

2.8 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE CONVENCIONAL (PCR)

A biologia molecular avancou consideravelmente nas ultimas décadas. Em
1987, Kary Banks Mullis descreveu um método revolucionario de amplificacdo do
acido desoxiribonucléico (DNA), a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), e
em 1993 ganhou o prémio Nobel de Quimica por essa descoberta.

Por meio da PCR bactérias periodontopatégenas tem sido identificadas em
saliva e biofilme supragengival (KULEKCI et al., 2008; SAYGUN et al., 2011).

A técnica da PCR consiste em replicar uma parte especifica do DNA in vitro
(FIGURA 3). Para que a replicacdo aconteca é necessaria um par de sequéncias
iniciadoras complementares a uma fita molde de DNA em temperaturas alternadas.

O mecanismo da PCR passa por trés passos em cada ciclo:

1° Ciclo: Desnaturacdo térmica. Consiste na abertura das fitas de DNA
molde em temperatura de 92-96°C.

2° Ciclo: Anelamento ou annealinng. Consiste na duplicagéo da fita de DNA
fragmentada no 1° ciclo através de iniciadores de regides especificas do DNA, que
delimitam a regido a ser amplificada. A temperatura nessa etapa é entre 55°C e
65°C.

3° Ciclo: Extensdo. Consiste na extensdo dos iniciadores a partir da DNA

polimerase a 72°C.
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Cada ciclo pode ser repetido até 60 vezes promovendo a amplificacdo da
regido alvo determina pela afinidade dos iniciadores.

O ideal € que o DNA molde extraido esteja livre de impurezas (proteinas,
lipideos, outro acido nucléico, reagentes de extracao).

A DNA polimerase € um conjunto de reagentes responsaveis pela etapa de
extensdo da PCR é constituido basicamente por Taq polimerase, MgCI? e dNTPs. A
utilizacdo da Taq polimerase s6 foi possivel por meio da polimerase da bactéria
Thermus aquaticus, que vive em aguas quentes de géiseres e vulcdes submersos
com crescimento 6timo entre 70°C e 75°C.

Um reagente de importancia critica é o MgCI?, doador muito estavel de ions
Mg** que sdo cofatores indispensaveis para atividade da enzima.

Os dNTPs séo os nucleotideos (ATP, TTP, CTP, GTP) ligados a fita-mae
pela polimerase numa area delimitada pelos iniciadores.

Toda a reacdo da PCR acontece em um equipamento denominado

termociclador.

2.8.1 Visualizacdo do DNA amplificado por PCR

A visualizacao dos produtos do PCR é realizada pelo método de eletroforese
horizontal, cujo objetivo é “filtrar” as moléculas de diferentes tamanhos em gel de

agarose com tampéao eletrolitico (TBE).
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30 - 40 cycles of 3 steps
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FIGURA 3 — ESQUEMA DE CICLAGEM TERMICA

FONTE: Jaques Vangleteren (Universidade de Ghent — Bélgica).

A fita de DNA apresenta carga negativa, assim o material amplificado por
PCR ¢é aplicado no gel de agarose imerso em tampao (TBE), proximo do pdélo
negativo da cuba. A corrida € iniciada com voltagem constante e ao término ocorre a

migracdo do DNA para o poélo positivo que esta na outra extremidade da cuba.
Marcadores de tamanhos moleculares (ladders) sédo aplicados ao mesmo gel

gue as amostras para mensurar o tamanho do fragmento amplificado.
A visualizacao dos produtos no gel apds a corrida de eletroforese é realizada

pela reacdo de ligacdo do DNA com Brometo de Etidio. Este composto tem a
capacidade de inserir nas fendas da cadeia de DNA e apresentar fluorescéncia

guando excitado com radiacéo ultravioleta.
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3 METODOLOGIA

3.1 APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana e esta sob o
registro de numero 2469.076/2011-04 (ANEXO 1).

3.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Estudo de pesquisa do tipo observacional transversal.

3.3 AMOSTRA

Para este estudo a amostra foi de conveniéncia com a participacdo de 72
individuos, com idades entre seis e 18 anos, os quais foram divididos em trés
grupos:

v' Grupo Pré-transplante: 25 individuos com Anemia de Fanconi antes do
transplante de células tronco hematopoiéticas.

v' Grupo Pds-transplante: 23 individuos com Anemia de Fanconi apés o
transplante de células tronco hematopoiéticas.

v Grupo controle: 24 individuos saudaveis.

A idade delineada neste estudo teve inicio aos seis anos devido a melhor
colaboragéo dos individuos.

Os pacientes do grupo Pré-transplante e Pds-transplante ndo sédo os
mesmos individuos.

O pareamento amostral foi controlado com auxilio de analise estatistica,

baseado na média de idade dos individuos.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO
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3.4.1 Inclusao

Diagnostico de AF para os grupos Pré e Pos-transplante.
Idade entre seis e 18 anos para 0s trés grupos.
Apresentar salde sistémica para o grupo Controle.

3.4.2 Exclusédo

O uso de aparelho ortoddntico para os trés grupos.

Pacientes com AF e quadro de neutropenia severa nao foram avaliados.
Neutropenia severa foi considerada quando a contagem de neutrofilos foi inferior a
500 cel./mm?®.

A utilizac@o de antibittico até trés meses antes do estudo para os individuos

do grupo controle.

3.5 COLETA DE DADOS

Os individuos patrticipantes e seus responsaveis legais (quando menor de
idade) foram convidados a participarem da pesquisa e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, autorizando a participacao voluntaria na pesquisa
(APENDICE 1 e 2).

Os voluntarios foram questionados se ja haviam ido a alguma consulta
odontoldgica, quando foi a ultima consulta, onde foi o atendimento odontolégico,
qual foi o motivo da consulta odontolégica e como foi o atendimento odontolégico, de
acordo com o QUADRO 1.

O grau de higiene bucal foi avaliado pelo indice criado por Greene &
Vermillion. O indice tem por objetivo expressar quantitativamente o acumulo de
biofilme e calculo dentario. O escore de biofiime foi O (sem biofilme), 1 (face
vestibular com 1/3 de biofilme), 2 (de 1/3 a 2/3 da face vestibular com biofilme), e 3
(mais que Y2 da face vestibular com biofilme (GREENE & VERMILLION, 1964). Os
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valores 0 a 1 foram considerados como higiene oral satisfatéria e valores superiores
a 1 foram considerados insatisfatorios (PINTO, 2000).

O exame de indice de higiene bucal foi realizado por um Gnico examinador
calibrado (Kappa 0,816).

Todos os sujeitos da pesquisa foram submetidos a anamnese e um exame
fisico intrabucal e os dados coletados foram anotados numa ficha clinica elaborada
para essa pesquisa (APENDICE 3).

A pesquisa foi realizada no Ambulatério do Servico de Transplante de
Medula Ossea do HC-UFPR para os grupos pré-transplante e pos-transplante. O
grupo controle teve como local de pesquisa a Clinica de Odontopediatria do curso de
Odontologia da UFPR.

3.5.1 Coleta de saliva

A coleta de saliva foi estritamente estimulada pelo método de spitting e
realizada com tubo de latex de aproximadamente um cm, suportado por fio dental
(para evitar a degluticdo pelo individuo) devidamente esterilizado. A estimulacao
salivar por meio do tubo de latex foi por dois minutos e a seguir os individuos
cuspiram a saliva em um recipiente estéril (Coletor Universal Estéril - J.PROLAB, 80
ml). Apds a coleta o recipiente foi codificado e armazenado em isopor com gelo para
ser transportado ao laboratério de Bioquimica e Biofisica de Macromoléculas, no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR, para estocagem em até
duas horas (FIGURA 4).

3.5.2 Coleta de biofilme supragengival

A coleta do biofilme supragengival foi realizada com cureta periodontal
McCall, esterelizada, nas faces vestibular e lingual de todos os dentes.

As amostras do biofilme dental coletadas foram dispensadas em tubos
Eppendorf 1,5mL, contendo 50uL de solugcdo tampdo A (50mM Tris-HCI pH 7,6;
1mM EDTA pH 8 e 0,9% NaCl). Todos os tubos Eppendorf esterilizados foram

devidamente rotulados com a codificacdo do paciente. Apos a coleta o tubo
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Eppendorf foi armazenado em isopor com gelo para ser transportado até o
laboratorio de Bioquimica e Biofisica de Macromoléculas, no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR, para estocagem em até duas horas
(FIGURA 4).

Individuos Pré,

Pos e Controle

Coleta de Coleta de Coleta de
dados saliva biofilme

Analise
Laboratorial

Extracdo de Dosagem de
DNA DNA

Eletroforese | Leitura de gel

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA DE COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS. CURITIBA-PR,
2011.

3.6 METODOS
3.6.1 Processamento e armazenamento da saliva e do biofilme supragengival

No laboratério 2mL de saliva foram transferidas para tubos de centrifuga tipo
Eppendorf e centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5810R) por 10 minutos a 4°C e
14000 RPM. O sobrenadante foi descartado e 500 pL de solugcdo tampédo A foram
adicionados ao precipitado que foi ressuspenso em agitador tipo Vortex. Este
procedimento foi repetido trés vezes. ApOs a Ultima lavagem o precipitado foi
ressuspenso em 400 pL de solucédo tampéo de Lise (50mM Tris-HCI pH 7,6; 1mM
EDTA pH 8; 0,5% Tween 20; 200ug/mL Proteinase K; 5mg/mL Lisozima
(DEWHIRST et al., 2000). O material foi armazenado a -20°C até o momento da
extracdo de DNA.

Os tubos contendo o biofilme em 50uL de solucdo tampdo A foram
centrifugados por 10 minutos, a 40°C e 14000 RPM. Em seguida, o precipitado foi
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ressuspenso em 100uL de tampéao A e centrifugado como descrito anteriormente.
Este procedimento foi repetido trés vezes. Apoés a ultima lavagem o precipitado foi
ressuspenso em 150uL de solucdo tampao de Lise e o material foi armazenado a

-20°C, até o momento da extracdo de DNA.

3.6.2 Extracdo de DNA das amostras de saliva e biofilme supragengival

As amostras de saliva ou biofilme foram descongeladas, ressuspensas e
incubadas a 55°C por duas horas. Em seguida, a proteinase K foi inativada pela
incubacdo do material a 95°C por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas por
10 minutos, a 4°C e 14000 RPM e o sobrenadante que continha o DNA foi

transferido para outro tubo.

3.6.3 Determinagéo da concentragdo do DNA

Apos a extracdo do DNA, a sua concentracdo foi determinada utilizando o
Espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific NanoDrop Products,
Wilmington, Delaware). O aparelho Espectrofotometro NanoDrop 2000c elimina a
necessidade de realizar diluicbes e reduz o volume de amostra (1uL) necessario
para analise espectroscopica.

A quantificacao de acidos nucléicos é realizada por um software denominado
NanoDrop. Este programa expressa a quantificacdo por meio dos valores de
concentracéo, absorbancia em 260/280 e o grau de pureza do DNA.

A pureza do DNA é identificada por meio do coeficiente entre a absorbancia
260/280 e deve ser maior que 1,75.

As amostras com concentracdo superiores a 100ng/uL foram diluidas até
obterem esta concentragdo e as amostras com pureza inferior a 0,70 foram

descartadas.

3.6.4 Identificacdo da presenca dos microrganismos nas amostras de saliva e

biofilme supragengival
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Os microrganismos selecionados para este estudo foram P. gingivalis, T.
denticola, A. actinomycetemcomitans e F. nucleatum. A seqiéncia, tamanho e
referéncia de cada iniciador sédo descritos na TABELA 1. Todos os iniciadores dos
diferentes microrganismos foram obtidos a partir da sequéncia do gene 16S rRNA
(ASHIMOTO et al.1996). O iniciador controle correspondem a sequéncia extraidas
do gene 16S rRNA que alinha com todos os microrganismos estudados, servindo

como controle positivo.

TABELA 1 — SEQUENCIA E TAMANHO DOS INICIADORES UTILIZADOS NESSE ESTUDO.

INICIADOR SEQUENCIA TAMANHO | REFERENCIA
P. gingivalis F5AGG CAG CTT GCC ATACTG CG 3 404 pb* Slots et al.
R 5'ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT 3° (1995)
F5 TAATAC CAG ATG TGC TCATTTACAT 3’ 316 pb Slots et al.
T. denticola R 5 TCA AAG AAG CAT TCC CTC TTC TTC TTA 3 (1995)
A F 5 AAA CCC ATC TCT GAG TTC TTC TTC 3" | 557 pb Ashimoto et
actinomycetemcomitans | RS ATG CCAACT TGA CGT TAAAT 3 al. (1996)
F. nucleatum F5 AGAGTT TGA TCC TGG CTG AG 3 360 pb Vickerman et
R 5 GTC ATC GTG CAC ACA GAA TGG CTG 3’ al.(2007)
Controle F5 GAT TAG ATACCC TGG TAGTCCAC 3 602 pb Ashimoto et
R5' CCC GGG AAC GTATTC ACC G 3 al.(1996)

*pb=pares de base
FONTE: A autora (2012)

3.6.5 Reagao em cadeia da polimerase (PCR):

As reacbes de PCR foram realizadas com todas as amostras. Cada reacao
com um dos pares de iniciadores (TABELA 1).

As reacdes de PCR foram realizadas em volume de 10pL utilizando o
sistema GoTag® Green Master Mix 2X. As reacdes continham 10pmol de cada um
dos iniciadores e100ng de DNA. A GoTaq® DNA Polymerase esta presente no
sistema GoTag® Green Master Mix 2X que também contém reaction Buffer (pH 8.5),
400pM dATP, 400uM dGTP, 400puM dCTP, 400uM dTTP e 3mM MgClI2.

A ciclagem térmica foi realizada em termociclador (Eppendorf Mastercycler

Gradient). Para a amplificacdo do DNA de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis,
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T. denticola e F. nucleatum foram realizados ciclos de desnaturacdo, anelamento e
extens&o de acordo com a TABELA 2.

Os DNAs extraidos foram amplificados com os iniciadores controles para
garantir que todas as amostras estavam sendo amplificadas e evitar falsos
negativos.

Em seguida, as amostras foram conservadas a -20°C até o momento da

eletroforese.

TABELA 2 — CICLAGEM TERMICA DE A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola e F.
nucleatum. CURITIBA-PR, 2011

MICRORGANISMOS DESNATURACAO ANELAMENTO EXTENSAO

35 ciclos de 2 minutos
a72°C

35 ciclos de 1 minuto
a 55°C.

1 ciclo de 2 minutos a
95°C e 35 ciclos de
30 segundos a 94°C

A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis 1 ciclo de 2 minutos a 35 ciclos de 1 minuto 35 ciclos de 1 minuto a
95°C e 35 ciclos de a 60°C. 72°C.
30 segundos a 94°C
T. denticola 1 ciclo de 5 minutos 35 ciclos de 1 minuto 35 ciclos de 1 minuto a
a 95°C, e 35 ciclos a 60°C. 72°C.
de 1 minuto a 94°C.
F. nucleatum 1 ciclo de 2 minutos 35 ciclos de 45 35 ciclos de 45
a 95°C segundos a 65°C. segundos a 72°C.
e 35 ciclos del
minuto a 94°C.
Controle 1 ciclo de 2 minutos 35 ciclos de 45 35 ciclos de 45

a 95°C e 35 ciclos de

1 minuto a 94°C

segundos a 67°C

segundos a 72°C

FONTE: A autora (2012)

3.6.6 Eletroforese em gel de agarose 1,5%

A presenca dos fragmentos de tamanho desejado foi confirmada pela
realizacdo da eletroforese em gel de agarose 1,5%. O volume de 10uL das reacdes
de PCR foi aplicado no gel. A eletroforese foi realizada em tampéo TBE 1X pH 8
(89mM Tris base, 89mM &cido bérico e 2 mM EDTA pH8,0) em sistema horizontal
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de eletroforese (Electrophoresis Power Supply EPS 301) a 50V por
aproximadamente duas horas.

Ao término da corrida de eletroforese o gel foi corado em solucdo contendo
brometo de etidio (0,03 pg/mL) por 20 minutos. Em seguida, o gel foi transferido
para um recipiente contendo apenas agua mili-Q por 10 minutos para efetuar a

lavagem.

3.6.7 Leitura do gel de eletroforese

A leitura do gel foi realizada em aparelho UVP por meio do software
LabWorks. As amostras que apresentaram sinal positivo de bandas observadas
durante a exposicdo do gel em luz ultravioleta foram consideradas amplificadas por
meio da comparagcdo com um marcador de peso molecular (100pb Ladder ®,

Invitrogen), no tamanho molecular estimado para cada microrganismo.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram tabulados e organizados estatisticamente por
meio do programa Statistical Package for the Social Sciences® (versao 15.0; SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA).

Os resultados das variaveis (QUADRO 1) foram analisados com aplicando
os testes estatisticos ANOVA, Qui quadrado, Teste Exato de Fisher e Kruskal Wallis.

A significancia estatistica foi considerada quando p<0,05.

VARIAVEIS CATEGORIAS

Idade Anos

Género Masculino
Feminino

Idade do diagndéstico da AF Anos

Renda familiar* Salario minimo

Cor da pele Branco
N&o-branco




48

VARIAVEIS

CATEGORIAS

Responsavel

Mae
Pai
Avos
Tios
Outros

Uso de medicamentos

Nenhum
Analgésico
Antiinflamatério
Antibidtico
Outros

Consulta ao dentista

Sim
Nao

Frequéncia de consulta

Menos de um ano
De um a dois anos
Trés ou mais anos

Onde consultou

Servigo publico

Servico privado liberal
Servico privado convénio
Servico filantropico
Outros

Motivo da consulta

Consulta de rotina

Dor

Sangramento gengival
Cavidade nos dentes
Feridas, n6dulos e manchas.

Informacao sobre cuidados bucais Sim
Nao
Necessidade de tratamento odontolégico Sim
N&o
Frequéncia de escovacéao <2xDia
>3xDia
Uso de fio dental Sim
Nao
Uso de enxaguatorio bucal Sim
N&o

IHO-S

Satisfatorio (0 < IHO-S < 1)
Insatisfatorio (IHO-S = 1)

Presencga de microrganismos

Sim
N&o

*Salario minimo Brasileiro da época do estudo (BRASIL, 2011).
QUADRO 1 - DESCRICAO DAS VARIAVEIS POR CATEGORIAS. CURITIBA, 2012.

FONTE: A autora (2012)
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4 RESULTADOS

Um total de 64 individuos com AF e 35 individuos saudaveis foram
convidados a participar da pesquisa. Destes, 16 individuos com AF e onze
individuos saudaveis foram excluidos por ndo corresponderem aos critérios de
inclusdo ou por preenchimento incompleto da anamnese. Nenhum paciente

apresentou quadro de neutropenia.

As caracteristicas com relacao a idade, género, idade de descoberta da AF e

renda familiar sequem na TABELA 3.

TABELA 3 — CARACTERIZACAO DA AMOSTRA SEGUNDO GRUPOS, IDADE, GENERO, IDADE
DE DIAGNOSTICO DA ANEMIA DE FANCONI E RENDA FAMILIAR. CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO p
TRANSPLANTE TRANSPLANTE CONTROLE
Idade Média 10,60 + 3,93 11,74 £ 3,12 10,54 + 3,75 0, 449*
Minimo 6 6 6
Maximo 18 17 18
Género 15 masculino 9 masculino 9 masculino 0, 211**
10 feminino 14 feminino 15 feminino
Idade de Média 6,33 + 3,19 6,90 + 3,95 - 0, 602**
diagnostico Minimo 1 1
da AF Maximo 13 13
Renda Mediana 1 1 2 0, 144 ***
familiar Minimo 1 1 1
Maximo 9 18 25

* Teste ANOVA — p<0,05; *Qui quadrado- p<0,05 ***Teste Kruskall Walis — p<0,05

FONTE: A autora (2012)

As variaveis idade, género e idade de descoberta da AF e renda familiar ndo

apresentaram diferenca significativa entre os grupos.

Os individuos desse estudo tiveram idade entre 10 e 11 anos, idade média

de diagnostico da AF com seis anos e renda familiar mediana entre 1 e 2 salarios

minimos.

De acordo com a cor da pele os pacientes foram classificados em branco e
nao branco. A distribuicdo de cor de pele branco foi de 3 (12%), 8 (35%) e 16 (67%)

respectivamente para os grupos Pré-transplante, Pds-transplante e Controle.
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A anamnese era respondida juntamente ao responsavel. O responsavel foi
classificado de acordo com o grau de parentesco do individuo avaliado, conforme
GRAFICO 1.

25

20

15

10

M3e Pai Avos Tios Outros

M Pré-transplante M Pds-transplante L1 Controle

GRAFICO 1 — RESPONSAVEIS PELO PREENCHIMENTO DO QUESTIONARIO DE INDIVIDUOS
AVALIADOS. CURTIBA-PR, 2011
FONTE: A autora (2012).

As maes foram as principais acompanhantes em todos os grupos. Os pais e
tios também acompanharam os individuos, entretanto, em menor escala quando
comparado as méaes. AvO e outros foram responsaveis pelo acompanhamento
apenas no grupo controle. InformagfBes sobre o uso de servicos odontoldgicos
seguem na TABELA 4.



TABELA 4 — USO DE SERVICOS ODONTOLOGICOS. CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO p*
TRANSPLANTE TRANSPLANTE CONTROLE
CONSULTA AO DENTISTA PELO MENOS UMA VEZ NA VIDA 0,191
Sim 20 (80%) 21 (92%) 23 (96%)
Nao 5 (20%) 2 (8%) 1 (4%)
Total 25 (100%) 23 (100%) 24 (100%)
FREQUENCIA DA CONSULTA 0, 009
Nunca foi 5 (20%) 2 (7%) 1 (4%)
Menos de um ano 19 (76%) 21 (93%) 15 (63%)
De um a dois anos 1 (4%) - 6 (25%)
Trés ou mais anos - - 2 (8%)
Total 25 (100%) 23 (100%) 24 (100%)
ONDE CONSULTOU 0, 001
Nunca foi 5 (20%) 2 (8%) 1 (4%)
Servico publico 10 (40%) 5 (22%) 8 (36%)
Servigo privado 6 (24%) 8 (36%) 6 (25%)
liberal
Servico privado 2 (8%) 1 (4%) 5 (19%)
convénio
Servico filantropico 1 (4%) 2 (8%) 1 (4%)
Outros 1 (4%) 5 (22%) 3 (12%)
Total 25 (100%) 23 (100%) 24 (100%)
QUAL O MOTIVO DA ULTIMA CONSULTA 0, 001
Nunca foi 5 (20%) 2 (8%) 1 (4%)
Consulta de rotina 14 (56%) 15 (66%) 9 (38%)
Dor - - 6 (25%)
Sangramento - - -
gengival
Cavidades nos 5 (20%) 2 (8%) 6 (25%)
dentes
Feridas, nddulos e - 4 (18%) -
manchas
Outros 1 (4%) - 2 (8%)
Total 25 (100%) 23 (100%) 26 (100%)

* Teste Qui Quadrado — p<0, 05
FONTE: A autora (2012)
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A consulta odontolégica em pelo menos um momento da vida foi realizada
pela maioria dos individuos e ndo houve diferenca significante. O grupo pré-
transplante, pés-transplante e controle apresentaram cinco, dois e um individuos,
respectivamente, que nunca haviam consultado o cirurgido dentista. A frequéncia da
consulta variou entre menos de um ano para 0S grupos pré-transplante e pos-
transplante e de um a dois anos para o grupo controle com diferenca significante. O
local da consulta mais freqliente foi em servico publico para os grupos pré-
transplante e controle e servico privado liberal, publico e outros para o grupo poés-
transplante com diferenca significante entre os grupos. O motivo da ultima consulta

para todos os grupos com maior freqiiéncia foi a consulta de rotina.

Os voluntérios foram ainda questionados sobre orientacdo por parte do
cirurgido dentista durante a consulta sobre como evitar problemas bucais e se
consideravam a necessidade de tratamento odontolégico no momento da entrevista,
de acordo com a TABELA 5

TABELA 5 — INFORMACAO E AUTOPERCEPCAO DO TRATAMENTO ODONTOLOGICO.
CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO p*
TRANSPLANTE TRANSPLANTE CONTROLE
FOI INFORMADO SOBRE COMO EVITAR PROBLEMAS BUCAIS 0, 350
Sim 18 (72%) 17 (74%) 19 (80%)
Nao 3 (12%) 4 (18%) 5 (20%)
Sem 4 (16%) 2 (8%) -
informacéo
Total 25 (100%) 23 (100%) 24 (100%)
PRECISA DE TRATAMENTO ODONTOLOGICO 0, 007
Sim 12 (48%) 15 (66%) 22 (92%)
Nao 10 (40%) 8 (34%) 2 (8%)
Sem 3 (12%) - -
informacéao
Total 25 (100%) 23 (100%) 24 (100%)

* Teste Qui Quadrado — p<0,05
FONTE: A autora (2012)

Informacao sobre como evitar problemas bucais foi repassada aos pacientes
em todos 0s grupos entre 72% e 80%. Embora, a maioria dos individuos tenha
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afirmado receber informacdes sobre como evitar problemas bucais houve uma maior
frequéncia ao relato da necessidade de atendimento odontolégico nos grupos pés-

transplante e controle com diferenca significante.

O uso de medicamento foi questionado e segue de acordo com a TABELA 6.

TABELA 6 — USO DE MEDICAMENTOS. CURITIBA-PR, 2011

USO DE GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO p*
MEDICAMENTO TRANSPLANTE TRANSPLANTE CONTROLE
Nenhum 13 (52%) 6 (26%) 21 (88%) 0,001
Analgésico - - 2 (8%)
Antiinflamatério 1 (4%) 1 (4%) -
Antibidtico 4 (16%) 13 (56%) -
Outros 7 (28%) 3 (14%) 1 (4%)

*Teste Qui Quadrado p<0,05
FONTE: A autora (2012)

Pacientes com AF utilizam mais medicamentos que o grupo controle. O
grupo pos-transplante demonstrou 56% dos individuos com uso de antibiético no

momento da entrevista.

Os hébitos de higiene avaliados foram freqiiéncia de escovacédo, uso de fio
dental e uso de enxaguat6rio bucal, de acordo com a TABELA 7.

TABELA 7 — HABITOS DE HIGIENE BUCAL. CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO p*
TRANSPLANTE TRANSPLANTE CONTROLE
FREQUENCIA DE ESCOVACAO 0, 079
<2X Dia 5 (20%) 7 (30%) 12 (50%)
>3X Dia 20 (80%) 16 (70%) 12 (50%)
USO DE FIO DENTAL 0,773
Sim 10 (40%) 7 (30%) 8 (34%)
N&o 15 (60%) 16 (70%) 16 (66%)
USO DE ENXAGUATORIO BUCAL 0,176
Sim 7 (28%) 2 (13%) 3 (13%)
N&o 18 (72%) 20 (87%) 21 (87%)

* Teste Qui Quadrado — p<0,05
FONTE: A autora (2012)
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N&o foram observadas diferencas significativas quanto aos habitos de
higiene apresentados para os trés grupos. O perfil dos habitos de higiene dos
individuos desse estudo foi de escovacéo de trés ou mais vezes ao dia, sem 0 uso

de fio dental e enxaguatorio bucal.

O IHO-S foi avaliado em relacdo a mediana (TABELA 8) e classificado em

satisfatorio e insatisfatério (GRAFICO 2).

TABELA 8 — INDICE DE HIGIENE ORAL SIMPLIFICADO. CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO p*
TRANSPLANTE TRANSPLANTE CONTROLE
Mediana 1,33 1,16 1,33 0,568
IHO-S Minimo 0,33 0,00 0,66
Maximo 2,50 3,00 2,16

*Teste Kruskal Wallis p<0,05
FONTE: A autora (2012)

Os grupos pré-transplante e controle apresentaram valor semelhante e maior
em relacdo ao grupo pos-transplante. No entanto, o IHO-S ndo apresentou diferenca

significativa entre os grupos.

20
15
10 —

Satisfatorio Insatisfatorio

M Pré-transplante M Pds-transplante L1 Controle

GRAFICO 2 — CLASSIFICACAO DO INDICE DE HIGIENE ORAL SIMPLIFICADO. CURITIBA-PR,
2012.

Satisfatorio (0<IHO-S<1); Insatisfatorio (IHO-S>1).

FONTE: A autora (2012)

Os grupos pré-transplante e controle apresentaram indice de higiene oral
insatisfatorio na maioria dos individuos. O grupo pds-transplante apresentou

individuos com indice satisfatorio e insatisfatorio com freqiéncia similar. Nao foi
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observada diferenca significativa entre os grupos avaliados (p=0,363, Teste Kruskal

Wallis).

Os habitos de higiene foram relacionados ao IHO-S, de acordo com a
TABELA 9.
TABELA 9 — COMPARACAO ENTRE O IHO-S E HABITOS DE HIGIENE. CURITIBA-PR, 2011.
HABITOS DE HIGIENE VARIAVEIS IHO-S p*
FREQUENCIA DE ESCOVACAO
Pré-Transplante Satisfatorio Insatisfatorio 0, 668
< 2x dia 2 (40%) 3 (60%)
> 3x dia 6 (30%) 14 (70%)

Pés-Transplante 0,752
< 2x dia 3 (43%) 4 (57%)
> 3x dia 8 (50%) 8 (50%)

Controle 0,653
< 2x dia 3 (25%) 9 (75%)
> 3x dia 4 (33%) 8 (67%)

USO DE FIO DENTAL

Pré-Transplante Satisfatério Insatisfatorio 0, 294
Sim 2 (20%) 8 (80%)
N&o 6 (40%) 9 (60%)

P&s-Transplante 0, 097
Sim 7 (100%) 0
Néo 4 (25%) 12 (75%)

Controle 0,525
Sim 3 (38%) 5 (62%)
N&o 4 (25%) 12 (75%)

USO DE ENXAGUATORIO BUCAL

Pré-Transplante Satisfatorio Insatisfatoério 0, 468
Sim 3 (43%) 4 (57%)
Néo 5 (28%) 13 (72%)

Pés-Transplante 0,484
Sim 2 (66%) 1 (34%)
N30 9 (45%) 11 (55%)

Controle 0,865
Sim 1 (33%) 6 (67%)
N&o 2 (28%) 15 (72%)

*Teste Qui quadrado — p<0,05
FONTE: A autora (2012)
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O IHO-S foi insatisfatorio para os grupos pré-transplante e controle
independente da frequéncia de escovagdo. O grupo pdés-transplante demonstrou
IHO-S satisfatério para 50% dos individuos que fazem escovacéao igual ou maior a
trés vezes ao dia e insatisfatorio para duas ou menos vezes ao dia.

O uso de fio dental apresentou IHO-S insatisfatério nos grupos pré-
transplante e controle. O grupo pés-transplante apresentou IHO-S satisfatorio para
todos os individuos que usavam o fio dental.

O uso de enxaguatorio bucal apresentou IHO-S satisfatorio para o grupo
pés-transplante e insatisfatorio para os grupos pré-transplante e controle sem
diferenca significativa entre os grupos.

O tempo entre a Ultima escovacdo e a coleta de saliva e biofiime

supragengival seguem na TABELA 10.

TABELA 10 — INTERVALO DE TEMPO ENTRE A ULTIMA ESCOVACAO E A COLETA DE SALIVAE
BIOFILME SUPRAGENGIVAL. CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO
TRANSPLANTE TRANSPLANTE CONTROLE

Imediatamente ap6s a escovagéo 0 0 0
Entre 1 e 4 horas apds a Ultima 18 (72%) 19 (82%) 15 (63%)
escovacao

Entre 5 e 12 horas ap6s a Ultima 7 (28%) 4 (18%) 9 (37%)
escovacao

Apos 13 horas da Ultima escovacao 0 0 0

FONTE: A autora (2012)

Os microrganismos foram analisados na saliva pela técnica da PCR. A

frequéncia por grupos pode ser observada na TABELA 11 e FIGURA 5.

TABELA 11 — FREQUENCIA DE MICRORGANISMOS NA SALIVA. CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO p*
TRANSPLANTE  TRANSPLANTE CONTROLE

A. 11 (44%) 15 (65%) 14 (58%) 0,317

actinomycetemcomitans

P. gingivalis 21 (84%) 22 (96%) 18 (75%) 0,143

T. denticola 6 (24%) 5 (22%) 11 (46%) 0,207

F. nucleatum 16 (64%) 11 (48%) 18 (75%) 0,154

*Teste Qui Quadrado — p<0,05 - FONTE: A autora (2012)
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FIGURA 5 — PERFIL DE MIGRACAO ELETROFORETICA DOS FRAGMENTOS DE PCR
AMPLIFICADOS COM OS INICIADORES DOS DIFERENTES MICRORGANISMOS PRESENTES NA
SALIVA. CURITIBA-PR, 2012.

GEL DE AGAROSE 1,5%.

1. Marcador de peso molecular de 100pb (INVITROGEN)

2. DNA de A. actinomycetemcomitans (557pb).

3. Amostra de DNA extraido de saliva (032) amplificada com iniciadores de A.
actinomycetemcomitans (557pb).

4. DNA de P.gingivalis (404pb).

5. Amostra de DNA extraido de saliva (032) amplificada com iniciadores de P. gingivalis (404pb).
6 DNA de T. denticola (316pb).

7. Amostra de DNA extraido de saliva (032) amplificada com iniciadores de T. denticola (316pb).
8 DNA de F. nucleatum (360pb).

9. Amostra de DNA extraido de saliva (032) amplificada com iniciadores de F. nucleatum (360pb).
10 Amostra amplificada com iniciador controle.

FONTE: A autora (2012)
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Todos os microrganismos foram observados nos diferentes grupos sem

diferencas significativas.

A frequéncia de aparecimento de A. actinomycetemcomytans foi de 44%,
65% e 58% respectivamente para oS grupos pré-transplante, pos-transplante e
controle. O P. gingivalis foi o microrganismo com maior frequéncia entre os
individuos, estando presente em 96% do grupo poés-transplante, seguido do grupo
pré-transplante (84%) e controle (75%). O T. denticola apareceu em menor escala
entre 22% do grupo poés-transplante e 46% do grupo controle. O F. nucleatum foi
mais frequente no grupo controle com 75% dos individuos e menor no grupo pos-

transplante com 48%.

Os microrganismos analisados no biofilme supragengival foram A.
actinomycetemcomytans, P. gingivalis, T. denticola e F. nucleatum pela técnica da
PCR exibidos na TABELA 12 e FIGURA 6.

Um total de 36 (50%) amostras de biofilme supragengival foram descartadas
por apresentarem baixas quantidades de DNA (FIGURA 7). Os dados da TABELA
12 excluem estas amostras.

TABELA 12 — FREQUENCIA DE MICRORGANISMOS NO BIOFILME SUPRAGENGIVAL.
CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS GRUPO PRE- GRUPO POS- GRUPO p*
TRANSPLANTE TRANSPLANTE CONTROLE

A 1 (8%) 0 0 0,435

actinomycetemcomitans

P. gingivalis 1 (8%) 1 (12%) 0 0,467

T. denticola 2 (16%) 0 0 0,180

F. nucleatum 7 (58%) 3 (38%) 4 (30%) 0,475

*Teste Qui Quadrado — p<0,05
FONTE: A autora (2012)
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FIGURA 6 — PERFIL DE MIGRACAO ELETROFORETICA DOS FRAGMENTOS DE PCR
AMPLIFICADOS COM OS INICIADORES DOS DIFERENTES MICROGANISMOS NO BIOFILME
SUPRAGENGIVAL CURITIBA-PR, 2011.

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1,5%.

1. Marcador de peso molecular de 100pb (INVITROGEN)

2. DNA de A. actinomycetemcomitans (557pb).

3. Amostra de DNA extraido do biofilme supragengival (026) amplificada com iniciadores de A.
actinomycetemcomitans (557pb).

4. DNA de P. gingivalis (404pb).

5. Amostra de DNA extraido do biofilme supragengival (026)amplificada com iniciadores de P.
gingivalis (404pb).

6. DNA de T. denticola (316pb).

7. Amostra de DNA extraido do biofilme supragengival (026)amplificada com iniciadores de T.
denticola (316pb).

8. DNA de F. nucleatum (360pb).

9. Amostra de DNA extraido do biofilme supragengival (026)amplificada com iniciadores de F.
nucleatum (360pb).

10. Amostra amplificada com iniciador controle.

FONTE: A autora (2012)
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FLUXOGRAMA DA DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS DE BIOFILME

SUPRAGENGIVAL POR GRUPO. CURITIBA-PR, 2011.

O microrganismo A. actinomycetemcomytans foi encontrado em apenas uma
amostra do grupo pré-transplante. O microrganismo P. gingivalis foi identificado em
uma amostra do grupo pré-transplante e uma do grupo pés-transplante. O
microrganismo T. denticola foi observado em dois individuos do grupo pré-
transplante. O microrganismo F. nucleatum foi observado em todos os grupos. A
presenca variou entre 30% dos individuos do grupo controle e 58% do grupo preé-
transplante. Diferenca significativa ndo foi observada entre os grupos de nenhum

microrganismo.

Os dados de frequéncia de microrganismos na saliva e no biofilme
supragengival foram cruzados para comparar a presengca dos microrganismos nos
diferentes grupos. Estes resultados sdo observados no GRAFICO 3 e TABELAS 13.
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GRAFICO 3 - COMPARACAO ENTRE MICRORGANISMOS PRESENTES NA SALIVA E NO
BIOFILME. CURITIBA-PR, 2011

TABELA 13 — PRESENCA DE MICRORGANISMOS NA SALIVA E BIOFILME SUPRAGENGIVAL.
CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS NA SALIVA VARIAVEIS NO BIOFILME p*

A. actinomycetemcomytans

Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 538
Positivo 1 (15%) 6 (86%)
Negativo 0 6 (100%)

Pds-Transplante -
Positivo 0 4 (100%)
Negativo 0 4 (100%)

Controle -
Positivo 0 10 (100%)

Negativo 0 3 (100%)
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VARIAVEIS NA SALIVA VARIAVEIS NO BIOFILME p*
P. gingivalis
Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 846
Positivo 1(9%) 10 (91%)
Negativo 0 2 (100%)
Pos-Transplante 0,875
Positivo 1 (14%) 6 (86%)
Negativo 0 1 (100%)
Controle -
Positivo 11 (100%)
Negativo 2 (100%)
T. denticola
Pré-Transplante Positivo Negativo 0,038
Positivo 2 (67%) 1 (33%)
Negativo 0 10 (100%)
P&s-Transplante -
Positivo 3 (100%)
Negativo 5 (100%)
Controle -
Positivo 5 (100%)
Negativo 8 (100%)
F. nucleatum
Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 045
Positivo 7 (78%) 2 (22%)
Negativo 0 3 (100%)
Pés-Transplante 0,357
Positivo 3 (50%) 3 (50%)
Negativo 0 2 (100%)
Controle 0,176
Positivo 4 (45%) 5 (55%)
Negativo 0 4 (100%)

*Teste Exato de Fisher — p<0,05
FONTE: A autora (2012)

Ao comparar as amostras de saliva e biofilme supragengival, uma maior

frequéncia de microrganismos na saliva foi observada. Em geral, quando os

microrganismos foram encontrados no biofilme supragengival, também estavam

presentes na saliva, exceto para A. actinomycetemcomitans em uma Unica amostra

do grupo pré-transplante. Como esperado, quando 0S microrganismos eram
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encontrados na saliva nem sempre estavam presentes no biofilme supragengival
(ver tabela 13).

A comparacdo entre o IHO-S e a presenca de microrganismos na saliva
pode ser visualizada na TABELA 14.

TABELA 14 — COMPARAGAO ENTRE O IHO-S DO BIOFILME SUPRAGENGIVAL E A PRESENGCA
DE MICRORGANISMOS NA SALIVA. CURITIBA-PR, 2011

IHO-S MICRORGANISMOS NA SALIVA p*

A. actinomycetencomytans

Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 496
Satisfatorio 3 (38%) 5 (62%)
Insatisfatorio 8 (48%) 9 (52%)

Pos-Transplante 0, 122
Satisfatério 9 (82%) 2 (18%)
Insatisfatério 6 (50%) 6 (50%)

Controle 0, 097
Satisfatério 6 (86%) 1 (14%)
Insatisfatorio 8 (47%) 9 (53%)

P. gingivalis

Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 382
Satisfatério 6 (75%) 2 (25%)
Insatisfatério 15 (88%) 2 (12%)

Pos-Transplante 0, 522
Satisfatério 11 (100%) 0
Insatisfatorio 11 (91%) 1 (9%)

Controle 0,092
Satisfatério 7 (100%) 0
Insatisfatério 11 (65%) 6 (35%)

T. denticola

Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 349
Satisfatorio 1 (12%) 7 (88%)
Insatisfatorio 5 (30%) 12 (70%)

Pds-Transplante 0, 455
Satisfatério 3 (28%) 8 (72%)
Insatisfatorio 2 (17%) 10 (83%)

Controle 0,264
Satisfatorio 2 (28%) 5 (72%)

Insatisfatério 9 (53%) 8 (47%)
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IHO-S MICRORGANISMOS NA SALIVA p*
F. nucleatum
Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 287
Satisfatorio 4 (50%) 4 (50%)
Insatisfatério 12 (70%) 5 (30%)
Pos-Transplante 0, 070
Satisfatério 3 (27%) 8 (73%)
Insatisfatorio 8 (67%) 4 (33%)
Controle 0,586
Satisfatorio 5 (72%) 2 (28%)
Insatisfatério 13 (76%) 4 (24%)

*Teste Exato de Fisher — p<0,05
FONTE: A autora (2012)

A frequéncia de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis na saliva foi maior
em individuos com IHO-S satisfatério para os grupos poés-transplante e controle. No
grupo pré-transplante foi maior em IHO-S insatisfatorio. A maior frequéncia de T.
denticola na saliva foi observada em individuos com IHO-S insatisfatério nos grupos
pré-transplante e controle. Enquanto que, as maiores frequéncias de F. nucleatum
na saliva foram observadas em individuos com [IHO-S insatisfatério em todos os
grupos. Nao foram observadas diferencas significativas em nenhum grupo quanto a

frequéncia de aparecimentos dos microrganismos na saliva.

A comparacao entre o IHO-S e a presenca microrganismos no biofilme

supragengival esta descrita na TABELA 15.

TABELA 15 — COMPARACAO ENTRE O IHO-S DO BIOFILME SUPRAGENGIVAL E A PRESENCA
DE MICRORGANISMOS NO BIOFILME SUPRAGENGIVAL. CURITIBA-PR, 2011

VARIAVEIS MICRORGANISMOS NO BIOFILME p*
A. actinomycetencomitans
Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 692
IHO-S Satisfatério 0 4 (100%)
Insatisfatorio 1 (11%) 8 (89%)

Pds-Transplante -
IHO-S Satisfatorio 0 12 (100%)
Insatisfatério 0 6 (100%)
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VARIAVEIS MICRORGANISMOS NO BIOFILME p*
Controle -
IHO-S Satisfatorio 0 5 (100%)
Insatisfatério 8 (100%)
P. gingivalis
Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 692
IHO-S Satisfatério 0 4 (100%)
Insatisfatério 1 (11%) 8 (89%)
Pés-Transplante 0, 750
IHO-S Satisfatorio 0 2 (100%)
Insatisfatério 1 (17%) 5 (83%)
Controle -
IHO-S Satisfatério 5 (100%)
Insatisfatério 8 (100%)
T. denticola
Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 538
IHO-S Satisfatério 1 (25%) 3 (75%)
Insatisfatorio 1 (11%) 8 (89%)
Pés-Transplante -
IHO-S Satisfatério 2 (100%)
Insatisfatério 6 (100%)
T. denticola
Controle -
IHO-S Satisfatério 5 (100%)
Insatisfatorio 8 (100%)
F. nucleatum
Pré-Transplante Positivo Negativo 0, 424
IHO-S Satisfatorio 3 (75%) 1 (25%)
Insatisfatério 4 (50%) 4 (50%)
P6s-Transplante 0, 357
IHO-S Satisfatorio 0 2 (100%)
Insatisfatorio 3 (50%) 3 (50%)
Controle 0,490
IHO-S Satisfatério 1 (20%) 4 (80%)
Insatisfatorio 3 (38%) 5 (62%)

*Teste Exato de Fisher — P<0.05
FONTE: A autora (2012)
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No biofilme supragengival os microrganismos foram observados em maior
frequéncia em individuos com IHO-S insatisfatorio em todos os grupos. N&o foram

observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos.

A comparagdo entre o uso de medicamentos e a presenca de F. nucleatum

no biofilme supragengival pode ser visualizada na TABELA 16.

TABELA 16 — COMPARACAO ENTRE O USO DE MEDICAMENTOS E A PRESENCA DE F.
nucleatum NO BIOFILME SUPRAGENGIVAL. CURITIBA-PR, 2011

GRUPOS IHO-S F.n. Biofilme MEDICAMENTOS AMOSTRA (n)
Pré-transplante  Satisfatério Positivo Nenhum 3
Negativo Outros 1
Insatisfatorio Positivo Nenhum 3
Antibiético 1
Negativo Nenhum 2
Outros 2
Pés-transplante  Satisfatério Negativo Nenhum 2
Insatisfatorio Positivo Antibiético 2
Outros 1
Negativo Nenhum 1
Antibiético 1
Outros 1
Controle Satisfatério Positivo Nenhum 1
Negativo Nenhum 3
Outros 1
Insatisfatorio Positivo Nenhum 3
Negativo Nenhum 4
Analgésico 1

FONTE: A autora (2012)

O uso de antibiotico foi observado em uma amostra positiva de F. nucleatum
com IHO-S insatisfatério no grupo pré-transplante e em duas amostras do grupo
pos-transplante. Os demais individuos que apresentaram IHO-S insatisfatorio, ndo

apresentaram o0 microrganismo e ndo usavam de antibioticos.
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5 DISCUSSAO

Estudos prévios sobre saude bucal de criancas e adolescentes com AF
relataram as conseqiéncias do TCTH na condicao de saude bucal (YALMAN et al.,
2001; MASSEROT et al.,, 2008; ALTER, 2005 e ROSENBERG et al., 2005).
Entretanto, estudos que descrevam a frequéncia de microrganismos periopatégenos

para pacientes submetidos ao TCTH sdo escassos.

Este estudo investigou fatores comportamentais, variaveis socioeconémicas
e a presenca de quatro microrganismos patdégenos periodontais (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola e F. nucleatum) na saliva e no
biofilme supragengival de criangas e adolescentes com AF e saudaveis. Nowzari et
al. (2001) foram os Unicos até o momento a descrever a microbiota do biofilme
supragengival de um paciente com AF e doenca periodontal grave. Pattni et al.
(2000) observaram a presenca de patégenos no biofilme subgengival em adultos
com diferentes tipos de leucemias antes e ap6s o TCTH.

Neste estudo o biofilme foi coletado dos individuos enquanto esperavam
para consulta médica no STMO-HC o que impossibilitou a padronizagdo do tempo
de auséncia de escovacao antes da coleta de biofilme supragengival. Este fato pode
ter interferido na quantidade de biofilme coletado, o que inviabilizou a analise de
algumas amostras. A auséncia de dados microbiologicos sobre a composicdo da
microbiota bucal de individuos com AF dificultou a comparacdo com a literatura, que

foi realizada com outras popula¢des e com individuos saudaveis.

A idade de seis anos foi escolhida por haver melhor colaboragédo com a
coleta de saliva e biofiime supragengival e 18 anos por ser o Ultimo ano da
adolescéncia, segundo o Art. 2° das Disposi¢cdes Gerais do Estatuto da Crianca e do
Adolescente. BRASIL (1990).

A idade média da descoberta do diagnostico da AF foi de aproximadamente
sete anos como descrito por Gluckman et al. (1995) e llurdoz et al. (2003).
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A renda familiar foi considerada com base no salario minimo em vigor no
ano de 2011, pelo Ministério do Trabalho. Nao houve diferenca significativa entre os

ganhos dos individuos com AF e saudaveis.

O acompanhamento da crianca pela mae, durante a coleta de dados, foi
mais frequente para os grupos com AF. No grupo controle o acompanhamento na
clinica odontoldgica foi realizado pela mée, avds, tios e outros em maior proporgao.
Resultados semelhantes foram observados por Faquinello et al. (2007) que
verificaram que 90% das criancas hospitalizadas eram acompanhadas pelas maes.
O acompanhamento predominante pela mée pode ser devido ao fato da AF ser uma
doenca que requer maiores cuidados, visitas médicas constantes e internamento em

alguns momentos.

No que diz respeito ao acesso odontolégico, 0s grupos pré-transplante e
controle utilizaram o servico odontolégico publico em menos de um ano para
avaliacdo de rotina. Em geral, o grupo pés-transplante visitou o cirurgido-dentista do
servico privado liberal em menos de um ano para avaliacdo de rotina. Esse dado
sugere que os pacientes com AF podem ter recebido orientacbes sobre cuidados
bucais e apés o TCTH procuram atendimento especializado. Estes resultados
diferem dos observados por Tekcicek et al. (2007) que avaliou 26 pacientes com AF
na Turquia, dos quais 62% nunca haviam consultado o cirurgido dentista. Esta
diferenca pode ser justificada pelo ano da pesquisa e por eventuais diferencas
culturais entre Turquia e Brasil. O curto periodo entre as consultas mostra o
aumento do acesso odontoldgico e a conscientizagdo dos pacientes com AF para
alteracbes da cavidade bucal decorrentes da doenca, sugerindo que estes
individuos devem ser regularmente acompanhados por cirurgidao dentista (FALCI et
al., 2011; MATTIOLI et al., 2010).

O aumento do acesso odontolégico e de informagfes sobre como cuidar da
saude bucal sugere que os habitos de higiene bucal sejam mais eficazes diminuindo
a presenca de problemas bucais e a necessidade de tratamento odontolégico.
Entretanto, na maioria dos individuos que apresentavam habitos de escovacéo de
trés vezes ou mais ao dia, o indice de higiene oral foi insatisfatorio para os grupos

pré-transplante e controle. Estes dados sugerem que, embora exista aumento do
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acesso odontolégico, informacdes sobre cuidados da saude bucal ndo sao
repassadas de maneira eficiente para o entendimento desses individuos. Sendo
importante aperfeicoar a transmissédo de conhecimento sobre saldde bucal para esta

populacao.

Ainda que a escovacao seja realizada regularmente é necessario observar a
sua eficiéncia e incentivar a utilizacdo de fio dental entre criancas e adolescentes,
uma vez que entre 60% e 70% afirmaram n&o usar esse recurso de higiene bucal.
Acikgoz et al. (2005) verificaram que dos 15 pacientes com AF estudados, seis
escovavam os dentes duas vezes ao dia e os demais pacientes ndo escovavam 0S

dentes regularmente resultando em valores insatisfatérios de IHO.

Falhas nos habitos de higiene bucal favorecem o acumulo de biofilme
supragengival visivel sobre a coroa dentéria. Araujo et al. (2007), Tekcicek et al.
(2007) e Yalman et al. (2001) observaram a presenca de biofilme supragengival
visivel em pacientes com AF e os valores encontrados foram semelhantes ao desse

estudo.

Kerveiler et al. (2000) relataram que 66% dos individuos com AF
apresentavam algum tipo de deformidade no polegar, bracos e/ou maos. Embora,
ndo existam trabalhos mostrando a relacdo entre a ma formacdo esquelética das
maos dos portadores de AF e dificuldades na higienizacdo dentaria, este pode ser
um dos fatores que contribuiram para a deficiéncia nos habitos de higiene entre os
individuos com AF e consequiente acumulo de biofilme supragengival obtendo IHO
insatisfatorio nestes individuos. Outros fatores ainda podem estar relacionados ao
acumulo de biofilme, como a alteragcdo da composicédo e fluxo salivar. Mattioli et
al.(2010) observaram reducéo significativa no fluxo salivar e componentes da saliva
de pacientes com AF e saudaveis. Estas alteracbes salivares associadas a
deficiéncia na higienizacdo podem aumentar o risco de problemas bucais nos
individuos com AF, uma vez que a saliva fora dos padrdes normais apresentaria

suas funcdes de limpeza e antimicrobiana comprometidas.

A presenca de biofilme supragengival associado a debilidade do hospedeiro,

fatores ambientais e comportamentais pode aumentar o risco do individuo as
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doencas bucais. A frequéncia de microrganismos periodontopatdgenos no biofilme
supragengival entre os grupos pre, pos-transplante e controle foi respectivamente de
62%, 38% e 30%. Em um unico individuo do grupo pré-transplante foi observada a
presenca dos quatro microrganismos analisados. No grupo pos-transplante foi
observada a presenca de P. gingivalis e F. nucleatum e no grupo controle foi
observado apenas o F. nucleatum. Entre os microrganismos estudados no biofilme
supragengival o F. nucleatum foi o que apareceu em maior frequéncia. Resultados
semelhantes foram encontrados por Salako et al. (2003). Estes resultados podem
ser explicados pelo fato do F. nucleatum ser um colonizador primario e coagregador
de microrganismos no biofilme, assim, os demais microrganismos avaliados aderem
ao biofilme através de ligac6es com o F. nucleatum e necessitariam de maior tempo
para colonizacdo (KOLENBRANDER et al., 2006).

Nowzari et al. (2001) observaram a presenca de A. actinomycetemcomitans
e F. nucleatum no biofilme supragengival de um paciente com onze anos,
periodontite agressiva e AF. Os microrganismos T. denticola e P. gingivalis ndo

foram avaliados.

A presenca de A. actinomycetemcomitans tem sido observada com maior
freqiéncia em jovens com periodontite agressiva (CORTELLI et al., 2005), em
individuos ap6s o TCTH (PATTNI et al., 2000), em individuos jovens sistemicamente
saudaveis (KIMURA et al., 2002) e em jovens com e sem gengivite (GAFAN et al.
2004). A presenca de microrganismos em diferentes situagdes sistémicas e clinicas
confirma a teoria da hipotese da placa ecoldgica, em que apenas a presenca do

microrganismo nao é suficiente para o desenvolvimento da doenca (MARSH, 2003).

A maior frequiéncia de P. gingivalis antes do TCTH foi avaliado por Pattni et
al. (2000) em individuos com Leucemia Linféide Aguda, Leucemia Miel6ide Aguda,
Leucemia Mieloide Cronica, Mieloma, Mielodisplasia e Linfoma de non-Hodgkins.
Apos trés meses de TCTH verificaram a reducdo de 12% para 5% do microrganismo
e em seis meses nao foi detectada a presenca de P. gingivalis nos mesmos
individuos. A justificativa para a reducdo de P. gingivalis foi 0 uso de terapia

medicamentosa antibiodtica.
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O grupo pré-transplante pode ter apresentado maior frequéncia de
microrganismos no biofilme supragengival, devido ao regime de condicionamento
antes do TCTH, que promove pancitopenia e resulta na vulnerabilidade para

infeccdes virais, fungicas e bacterianas (SONIS et al. 1995).

A auséncia de microrganismos P. gingivalis (grupo controle) e T. denticola
(grupos pos-transplante e controle) foi semelhante ao observado por Kimura et
al.(2002) em 144 criangas saudaveis, entre dois e 13 anos de idade.

Em geral a baixa frequéncia de microrganismos no biofilme supragengival
desse estudo pode ser explicada pela limitacdo de padronizacdo do tempo entre a
coleta de biofilme e a escovacgao dos dentes. Por exemplo, microrganismos como A.
actinomycetencomitans podem ser encontrados nas superficies dentais dentro de
seis horas, mas em niveis extremamente baixos (LI et al., 2004). Neste estudo,
terapia antibiética ndo pode ser considerada como fator redutor de freqiéncias dos
microrganismos no biofilme, jA que os individuos que apresentaram resultados
negativos para presenca dos microrganismos ndo faziam uso de antibi6ticos entre

os dias da coleta.

Os microrganismos colonizadores do biofilime fazem parte da microbiota
bucal residente e estéo presentes na saliva. A diversidade bacteriana encontrada na
saliva € considerada como uma importante ferramenta de triagem (GIANNOBILE et
al., 2000). Nesse estudo verificou-se a alta frequéncia dos microrganismos na saliva
tanto de criancas com AF como criancas saudaveis. Apenas um individuo do grupo
pré-transplante ndo apresentou nenhum microrganismo na saliva, neste estudo.
Sakai et al. (2007) e Sirinian et al. (2002) tiveram 18% e 51%, respectivamente, dos

individuos com auséncia de microrganismos na saliva.

Ooshima et al. (2003) observaram a presenca do microrganismo A.
actinomycetencomitans em 50% das amostras salivares avaliadas, provavelmente
por ser um microrganismo transitorio da cavidade bucal. Entretanto, dados
controversos foram observados por Umeda et al. (1998), Sirinian et al. (2002), Sakai
et al. (2007), Kulecki et al. (2008) e Rotimi et al. (2010) que verificam a presenca de

A. actinomycetencomitans em 1,8%, 15%, 4,7%, 24% e 31% respectivamente. A



72

baixa frequéncia de A. actinomycetencomitans nestes estudos pode ser justificada
pela idade e condi¢cbes de saude bucal dos individuos avaliados, uma vez que este
microrganismo é frequentemente associados a doenca periodontal agressiva juvenil
(NOWZARI et al., 2001) e a infec¢des bucais, endocardites e septicemias (KUO et
al., 2008).

As maiores frequéncias de P. gingivalis foram observadas no grupo pos-
transplante (96%) e controle (75%). Resultados diferentes foram observados por
Sirinian et al. (2002), Sakai et al. (2007), Kulecki et al. (2008) e Rotimi et al. (2010), e
qgue verificaram a presenca em 15%, 6,3%, 12% e 1,7%, das criancas avaliadas

respectivamente.

Neste estudo as frequéncias de T. denticola observadas foram semelhantes
as encontradas por Sirinian et al. (2002), Sakai et al. (2007) e Kulecki et al. (2008)
em pacientes com saude gengival satisfatoria, aonde este microrganismo €
raramente encontrado (OKADA et al., 2000). Entretanto, esta afirmacdo ndo pode
ser respondida com este estudo por ndo haver sido realizado nenhum tipo de

avaliacdo gengival.

Os microrganismos analisados neste estudo foram observados em maiores
frequéncias na saliva do que no biofilme supragengival como os encontrados por Li
et al. (2004), Papaionnou et al. (2009) e Saygun et al. (2011). Embora os
microrganismos estudados apresentem potencial periodontopatdégenos, a presenca
na saliva ndo causa a doenca no hospedeiro. A interacdo constante da saliva com o
meio bucal é importante para o inicio da colonizacdo do biofilme. A migracédo dos
microrganismos acontece por meio de células do epitélio da mucosa jugal, que ao
aderirem nos dentes iniciam a formacdo e maturagéo do biofilme, em condi¢des de
saude bucal, as bactérias presentes no biofiime estardo em equilibrio com o

hospedeiro até que as condicbes ambientais sejam alteradas.

Uma alta freqiéncia de microrganismos na saliva foi observada tanto em
individuos com IHO satisfatorio como insatisfatorio. Como, a maioria dos individuos

realizou a coleta de saliva poucas horas ap6s a higienizacdo dental, as bactérias
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presentes no biofilme eram desorganizadas e liberadas na cavidade bucal,
permanecendo no epitélio bucal e depois dissociadas para a saliva.

Analise estatistica com as variaveis idade, entre seis a doze anos e 13 a 18,
e a presenca de microrganismos em relacdo ao sexo foram realizadas. Entretanto
diferencas significativas ndo foram observadas, optou-se por ndo expressar esses
dados nos resultados. Embora, a elevada frequéncia dos microrganismos na saliva
possa ser explicada por fatores hormonais devido a idade transitéria da infancia para
a adolescéncia (UMEDA et al. 2004).

A presencga de microrganismos tanto em individuos com AF e saudaveis
assim como em estudos que avaliam 0s microrganismos ha presenca e auséncia de
doenca reforcam a hipotese da placa ecolégica (MARSH et al.,, 2011), onde é
necessaria a mudanca de habitos para iniciar a doenca e nao apenas a presenca do
microrganismo no biofilme. Diferencas de resultados entre estudos microbiolégicos
podem ser justificadas pela utilizacdo de diferentes métodos, grupos de idades, fase
de denticdo e etnias (KULECKI et al., 2008).

Os resultados deste estudo mostraram que apesar da auséncia de
uniformizagéo do tempo de coleta do biofilme pds-escovacdo ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos na frequéncia de presenca dos
microrganismos estudados na saliva e biofilme supragengival. Estes dados sugerem
que as alteracbes sistémicas observadas nos pacientes com AF e 0
acondicionamento pré-transplantes ndo afetou a distribuicdo destes microrganismos
na saliva e no biofilme supragengival. A avaliagdo da composi¢cdo do biofilme
subgengival e do quadro de saude periodontal permitirdo verificar os riscos destes

individuos a doenca periodontal.
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6 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes do presente estudo conclui-se que:

Os individuos desse estudo tiveram idade, diagnostico da AF e renda
familiar semelhantes nos trés grupos estudados.

Consultas de rotina regulares ao cirurgido-dentista, escovagao igual ou
superior a trés vezes ao dia, sem o uso de fio dental e enxaguatério bucal foram
caracterizados como fatores comportamentais da amostra estudada.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos na frequéncia de presenca
dos microrganismos estudados na saliva e biofilme supragengival, sugerindo que as
alteracdes sistémicas observadas nos pacientes com AF e o condicionamento pré-
transplantes néo afetou a distribuicdo destes microrganismos na saliva e no biofilme

supragengival.

A presenca dos microrganismos foi maior na saliva do que no biofilme
supragengival. A presenca de microrganismos foi maior em pacientes com IHO-S

insatisfatorio.

N&o houveram diferencas significativas em relacdo aos hébitos de higiene
bucal relatados e IHO-S observado, sugerindo que apesar do acesso odontoldgico, a

higienizacdo néo esta sendo realizada de maneira eficiente.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: ANALISE DE MICRORGANISMOS NA SALIVA E BIOFILME DE CRIANCAS E
ADOLESCENTES COM ANEMIA DE FANCONI.

Pesquisadores: Karine Fatima Lyko
José Miguel Amenabar Céspedez.

Local da Pesquisa: Ambulatério de Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas.

Enderego: Rua General Carneiro n® 181 - 15° andar - Tel:(41) 3360-1007
Alto da Gléria - Curitiba - PR

PROPOSITO DA INFORMACAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Vocé, PAI / MAE / RESPONSAVEL, ¢ também seu FILHO(A) esta sendo convidado (a) a
participar de uma pesquisa, coordenada por uma cirurgid-dentista, Karine Fatima Lyko - CRO 21.327.

Para que vocé possa participar € necessario que vocé leia este documento com ateng@o. Se houver
palavras que vocé ndo entende, por favor, solicite todas as informagdes que julgar necessérias para o seu
entendimento aos responsaveis pelo estudo até que vocé entenda tudo claramente.

Este documento serve para fornecer a vocé informagdes sobre a pesquisa e, se assinado, dara a sua
permissdo para participar no estudo. O documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e
eventuais riscos ou desconfortos caso queira participar. Vocé s6 deve participar do estudo se vocé quiser.
Vocé pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAO

O condicionamento pré-transplante com quimioterapia, radioterapia e imunossupressores pode
servir de fator de risco para o desenvolvimento de doenga na mucosa gastrica e bucal com alteragdes
gengivais e doenga carie. Doencgas periodontais e géstricas tém sido relatadas em estudos e alerta para a
importancia da realizagdo rotineira de exames clinicos criteriosos da boca. As doengas periodontais sdo
inflamag¢des que acontecem na gengiva e podem provocar sangramento e perda 6ssea, sendo as bactérias
periopatogénicas as responsaveis pelo desenvolvimento de tal doenca.

PROPOSITO DO ESTUDO

Analisar a presengca de microrganismos na saliva e na placa bacteriana supragengival e
subgengival.

SELECAO

Poderao participar da pesquisa criangas e adolescentes de 6 a 18 anos com Anemia de Fanconi.

Também podem participar da pesquisa criancas e adolescentes de 6 a 18 anos que nao apresentem
qualquer doenga sist€émica.

Nizao poderao participar do estudo individuos com neutropenia severa, que usam aparelho
ortodbntico e que tenham utilizado antibiético até 3 meses antes do estudo.

MARIA mhocﬁuu
Membro do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do HC/UFPR
Matricuta 7462
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DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario responder algumas perguntas sobre a sua satide,
realizar um exame na sua boca e coletar saliva e placa bacteriana. Este exame sera realizado da seguinte
forma:

e Exame clinico odontolégico sem nenhum procedimento em ambiente com luz artificial e
com o auxilio de espelho odontologico, sonda exploradora, cureta periodontal e espatula
de madeira, para avaliar se ha ou ndo presenca de carie e alteragdes na gengiva.

e Coleta de saliva e placa bacteriana para identificagdo de microrganismos. Para coletar a
saliva vocé devera mastigar um pedagco de borracha de lecm durante 3 minutos e em
seguida sera orientado a expelir a saliva em frasco estéril. A placa bacteriana sera

- recolhida de todos os dentes e também entre o dente e a gengiva com o auxilio de um
instrumento que parece uma concha chamada de cureta Gracey. As amostras serdo entao
colocadas em tubos esterilizados e a seguir os tubos serdo colocados em isopor com gelo
até o transporte para o laboratério de Bioquimica da UFPR onde ficardo armazenados em
um freezer até o momento da analise.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

A decisdo em participar deste estudo é voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar no estudo.
Uma vez que vocé decidiu participar do estudo, vocé pode retirar seu consentimento e participagdo a
qualquer momento. Se vocé decidir ndo continuar no estudo e retirar sua participagdo, vocé ndo perdera
qualquer beneficio ao qual vocé tem direito.

CUSTOS

Nio havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO
Sua participagdo é voluntaria, portanto vocé ndo sera pago por sua participag@o neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E ACESSO AOS
REGISTROS:

O Pesquisador responsavel pelo estudo e equipe ira coletar informagdes sobre vocé. Em todos
esses registros um codigo substituird seu nome. Todos os dados coletados serdo mantidos de forma
confidencial. Os dados coletados serdao usados para a avaliagao do estudo, membros das Autoridades de
Satide ou do Comité de Etica, podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em
publicacées cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua identidade ndo sera revelada em qualquer
circunstancia.

Voceé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questao mais adiante com seu dentista
do estudo.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiverem alguma duvida com relagdo ao estudo, direitos do paciente, ou no
caso de danos relacionados ao estudo, vocé deve contatar o pesquisador do estudo ou sua equipe
KARINE FATIMA LYKO ou JOSE MIGUEL AMENABAR CESPEDES (41 3360-4024). Se vocé tiver
duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé pode contatar Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand, pelo
telefone: 3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos ¢ nido

L
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telefone: 3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos € ndao
cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro €
proteger seus direitos.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu, , portador (a) do RG
3 responsével pelo menor
1i e discuti com o investigador responsavel pelo
presente estudo os detalhes descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar
sobre a participagdo do meu filho (a) neste estudo, e que eu posso interromper a participag@o a qualquer
momento sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o
propésito acima descrito

Eu entendi a informag#o apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para
fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma cépia assinada e datada deste Documento de Consentimento Informado.

NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DATA

(Se menor ou incapacitado)

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA
(Pessoa que aplicou o TCLE)
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APENDICE 2

'i"ﬁl(M() DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Fanlos ANALISE DE - MICRORGANISMOS NA SALIVA | BIOFILME DE CRIANGCAS E
ADOLESCENTES COM ANEMIA DE FANCONIL

Pesquisadores: Karine Fatima Lyko
Jose Miguel Amendbar Céspedez.

I.ocal da Pesquisa: Ambulatario de Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas.

FEnderege: Rua General Carneiro n® 181 - 15% andar - Tel:(41) 3360-1007
Alto da Glaoria - Curitiba - PR

PROPOSITO DA IN

TORMACAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Vacé esta sendo convidada (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por uma cirurgia-dentista,
Karine Fatima [vko - CRO 21.327.

Para vocd participar ¢ necessario que vocé leia este documento com atengdo. Se houver palavras
que vacd nao entende. pergunte aos responsaveis pelo estudo até que vocé entenda tudo.

Aqui vocé vai achar informacdes sobre a pesquisa, se vocé assinar dard a sua permissdo para
participar do estudo. Vocé s6 deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se recusar a participar
au se retivar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAO

O condicionamento pré-transplante com quimioterapia, radioterapia ¢ imunossupressores pode

ajudar no desenvolvimento de doenca no estomago e boca como alteragdes na gengiva ¢ doenga carie.

PROPOSITO DO ESTUDO

Analisar s¢ existem microrganismos na saliva e na placa bacteriana que cobre os dentes.
SELECAO

Poderdo participar da pesquisa criancas ¢ adolescentes de 6 a I8 anos.

Nio poderiio participar do estudo pacientes que usem aparelho ortoddntico e que tenham tomado
remedio antibiotico at¢ 3 1oeses antes do estudo.

DS

CRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Casor vocé participe Jda pesquisa. serd necessdrio responder algumas perguntas sobre a sua sadde.
realizar um exame na sua baca ¢ coletar saliva ¢ placa bacteriana. I'ste exame sera realizado da seguinte
l(vn}m:

. Vamos apenas olhar sua boca para procurar caries e alteragdes na gengiva.

e Coletar saliva e placa bacteriana. Para coletar a saliva vocé devera mastigar um pedaco de
borracha de Tem durante 3 minutos e em seguida serd orientado a cuspir a saliva em
frasco estéril. A placa bacteriana sera recolhida de todos os dentes ¢ também entre o dente
e a sengiva com ajuda de um instrumento que parece uma concha.

PARTICIPACAQO VOLUNTARIA
A decisdo em participar deste estudo ¢ volun@ria. Vocé pode decidiv nao participar do estudo. mas
<e aceitar ¢ decidir voltar atras podera fazee a qualquer momento, sem nenhum prejuizo.

CUSTOS
Voced nio precisa pagar nada parva participar do esurdo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO

Sua participagio ¢ voluntdria, portanto voce nio serd pago por sua participagdo neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E ACESSO AOS
REGISTROS:

O Pesquisador responsdvel pelo estudo ¢ equipe ira caletar informacaes sobre vace. Seu nome serd
trocado por um numero. Tados os dados coletados serao guardados em segredo. Os dados coletados serao
usados para a avaliagio do cstudo, membros das Autoridades de Satde ou do Comité de Etica, podem
revisar os dados fornecidos. Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questao
mais adiante com seu dentista do estudo.

MARIA J0SE MOGELIN
Membro do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do HC/UFPR
Matricula 7462
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CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiverem alguma davida com relagdo ao estudo, direitos do paciente. ou no
caso de danos relacionados ao estudo. vacé deve contatar o pesquisador do estudo ou sua equipe

KARINE FATIMA LYKO ou JOSE MIGUEL AMENABAR CESPEDES (41 3360-4024). Se vocé tiver

duvidas sobre scus direitos como um paciente de pesquisa, vocé pode contatar Comité de [Ltica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. pelo
telefone: 3360-1896. O CEP wrata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e niao
cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro ¢
proteger sceus direitos.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li ¢ discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste
documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar. € que eu posso interromper minha
participacao a qualquer momento sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo
scjam usados para o proposito acima descrito

Eu entendi a informacgdo apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para
fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma copia assinada e datada deste Documento de Consentimento Informado.

NOMFE DO PACIENTL ASSINATURA DATA

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA

(Pessoa que aplicou o TCLE)

87



88

APENDICE 3

FICHA CLINICA

Dados do Paciente CODIFICAGAO:

Grupo Caso ( ) Grupo Controle ()

Data: | | | | Inicio da entrevista: | |

Data do diagndstico (se “Caso”): | | | |

TMO: | |(1)Pré-TMO;(2)P6s-TMO. Doador: |

Nome do Voluntario: Prontuario
Ne:| | Telefone:

Data de Nascimento: | | | | Idade:|

Sexo: | | (1) Masculino (2) Feminino
Cor:| | (1) Amarela (2) Branca (3) Indigena (4)Parda (5) Preta

Procedéncia: . ZonaRural (1) Zona Urbana (2): | |

Quantos anos de estudo completou o voluntario(em anos aprovados)? | |
Grau de parentesco com a crianga de quem respondeu o questiondrio: | |

(1) M3e; (2) Pai; (3) AvGs; (4) Tios; (5) Outros Quem?

Renda familiar: | |

Acesso ao dentista: | | (1) Sim; (2) Nao.
Ha quanto tempo:| | (1) Nunca foi; (2) Menos de 1 ano; (3) De 1 a 2 anos; (4) 3 ou mais anos.
Onde:| | (1) Nunca foi; (2) Servico publico; (3) Servico privado liberal; (4) Servico privado (planos e

convénios); (5) Servico filantrépico; (6) Outros.

Por qué?:| | (1) Nunca foi; (2) Consulta de rotina; (3) Dor; (4) Sangramento gengival; (5) Cavidades nos
dentes; (6) Feridas, carogos e manchas na boca; (7) Outros.

Como avalia o atendimento?:| | (1) Nunca foi; (2) Péssimo; (3) Ruim; (4) Regular; (5) Bom (6) Otimo.
Recebeu informacgGes sobre como evitar problemas bucais?:| | (1) Sim; (2) N3o.

Considera que necessita de tratamento atualmente?:| | (1) Sim; (2) Nao.

Descrever:

Tomou algum medicamento nos ultimos trés meses? | |
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(1)Nenhum; (2) Analgésico; (3) Antiinflamatério; (4) Antibiotico
(5)Outro/Especificar:
Como foi a prescricdo?| | (1)Prescricdo Médica; (2) Prescricdo Odontoldgica; (3)

Automedicagdo;

Informagdes do histérico médico, medicamentos, dados do trans-operatério e outras informagdes
complementares:

Habitos de Higiene:

Horario da ultima escovacao: | |

Habitos Sim/N3o Frequéncia Quem executa

Escovagao

Fio Dental

Dentifricio

Bochecho

Cérie Dentaria e necessidade de tratamento:

a5 94 53 52 91 61 62 63 64 65
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

Coroa

Raiz

Trat.

80 84 83 82 &1 172 73 74 75
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

Coroa

Raiz

Trat.

Dentes Cariados: | | Dentes Perdidos: | | Dentes Restaurados: | |
indice CPO-D:| /

Dentes Cariados: | | Dentes com indicacdo de extracdo:| | Dentes Restaurados: | | indice
Ceo-d:| /

indice de Higiene Bucal:
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Biofilme Molar Direito ‘ Anterior Molar Esquerdo ‘ Total

Molar Direito Anterior

Vestibular Vestibular

Superior
Inferior

Calculo Molar Esquerdo Total

Vestibular

Lingual Lingual Lingual

Superior

Inferior

indice de Placa:| | indice de Calculo:| | 1HO:|

indice Periodontal Comunitario:

1716 11 26127

AG Pl Todas as idades
(5 anos)
12 anos
15-19 anos

47146 21 36/37

Hemograma:
VALORES DO PACIENTE VALORES DE REFERENCIA
Homem Mulher
Hemacias 4,5a6,0 4,0 a 5,5 milhdes/mm?
milh&es/mm?>
Hemoglobina 14 a 18 g/100ml 12 a 14 g/100ml
Hematodcrito 40% a 54% 37% a 47%
Leucdcitos (global) 4.000 a 10.000 mm?
Eosindfilos 100 a 500 absoluta UL/ 1 a 4 relativa %
Basodfilos 0 a 100 absoluta UL/ 0 a 1 relativa %
Monécitos 200 a 1000 absoluta UL/ 4 a 10 relativa %
Linfocitos 800 a 3500 absoluta UL/ 20 a 35 relativa %
Neutrdfilos (bast.) 40 a 500 absoluta UL/ 1 a 4 relativa %
Neutrofilos (seg.) 1500 a 7000 absoluta UL/ 45 a 70 relativa %
Plaguetas 150.000 a 400.000 mm?>




ANEXO

&% HOSPITAL DE CLINICAS
L UMIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba, 02 de maio de2011.
lhmo (a) Sr.(a) al
Karine Fatima Lyko
Neste

Prezada Pesquisadora:

A, '* kY
.

Pesquxsa em Seres Humanos em reumao reahzada no dxa 26 de abni dé 2011.
Apos, analisadas as respostas das pendéncias encaminhadas pela pesquisadora,
este CEP/HC considera do projeto aprovado em 02 de maio de 2011. O referido

projelo atende aos aspectos das Resolugées CNS 196/96, e complermentares.
sobre Diretiizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Sereg
Humanos do Ministério da Satide.

CAAE: 0073.0.208.000-11

Registro CEP; 2469.076/2011-04

Conforime a Resolugao 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP; relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagées
relativas as modificagbes do protocolo, cancelamento, encerramento @
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatorio: 02 de novembro de 2011.

Atenciosamente;

( , : x:tie Etha em Pesqu isa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR

¥
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