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RESUMO

As doengas neoplasicas sao uma importante realidade em nossa sociedade, apresentando
uma alta incidéncia no Brasil e no mundo. A leucemia linfocitica aguda se apresenta como o
cancer mais comum em criangas e¢ € caracterizada pela producdo elevada e desordenada de
leucocitos imaturos na medula Ossea. As complicagdes orais decorrentes da terapia
quimioterapica utilizada no tratamento da leucemia ocorrem com frequéncia significativa. A
mucosite ¢ um exemplo destas, e caracteriza-se como uma irritagdo da mucosa oral, sendo a
manifestacdo mais comum de estomatoxicidade direta, apresentando-se como condi¢ao
ulcerativa difusa da mucosa bucal ndo-ceratinizada. O objetivo deste trabalho foi detectar a
possivel associagdo entre as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus € o
desenvolvimento da mucosite oral em pacientes em tratamento antineoplasico, utilizando-se a
técnica de PCR (Reag@o em Cadeia da Polimerase). Para tanto, foram avaliados 46 pacientes
com diagndstico de Leucemia Linfocitica Aguda (LLA), os quais encontravam-se em
tratamento no HEMOAM na cidade de Manaus. Utilizou-se um questionario criado
especialmente para este trabalho, com o objetivo de facilitar o levantamento de dados como
idade, sexo, sintomatologia e condi¢do bucal. Foi realizada coleta de saliva por swab estéril
antes do inicio da quimioterapia e 14 dias apos a realizagdo do tratamento. Durante a terapia
adotada, nduseas, vomitos e febre foram as manifestagdes gerais mais relatadas. Dos 46
pacientes atendidos, 19 (41,3%) desenvolveram algum grau de mucosite. A aplicagdo da PCR
demonstrou a presenca de P. aeruginosa e S. aureus em todas as fases do tratamento, sendo que
S. aureus esteve presente em 79% dos pacientes portadores de mucosite. A andlise estatistica
dos resultados possibilitou constatar-se que P. aeruginosa esta associada a niveis mais baixos
de hemoglobina pos-quimioterapia, enquanto que S. aureus esta associada ao desenvolvimento
de mucosite, ndusea, febre, dieta e interveng¢do odontologica prévia. Conquanto essa bactéria
mostrou-se diretamente vinculada a sinais e sintomas especificos na mucosite, estudos
posteriores devem ser conduzidos para se estabelecer a relagdo causa-efeito nessa doenca.
Diante dos resultados, sugere-se que a mielossupressao induzida pela quimioterapia promove
alteracdo significativa do microambiente oral, favorecendo o desenvolvimento da mucosite a
proliferacdo de espécies potencialmente patogénicas, em especial, Staphylococcus aureus.

Palavras — chave: Leucemia; Mucosite Oral; Pseudomonas aeuruginosa, Staphylococcus
aureus; PCR.
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ABSTRACT

Neoplastic diseases are an important reality in modern society, displaying high
incidence in Brazil and over the world. Acute lymphocytic leukemia is the most common cancer
in children, and is characterized by the elevated and disordered production of immature
leukocytes in the bone marrow. The oral complications resulting from the therapy used to treat
leukemia occur quite frequently. Mucositis is one such example, and is characterized by
irritation of the oral mucosa, being the most common manifestation of direct stomatoxicity, and
presenting diffuse ulceration of the non-keratinized buccal mucosa. The objective of this study
was to detect the possible association between Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus and the development of oral mucositis in patients receiving antineoplastic treatment by
use of the PCR technique. To this end, 46 Acute Lymphocytic Leukemia (ALL) patients who
were being treated at HEMOAM in the city of Manaus were interviewed and examined. A
questionnaire created specially for this study was used, in order to facilitate the collection of
data including age, sex, clinical features, and oral health condition. Saliva was collected by
sterile swab before the start of chemotherapy, and 14 days after the treatment. During
chemotherapy, nausea, vomiting and fever were the most commonly reported manifestations,
besides mucositis and gingival bleeding. Conventional PCR revealed the presence of
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus in all treament phases, and that S. aureus
was present in 79% of mucositis subjects. Based on the statistical analysis, the presence of P.
aeruginosa was positively related with lower haemoglobin levels after chemotherapy, while S.
aureus was intimately associated with mucositis, nausea, fever, diet type, and previous dental
intervention. Whilst this bacteria has shown positive association with many clinical parameters,
additional studies must be performed to assess its potential pathogenic role in oral mucositis. In
view of the results, it can be suggested that myelosuppression induced by chemotherapy favors
the developent of oral mucositis and the proliferation of potential pathogenic species, especially
Staphylococcus aureus.

Keywords: Leukemia; Oral Mucositis ; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus;
PCR.
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RESUMO LEIGO

O cancer ¢ uma doenga que acomete milhares de pessoas no mundo, independentemente
de idade, sexo e raga. Leucemia ¢ uma doenca maligna dos leucécitos (glébulos brancos), um
tipo de cancer cuja principal caracteristica ¢ o acuimulo de células jovens (blasticas) anormais
na medula dssea, as quais substituem as células sanguineas normais. A palavra "leucemia" vem
dos termos gregos leukos = “branco” + haima = “sangue”. A leucemia linfocitica aguda ¢ a
neoplasia maligna que mais afeta criancas. O tratamento do cancer geralmente leva a certas
complicagdes bucais tais como mucosite (feridas na boca), sangramento gengival, boca seca,
entre outros, além de levar a efeitos colaterais no corpo todo. Uma vez que a composi¢ao
microbiana da cavidade oral ¢ altamente complexa, varios microrganismos podem estar
associados as alteragdes orais durante o tratamento do cancer. Dentre essas bactérias, podemos
citar Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, as quais podem colonizar as lesdes
ulcerativas presentes na mucosite, exacerbando sua gravidade e sintomatologia, podendo levar
a uma maior dificuldade no tratamento. O papel das bactérias na mucosite induzida pelo
tratamento antineoplasico ainda ndo esta bem definido na literatura. Nesse contexto, métodos
moleculares de detec¢do microbiana podem trazer contribuigdes importantes para o
conhecimento. Ademais, sabe-se que o tratamento preventivo da mucosite oral auxilia na
prevencao de infec¢des secunddrias, além de oferecer maior conforto ao paciente. Assim, o
presente trabalho buscou identificar as bactérias S. aureus e P. aeruginosa em pacientes
leucémicos submetidos ao tratamento antineoplésico. Os resultados obtidos demonstraram que,
dentre os pacientes submetidos ao tratamento antineopldsico quimioteratico, uma parcela
importante desenvolveu mucosite (41,3%). Com relacdo a presenca bacteriana, P. aeruginosa
apresentou correlagdo com niveis mais baixos de hemoglobina, enquanto que S. aureus
apresentou estreita associacdo com o desenvolvimento de mucosite, febre, tipo de dieta e
tratamento odontologico prévio. Diante dos resultados, sugere-se a mucosite como
manifestacdo secundaria a mielossupressdo induzida pela quimioterapia, a qual, por sua vez,
favorece a proliferacdo de bactérias potencialmente patogénicas, em especial Staphylococcus
aureus.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga que acomete milhares de pessoas no mundo e independe de
idade, género e raca'. E uma realidade em nossa sociedade, sendo considerada a segunda maior
causa de mortalidade no Brasil e responsavel por 13% de todas as mortes no mundo?. A
neoplasia ¢ caracterizada pelo crescimento anormal de tecido, cujo desenvolvimento ¢
independente e excede aquele observado no tecido normal, persistindo mesmo quando
interrompida a causa que o provocou. Essa massa tecidual deformara, comprimira ou destruira
o 6rgdo em que se originou, e parte da mesma pode-se se difundir pelos intersticios dos demais
orgdos, ganhando a circulacdo e sendo transportada a outros locais através de vasos sanguineos

e linfaticos? .

Existem critérios para a classificagdo das neoplasias em benignas ou malignas, como o
grau de diferenciagdo celular, velocidade de crescimento, invasdo local e metastase. A
diferenciagdo refere-se a semelhancga das células neoplasicas em relagdo a célula de origem, em
nivel morfolégico e funcional: as células neoplésicas podem apresentar-se bem diferenciadas,
moderadamente diferenciadas ou indiferenciadas (anaplasia). Geralmente, a velocidade de
crescimento de uma neoplasia esté relacionada ao grau de diferenciacdo celular. De forma geral,
quanto mais rapidamente a neoplasia crescer, mais indiferenciadas serdo suas células e,

consequentemente, menor serd a capacidade funcional das células constituintes®.

No Brasil, o cancer ¢ a terceira causa de mortes, atrds apenas das doencas
cardiovasculares e das causas externas (morte por violéncia, acidente de transito, etc.). Nos
ultimos dez anos, 17 mil pessoas morreram de cancer no Amazonas, segundo o Atlas de
Mortalidade por Cancer, 2015. Das mais de 17 mil mortes registradas no estado, a regido
metropolitana de Manaus (RMM), com 68,34 mortes por 100 mil homens, apresentou a maior
taxa bruta de cancer na ultima década®. A etiologia do cancer é diversa e, geralmente, os fatores
de risco envolvidos estdo relacionados aos efeitos do desenvolvimento industrial e ao aumento

da expectativa de vida?.

As neoplasias malignas mais frequentes na infancia sdo as leucemias. A leucemia ¢ uma
patologia classificada pela produgdo excessiva e progressiva de leucdcitos na medula dssea, que
passam a circular no sangue na sua forma imatura*>°. A prolifera¢io difundida dos blastos leva
a uma substituicdo dos elementos normais da medula, causando um acumulo de células imaturas
no sangue. A etiologia da leucemia ainda ¢ considerada incerta, mas muitas pesquisas apontam
para fatores causais como infec¢io viral, exposicdo quimica e exposicdo a radiagdo®’. Existem

subtipos diferentes de linfocitos e, portanto, tipos diferentes de leucemia, que sdo classificadas



de acordo com a célula envolvida, a duragio e o carater da doenca'®. Sua classificagdo é feita
pela combinagdo da classificagdo da linhagem dessas células: linféide ou mieldide, e da
evolugdo da doenga: aguda ou cronica®®. O diagndstico é feito através de achados laboratoriais
encontrados em exame de sangue periférico e em aspirado da medula 6ssea, juntamente com as

manifesta¢des clinicas observadas e os dados de anamnese>%:606! |

As formas agudas da leucemia resultam do actimulo de células imaturas e sem fungdo
na medula Ossea, apresentando progressdo rapida. Essa proliferacdo excessiva de células
substitui a medula 6ssea normal e, como consequéncia, faz com que haja reducdo na produgao
normal de hemadcias, leucdcitos e plaquetas, o que acarreta em manifestagdes como anemia,
infeccdes e sangramento. As células leucémicas saem da medula Ossea para a corrente
sanguinea e invadem 6rgdos (como linfonodos e bago), impedindo sua fun¢do normal. A forma

aguda da doenga é rapidamente fatal em pacientes portadores ndo tratados>*-60-61,

As leucemias cronicas, por sua vez, t€m inicio lento, permitindo a produgdo de células
mais maduras e diferenciadas, ou seja, com morfologia mais proxima a normal e que podem
exercer algumas de suas funcgdes. Pacientes portadores da forma cronica, mesmo nao tratados,
podem sobreviver varios anos com a doenga; entretanto, o acumulo de células leucémicas

resulta na diminui¢do da produgio de células normais*S! .

Desta forma, as leucemias sdo genericamente classificadas em: Linfocitica Aguda

(LLA), Mieloide Aguda (LMA), Linfocitica Cronica (LLC), Miel6ide Cronica (LMC)S!.

Para que seja possivel a compreensdo da leucemia e de suas consequéncias, ¢ importante
rever o processo normal de formacdo e acdo das células afetadas por essa doenca. Todos os
elementos sanguineos originam-se a partir de uma célula indiferenciada comum, que se diferencia
em linhagens particulares: eritroide, granulocitica, monocitica, linfocitica e megacariocitica 2.
Esse processo ¢ denominado hematopoiese e, para que ocorra normalmente, ¢ necessaria a

proliferagdo controlada e a diferencia¢do ordenada de células hematopoiéticas pluripotentes®!.

Os eritrocitos (hemadcias), conhecidos como as células vermelhas do sangue, sdo
responsaveis pelo transporte dos gases respiratdrios, ou seja, do oxigénio e do gas carbonico; os
mondcitos circulantes no sangue, quando passam para os tecidos, transformam-se em macrofagos,
os quais exercem funcdo de fagdcitos, e diferenciam-se dos neutrédfilos pela capacidade de
sobreviver ao evento fagocitico; ja os megacaridcitos sdo responsaveis pela origem das plaquetas,
as quais sdo envolvidas na coagulag@o sanguinea, formando um tampao oclusivo no caso de dano

no endotélio de vasos .



Os leucocitos sdo células essenciais para a formagdo da resposta imune no organismo,
além de serem responsaveis pela defesa primaria contra infecgdes microbianas. Existem trés tipos

de leucocitos na circulagdo periférica: os granuldcitos, os linfocitos e os mondcitos®!-62,

Os granulécitos estdo envolvidos no processo de inflamagdo e imunidade inata, e sdao
compostos por neutrofilos (90%), eosinéfilos e basodfilos. Os neutrdfilos, principais células na
resposta inflamatoria aguda, por meio da fagocitose e destruicdo enzimatica, defendem o
organismo contra agentes infecciosos. Reacdes inflamatorias alérgicas (hipersensibilidade
imediata) sdo mediadas pelos basofilos e eosindfilos, e estes combatem, também, infec¢des
parasitarias. Ja os linfécitos, responsaveis pelas respostas imunes especificas, sdo divididos em
linfocitos T, linfocitos B e células Natural Killer (NK). Os linfocitos T, envolvidos na regulagao
de todas as respostas imunes, sdo responsaveis pela resposta imune celular (tardia) e sdo células

efetoras para a eliminagéo de microbios intracelulares®®-61:62,

A resposta imune humoral ¢ mediada pelos linfocitos B, os quais ativados transformam-
se em plasmacitos para a produ¢do de imunoglobulinas, sendo as unicas células do organismo
capazes de produzir anticorpos. As células NK (natural killer) lisam células tumorais e infectadas
por virus. Os mondcitos, por sua vez, sdo células que, ao emigrarem da corrente sanguinea para
os tecidos, transformam-se em macrofagos, desempenhando fungdes como fagocitose e

envolvimento na resposta imune adaptativa contra agentes nocivos®>-61:62,

Na leucemia, ha a proliferacdo e diferenciagdo anormais das células sanguineas,
decorrentes de mutagdes em células precursoras hematopoiéticas da linhagem mieldide ou
linféide®!. Qualquer tecido ou 6rgdo irrigado e nutrido pela corrente sanguinea pode estar
acometido pela leucemia (incluindo os tecidos bucais), em decorréncia da infiltracdo de células

neopldsicas pelo sangue®.

As manifestacdes clinicas da leucemia sdo caracterizadas pelo aparecimento de sinais e
sintomas resultantes da insuficiéncia de hematopoiese normal, a infiltragdo de tecidos e 6rgaos
por células malignas e pelas desordens metabdlicas. Dentre os sinais e sintomas da doenca
observa-se: dor nos 0ssos ou no abdomen, anemia, hemorragias e infec¢des®. Outras alteragdes
patologicas na boca também podem ocorrer devido ao tratamento antineopldsico®. As
manifestagdes bucais mais comuns no curso da doenga sdo: alteragdes gengivais; hemorragias;
ulceras; e infecgdes; e as manifestagcdes bucais mais comuns do tratamento antileucémico em
criangas sao: mucosite; xerostomia; carie dentaria; infecgdes e alteragdes no desenvolvimento

orofacial®%:64,



A leucemia linfocitica aguda (LLA) representa cerca de 80% das leucemias e ocorre, na

maioria dos casos, em criangas4. A LLA consiste na producdo exagerada e descontrolada de
blastos do tipo linféide, atrapalhando a producdo normal de glébulos vermelhos, brancos e
plaquetas. A hipdtese diagnodstica de LLA ¢ feita através dos sinais e sintomas relatados pelo
paciente. A confirmacdo ¢ obtida pelo mielograma (andlise morfologica da medula Ossea)
associado a imunofenotipagem. Importantes alteracdes podem ser encontradas por meio da
citogenética, como o chamado cromossomo Filadélfia, o que resulta num pior progndstico para o
paciente®. Os achados laboratoriais incluem elevado indice de linfoblastos em aproximadamente
50% dos casos, com niveis reduzidos de hemoglobina, hematocrito e plaquetas, o que reflete na
substituicdo da medula 6ssea. Muitos pacientes apresentam hiperuricemia, hiperfosfatemia,
hipocalcemia e aumento da desidrogenase latica (DHL), em virtude da elevada taxa de destruicao

e renovagdo celulares®!.

O tratamento da LLA varia de dois a trés anos e os protocolos terapéuticos sao constituidos
basicamente de cinco fases: indugdo da remissdo, intensificagdo-consolidagdo, reinducao,
prevencdo da leucemia no sistema nervoso central e continua¢io ou manuten¢io da remissio’. O
tratamento utilizado, no entanto, produz uma ampla gama de efeitos toxicos prejudiciais ao
paciente. O tratamento antineopldsico atua nas células em proliferagdo, que apresentam um
elevado turnover; contudo, ele ndo distingue as células malignas das células normais do corpo
e, consequentemente, da mucosa bucal'>!>!*. Variaveis relacionadas a terapia, como o tipo de
droga, a dose e frequéncia do tratamento, juntamente com aquelas relacionadas ao paciente, como
a idade, diagnostico e o nivel de higiene bucal antes e depois da terapia, afetam a frequéncia com
que os pacientes submetidos a quimioterapia e/ ou a radioterapia exibem problemas bucais
advindos diretamente do tratamento antineopléasico'®'>!¢. Além disso, uma vez que a cavidade
oral abriga um numero altamente elevado de bactérias, ela se transforma em uma fonte importante

de microorganismos oportunistas no hospedeiro mielosuprimido!'”- %,

A quimioterapia consiste no emprego de substincias quimicas, isoladas ou em
combinagdo, com o objetivo de eliminar neoplasias malignas. A quimioterapia, diferente da
cirurgia e da radioterapia, ¢ uma forma de tratamento sistémico, ou seja, que atua em todo o
corpo. Os quimioterapicos sdo aplicados, na maioria das ocasides, de forma endovenosa,
podendo também ser administrados pelas vias oral, intramuscular, subcutinea, topica e
intratecal'®. Os medicamentos se misturam com o sangue e sdo levados a todas as partes do
corpo, destruindo as células doentes que estdo formando o tumor e impedindo, também, que elas
se espalhem pelo organismo. Como algumas células tumorais podem se desprender do tumor

primario e migrar para outros 0rgaos (metastase), muitas vezes a quimioterapia passa a ser a



melhor forma de tratamento'%'%19

Estas drogas, que vém colaborando para a eliminagdo e destruicdo das células
neoplasicas, constituem-se em agentes alquilantes, antimetabodlicos, esteroides, alcaloides
vegetais, hormonios e analogos e agentes diversos'>+*. Distintos fatores, como volume tumoral
total, cinética celular e sensibilidade intrinseca, influenciam a resposta do agente
antineoplasico. E evidente que as drogas utilizadas no tratamento do cancer afetam tanto as
células normais como as neoplasicas. No entanto, as diversificagdes existentes entre o
crescimento das células malignas e das células normais, bem como pequenas alteragdes
bioquimicas verificadas entre ambas, provavelmente se associam para produzir seus efeitos

especificos 4192,

Estabelecido o diagndstico e determinado o protocolo de tratamento a ser
utilizado, o paciente ¢ incluido, de acordo com critérios especificos, em um grupo de risco de
recaida da doenca determinando assim a escolha do tratamento adequado. A estratificacdo em
grupos de risco ¢ determinada com base na idade do paciente, leucometria inicial, auséncia ou
presenca de translocagdes genéticas e contagem de células leucémicas no sangue periférico no

D8 ap6s o inicio da quimioterapia®®.

Diversos grupos internacionais de estudo de LLA deram pesos distintos a estes
e outros fatores (acometimento do SNC, massa mediastinal, tamanho do figado e do baco, etc.)
de estratificacdo dos pacientes em diferentes grupos de risco tornando dificil a comparagdo dos

resultados entre as terapias®’.

A divisdo dos grupos de risco nos diferentes protocolos de tratamento da LLA¢
variavel; por exemplo, no protocolo GBTLI 93, elaborado por brasileiros, os pacientes sao
divididos em grupos de risco basico verdadeiro, risco bésico e alto risco enquanto que no
protocolo do grupo europeu ALL-BFM 95 ocorre a estratificagdo em pacientes de baixo, médio
e alto risco. O protocolo mais recente do grupo brasileiro de tratamento da LLA, o protocolo
GBTLI 99, divide os pacientes em apenas dois grupos, ou seja, o de baixo e alto risco; por outro
lado no ultimo protocolo do grupo europeu ALL-BFM 02 os pacientes sao distribuidos em risco

bésico, risco intermediario e alto risco®’.

A terapia antineoplasica da LLA baseada na quimioterapia e/ou radioterapia ¢
determinada pelo protocolo de tratamento sendo, no Brasil, os protocolos do Grupo Brasileiro
de Tratamento da Leucemia Infantil (GTBLI) e do Grupo Europeu Berlim-Frankfurt-Munique

(ALL- BFM) os mais freqiientemente utilizados®’.



A primeira fase do tratamento, a terapia de inducdo, tem por objetivo induzir
uma remissdo clinica completa (RCC) da doenca em quatro semanas, isto €, restaurar a
hematopoiese normal com desaparecimento de toda a sintomatologia clinica associada. Essa
fase geralmente utiliza no minimo trés drogas, glicocorticdide, vincristina, asparaginase e/ou
daunomicina. Com bom suporte antiinfeccioso, hemoterdpico e metabdlico, a taxa de RCC
esperada ¢ de 96% a 99%. Apds essa fase uma resposta clinica incompleta indica pior

progndstico, com altos riscos de falha terapéutica %4366,

Consolidacdo ou intensificacdo constitui uma fase de tratamento intensivo,
incluindo varios agentes quimioterapicos, aplicada logo apds a obtengdo da remissao da doenga.
O objetivo dessa fase consiste em evitar o surgimento de clones resistentes as drogas e ¢ capaz
de promover remissdes mais prolongadas e maior porcentagem de cura. Criangas portadoras de
LLA, com excecdo daquelas com LLA derivadas de células B maduras, necessitam de
tratamento prolongado, com duracdo total de dois a trés anos, para evitar recidiva da
doenga’*443:6¢ O tratamento pré-sintomatico do SNC é um componente essencial dos regimes
terapéuticos e consiste de aplicagdes intratecais periddicas de metrotexate/citarabina e

dexametasona, durante todo o tratamento 6667,

A fase de manuten¢do da quimioterapia, na maioria dos protocolos terapéuticos
tem como base o uso diario da 6-mercaptopurina, acompanhada de doses semanais de
metotrexate e pulsos adicionais de vincristina e prednisona®®%’. A quimioterapia combinada
constitui o eixo principal no tratamento da LLA ha mais de 25 anos e a utilizagdo de diversas

drogas citotoxicas tem aumentado o percentual de cura da crianga portadora de LLA”.

Durante o tratamento da LLA alguns efeitos colaterais decorrentes da
quimioterapia sdo esperados como, por exemplo, niuseas, vOmitos, diarréia e mucosite
gastrointestinal. Manifestagdes cutaneas como eritema, erup¢des maculopapilar, dermatite
exfoliativa, alopecia, hiperpigmentacao e fotosensibilidade bem como convulsdes e neuropatias

periféricas também podem ocorrer*+¢7,

Na boca, as complica¢des incluem mucosite, infeccdes (bacteriana, viral e
fingica), hemorragia, xerostomia, complica¢des neuroldgicas e nutrigdo inadequada que
resultam da acdo direta e/ou indireta dos agentes quimioterapicos sobre a mucosa bucal, devido
a mielossupressdo induzida pela terapia’>?’. SONIS?’ enfatizou que a fonte de infecgdes

documentada com mais freqiiéncia no paciente canceroso com agranulocitose ¢ a cavidade oral.



As infecgdes bacterianas contribuem para a morbidade e mortalidade em
pacientes mieloimunosuprimidos e esses pacientes apresentam comprometimento bucal em
25% a 50% das septicemias febris. A presenga de mucosite bucal e dor pode prejudicar a
habilidade do paciente em comer e engolir, causando significativos problemas nutricionais e

aumentando a sensag¢do de sofrimento e tristeza do paciente®?’.

Entre as complicacdes bucais decorrentes do tratamento antineoplasico, a
mucosite ¢ a forma mais corriqueira, sendo resultado de estomatotoxicidade direta e ocorrendo
especialmente na mucosa orofaringea e gastrointestinal. A ocorréncia de mucosite bucal varia
de 40% a 60% em pacientes submetidos a protocolos quimioterapicos e/ou radioterapicos
para tratamento de cancer. Clinicamente, a mucosite bucal ¢ caracterizada, primeiramente, por
uma area eritematosa na mucosa bucal podendo evoluir para uma ulceragao, resultando em dor
intensa, desconforto, disfagia e disgesia**. As 4reas mais atingidas sdo aquelas de mucosa bucal
ndo queratinizada, como mucosa jugal, labial e superficie lateral e ventral da lingua.
Normalmente, as superficies dorsal da lingua e do palato duro nao sdo envolvidas pela lesdo. A
manifestacdo clinica da mucosite bucal € notada entre cinco a sete dias ap6s a administracao da
quimioterapia e pode variar na radioterapia. Por causa da microbiota bucal, a perda da
integridade epitelial ocasionada pela mucosite, especialmente em pacientes mielossuprimidos,
faz com que haja um acentuado aumento no risco de bacteremia e septicemia e,

consequentemente, estas infecgdes podem causar morbidade e/ou 6bito®’.

Para explicar a patogénese da mucosite bucal, sua ocorréncia pode ser dividida
em quatro fases, sendo cada fase interdependente, como consequéncia de uma série de
atividades biolodgicas intercedidas por citocinas, pelo efeito direto de drogas quimioterdpicas
sobre o epitélio, pela microbiota bucal e pela condigdo da medula 6ssea do paciente?’. Em 2004,
este modelo foi revisto por SONIS, S.T. e colaboradores, sendo incluida uma quinta fase neste
processo patogénico, a saber: fase de iniciacdo, fase da rea¢do primaria a lesdo, fase do sinal e

amplificacdo, fase da ulceragdo e a fase da cicatrizagdo?’.

A primeira fase, de iniciagdo?, ocorre rapidamente apds a administragdo da
radioterapia ou quimioterapia, causando danos diretos ou ndo ao DNA. As quebras nas fileiras
de DNA resultam em lesdo celular direta das células basais do epitélio e, posteriormente, das
células da submucosa. Simultaneamente, seria gerada uma espécie de oxigénio reativo
(importante mediador do evento bioldgico) que desencadearia outros eventos. Embora, neste
estdgio, a mucosa pareca integra e normal, uma sequéncia de eventos ja se iniciou na camada
submucosa, terminando com a destruicdo da mucosa. Na segunda fase, da reacdo primaria a
lesdo?2, os danos causados no DNA (diretamente, ou ndo) e a espécie de oxigénio reativo iniciam

uma importante e complexa série de eventos, que resultam na ativagdo de varios mediadores e



citocinas, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a), ¢ as interleucinas IL-18 ¢ IL-6,
resultando em lesdo no tecido e morte das células da camada submucosa e, posteriormente, das
células da camada basal do epitélio. Na fase de sinalizagdo e amplificagdo?, a terceira fase do
processo, além dos efeitos diretos sobre as células da mucosa, as citocinas pro-inflamatorias
exercem uma ac¢do indireta na amplificagdo do dano tecidual iniciado pela radioterapia e/ou
quimioterapia. Como consequéncia dessa fase, embora o tecido ainda possa parecer normal,
pois o foco do evento estd ocorrendo na submucosa e camada basal do epitélio, o tecido esta
alterado biologicamente. A fase de ulceragdo ? consiste na fase mais sintomatica e, talvez, a
mais complexa, com areas de erosdo recobertas por uma pseudomembrana. Secundariamente,
ocorre colonizagdo bacteriana na lesdo, provendo uma fonte de lipopolissacarideos os quais
estimulam a liberacdo de citocinas do tecido conjuntivo de sustentacdo ao redor das células,
gerando um maior dano ao tecido. Na tltima fase, a de cicatrizagdo®?, ocorre a renovagdo da
proliferacdo e diferenciacdo celular, resultando na cicatrizacdo do tecido afetado e

restabelecimento da microbiota local.

O paciente com mucosite oral apresenta importantes dificuldades nutricionais,
o que incrementa, significadamente, a percepc¢ao de sofrimento e tristeza, bem como o tempo
de hospitalizagdo do mesmo. Adicionalmente, ocorre um aumento das despesas do tratamento
que, neste caso, torna-se associado a terapia opidide, dieta liquida suplementar, nutricdo

parenteral, internagdo, profilaxia ou controle de infecgdes secundarias ®’.

A relevancia da prevengdo e/ou tratamento das complicagdes orais, no contexto
da LLA, deve-se a necessidade de garantir o bem-estar geral dos pacientes e, sobretudo evitar
interrupgdes na execucdo do protocolo de tratamento, que possam comprometer
desfavoravelmente a sobrevida dos mesmos®*. Nos ultimos anos, vérias substincias quimicas
vém sendo pesquisadas, com destaque para a clorexidina, a qual tem mostrado efetiva acao
bactericida e fungicida. Ela pertence ao grupo quimico das bis-biguanidas e apresenta
propriedades fungicida e bactericida contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos,

constituindo-se, portanto, em um antisséptico de amplo espectro?.

A apresentagdo quimica da clorexidina pode ser na forma de sais de acetato,
gluconato e digluconato, sendo esta ultima a forma mais indicada, por ter maior solubilidade
em 4gua e apresentar seguranga para uso a longo prazo. Comercialmente, esse antisséptico pode

estar sob a forma de gel, pasta, spray e solugdo®®%’.

Para Mendes, Zenobio e Pereira (1995), a concentragdo ideal para a solugdo de
clorexidina ¢ a de 0,12%, pois apresenta menos efeitos adversos que as solugdes mais

concentradas, além de ter comprovada eficdcia contra os microrganismos. Quando usada



corretamente tem baixa toxicidade, sua agdo ¢ puramente topica e ndo penetra através do
epitélio. Caso seja ingerida liga-se a superficie mucosa do trato gastro-instestinal, sendo uma
pequena parte absorvida e metabolizada no figado e rins, e maior parte da dose ingerida ¢

eliminada nas fezes.

A utilizagdo da solugdo de clorexidina ¢ sob a forma de bochechos, duas vezes
ao dia, durante um minuto. Cada bochecho deve ser realizado 30 minutos apos a escovagao,
devido a presenca de ions calcio livres nos dentifricios, os quais tém a propriedade de carrear a
clorexidina aderida nas superficies da cavidade oral. Adicionalmente, o monofluorfosfato de
sodio e as substincias detergentes presentes nos cremes dentais, tém a mesma propriedade
supracitada e, portanto, todos interferem na retengdo da clorexidina aos tecidos orais. Este
antisséptico tem uma substantividade de aproximadamente 12 horas, sendo constantemente

liberado pelos ions célcio existentes na saliva®® .

As infecgdes bacterianas orais nos pacientes com neoplasias podem ser causadas
por componentes da propria microbiota normal da cavidade oral, bem como por bactérias
adquiridas do meio hospitalar*’. Na orofaringe, os processos inflamatérios promovem a perda
da camada de fibronectina celular, beneficiando a aderéncia de bacilos Gram-negativos
aerdbios nessa regido®!. Estes bacilos exercem seus efeitos através da liberagdo de endotoxinas
no meio bucal e/ou na circulagdo sanguinea, causando, neste ultimo caso, alteragdes

hematolégicas, imunoldgicas e no sistema endécrino'*+?.

O principal fator pertinente & infec¢do em pacientes com cancer ¢ a
granulocitopenia e, nesse contexto, vale dizer que, quanto maior a rapidez com que a
neutropenia se desenvolve, maior € o risco de infecgdo, tal como ocorre em pacientes com queda
abrupta do niimero de granulécitos produzida pelo efeito da quimioterapia'®. Em neutropénicos,
80% das infeccdes sdo causadas por microrganismos que colonizam o local a partir do qual as
infeccdes se desenvolvem, sendo que aproximadamente 50% destas sdo causadas por germes
que colonizam o paciente antes de sua internagdo no hospital'’*%**, Os principais fatores
responsaveis pelas modificacdes na microbiota normal s3o: o uso de antibidticos e o tipo e
gravidade da doenga base**. Tanto a microbiota enddgena, como fontes exdgenas podem

induzir infec¢des em pacientes oncologicos®.

Devido ao desenvolvimento de novos métodos moleculares de detecgdo
microbiana, como o sequenciamento de ultima geragdo, sabemos hoje que as técnicas de cultivo
tradicionais ndo conseguem identificar todas as espécies microbianas nos biofilmes orais.
Sugere-se que, na cavidade oral, pelo menos 50% das espécies ndo sejam passiveis de cultivo

e, portanto, ndo caracterizadas até o momento®?. Atualmente, é aceito que a satde bucal seja



uma situagdo estavel em termos ecologicos. Contudo, esta estabilidade pode estar perdida na
doenca devido a desequilibrios na relagdo patdgeno-hospedeiro'® e, nesse contexto, populagdes

bacterianas especificas podem desempenhar papéis importantes na homeostase bucal'” .

Estudos adicionais devem ser conduzidos para se elucidar o papel das bactérias
na mucosite induzida pelo tratamento antineoplasico, dentre essas bactérias podemos citar
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginos,a que podem colonizar as lesdes ulcerativas
presentes na mucosite, exacerbando sua gravidade. Em adultos saudéaveis, o microrganismo que
predomina na cavidade oral ¢ Streptococcus viridans, mas a microbiota oral nos pacientes em
estado de saude critico muda e passa a ser predominantemente de microrganismos Gram-
negativos, constituindo-se em uma microbiota mais agressiva. Essa flora pode, também, abrigar

S. aureus e P. aeruginosa®.

Staphylococcus aureus ¢ um coco Gram-positivo, aerébio facultativo, ndo
esporulado, que apresenta alta resisténcia a fatores fisico-quimicos comumente presentes no
meio ambiente®. E frequentemente encontrado na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis.
Entretanto, pode provocar doencas, que vao desde uma simples infec¢do (espinhas, furunculos
e celulites) até infecgdes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico, septicemia e outras), devido a presenca de fatores de viruléncia ou através de resisténcia

aos antimicrobianos atualmente utilizados>®.

S. aureus contém, na estrutura de sua parede celular, polissacarideos e proteinas
antigénicas, bem como outras moléculas importantes, acido tecoico, o glicanopeptidio, a
proteina A, além da presenga de capsula e de adesinas’. O alto potencial infeccioso de S. aureus
ndo estd restrito apenas a sua facilidade de multiplicagdo e disseminacdo nos tecidos, mas
também a producdo de diversos fatores de viruléncia, que incluem enzimas e toxinas. As
betalactamases, coagulases, hialuronidases e catalases sdo algumas das enzimas produzidas
para esse fim. Além dessas enzimas, o S. aureus também produz DNAses, lipases, proteases e
esterases. Entre as toxinas produzidas por esse patdgeno destacam-se as seguintes: alfa, beta e
gama toxinas, a leucocidina, a esfoliatina, a toxina do choque toxico e as enterotoxinas’’. Pode
provocar doengas, que vao desde uma simples infeccdo de pele (espinhas, furunculos e
celulites) a infec¢des graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico,

septicemia e outras)’!.

Classicamente, a analise do mecanismo de invasdo de S. aureus revela que, no
primeiro momento, essa bactéria adere a pele ou & mucosa para, em seguida, romper as barreiras
do epitélio, comprometendo estruturas de ligagdes intercelulares, como desmossomos e jungdes

de aderéncia. Apds a invasdo do epitélio, S. aureus utiliza diversas estratégias para permitir a



sua sobrevivéncia e proliferagdo no organismo hospedeiro. Essas estratégias estdo relacionadas
com a opsonizagdo do complemento, a neutralizacdo da fagocitose e a inibi¢do das respostas

imunes humoral e celular’!.

A capacidade de colonizagdo e a patogenicidade de S. aureus sdo, portanto, uma
consequéncia de seus fatores de viruléncia, os quais tém papel relevante na adesdo celular, na
captacdo de nutrientes e na sua evasao da resposta imunolégica do hospedeiro. Esses fatores de
viruléncia podem ser classificados, basicamente, nas trés seguintes categorias: a) fatores
relacionados com a aderéncia as células do hospedeiro ou a matriz extracelular, como a
produgdo de moléculas de fibrinogénio, fibronectina, colageno ou da enzima coagulase; b)
fatores relacionados com a evasdo da defesa do hospedeiro, como diversas enterotoxinas
estafilocdcicas, a toxina da sindrome do choque téxico (TSST), a proteina A, lipases e
polissacarideos capsulares; e c) fatores relacionados com a invasdo na célula do hospedeiro e a
penetracdo nos tecidos ou adesdo de superficies de cateteres e proteses, os quais incluem outras

toxinas’?.

Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonas pyocyanea) ¢ uma bactéria Gram-
negativa, aerdbia, baciliforme. Seu ambiente de origem ¢ o solo, mas sendo capaz de viver
mesmo em ambientes hostis, sua ocorréncia é comum em outros ambientes’*”’. E um
patdégeno oportunista, ou seja, que raramente causa doengas frente a um sistema imunoldgico
saudavel, mas que explora eventuais fraquezas do organismo para estabelecer um quadro de
infeccdo. Essa caracteristica, associada a sua resisténcia natural a um grande nimero de

antibidticos e antissépticos, a torna uma importante causa de infec¢des hospitalares®®>” .

O género Pseudomonas constitui a familia denominada Pseudomonadaceae. Os
membros desta familia caracterizam-se como bacilos Gram-negativos retos ou ligeiramente
curvos, aerobios estritos, a maioria das cepas apresenta motilidade por meio de um ou mais
flagelos polares, utiliza glicose e outros carboidratos oxidativamente e em geral sdo citocromo
oxidase positivos’® é um agente patogénico oportunista que pode causar doengas como:
infeccoes do trato urinario, do sistema respiratdrio, da pele e dos tecidos moles, oftalmolégicas,
Osseas e articulares e outras infecg¢des sistémicas. Uma caracteristica da espécie ¢ a capacidade
de produzir um pigmento azul-esverdeado (piocianina), o que o denomina de bacilo piocidnico,

encontrado em pacientes com queimaduras ou fibrose cistica’.

Atualmente, esta bactéria ¢ responsavel por aproximadamente quinze por cento
dos casos (15%) de bacteremia causada por germes Gram-negativos. A mortalidade nestes
casos chega a ser de cinqiienta por cento (50%), sendo que o diagndstico da infeccdo ¢ feita
pela cultura do material proveniente do processo infeccioso’. Esta espécie é naturalmente

resistente a varios tipos de antibidticos devido a uma barreira de permeabilidade oferecida por



sua membrana exterior, a qual abriga o lipopolissacarideo — L.P.S. Quando as bactérias Gram-
negativas invadem a corrente sanguinea, o lipopolissacarideo desencadeia uma série de sinais
e sintomas, como febre alta e queda da pressdo arterial. Diferentes cepas de P. aeuriginosa
possuem grande facilidade para trocar material genético entre si e até mesmo entre espécies
distintas. A resisténcia a antimicrobianos pode ser adquirida quando as células sofrem alteragao
genética por mutagdo, ou quando adquirem genes de resisténcia exogenos’. P. aeruginosa
produz uma série de substancias que participam da patogénese da infec¢do. Dentre elas, a toxina
A ¢ amais toxica, tendo mecanismo de acdo idéntico ao da toxina diftérica, bloqueando a sintese
proteica e inibindo o fator de alongamento EF-2. A bactéria ¢ resistente a a¢ao bactericida do
soro, mas ¢ sensivel a fagocitose em presenca de opsoninas (proteinas que se ligam a particulas
antigénicas, facilitando a fagocitose), sendo que cepas ndo produtoras de toxina A sdo menos
virulentas. Com relagdo ao desenvolvimento de drogas de maior poder bactericida, suas
caracteristicas naturais de resisténcia a mantém em papel de destaque, acarretando em

dificuldades terapéuticas’.

A Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction), ¢ uma metodologia que pode ser executada inteiramente in vitro e dispensa o uso de
células. A técnica da PCR foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis, recebedor do prémio
Nobel de 1993%%3%. A PCR baseia-se na amplificacido especifica de segmentos do DNA alvo,
normalmente associada a eletroforese para detec¢do do DNA amplificado com um corante
capaz de se intercalar ao DNA e fluorescer sob exposi¢cdo a luz ultravioleta®. A técnica
possibilita a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima DNA-polimerase, a mesma que
participa da replicagdo do material genético nas células *°. Esta enzima sintetiza uma sequéncia
complementar de DNA, desde que um pequeno fragmento (o primer) ja esteja ligado a uma das
cadeias do DNA no ponto escolhido para o inicio da sintese. Os iniciadores definem a sequéncia

a ser replicada e o resultado obtido ¢ a amplificagdo de uma determinada sequéncia DNA?? .

Diante do exposto, este estudo propde detectar, por meio da técnica de PCR
convencional, as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus e determinar sua

associacdo a mucosite oral, em pacientes submetidos ao tratamento antineoplasico.



2. OBJETIVOS

e 2.1 GERAL

Detectar a possivel associagdo entre as bactérias Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus e a presenga de mucosite oral em pacientes em tratamento

antineoplasico, utilizando-se a técnica de PCR.

e 2.2 ESPECIFICOS

e Detectar a presenca de Pseudomonas aeruginosa € Staphylococcus aureus em
pacientes antes do tratamento antineoplésico por PCR (tempo 1);

e Detectar a presenca de Pseudomonas aeruginosa € Staphylococcus aureus em
pacientes com tratamento antineoplasico por PCR, no décimo quarto dia de tratamento
(tempo 2);

e Determinar a correlacdo entre a presenca das bactérias avaliadas e o desenvolvimento
da mucosite, nos diferentes tempos de tratamento.

e Determinar a correlagdo entre a presenga das bactérias Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus e os parametros clinicos apresentados pelos pacientes, quatorze
dias (tempo 2) apds o tratamento quimioterapico.

e Determinar a correlagdo entre a presenga das bactérias Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus e os fatores sanguineos dos pacientes, quatorze dias (tempo 2)

apOs o tratamento quimioterapico.



3. MATERIAL E METODO

e 3.1 Modelo do Estudo

O presente estudo tem carater epidemiologico, descritivo, do tipo inquérito.

e 3.2 Populacio de Estudo

Individuos com diagndstico de Leucemia Linfocitica Aguda, atendidos na Fundagdo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas no periodo de Setembro de 2015 a Novembro de

2016, de qualquer idade e sexo.

e 3.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos dessa pesquisa aqueles pacientes que foram submetidos a
antibioticoterapia nos trés meses prévios ao inicio da coleta das amostras e/ou patologias

associadas (diabetes).

e 3.4 Coleta de amostras salivares

Os pacientes foram atendidos na enfermaria do hospital HEMOAM e informados para
ndo beber, fumar, mascar chicletes, comer ou limpar suas bocas 30 minutos antes da coleta de
saliva. Eles foram ainda instruidos para ndo engolir a saliva durante o periodo de coleta. A
saliva foi coletada usando-se um swab estéril, que era esfregado durante aproximadamente 1
minuto no palato duro, soalho de boca, fundo de sulco vestibular, mucosa jugal e nas possiveis
lesdes. Em seguida, foi colocado o swab no interior de um microtubo estéril contendo tampao
de conservacdo de DNA (TE) e agitado levemente. Na sequéncia, o cabo do swab foi cortado
com tesoura e feito o fechamento do tubo colocando-o em uma estante, dentro de uma caixa de

isopor com gelo para transporte.

O material coletado era potencialmente infeccioso e, portanto, foi manuseado de acordo
com as praticas de biosseguranca adequadas, transportado em conformidade com os
regulamentos pertinentes ao transporte de materiais bioldgicos, utilizando-se uma caixa com
tampa de material ndo poroso, resistente a descontaminacdo, identificada com o simbolo de

risco biologico para o transporte das amostras.

A coleta de saliva foi realizada no inicio do tratamento (fase 1) e 14 dias apds a terapia



(fase 2). Durante estas coletas, a presenga e a gravidade da mucosite em pacientes foram
avaliadas de acordo com critérios da Escala de graduacdo da Mucosite proposta pela

Organiza¢ao Mundial de Satude (OMS- 1979).

e 3.5 Local da Pesquisa

O atendimento aos pacientes e a coleta das amostras foram realizados na
Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM e o
processamento das amostras foi realizado no Laboratorio de Microbiologia da Universidade do

Estado do Amazonas — UEA.

e 3.6 Termo de Informacio e Consentimento para Participacio em Pesquisa

O estudo foi conduzido de acordo com os preceitos determinados pela resolucao 196/96
do Conselho Nacional de Satide do Ministério da Saude, publicada em 10 de outubro de 1996.
Cada voluntario recebeu um termo de informacdo e consentimento e, somente apos a anuéncia

do voluntério, por meio da assinatura do termo, foi considerado participante da pesquisa.

4. CONSIDERACOES ETICAS

Por se tratar de um estudo onde houve envolvimento de seres humanos, foi necessario
a submissdo ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com o nimeo do CAEE 1.115.925 ¢ a
elaboragdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O estudo foi conduzido
de acordo com os preceitos determinados pela resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
do Ministério da Saude, publicada em 10 de outubro de 1996. Cada voluntério recebeu um
termo de informacdo e consentimento e, somente apds a anuéncia do voluntdrio e/ou

responsaveis, por meio da assinatura do termo, foi considerado participante da pesquisa.

5. FASE LABORATORIAL

5.1 Reativacdo de microorganismo padrao:

Foram obtidos, da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), os microorganismos padrdes
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa liofilizados. As bactérias foram reativadas

em meio TSA com Agar a 37° C em estufa incubadora BOD para verificar a pureza das



bactérias. Apos a confirmacdo da pureza das bactérias, foi realizado o cultivo em caldo TSA a

37°C, a 150 rpm por 24 horas para facilitar o processo de extragdo de DNA dessas bactérias.

5.2 Extraciao de DNA e quantificacio:

Para se garantir a extracdo de DNA gendmico de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas das amostras salivares, foi utilizado o Kit PureLink® Genomic DNA Mini, associado
as enzimas lisozima e proteinase K. Apos o processo de extragdo, o DNA foi quantificado em

fluorimetro (Qubit 3.0, Invitrogen).

5.3 PCR para deteccao de Staphylococcus aureus:

Para a detec¢do de S. aureus, utilizou-se o conjunto de primers NUC (Foward 5°—
GCGATTGATGGTGATACGGTT-3’; Reverse 5—
AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3), desenvolvido por BRAKSTAD, et al., 1992. O
alvo desse conjunto de primers corresponde ao gene da enzima nuclease A, cujo produto
amplificado tem tamanho esperado de 447 pb. Durante o preparo da PCR, utilizou-se um
volume final de 20 pL contendo os seguintes reagentes: PCR buffer (1x), MgClL (1,5 mM),
dNTPs Mix (0,2 mM), cada primer (0,2 uM), enzima Platinum® Taq DNA Polymerase
[Invitrogen] (1,0 U), 5 ng de amostra. A reagdo ocorreu em termociclador Veriti® (Applied
Biosystems, EUA) usando Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) nas seguintes
condi¢des: 1 ciclo a 94°C por 2 minutos (desnaturacdo inicial); 25 ciclos compostos de 94 °C
por 1 minuto (desnaturagdo), 55 °C por 30 segundos (anelamento), 72 °C por 30 segundos

(extensdo); 1 ciclo a 72 °C por 2 minuto (extensdo final) seguido de 4 °C (armazenamento)

5.45 PCR para deteccio de Pseudomonas aeruginosa:

Para a deteccdo de P. aeruginosa, utilizou-se o conjunto de primers PAL (Foward 5°—
ATGGAAATGCTGAAATTCGGC-3’; Reverse 5-CTTCTTCAGCTCGACGCGACG-3")
desenvolvido por DE VOS, D. et al., 1997. O alvo desse conjunto de primers corresponde ao
gene de uma proteina de membrana externa, cujo produto amplificado possui tamanho esperado
de 504 pb. Durante o preparo da PCR utilizou-se um volume final de 20 pL contendo os
seguintes reagentes: PCR buffer (1x), MgCl» (2,0 mM), dNTPs Mix (0,2 mM), cada primer (0,2
uM), enzima Platinum® Taq DNA Polymerase [Invitrogen] (1,0 U), 5 ng de amostra. A reagdo
ocorreu em termociclador Veriti® (Applied Biosystems, EUA) usando Platinum® Taq DNA



Polymerase (Invitrogen) nas seguintes condigdes: 1 ciclo a 94°C por 2 minutos (desnaturacao
inicial); 25 ciclos compostos de 94 °C por 1 minuto (desnaturacdo), 60 °C por 40 segundos
(anelamento), 72 °C por 30 segundos (extensdo); 1 ciclo a 72 °C por 2 minuto (extensdo final)

seguido de 4 °C (armazenamento).

5.5 Eletroforese e foto documentacio:

Os amplicons gerados durante a PCR, no volume de 3 pL, foram analisados por
eletroforese em gel de Agarose (1,5%) em tampao TEB 1X (EDTA 0,002 M, TRIS 0,089 M,
acido Borico 0,089 M) utilizando como corante o Gelred (biotium) e como marcador molecular
1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A corrida teve uma duracado total de 1 hora a 80V. O gel

foi visualizado e fotografado em transluminador L-PIX (Loccus Biotecnologia).

6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados por meio de graficos e tabelas, onde se calculou as
frequéncias absolutas simples e relativas para os dados categoricos. Na andlise dos dados
quantitativos, quando aceita a hipotese de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk, foi
calculada a média, o desvio-padrdo (Dp) e aplicado o teste paramétrico ¢ de Student. Ja na
rejeicdo da hipotese de normalidade foi calculada a mediana, os quartis (Q;) e aplicado o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Na comparacdo das variaveis categoricas foi aplicado o
teste do qui-quadrado com correcdo de Yates, sendo que na impossibilidade de aplicar o teste
de Yates foi calculado o teste exato de Fisher. No caso dos resultados dos testes para as bactérias
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa antes e depois da quimioterapia, foi
aplicado o teste de McNemar. No céalculo da frequéncia de mucosite ainda foi calculado o

intervalo de confianga ao nivel de 95% (1C95%) *1*2.

O software utilizado na analise dos dados foi o programa Epi Info versdo 7.2 para
windows que ¢ desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo Centro de Prevengdo e Controle

de Doengas Norte-Americano — CDC (www.cdc.gov/epiinfo) e o nivel de significancia fixado

na aplicagdo dos testes estatisticos foi de 5%.



7. RESULTADOS

Foram avaliados 46 pacientes com diagndstico de leucemia linfocitica aguda (LLA)
tratados no HEMOAM, no periodo de setembro de 2015 a Novembro de 2016. A analise dos
dados mostrou a ocorréncia de 41,3% pacientes do género feminino e 58,7% do género

masculino (graficol).

A idade minima observada foi de dois anos e, a maxima, de 59 anos, sendo que A
maioria dos pacientes repousou entre 4 e 7 anos, de acordo com o célculo da mediana, sendo

que a maior quantidade (30%) foi representada por menores de cinco anos (grafico 2).

®Eeminino M Masculino

Grifico 1. Distribuicdo segundo o género dos pacientes oncolégicos atendidos no HEMOAM.
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Grafico 2 Distribuicio segundo a idade dos pacientes oncolégicos atendidos no HEMOAM.

Analisando o grafico 3 podemos constatar que, dos 46 pacientes com leucemia
linfocitica aguda que iniciaram o tratamento quimioterdpico no HEMOAM, 41,3%

desenvolveram algum grau de mucosite oral.

58,7%
1C95%(43,2-73,0)

41,3%
1C95%(27,0-56,8)

m Com mucosite ® Sem mucosite

n =46
p = 0,144 (qui-quadrado com corregado de Yates )

Grifico 3. Distribuicio segundo a frequéncia de mucosite nos pacientes oncolégicos atendidos
no HEMOAM.



Tabela 1 Distribuiciio segundo a frequéncia da escolaridade, renda familiar e naturalidade dos
pacientes oncolégicos atendidos no HEMOAM.

Variaveis (n = 46) fi %
Escolaridade
Nao alfabetizado 18 39,1
Ensino Fundamental incompleto 18 39,1
Ensino Fundamental completo 4 8,7
Ensino médio incompleto 4 8,7
Ensino médio completo 1 2,2
Superior 1 2,2
Renda familiar
Menos de um salario minimo 25 54,3
De um a cinco salarios minimos 20 43,5
Mais de cinco salarios minimos 1 2,2
Naturalidade
Manaus 29 63,0
Interior do Estado do Amazonas 12 26,1
Outro Estado 5 10,9

fi= frequéncia absoluta simples.

Em relagdo a escolaridade, 39,1% dos pacientes eram nao alfabetizados e 39,1% tinham
ensino fundamental incompleto. Isso ¢é parcialmente explicado levando-se em consideragdo a
faixa etaria dos pacientes, predominante representada por individuos menores de cinco anos.
54,3 % dos pacientes sobreviviam com menos de um saldrio minimo e 63% eram naturais de

Manaus (Tabela 1).

Tabela 2 Comparacio do resultado para Staphylococcus aureus antes (T1) e depois (T2)
em pacientes oncoldgicos atendidos no HEMOAM na cidade de Manaus-AM.

Staphylococcus aureus T2

Staphylococcus aureus T1 Positivo Negativo Total

fi % fi % fi %
Positivo 8 17,4 3 6,5 11 23,9
Negativo 12 26,1 23 50,0 35 76,1
Total 20 43,5 26 56,5 46 100,0




p = 0,035 (Teste de McNemar); f; = frequéncia absoluta simples; percentuais em relagdo ao
total da amostra. Valor de p indica diferenca estatistica entre as proporcdes ao nivel de 5% de

significancia.

De acordo com a Tabela 2, a detecg¢do de Staphylococcus aureus na coleta de tempo 1
(antes da quimioterapia) foi negativa em 76,1% dos pacientes. Apos a realizacdo da
quimioterapia, exatamente 14 dias depois, foi realizada uma nova coleta de saliva dos pacientes
leucémicos, sendo possivel observar que 43,5% dos pacientes apresentaram Staphylococcus
aureus na cavidade oral. Nao foi observada diferenca estatistica em um nivel de significancia
de 5%, quanto a presenga da bactéria Staphylococcus aureus em fungao de género e idade, tanto

no tempo 1, quanto no tempo 2 de coleta salivar (tabela 3 e4).

Tabela 3 Presenca de Staphylococcus aureus antes (T1) da quimioterapia, em relacio a
género e idade.

Staphylococcus aureus T1

Variaveis Positivo Negativo
fi % fi % Total P
Género 0,998*
Feminino 4 21,0 15 79,0 19
Masculino 7 259 20 741 27
Idade
Mediana 9,0 7,0 0,486**

fi= frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher; ** Teste de Mann-Whitney.



Tabela 4 Deteccao de Staphylococcus aureus (T2) da quimioterapia em relacio ao género

e idade, Manaus-AM.

Staphylococcus aureus T2

Variaveis Positivo Negativo
fi % fi % Total P
Género 0,998*
Feminino 4 21,0 15 79,0 19
Masculino 16 59,3 11 40,7 27
Idade
Mediana 10,0 6,5 0,296**

fi= frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher; ** Teste de Mann-Whitney.

Tabela 5 Presenca para Staphylococcus aureus depois de 14 dias da quimioterapia (T2)
em relaciio aos parametros clinicos dos pacientes oncolégicos atendidos no HEMOAM.

Staphylococcus aureus T2

Variaveis Positivo Negativo
fi % fi % Total P
Sinais e sintomas
Dor 4 80,0 1 20,0 5 0,151%*
Febre 11 68,8 5 31,2 16 0,027%*
Sangramento da gengiva 3 100,0 - - 3 0,075*
Nausea 9 75,0 3 25,0 12 0,026%**
Mucosite <0,001**
Sim 15 79,0 4 21,0 19
Niao 5 18,5 22 81,5 27
Grau (n=19) 0,245*
1 8 66,7 4 333 12
2,3¢4 7 100,0 - 7
Tratamento (n = 19) 0,998*
Bochecho de clorexidina 13 76,5 4 23,5 17
Laser 2 100,0 - - 2
Dieta <0,001**
Livre 5 18,5 22 81,5 27
Pastosa ou liquida 15 89,0 4 21,0 19
Intervencio odonto prévia 0,002%**
Sim 18 60,0 12 40,0 30



Nao 2 12,5 14 87,5 16

Dentista nos ultimos 6 meses 0,704
Sim 5 35,7 9 64,3 14
Nao 15 46,9 17 53,1 32

Carie 0,766**
Sim 11 47,8 12 52,2 23
Nao 9 39,1 14 60,9 23

Gengivite 0,494**
Sim 9 52,9 8 47,1 17
Nao 11 37,9 18 62,1 29

Periodontite 0,999*
Sim 1 50,0 1 50,0 2
Nao 19 432 25 56,8 44

Placa bacteriana 0,766**
Sim 11 47,8 12 52,2 23
Nao 9 39,1 14 60,9 23

fi = frequéncia absoluta simples; * Teste exato de  Fisher; ** Qui-quadrado com corregdo de

Yates. Valor de p em negrito italico indica diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Na andlise da tabela 5, podemos observar que, dos pacientes entrevistados, 16
apresentaram febre como principal sinal clinico apds a quimioterapia, sendo que 68,8% destes
possuiam Staphylococcus aureus na cavidade oral. Similarmente, 12 pacientes relataram
episddios de ndusea, dos quais 75% foram continham Staphylococcus aureus em niveis

detectaveis.

Em relagdo a mucosite, 19 pacientes desenvolveram algum grau da doenga, sendo que
79% apresentaram Staphylococcus aureus e 66,7% foram classificados em grau 1 de severidade
da lesdo. Apds identificada a lesdo, foi receitado bochecho de clorexidina como tratamento.
Com respeito a nutricdo dos individuos com mucosite, dos 19 casos apresentados, 89% deles

passaram a se alimentar de forma pastosa e/ou liquida apds o inicio do tratamento.

Em relagdo aos pacientes que realizaram alguma interven¢do odontoldgica prévia
(sendo exodontia a mais relatada), dos 30 que foram submetidos a esse procedimento, 60%
continham  Staphylococcus aureus em niveis detectdveis, apresentando resultado

estatisticamente significativo (p < 0,002).



Em relag@o a satide bucal dos pacientes entrevistados e a presenca de S. aureus, 32
pacientes ndo haviam visitado o dentista nos ultimos 6 meses. Dos 23 que tinham diagnostico
positivo de cérie, 47,8% apresentavam a bactéria Staphylococcus aureus na cavidade oral.
Ademais, S. aureus foi detectado em 52,9% dos 17 individuos portadores de gengivite, € em

47,8% dos 23 individuos com placa bacteriana, .

Tabela 6 Comparaciao do resultado para Staphylococcus aureus depois de 14 dias da
quimioterapia (T2) segundo os parametros hematoldgicos laboratoriais dos pacientes
oncoldogicos atendidos no HEMOAM.

Staphylococcus aureus T2

Exames Positivo Negativo
Meédia  Dp Meédia  Dp P
Hemoglobina 7,99 2,54 8,68 1,69 0,275*
Plaquetas 89.049  46.877 97.731 39.895 0,501*
Mediana Mediana
Leucécitos 12.950 10.869 0,706**
Neutrofilo 3.600 4.007 0,634**

Dp = desvio-padrao; * Teste t-student; ** Teste de Mann-Whitney.

Valores de referéncia
Hemoglobina: 10,5 a 14,0 g/l
Plaquetas: 150,000 a 400,000 / mm?
Leucocitos: 5.000 a 12.000/ mm’
Neutréfilos: 1.500 a 8.500/ mm®

Pela Tabela 6 podemos observar que ndo foi observada correlagdo entre as variaveis

hematologicas e a presenga a Staphylococcus aureus.

Tabela 7 Presenca de Pseudomonas aeruginosa antes (T1) do inicio e apos 14 dias da
quimioterapia (T2) em pacientes oncologicos atendidos no HEMOAM .

Pseudomonas aeruginosa T2

Pseudomonas aeruginosa T1 Positivo Negativo Total

fi % fi % fi %
Positivo 2 4,3 3 6,5 5 10,9
Negativo 7 15,2 34 73,9 41 89,1
Total 9 19,6 37 80,4 46 100,0

p = 0,344 (Teste de McNemar); f; = frequéncia absoluta simples; percentuais em relagdo ao

total da amostra.



Em relagdo a tabela 7, foi observado que a quantidade de Pseudomonas aeruginosa no
tempo 1 ndo foi evidenciada em 89,1% dos pacientes. Ja no tempo 2, apenas 19,6% dos

pacientes em tratamento antineoplasico apresentaram a bactéria em sua cavidade oral.

Tabela 8 Detec¢ao de Pseudomonas aeruginosa antes da quimioterapia, conforme género
e idade dos pacientes oncoldgicos atendidos no HEMOAM, na cidade de Manaus- AM

Pseudomonas aeruginosa T1

Variaveis Positivo Negativo
fi % fi % Total P
Género 0,635*
Feminino 3 15,8 16 84,2 19
Masculino 2 7,4 25 92,6 27
Idade 0,447**
Mediana 12,0 7,0

fi= frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher; ** Teste de Mann-Whitney.

Nao foi observada associacdo estatisticamente significativa em relacdo a presenga da
bactéria Pseudomonas aeruginosa e género ou idade, tanto no tempo 1, quanto no tempo 2 de

coleta salivar, como pode-se observar nas tabelas 8 e 9.

Tabela 9 Deteccio de Pseudomonas aeruginosa em pacientes oncologicos atendidos no
HEMOAM, 14 dias ap6s quimioterapia, conforme género e idade.

Pseudomonas aeruginosa T2

Variaveis Positivo Negativo
fi % fi %  Total P
Género 0,456*
Feminino 5 26,3 14 73,7 19
Masculino 4 14,8 23 85,2 27
Idade 0,729*
Mediana 6,0 8,0

fi= frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher; ** Teste de Mann-Whitney.



Tabela 10 Deteccdo de Pseudomonas aeruginosa 14 dias apos quimioterapia segundo
parametros hematolégicos laboratoriais dos pacientes oncologicos atendidos no
HEMOAM.

Pseudomonas aeruginosa T2

Exames Positivo Negativo
Meédia Dp Média Dp P
Hemoglobina 7,14 1,87 8,68 2,07 0,048
Plaquetas 74.401 45904 98.713  41.250 0,128
Mediana Mediana
Leucécitos (Mediana) 16.211 9.401 0,719
Neutrofilo (Mediana) 8.024 3.915 0,618

Dp = desvio-padrao; * Teste t-student; ** Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Valor de p em negrito italico indica diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Valores de referéncia
Hemoglobina: 10,5 a 14,0 g/l
Plaquetas: 150,000 a 400,000 / mm?
Leucdcitos: 5.000 a 12.000/ mm’
Neutréfilos: 1.500 a 8.500/ mm®

Foi constatada correlagdo entre hemoglobina e a presenca de Pseudomonas aeruginosa
(p 0,048) nos pacientes que realizaram a quimioterapia, sendo que os pacientes com a

bactéria apresentaram valores de hemoglobina mais baixos.

Tabela 11 Deteccao de Pseudomonas aeruginosa 14 dias poés quimioterapia e parametros
clinicos dos pacientes oncologicos atendidos no HEMOAM na cidade de Manaus-AM.

Pseudomonas aeruginosa T2

Variaveis Positivo Negativo
Fi % fi % Total P
Sintomas
Dor 2 40,0 3 60,0 5 0,248%*
Febre 5 31,2 11 68,8 16 0,241*
Sangramento da gengiva 1 33,3 2 66,7 3 0,488*
Néausea 2 16,7 10 83,3 12 0,999*
Mucosite 0,456*
Sim 5 26,3 14 73,7 19
Nao 4 14,8 23 85,2 27
Grau (n=19) 0,998%*
1 3 25,0 9 75,0 12
2,3¢4 2 28,6 5 71,4 7

Tratamento (n = 19) 0,468*



Bochecho de clorexidina
Laser
Dieta
Livre
Pastosa ou liquida
Intervencio odontoldgica prévia
Sim
Nao
Dentista nos ultimos 6 meses
Sim
Nao
Carie
Sim
Nao
Gengivite
Sim
Nao
Periodontite
Sim
Nao
Placa bacteriana
Sim
Nao

5
4

23,5
50,0

14,8
26,3

26,7
6,2

14,3
21,9

21,7
17,4

11,8
24,1

20,4

21,7
17,4

13

23

14

22
15

12
25

18
19

15

22

35

18
19

76,5
50,0

85,2
73,7

73,3
93,8

85,7
78,1

78,3
82,6

88,2
75,9

100,0
79,6

78,3
82,6

17

27

19

30
16

14
32

23
23

17
29

0,456

0,132%

0,700*

0,999*

0,450*

0,999*

0,999*

fi= frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher.

Na andlise da tabela 11 podemos observar que, dos pacientes entrevistados, 16

apresentaram febre como principal sinal pds-quimioterapia. Destes, apenas 31,2% possuiam P.

aeruginosa na cavidade oral. Um total de 12 pacientes relatou episddios de nausea, dos quais

16,7% mostraram-se positivos para esta bactéria.

Em relagdo a mucosite, 19 pacientes desenvolveram algum grau da doenga, sendo que,

destes, 26,3% apresentaram P. aeruginosa. Salienta-se que, apds identificada a lesdo, foi

receitado bochecho de clorexidina como tratamento a esses pacientes.

Com respeito aos pacientes que realizaram alguma interven¢ao odontologica prévia, do

total de 30, 26,7% mostraram-se positivos para P. aeruginosa, porém nao apresentando

resultados estatisticamente significativos.



Em relacdo a saude bucal dos pacientes entrevistados e a presenga de P. aeruginosa,

dos 23 que possuiam diagndstico de carie pela avaliagdo clinica do examinador, 21,7%

apresentaram a bactéria Pseudomonas aeruginosa; dos 17 com gengivite 11,8% apresentaram

a P. aeruginosa; e dos 23 pacientes com placa bacteriana, 21,7% também apresentaram a

mesma bactéria.

Tabela 12. Comparacio do grau em relacio ao bochecho de clorexidina por parte dos
pacientes oncologicos atendidos em um centro de referéncia da cidade de Manaus - AM.

Bochecho de clorexidina

Grau Sim Nao

fi % fi % Total
1 12 70,6 - - 12
2,3¢e4 5 29,4 2 100,0 7
Total 17 89,5 2 10,5 19

p = 0,122 (Teste exato de Fisher), f; = frequéncia absoluta simples

Na tabela 12, podemos observar que dos 19 pacientes que desenvolveram a mucosite.

70,6% dos mesmos fizeram o uso da clorexidina a 0,12% como bochecho para o tratamento das

lesdes na mucosa oral.

Tabela 13. Comparacido da placa bacteriana e as bactérias isoladas em relacio a
mucosite em pacientes oncologicos atendidos em um centro de referéncia da cidade de

Manaus - AM.
Mucosite
Variaveis (n = 46) Sim Nao
fi % fi % Total p*

Staphylococcus aureus T2 0,127
Positivo e

Com placa bacteriana 10 90,9 1 9,1 11

Sem placa bacteriana 5 556 4 44,4 9
Staphylococcus aureus T2
Negativo e 0,306

Com placa bacteriana 3 25,0 9 75,0 12

Sem placa bacteriana 1 7,1 13 92,9 14
Pseudomonas aeruginosaT?2
Positivo e 0,206

Com placa bacteriana 4 80,0 1 20,0 5

Sem placa bacteriana 1 25,0 3 75,0 4



Pseudomonas aeruginosaT?

Negativo e 0,184
Com placa bacteriana 9 50,0 9 50,0 18
Sem placa bacteriana 5 26,3 14 73,7 19

fi = frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fihser.

Na tabela 13, tem-se a comparagdo entre presenca de placa bacteriana e mucosite € a
deteccdo Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa no tempo 2, onde podemos
constatar que 90% dos pacientes que apresentaram mucosite e placa bacteriana demonstaram
niveis detectaveis de Staphylococcus aureus. Similarmente, 80% dos pacintes que apresentaram

placa bacteriana e mucosite continham Pseudomonas aeruginosa.

Tabela 14. Comparacio do resultado da placa bacteriana antes (T1) e depois de 14 dias
da quimioterapia (T2) em pacientes oncologicos atendidos em um centro de referéncia da
cidade de Manaus - AM.

Placa bacteriana T2

Placa bacteriana T1 Sim Nao Total

fi % fi % fi %
Sim 11 23,9 6 13,0 17 37,0
Nao 14 30,4 15 326 29 63,0
Total 25 54,4 21 45,6 46 100,0

p =0,115 (Teste de McNemar); f; = frequéncia absoluta simples; percentuais em relagdo ao total

da amostra.

Na tabela 14, observamos que houve um aumento de placa bacteriana nos pacientes

quando comparados os tempos T1 (antes da quimioterapia) e T2 (depois da quimioterapia).

Tabela 15. Comparacdo do resultado da carie antes (T1) e depois de 14 dias da
quimioterapia (T2) em pacientes oncoldgicos atendidos em um centro de referéncia da
cidade de Manaus - AM.



Carie T2

Carie T1 Sim Nao Total

fi % fi % fi %
Sim 23 50,0 - - 23 50,0
Nao 2 4,4 21 456 23 50,0
Total 25 54,4 21 45,6 46 100,0

p = 0,500 (Teste de McNemar); f; = frequéncia absoluta simples; percentuais em relagio ao total

da amostra.

A tabela 15 ilustra a presenca de carie antes e apOs a quimioterapia, a partir da qual se

verifica que ndo houve diferenca significativa entre os tempos T1 e T2.

Tabela 16. Comparacio do resultado da gengivite antes (T1) e depois de 14 dias da
quimioterapia (T2) em pacientes oncolégicos atendidos em um centro de referéncia da

cidade de Manaus - AM.

Gengivite T2
Gengivite T1 Sim Nao Total
fi % fi % fi %
Sim 5 10,9 6 13,0 11 23,9
Nao 14 304 21 45,6 35 76,1
Total 19 41,3 27 58,7 46 100,0

p =0,115 (Teste de McNemar); f; = frequéncia absoluta simples; percentuais em relagio ao total

da amostra.

Na tabela 16, observa-se que houve um aumento de gengivite nos pacientes analisados,

comparando-se os tempos 1 e 2.

Tabela 17. Comparacio do resultado da periodontite antes (T1) e depois de 14 dias da
quimioterapia (T2) em pacientes oncolégicos atendidos em um centro de referéncia da

cidade de Manaus - AM.

Periodontite T2
Periodontite T1 Sim Nao Total
fi % fi % fi %
Sim 2 4.4 - - 2 4.4
Nao - - 44 95,6 44 95,6
Total 2 4.4 44 95,6 46 100,0

Nao ¢ possivel aplicar o teste de McNemar pois ndo ha observagdes discordantes; f; = frequéncia

absoluta simples; percentuais em relacao ao total da amostra.



A tabela 16 ilustra a presenca de gengivite antes e apds a quimioterapia, sendo que nao

se notam diferencas dignas de nota entre os tempos 1 e e 2.

8. DISCUSSAO

A leucemia ¢ uma doenca classificada como maligna que envolve todo o sistema
leucocitario, caracterizada pela proliferacdo de células linfoéides com maturagdo interrompida
antes da diferencia¢io na intimidade da medula 6ssea*. A etiologia da leucemia permanece
obscura, mas apresenta predisposi¢des correlacionadas a doenga, como os fatores genéticos,
ambientais e virais *>*. O sistema de classificacdo das leucemias leva em consideracio o tipo

celular afetado e o seu nivel de diferenciacdo, além da progressio clinica da doenga %%

Dentre as formas aguda e cronica da doenca, a leucemia linfocitica aguda ¢ a que mais
acomete a populagdo infanto-juvenil, com uma ocorréncia de 75 a 80% neste grupo etério >,
sendo confirmado em nossa pesquisa onde o cédlculo da mediana ficou entre 4-7 anos, havendo
ligeira predilecdo pelo sexo masculino®**°. Esse dado também pode ser confirmando em nosso
estudo, onde 58,7% dos pacientes analisados com leucemia linfocitica aguda eram do sexo

masculino.

Sabemos que as manifestagdes clinicas da leucemia em cavidade oral tém espectro
variado, destacando-se a presenga de edema gengival, sangramento gengival espontineo,
xerostomia, candidiase e mucosite. E importante destacar que as complicagdes orais sio mais
comuns e severas em pacientes com leucemia aguda, uma vez que estdo expostos por tempo

prolongado aos efeitos da granulocitopenia #

A mucosite, além de ser uma das complicagdes mais frequentes em pacientes com cancer
hematoldgico, é considerada a causa mais continua de dor oral '®?*?’. Em nossa pesquisa, os
sintomas mais relatados pelos pacientes apds a quimioterapia foi febre (16 pacientes) e nausea
(12 pacientes). Resultados similares podem ser observados na pesquisa de Donowitz (2013) e
Hespanhol et al.(2010). E também motivo de preocupagio, o fato de que lesdes de mucosite
podem constituir com sitios favordveis para o desenvolvimento de infecgdes locais e/ou

sistémicas 82427,

Obviamente, o nivel de morbidez correlacionado a mucosite guarda estreita relagdo com
fatores relacionados ao paciente e ao tratamento, os quais determinardo a intensidade e o padrao

de disseminacdo desta lesdo oral. Portanto, episddios agressivos de mucosite podem

comprometer a nutri¢do e a qualidade de vida do paciente e, consequentemente determinar a



modificagdo ou mesmo a interrup¢do do protocolo de tratamento antineoplasico, com
repercussdo na eficacia dos mesmos!**>27. Isso pode ser comprovado pela nossa pesquisa, onde
41,3 % dos pacientes que desenvolveram mucosite e 12 pacientes passaram a se alimentar de

forma pastosa ou liquida devido ao aparecimento das lesdes na cavidade oral.

Segundo Galvao et.al (2006) a ocorréncia de mucosite ¢ mais comum em pacientes
pediatricos que em adultos, devido ao maior indice de proliferagdo celular verificado nas
criangas. Este fato justifica a elevada frequéncia desta lesdo oral neste grupo etario. A amostra
estudada constou de 37 criangas do total de 46 pacientes, na faixa etaria de 0 a 15 anos, de forma
que a presenca de mucosite foi verificada em 13 casos, 0s quais se concentraram nas fases de
tratamento, onde a quimioterapia ¢ utilizada em altas doses, como a fase de inducao,

corroborando as afirmagdes de Epstein et al. (2002); Santos et al. (2015) e Barasch et al. (2006).

E interessante observar que, dos 19 pacientes que desenvolveram mucosite, 2 individuos
ndo fizeram uso do gluconato de clorexidina a 0,12% e vieram a desenvolver esta lesdo oral de
forma disseminada (tabela 3), confirmando os estudos de Ponce-Torres et al. (2010) e
Albuquerque et al. (2007), que destacam a eficiéncia deste antisséptico em evitar o
desenvolvimento ou mesmo minimizar a gravidade da mucosite oral associada a quimioterapia
antineoplasica. Isso também pode explicar o fato de que a maioria dos pacientes do HEMOAM
que participaram da pesquisa que estavam em grau 1 de mucosite ndo evoluiram para um grau

mais grave da doenca, pois todos faziam uso do bochecho de clorexidina a 0,12%.

Outro dado interessante a ser analisado no caso dos pacientes envolvidos na pesqisa foi o
fato do uso do bochecho de clorexidina a 0,12% ter sido mais eficiente em P. aeruginosa, em
relacdo a S. aureus. Supostamente, esses resultados sdao parcialmente explicados pelas
caracteristicas quimicas dos seus componentes, que levam a sua adsor¢do ao envoltorio celular
bacteriano, conduzindo a uma desestabilizagdo dos componentes lipidicos e aquosos da

membrana celular e a um colapso em sua permeabilidade®.

Os cuidados odontologicos dos pacientes oncoldgicos - antes, durante e apos a terapéutica
antineoplésica - visam a manutencdo da satde bucal, contribuindo para a efetividade dos
resultados da terapia e da qualidade de vida dos pacientes’. O cirurgido-dentista enfrenta muitos
desafios no manejo de doengas bucais antes e durante a terapia antineoplasica pois, além das
alteracdes causadas pela doenca em si, o tratamento da leucemia também apresenta
manifestagdes bucais, de curto e longo prazo, decorrentes de quimioterapia’®. Em nossos

pacientes, foi observado um aumento de placa bacteriana, de 37% no tempo 1, para 54,4% no



tempo 2, contudo sem significancia estatistica (tabelal4). Em relagdo a carie dentéria, ndo houve
diferenca significativa entre o os tempos 1 e 2. Ja no caso da gengivite, foi possivel se observar
um aumento na quantidade de pacientes que apresentaram gengivite 14 dias ap0s a realizagao da

quimioterapia, passando de 23,9% para 41,3% .(tabela 15).

A viabilidade de realizag¢do de alguns procedimentos odontoldgicos depende da situacao
geral de saude do paciente, bem como da fase do tratamento antineoplasico em que 0 mesmo se
encontra. O manejo odontologico dos pacientes que serdo, estdo ou foram submetidos ao
tratamento quimioterapico (fase pré e pods quimioterapia, respectivamente) deve seguir alguns
protocolos, de acordo com os indices hematologicos presentes, especialmente nos casos de
procedimentos invasivos, com intuito de evitar hemorragias e infeccdes graves. Inicialmente, o
tratamento odontologico deve ser direcionado para as necessidades agudas’’, devendo os
tratamentos eletivos serem postergados para um momento em que o paciente esteja em condi¢des

clinicas e laboratoriais oportunas.'>!!

Considerando a importancia de se compreender a presenca de microrganismos
patogénicos na cavidade oral de pacientes leucémicos, sobretudo naqueles que desenvolvem
mucosite, procurou-se neste estudo determinar se o surgimento desta lesdo oral tem relacdo com
a acdo microbiana, particularmente das bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus. Ambas as bactérias sdo consideradas patdogenos oportunistas e exibirem mecanismos de
patogenicidade que atuam em vias diversas: capacidade de organiza¢do em biofilme, produgao

de enzimas extracelulares e toxinas e resisténcia a diversos antibioticos °.

Com respeito a presenga da bactéria Pseudomonas aeruginosa nos pacientes que
realizaram quimioterapia ¢ os exames laboratoriais coletados no tempo 2, foi observada
correlacdo entre os niveis de hemoglobina e a presenga da bactéria (p = 0,048), segundo a qual
os pacientes portadores de Pseudomonas aeruginosa apresentarem menores valores de
hemoglobina no sangue (tabela 10). Esse achado ¢ respaldado pelo estudo de Lamont et al. 2002,
onde foi observada a correlagdo entre P. aeruginosa e hemoglobina, uma vez que a bactéria
possui capacidade de secrecdo de pioverdina, um conhecido sinderoforo. Essas moléculas
circulantes tem o ferro como um de seus constituintes e desenvolvem importante atividade na
patogénese bacteriana. Em hospedeiros humanos e animais, o pigmento fluorescente pioverdina
compete pelo ferro ligado as proteinas transferrina e lactoferrina dos fluidos extracelulares e a

ferritina e hemoglobina internalizadas em células.

Na tabela 2, observou-se que dos 46 pacientes que foram entrevistados antes da



quimioterapia, 76,1% obtiveram exame microbioldgico negativo para Staphylococcus aureus. Ja
no tempo 2 de coleta, realizado 14 dias ap6s a quimioterapia, 43,5% pacientes mostraram
resultados positivos para Staphylococcus aureus. Isto pode sugerir participacdo no
desenvolvimento ou agravamento do quadro da mucosite oral, o que foi comprovado nos estudos
de Laheij et al.(2012); Napenas et al.(2007) e Nucci(2000). Porém, pesquisas adicionais devem
ser realizadas para se comprovar essa hipotese com clareza. Além disso, dos 46 pacientes, 21%
desenvolveram mucosite e 79% apresentavam a bactéria Staphylococcus aureus no tempo 2 de
coleta, o que reitera pesquisa de Wahlin et al.(1988), onde se constatou Staphylococcus aureus
como bactéria associada a mucosite ulcerativa, com base na andlise longitudinal de dados. De
fato, ja se demonstrou que o risco de ulceragdes se desenvolverem na mucosite aumenta, quando

essa bactéria estd presente na cavidade oral*->.

Considera-se a cavidade oral como um ecossistema que contém uma microbiota bastante
diversa, a qual inclui mais de 500 espécies bacterianas, sendo muitas destas potencialmente
patogénicas®®. Normalmente, esta microbiota é representada por microrganismos indcuos que
podem causar especialmente infeccdes odontologicas de baixa complexidade, porém nos
pacientes imunocomprometidos, tanto a microbiota inofensiva, como a oportunista pode se tornar
patogénica e causar infecgdes graves, causando, inclusive, bacteremia e o surgimento de
infeccoes sistémicas. De acordo com autores pesquisados, em pacientes oncologicos, a
neutropenia ¢ o fator fundamental relacionado a suscetibilidade do individuo a infec¢des por
bactérias e fungos. Efetivamente, a populacdo estudada compreendeu criangas portadoras de
LLA, doenca que exerce forte influéncia na resposta imune, nos processos de reparo € na
inflamagdo, além de dificultar as fungdes fisioldgicas vitais. Assim sendo, ¢ de se esperar a
proliferacdo de patdégenos oportunistas na cavidade oral do grupo estudado. Cabe salientar que a
evolucdo desta doenca ¢ agudo, propiciando uma deficiéncia brusca da funcdo medular e
causando neutropenia de maneira rapica, culminando em um maior perigo de infecgdes e

complicagdes orais.

A analise microbiologica revelou alta ocorréncia de S. aureus e baixa de P. aeruginosa,
com 20 e 9 casos no tempo 2, respectivamente (tabela 2 e 5). Estes patdgenos normalmente ndo
estdo presentes na cavidade oral de individuos sadios; contudo, em pacientes hospitalizados,
imunocomprometidos ou portadores de neoplasias, ¢ comum a presenca destes na cavidade oral,

como afirmam Nucci (2000) e Socransky et al. (1988).

S. aureus sdo microrganismos comuns na pele, onde representam 90% da microbiota.
Entretanto, eles podem contaminar outras regides do corpo, causando infec¢des mediante

quadros de debilidade fisiologica, como ¢ o caso dos pacientes leucémicos.



A presenca de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa no grupo estudado
corrobora alguns trabalhos como os de Nucci (2000), Uzeda (2009) e Semenoff et al.(2008). E
importante destacar que as amostras coletadas foram positivas para Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, os quais conforme literatura aprofundada, sdo microrganismos
frequentes na cavidade oral de pacientes leucémicos. Estes sdo habitantes naturais de frutas e
verduras, podendo ser também encontrados no ar, na 4gua, em hemoderivados e em instrumentos

e equipamentos cirtrgicos e hospitalares®¢-°.

A clorexidina tem indicagdes amplas na pratica odontoldgica, sendo recomendada para
pacientes especiais, individuos com prejuizo de coordenagdo motora, portadores de doencas do
sistema nervoso, no pos-cirurgico, na prevencao de complicagdes orais associadas a terapia

antineoplasica, ou nos estados de imunossupressao®.

Em muitos estudos cientificos, o gluconato de clorexidina a 0,12% ¢ considerado um
agente preciso na manutenc¢do da saide oral. Em pacientes leucémicos, o uso deste antisséptico
esta bastante disseminado, haja vista suas reconhecida a¢do bactericida e fungicida, assim como
seu potencial de prevenir ou diminuir a gravidade das ulcera¢des orais. Este antimicrobiano ¢
empregado dentro do HEMOAM, de forma efetiva e consistente. Na amostra estudada, pode-se
observar que a utilizacdo do gluconato de clorexidina a 0,12% foi determinante na redu¢do da
gravidade da mucosite. De fato, notou-se que os 2 pacientes que ndo fizeram uso deste
antisséptico desenvolveram lesdes orais de forma disseminada. Dentre aqueles que utilizaram
esta substancia, 12 tiveram mucosite localizada e de intensidade branda. Quanto a este achado,

nossos resultados estdo de acordo com o trabalho de Semenoff et al. (2008).

A constatacao de que os microrganismos identificados nesta pesquisa estdo associados a
sinais e sintomas da mucosite oral, bem como a pardmetros clinicos especificos, sugere a
necessidade de estudos posteriores que possam determinar os mecanismos de patogenicidade
desempenhados por estes no desenvolvimento da mucosite associada a quimioterapia

antineoplasica.



9. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos nesse estudo, ¢ possivel se concluir que:

1. O niveis de S. aureus aumentaram na cavidade oral dos pacientes apds a quimioterapia,
enquanto que os de P. aeruginosa ndo apresentaram alteracdes significativas.

2. Embora a presenca de S. aureus tenha apresentado correlagdes positivas com as
varidveis clinicas, ndo foi possivel determinar a relagcdo causa-efeito, devendo-se
conduzir estudos adicionais para comprovar seu papel no desenvolvimento da mucosite
oral em pacientes leucémicos.

3. A menor ocorréncia de P. aeruginosa nas amostras estudadas pode ser explicada pela
utilizagdo da clorexidina 0,12%, especialmente na fase mais critica da terapia
antineoplésica, como meio de controle de infecgdes por bactérias e fungos.

4. A estreita correlagdo entre a presenga de P. aeruginosa e os niveis séricos de
hemoglobina observados apds o tratamento quimioterapico sugere um importante papel
patogénico desta bactéria em pacientes leucémicos. Estudos futuros devem ser

conduzidos para comprovar esta hipotese.
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11. ANEXOS



e 11.1 QUESTIONARIO

UEA

UNIVERSIDADE
DO ESTADO DO
AMAZONAS

V J;?’;\):a/\\ Fundacao
T de Hematologia
J it
FAPEAM L HEMOAM
Avaliacido n’: Data do atendimento: / /I
1. IDENTIFICACAO
Nome:
Idade: Data de Nascimento: / /
Sexo: () Masculino ( ) Feminino

Estado civil:

Natural de (Cidade/Estado):

Endereco:

Telefones :

Responsavel:

Tel. do responsavel:

2. GRAU DE ESCOLARIDADE:

( ) 1. Analfabeto

() 2. Ensino fundamental incompleto
( ) 3. Ensino fundamental completo
() 4. Ensino médio incompleto

( ) 5. Ensino médio completo

() 6. Educacio superior incompleta
( ) 7. Educacio superior completa

Profissao:




3. RENDA:
() Menos de 1 (um) salario minimo
( ) De 1 a5 salarios minimos
() Mais de 5 a 10 salarios minimos

() Mais de 10 salarios minimos

4. MODALIDADE ECONOMICA DE ATENDIMENTO:
( ) 1. Publica
( ) 2.Privada

( ) 3. Plano de saude conveniado.

5. TIPO DE ATENDIMENTO:
( ) 1. Ambulatorial

() 2. Internacio

6. HABITOS: Fumante: SIM( )NAO( ) Alcool: SIM( ) NAO( )
7. TIPO DE CANCER:
8. TRATAMENTO ONCOLOGICO DESENVOLVIDO

( ) 1. Apenas quimioterapia
() 2. Apenas radioterapia

( ) 3. Quimioterapia e radioterapia

9. QUIMIOTERAPICOS UTILIZADOS:

10. FASE DA QUIMIOTERAPIA: Inicial:

11. QUAL MODALIDADE RADIOTERAPEUTICA?

12. EM TRATAMENTO PARA A MUCOSITE ORAL



( )1.Sim
( )2.Nio

13. EM CASO POSITIVO DO ITEM ANTERIOR, QUAL TRATAMENTO?

14. A MUCOSITE ORAL E
RECIDIVANTE? ( ) 1. Sim
( )2.Nio

15. Tratamento oncoldgico foi interrompido ou alterado por conta da mucosite
oral? ( ) 1. Sim

( )2.Nao

16. Tipo de dieta
implementada: ( ) 1.
Dieta oral livre
( ) 2. Dieta oral
pastosa () 3. Dieta
oral liquida
( ) 4. Dieta por sonda nasogastrica ou

orogastrica () 5. Dieta parenteral

17. Consulta ao Dentista nos ultimos seis meses: () Sim () Nao

18. Problemas dentarios (dor, desconforto, infeccao): ( ) Sim () Nao

19. Vocé realizou alguma intervenc¢ido odontolégica prévia ao tratamento?

20. Existem, no momento, outros sinais e/ou sintomas associados ao tratamento

oncologico?




Etapa 2: Classificacio da mucosite oral, segundo Escala de Graduacio da
Mucosite proposta pela Organiza¢io Mundial de Saude (1979)

1.

() Grau 0: Nenhum sinal e sintoma de mucosite

) Grau 1: Irritacio, dor e eritema

) Grau 3: Ulceras, requer dieta liquida

) Grau 4: Impossivel a alimentagao.

Etapa 3: Condicoes Dentarias

3.1 Carie

(

. () Grau 2: Eritema, ulceras, dificuldade para alimentar-se
(
(

2
3
4.
5

3.2 Condicoes Periodontais:

presenca de placa bacteriana : ( ) Sim
Gengivite : ( ) Sim ( ) Nao
Periodontite : ( ) Sim ( ) Nao

3.3 Habitos de Higiene

a) Escova os dentes diariamente?

@
=
@
.
)
0
)
&=
o
=,
(@]

( ) Nio

b) Quantas vezes?

¢) Usa fio dental?

d) Quantas vezes?
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11.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade do Estado do Amazonas

Escola Superior de Ciéncias da Saude

TERMO DE NSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa descrito abaixo. Por

favor, leia atentamente as informagdes que se seguem:

Titulo da Pesquisa: “DETECCAO DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA E
STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA MUCOSITE ORAL EM PACIENTES
LEUCEMICOS SUBMETIDOS AO TRATAMENTO ANTINEOPLASICO

Pesquisador responsével pela pesquisa: Prof. Daniel Saito (ESA - UEA).

Pesquisadores responsaveis pela apresentacao deste documento: Prof. Dr. Daniel Saito,

Ana Claudia Nunes Duarte Goeritz e Anderson Nogueira Barbosa.

Justificativa: os resultados dessa pesquisa podem auxiliar no desenvolvimento de

melhores tratamentos contra a mucosite.

Objetivo: identificar as bactérias Pseudomonas Aeruginosa e Staphylococcus Aureus na
cavidade oral de pacientes em tratamento antineoplasico, através do estudo do material

genético.

Procedimentos a serem realizados: O presente estudo serd composto por pacientes
voluntarios do HEMOAM com diagnéstico de Leucemia Linfocitica Aguda (LLA), que
necessitard de quimioterapia ou radioterapia como forma terapéutica. Inicialmente, o
voluntario ird responder um questionario elaborado pelo pesquisador (a), em seguida,
sua boca sera examinada com auxilio de um espelho bucal, sonda exploradora e sonda
gengival, para se avaliar o seu grau de satde bucal. Sera realizado, também um
Odontograma. Finalmente, uma amostra de saliva serd coletada por swab estéril. Estes
procedimentos serdo seguros e indolores. Apds a coleta das amostras, o tratamento ao
qual vocé ja estava submetido serd realizado normalmente. As amostras serdao
transportadas ao laboratdrio. Por fim, o DNA das bactérias presentes nas amostras sera

extraido e analisado, afim de se determinarem
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quais as influéncias destas bactérias na mucosite oral em pacientes submetidos ao

tratamento antineopldsico.

Métodos Alternativos: Existe um método alternativo para a coleta das amostras de
saliva, que consiste no uso de papel de filtro esterilizados. No entanto, este método
alternativo ndo sera utilizado, pois a quantidade de material obtido por ele ¢ insuficiente

para o nosso estudo.
Grupos placebo: Nao serdo utilizados grupos placebo neste estudo.

Desconfortos e Riscos: Este procedimento ndo implica em riscos e desconfortos
previsiveis, uma vez que os instrumentos de coleta se encontrardo devidamente
esterilizados e serdo utilizados com maxima cautela, sem o uso de forca ou pressao
excessiva. Todos os procedimentos para reduzir os desconfortos e riscos associados ao
tratamento serdo tomados. No entanto, mesmo que estes cuidados sejam tomados, vocé
poderd sentir um leve desconforto na sua boca durante o processo de coleta. A coleta

de amostras sera realizada com um tubo pléstico .

Beneficios diretos: Nao existe beneficio direto ao voluntario, pois os resultados ndo tém
aplicagdo clinica imediata. No entanto, caso vocé queira, podera solicitar o recebimento

de seus resultados individuais.

Formacio de banco de material biolégico: o material biolégico proveniente desta
pesquisa poderd ser guardado e utilizado em outras pesquisas cientificas. Neste caso,
vocé serd comunicado para assinar um novo termo de consentimento livre e esclarecido,
que explicara detalhadamente todas as informagdes do novo estudo. Vocé tera plena
liberdade de recusar a reutilizacdo de suas amostras, caso ndo concorde com o0s

objetivos do novo estudo.

Acompanhamento e garantia de esclarecimento: Os pesquisadores esclarecerdo todas

as duvidas que possam surgir antes, durante e apds o tratamento.

Liberdade para se recusar em participar da pesquisa: A decisdo de fazer parte desta
pesquisa ¢ voluntaria. Vocé tem a total liberdade de decidir se quer ou ndo participar do
estudo, bem como de desistir a qualquer momento durante o andamento da pesquisa.

Independentemente da sua participacdo nesta pesquisa,
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Garantia de sigilo: serdo garantidos o sigilo e a privacidade das informagdes obtidas,
ndo citando nomes que possam identifica-lo, ou seja, a sua identidade ndo sera

divulgada.

Ressarcimento: O presente estudo ndo implica em gastos adicionais aos participantes e,

portanto, ndo hé previsdo de ressarcimento de gastos neste estudo.

Indenizacio de dano eventual: Nao hé previsao de nenhuma forma de indenizacdo no

estudo, uma vez que ndo existe risco previsivel pela participagdo nessa pesquisa.
Garantia de copia: Vocé tem direito a uma copia deste documento. Ela lhe serd entregue
pelo pesquisador responsavel pela apresentagdo deste documento.

Contato: Se vocé tiver alguma duavida com relagdo a este estudo, podera entrar em
contato pessoalmente com o Dr. Daniel Saito pelo telefone (92)9110-0005 ou e-mail:

dsaito@uea.edu.br, Ana Claudia Nunes Duarte Goeritz (92) 98119-3113 ou e-mail:

anininha nunes@hotmail.com. Todos os pesquisadores podem ser encontrados no

endereco: Av. Carvalho Leal, 1777; Bairro Cachoeirinha; Manaus — AM.

SUA ASSINATURA INDICA QUE VOCE DECIDIU PARTICIPAR DA
PESQUISA COMO VOLUNTARIO E QUE LEU E ENTENDEU TODAS AS
INFORMACOES CONTIDAS NESTE DOCUMENTO

o Concordo que as minhas amostras sejam armazenadas em banco de dados
biologico para uso em estudos futuros

o Nao concordo que as minhas amostras sejam armazenadas em banco de dados

bioldgico

Nome Assinatura

RG ou CPF:

Enderego:
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Bairro: Cidade:

Estado: CEP:

Telefone: ()

ATENCAO: A sua participacio em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de
davida quanto aos seus direitos, entre em contato com o COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UEA (Endereco: Av. Carvalho Leal, 1777; Cachoeirinha; Manaus —
AM;

Telefone: (92)38786-4368; e-mail: cep.uea@gmail.com



11.3 ANALISE DESCRITIVA DOS PACIENTES

11.3.1 Caracteristicas gerais dos pacientes atendidos no HEMOAM

1 3 feminino 1
2 19 masculino 4
3 5 feminino 1
4 6 masculino 1
5 4 feminino 1
6 3 feminino 1
7 59 masculino 3
8 17 masculino 3
9 19 masculino 3
10 6 masculino 2
11 8 masculino 2
12 6 masculino 1
13 5 masculino 1
14 2 feminino 1
15 4 masculino 1
16 5 feminino 1
17 3 masculino 1
18 6 feminino 2
19 4 masculino 1
20 2 masculino 1
21 12 feminino 3
22 14 feminino 2
23 18 feminino 4
24 15 masculino 2
25 19 masculino 5
26 14 masculino 2
27 10 masculino 2
28 9 feminino 2
29 4 masculino 2
30 11 masculino 2
31 27 masculino 7
32 10 masculino 2
33 7 masculino 2
34 3 feminino 1
35 8 feminino 2
36 29 feminino 4

P R R PR RRRRNNNNRNNRPRRNNNRRNRNRNNNNRRLRNNW



37 8 feminino 2 1
38 13 feminino 2 2
39 4 feminino 1 1
40 2 feminino 1 1
41 13 feminino 2 2
42 2 masculino 1 1
43 56 masculino 4 2
44 13 masculino 2 1
45 7 masculino 2 1
46 3 Masculino 1 1
LEGENDA DA RENDA:

LEGENDA DA ESCOLARIDADE:
1.Analfabeto

2.E. F. Incompleto

3.E.F. Completo

4.E.M.Incompleto

5.E.M.Completo

6.E.S.Incompleta

7.E.S.Completa

1.Menos de 1 salario minimo
2.De 1 a 5 saldrios minimos
3.Mais de 5 a 10 salarios
4.Mais de 10 salarios

11.3.2 Caracteristicas clinicas dos pacientes entrevistados no HEMOAM

N.D.N N.D.N NAO NAO 0
Febre Febre NAO SIM 1
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0

Dor N.D.N NAO SIM 1
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N Febre NAO SIM 2

Dor Febre NAO SIM 1
N.D.N Febre NAO SIM 1
N.D.N N.D.N NAO NAO 0

febre, ndusea,
Febre sangramento gengival NAO SIM 4
febre, dor,

Febre sangramento NAO SIM 3
Febre Febre NAO SIM 2
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N Nausea NAO SIM 1
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
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N.D.N N.D.N NAO NAO 0
sangramento | febre, ndusea,
gengival sangramento NAO SIM 4
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
dor N&usea NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N febre, dor NAO SIM 1
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
dor dor NAO NAO 0
febre febre, dor NAO SIM 1
sangramento
gengival febre, diarréia NAO SIM 1
febre febre, dor NAO SIM 2
N.D.N Nausea NAO SIM 1
N.D.N Nausea NAO SIM 1
febre febre, diarréia, NAO SIM 3
febre Febre NAO NAO 0
febre febre, diarréia NAO SIM 1
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
dor N&usea NAO NAO 0
dor N&usea NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N Febre NAO NAO 0
N.D.N Nausea NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
N.D.N Nausea NAO NAO 0
N.D.N N.D.N NAO NAO 0
sangramento
gengival N&usea NAO SIM 1

ESCALA DE CLASSIFICACAO DA MUCOSITE

Grau 0: nenhum sinal e sintoma de mucosite

Grau 1: Irritagdo, dor e eritema

Grau 2: Eritema, ulceras, dificuldade para alimentar-
se Grau 3:Ulceras, requer dieta liquida

Grau 4 : Impossivel a alimentacgdo




11.3.2 Continuac¢ido das caracteristicas clinicas dos pacientes

1 1 0 SIM NAO
2 2 Bochecho de clorexidina SIM NAO
3 1 0 SIM NAO
4 1 0 NAO NAO
5 2 Bochecho de clorexidina NAO SIM
6 1 0 NAO NAO
Bochecho de
7 2 clorexidina+laser SIM NAO
8 2 Bochecho de clorexidina NAO SIM
9 2 Bochecho de clorexidina NAO SIM
10 1 0 SIM NAO
11 3 Laser SIM NAO
12 3 Laser NAO NAO
Bochecho de
13 3 clorexidina+laser SIM NAO
14 1 0 NAO SIM
Bochecho de
15 2 clorexidina+nistatina SIM NAO
16 1 0 SIM SIM
17 1 0 NAO NAO
Bochecho de
18 3 clorexidina+laser NAO NAO
19 1 0 NAO SIM
20 1 0 NAO SIM
21 1 0 SIM NAO
22 1 0 NAO SIM
23 1 0 SIM NAO
24 2 Bochecho de clorexidina NAO SIM
25 1 0 NAO SIM
26 1 0 SIM SIM
27 2 Bochecho de clorexidina NAO NAO
28 2 Bochecho de clorexidina NAO NAO
29 2 Bochecho de clorexidina NAO NAO
30 2 Bochecho de clorexidina NAO SIM
31 2 Bochecho de clorexidina NAO NAO
Bochecho de
32 3 clorexidina+laser NAO NAO

58
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33 1 0 NAO NAO
34 2 Bochecho de clorexidina NAO NAO
35 1 0 NAO NAO
36 1 0 NAO SIM
37 1 0 NAO SIM
38 1 0 NAO SIM
39 1 0 NAO NAO
40 1 0 NAO SIM
41 1 0 SIM SIM
42 1 0 NAO NAO
43 1 0 SIM SIM
44 1 0 NAO SIM
45 1 0 NAO SIM
46 2 Bochecho de clorexidina NAO NAO
LEGENDA DA DIETA

1.Dieta oral livre

2.Dieta oral Pastosa

3.Dieta oral liquida

4.Dieta por sonda nasogastrica
5.Dieta parenteral

11.3.3 Caracteristicas clinicas em rela¢do a saude bucal antes da quimioterapia

(tempo 1) dos pacientes internados no HEMOAM.

1 SIM NAO NAO NAO
2 SIM NAO NAO NAO
3 NAO NAO NAO NAO
4 SIM NAO NAO NAO
5 SIM NAO NAO NAO
6 NAO NAO NAO NAO
7 NAO NAO NAO SIM
8 SIM NAO NAO NAO
9 SIM NAO SIM NAO
10 NAO NAO NAO NAO
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11 SIM NAO NAO NAO
12 SIM NAO NAO NAO
13 SIM NAO NAO NAO
14 NAO NAO NAO NAO
15 SIM NAO SIM NAO
16 NAO SIM SIM NAO
17 NAO NAO NAO NAO
18 SIM SIM SIM NAO
19 NAO NAO NAO NAO
20 NAO NAO SIM NAO
21 NAO NAO NAO NAO
22 NAO NAO NAO NAO
23 SIM SIM NAO NAO
24 SIM SIM SIM NAO
25 NAO SIM NAO NAO
26 SIM NAO NAO NAO
27 SIM NAO NAO NAO
28 SIM NAO NAO NAO
29 SIM SIM SIM NAO
30 SIM SIM SIM NAO
31 SIM SIM NAO NAO
32 SIM SIM NAO NAO
33 SIM NAO NAO NAO
34 SIM SIM NAO NAO
35 SIM NAO NAO NAO
36 NAO NAO NAO NAO
37 NAO SIM SIM NAO
38 NAO SIM SIM NAO
39 NAO SIM SIM NAO
40 NAO NAO NAO NAO
41 NAO SIM NAO NAO
42 NAO SIM NAO NAO
43 NAO SIM NAO SIM
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44 NAO SIM NAO NAO
45 NAO NAO NAO NAO
46 NAO NAO NAO NAO

11.3.3 Caracteristicas clinicas em relagio a saiide bucal pos quimioterapia (tempo

2) dos pacientes internados no HEMOAM.

1 SIM NAO NAO NAO
2 SIM SIM NAO NAO
3 NAO NAO NAO NAO
4 SIM SIM SIM NAO
5 SIM SIM SIM NAO
6 NAO NAO NAO NAO
7 SIM SIM SIM SIM
8 SIM SIM SIM NAO
9 SIM NAO NAO NAO
10 NAO NAO NAO NAO
11 SIM SIM SIM NAO
12 SIM SIM SIM NAO
13 SIM SIM SIM NAO
14 NAO NAO NAO NAO
15 SIM SIM SIM NAO
16 NAO SIM SIM NAO
17 NAO NAO NAO NAO
18 SIM SIM SIM NAO
19 NAO NAO NAO NAO
20 NAO NAO NAO NAO
21 NAO NAO NAO NAO
22 NAO NAO NAO NAO
23 SIM SIM SIM NAO
24 SIM NAO NAO NAO
25 NAO NAO NAO NAO
26 SIM SIM SIM NAO
27 SIM SIM SIM NAO
28 SIM NAO NAO NAO
29 SIM SIM SIM NAO
30 SIM SIM SIM NAO
31 SIM SIM SIM NAO
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32 SIM SIM SIM NAO
33 SIM NAO NAO NAO
34 SIM SIM NAO NAO
35 SIM SIM SIM NAO
36 NAO SIM NAO NAO
37 NAO NAO NAO NAO
38 NAO NAO NAO NAO
39 SIM SIM NAO NAO
40 NAO NAO NAO NAO
41 NAO NAO NAO NAO
42 NAO NAO NAO NAO
43 NAO SIM SIM SIM
44 NAO SIM NAO NAO
45 NAO SIM NAO NAO
46 NAO NAO NAO NAO

11.3.4 Caracteristicas hematolégicas dos pacientes leucémicos internados no

HEMOAM em tratamento quimioterapico.

0O ~NOO O, WN -

9.2g/dl
5.8g/dl
7.7g/dl
8.3g/dl
7.1g/dl
7.8g/dl
5.6 g/dl
9.5g/dl
9.9g/dI
11.1g/dl
6.8 g/dI
5.3g/dl
4.9g/dl
10.8g/dl
9.3g/dl
9.9g/dl
8.5g/dl
4.8g/dl
6.6g/dl
10.3g/dl

131.000/mm3
67.048/mm3
119.00/mm3
107.223/mm3
68.009/mm3
67.845/mm3
85.000/mm3
122.085/mm3
85.312/mm3
145.886/mm3
79.000/mm3
94.000/mm3

7.885/mm3
15.700/mm3
9.500/mm3
6.888/mm3
8.207/mm3
8.095/mm3
2.800/mm3
22.943/mm3
39.402/mm3
8.367/mm3
3.200/mm3
4.325/mm3

102.323/mm34.715/mm3

156.715/mm3
83.136/mm3
122.200/mm3
73.000/mm3
39.000/mm3
103.756/mm3
123.321/mm3

7.230/mm3
37.756/mm3
7.123/mm3
12.239/mm3
1.300/mm3
28.143/mm3
16.211/mm3

3.459/mm3
4.100/mm3
2.900/mm3
1.192/mm3
3.915/mm3
3.697/mm3
1200/mm3
8.024/mm3
12.521/mm3
4.234/mm3
800/mm3
2.111/mm3
2.510/mm3
2214/mm3
11.800/mm3
2.088/mm3
5.100/mm3
800/mm3
6.423/mm3
8.521/mm3




21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

9.1g/dl
11.4g/dl
8.7g/dl
7.0g/dl
10.9g/dl
10.3g/dl
6.5g/dl
7.2g/dl
5.9g/dl
11.8g/dl
11.0g/dl
8.2g/dl
9.4g/dl
5.9g/dl
10.9g/dl
7,7g/dl
9.5g/dl
8.6g/dl
4.5g/dl
6.7g/dl
4.8g/dl
11.4g/dl
10.8g/dl
10.4g/dl
9.7g/dl
8.0g/dl

64.020/mm3
147.10/mm3
88.788/mm3
37.405/mm3
138.509/mm3
122.980/mm3
56.400/mm3
16.376/mm3
22.100/mm3
179.054/mm3
134.900/mm3
125.082/mm3
76.755/mm3
63.698/mm3
143.034/mm3
92.000/mm3
145.100/mm3
55.390/mm3
17.040/mm3
48.390/mm3
17.032/mm3
139.300/mm3
152.00/mm3
124.643/mm3
112.060/mm3
28.000/mm3

9.401/mm3
53.123/mm3
25.100/mm3
56.670/mm3
9.035/mm3
8.698/mm3
63.100/mm3
44.654/mm3
2.576/mm3
27.233/mm3
23.200/mm3
5.548/mm3
32.790/mm3
17.344/mm3
14.211/mm3
47.577/mm3
47.200/mm3
23200/mm3
9.200/mm3
26.344/mm3
9.690/mm3
16.211/mm3
6.700/mm3
6.280/mm3
8.345.mm3
1906/mm3

2679/mm3
17.900/mm3
10.006/mm3
27.200/mm3
4.100/mm3
3.650/mm3
19.423/mm3
16.045/mm3
400/mm3
13.032/mm3
5.876/mm3
3.100/mm3
14.399/mm3
12.300/mm3
9.111/mm3
18.311/mm3
13.300/mm3
8.190/mm3
2.854/mm3
3.008/mm3
2.510/mm3
7.456/mm3
1.976/mm3
2.000/mm3
1.300/mm3
702/mm3
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11.3.5 Caracteristicas microbiologicas dos pacientes internados no HEMOAM

antes (T1) e apos (T2) a quimioterapia.

Staphylococcus Pseudomonas
aureus aeruginosa
/ T1 /

-
-—
-
N
-
N

o

N

0| N o O

11
12
13
14
s
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31

32

33

34

35

O 0O0OCOCCO0OC|IC|IOROORIOCO|IRIOO0OCO0OROC|IO|R|OR|O|R|O|R| OCOCCOOC|OC|O
OCORORIR|IRPR|IROMKPORROIRIOOCO|ROCOR|IORRIR|IO|R O|R OCOC(OCOC|OC|O
= O0O0O0O|0O|I0O|I0O0O0O|0O(COICIO|RO0O0O|ROOCIOIOICOICO|CO|O0OOCO|C(C(CO(R|MR

= OROCOC0O|O|R R O0OCICOC|ICOIORO|O|OCOICICOORIO|O|O|Rm O|OCO(C(O(R|OC|O
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37

38
39
40

41

42

43

44

45

46

Legenda:

0 : ausente
1: presente
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11.4 RESULTADOS DA PCR CONVENCIONAL PARA AS BACTERIAS
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (TEMPO 1)

Atividade: Eletroforese da PCR

Amostras: 28, 40,

Caédigo do Gel: gel 7 ou gel 7b (ap6s 3 horas)
C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 h e 30 min a 60V, 400 de corrente.




Codigo: gel 9

Protocolo da PCR: 27

Protocolo da Eletroforese: 28

Amostras: 19, 26, 29, 30, 44

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 2 horas a 60 V, 400 de corrente.

C+ I 19 I 26 I 20 B 30 i 44 R C- R M

e

—12,000

=5000

—1650

—1000
=850
—650
—500
—400
—300
—200

—100
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Cédigo: gel 10

Protocolo da PCR: 29

Protocolo da Eletroforese: 30

Amostras: 17, 18, 23, 36, 46

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 2 horas a 60 V, 400 de corrente.

C+ I 17 I 18 B 23 B 36 B 46 B C- R M_

- 12,000

= 5000

—2000
— 1650

—1000
=850
- 650
—500
—400
—300
—200

—100
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Cadigo: gel 12

Protocolo da PCR: 33

Protocolo da Eletroforese: 34

Amostras: 12, 15, 21, 22, 34, 38,

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 2 horas a 60 V, 400 de corrente.

(C+ 12 i 15 21 i 22 i 34 I 38 B 33 R C- B M

=12,000

= 5000

—2000
—1650

= 1000
=850
=650
=500
=400
=300
—200

—100
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Coédigo: gel 13

Protocolo da PCR: 35
Protocolo da Eletroforese: 36
Amostras: 14, 20, 27, 33, 35, 37
C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 2 horas a 60 V, 400 de corrente.

C+ 14 [ 20 I 27 33 |8 35 |8 37 |8 C-

[ —

=12,000

=5000

—2000
=1650

o = 1000

=850
=650
=500
=400
=300
—-200

—-100
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Cédigo: gel 14

Protocolo da PCR: 37

Protocolo da Eletroforese: 38
Amostras: 02, 31, 32, 39, 42, 45

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 2 horas a 60 V, 400 de

C+ B 02 [ 31 B 32 [ 39 8 42 [ 45 B C- R M.
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Caédigo: gel 15

Protocolo da PCR: 39

Protocolo da Eletroforese: 40

Amostras: 08, 11, 13, 24, 25, 43

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 2 horas a 60 V, 400 de corrente.

C+ 308 I 11 B 13 B 24 B 25 B 43 B C- B[ M
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Cédigo: gel 16

Protocolo da PCR: 41 ¢ 42

Protocolo da Eletroforese: 43

Amostras: 01, 07, 09, 10, 16, 41

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 2 horas a 60 V, 400 de corrente.

c+M01M07 Moo W10 16 M41 M C-BM

=12,000

=5000

—2000
—1650

—1000
=850
—=650
—500
- 400
-300
—200

—100
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Cddigo: gel 22

Protocolo da PCR: 55

Protocolo da Eletroforese: 56

Amostras: 03,04,05,06

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 2 horas a 60 V, 400 de corrente

-12,000

=5000

—2000
— 1650

= 1000
=850
=650
=500
—400
=300
—200

—100
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11.5 RESULTADOS DA PCR CONVENCIONAL PARA AS BACTERIAS
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (TEMPO 2)

Cédigo: gel 17

Protocolo da PCR: 45

Protocolo da Eletroforese: 46

Amostras: 11, 23, 24, 35, 38, 41, 42, 43

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ I 11 1823 I8 24 I8 35 [ 33 I 41 (42 [ 43 B C- R M

=12,000

=5000

—2000
=1650

=1000
=850
=650
=500
=400
=300
-200
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Codigo: gel 18

Protocolo da PCR: 47

Protocolo da Eletroforese: 48

Amostras: 12, 13, 15, 21, 26, 30, 34, 37, 44

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

(C+ J 12 13 I 15 I 21 [ 26 JO 30 Y 34 [ 37 I 44 B C- R
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Cédigo: gel 19

Protocolo da PCR: 49

Protocolo da Eletroforese: 50

Amostras: 16, 17, 20, 27, 29, 31, 32, 36, 39

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ I 16 8 17 [ 20 B 27 I 20 N 31 Ji 32 [ 36 B 39 L C- I M
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Cédigo: gel 20

Protocolo da PCR: 51

Protocolo da Eletroforese: 52

Amostras: 01,03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ B 01} 03 I 04 B 05 B 06 B 07 B 08 [l 09 B 10 B C- Bl M
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Cédigo: gel 21

Protocolo da PCR: 53

Protocolo da Eletroforese: 54

Amostras: 14, 18, 19, 22, 25, 33, 45, 46

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ I 14 B 18 I 19 B 22 [ 25 I 33 N 45 I 46 | C- I M
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Coédigo: gel 23

Protocolo da PCR: 57

Protocolo da Eletroforese: 58

Amostras: 03, 04, 05, 06

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.
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11.6 RESULTADOS DA PCR CONVENCIONAL PARA AS BACTERIAS Pseudomonas
aeruginosa (TEMPO 1)

Caédigo: gel 25

Protocolo da PCR: 61

Protocolo da Eletroforese: 62

Amostras: 28, 40

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.
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Cédigo: gel 26

Protocolo da PCR: 63

Protocolo da Eletroforese: 64

Amostras: 19, 26, 29, 30, 44

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

0 0 6 @ @ O @ 0O

e 850
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Cédigo: gel 27

Protocolo da PCR: 65

Protocolo da Eletroforese: 66

Amostras: 17, 18, 23, 36, 46

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ 17 B 18 B8 23 B 36 [ 46 N C- B M
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Codigo: gel 28

Protocolo da PCR: 67
Protocolo da Eletroforese: 68
Amostras: 12, 15, 21, 22, 34, 38
C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C- 12 B 15 [ 21 [ 22 i 34 [ 38 B C_J M

Pp—
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Cédigo: gel 29

Protocolo da PCR: 69

Protocolo da Eletroforese: 70

Amostras: 14, 20, 27, 33, 35, 37

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ B 14 B 20 B 27 I 33 J 35 B 37 [ C-

—_—
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Cédigo: gel 30

Protocolo da PCR: 71

Protocolo da Eletroforese: 72

Amostras: 02, 31, 32, 39, 42, 45

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ B 02 [ 31 B 32 B 39 B 42 45 B C- B M
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Cédigo: gel 31

Protocolo da PCR: 73
Protocolo da Eletroforese: 74
Amostras: 08, 11, 13, 24, 25, 43
C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ B 08 B 11 B 13 B 24 [ 25 [ 43 B C- Bl M
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Cédigo: gel 32

Protocolo da PCR: 75
Protocolo da Eletroforese: 76
Amostras: 09, 10, 16, 41

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.
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Cédigo: gel 33

Protocolo da PCR: 77
Protocolo da Eletroforese: 78
Amostras: 01, 07

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.
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Cédigo: gel 34

Protocolo da PCR: 79
Protocolo da Eletroforese: 80
Amostras: 03, 04, 05, 06

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ B 03 IR 04 [ 05 [ 06 B C- R M
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11.7 RESULTADOS DA PCR CONVENCIONAL PARA AS BACTERIAS Pseudomonas
aeruginosa (TEMPO 2)

Caédigo: gel 35

Protocolo da PCR: 81

Protocolo da Eletroforese: 82

Amostras: 28, 40

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.




Cédigo: gel 36

Protocolo da PCR: 83

Protocolo da Eletroforese: 84

Amostras: 17, 18, 23, 36, 46

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

(C-+ N 19 BN 26 SN 29 N 30 JN 44 JN C- IR M

—

P——
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Cédigo: gel 37

Protocolo da PCR: 85

Protocolo da Eletroforese: 86

Amostras: 17, 18, 23, 36, 46

C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ 17 B 18 B 23 B 36 Ji 46 B C- B M
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Codigo: gel 38

Protocolo da PCR: 87
Protocolo da Eletroforese: 88
Amostras: 12, 15, 21, 22, 34, 38
C+: controle positivo

C-: controle negativo

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ I 12 B 15 I 21 [ 22 [ 34 I 35 B C- I M
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Cédigo: gel 39

Protocolo da PCR: 89

Protocolo da Eletroforese: 90

Amostras: 14, 20, 27, 33, 35, 37

C+: controle positivo

C-: controle negativo

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ B 14 I 20 [N 27 J 33 I 35 B 37 B C- B M
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Cédigo: gel 40

Protocolo da PCR: 91

Protocolo da Eletroforese: 92
Amostras: 02, 31, 32, 39, 42, 45,

C+: controle positivo

C-: controle negativo

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de

(C+ B8 02 B 31 B 32 B 39 [l 42 45 B C- B M

-
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Codigo: gel 41

Protocolo da PCR: 93

Protocolo da Eletroforese: 94

Amostras: 08,11, 13, 24, 25, 43

C+: controle positivo

C-: controle negativo

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ 08 I 11 1 13 I 24 I 25 [ 43 B C- I M
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Coédigo: gel 42

Protocolo da PCR: 95

Protocolo da Eletroforese: 96

Amostras: 09, 10, 16, 41

C+: controle positivo

C-: controle negativo

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

— 5000

— 2000
— 1650

— 1000
=850
— 650
— 500
— 400
— 300
— 200

— 100




101

Codigo: gel 43

Protocolo da PCR: 97

Protocolo da Eletroforese: 97

Amostras: 01, 07

C+: controle positivo

C-: controle negativo

Corrida do gel: 1 hora a 80 V, 700 de corrente.

C+ I 01 I 07 [ C- B M

—




Codigo: gel 44

Protocolo da PCR: 99

Protocolo da Eletroforese: 100

Amostras : 03, 04, 05 e 06

C+: controle positivo

C-: controle negativo

Corrida do gel: 1 hora a 80V, 700 corrente
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11.7 PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE
DO ESTADO DO
AMAZONAS

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA

UEA g@w«m

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA TITULO DA PESQUISA: DETECCAO DE

PSEUDOMONAS AERUGINOSA E STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA MUCOSITE ORAL
EM  PACIENTES LEUCEMICOS SUBMETIDOS AO  TRATAMENTO
ANTINEOPLASICO.

Pesquisador: Daniel Saito

Area Tematica: Versdo: 1 CAAE: 46295215.0.0000.5016 Instituicao

Proponente: UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
Patrocinador Principal: Universidade do Estado do Amazonas-UEA
DADOS DO PARECER Numero do Parecer: 1.115.925

Data da Relatoria: 18/06/2015

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Detectar a possivel associagdo entre as bactérias Pseudomonas aeruginosa

e Staphylococcus aureus e a gravidade da mucosite oral em pacientes em tratamento

antineoplasico, utilizando-se a técnica de PCR convencional.
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos de participag@o no estudo serdo minimos ou mesmo ausentes, uma vez que
a coleta de amostras consistira de coleta de amostras de saliva, sem utilizagdo de
procedimentos invasivos. Ademais, ndo havera altera¢do na conduta do tratamento ao qual o
participante j& estard normalmente submetido durante a pesquisa. Beneficios: Nao ha

beneficios diretos aos participantes do estudo



Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de relevancia cientifica e social para a Detec¢do de Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus na mucosite oral induzida pelo tratamento antineoplasico.
Consideracoes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Todos os termos foram depositados na Plataforma Brasil de acordo com resolugdo 466.
Recomendacées: Sem recomendacgoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes: Sem pendéncias.

Situacio do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP: Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

MANAUS, 19 de Junho de 2015

Assinado por: Manoel Luiz Neto (Coordenador)

104



