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RESUMO

Guglielmetti MR. Deteccédo e quantificacdo de patdgenos periodontais em fumantes
e ndo fumantes com periodontite cronica pela PCR em tempo real.

[dissertag&o]. S&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia;
2013. Versao Original.

O objetivo do presente trabalho foi comparar fumantes e ndo fumantes com
periodontite crénica com relacdo a presenca e quantidade de patdgenos
periodontais, através da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. Quarenta
fumantes e quarenta ndo fumantes, pareados por idade, sexo e profundidade clinica
de sondagem dos sitios de coleta microbiolégica, foram incluidos no estudo. Foi
realizado exame periodontal completo, e coletado um pool de biofilme subgengival
dos sitios mais profundos de cada quadrante, em cada sujeito de pesquisa. Para
confirmar os dados sobre tabagismo, os sujeitos foram submetidos a avaliagdo das
concentracfes de monoxido de carbono expirado, através de um monoximetro. A
presenca e quantificacdo de  Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola foi
determinada pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. Fumantes
apresentaram maior média de profundidade clinica de sondagem (p = 0,001) e nivel
clinico de insercéo (p = 0,006), e menos sitios com sangramento a sondagem (p =
0,001) do que os ndo fumantes. Foi observada associacao entre fumo e presenca de
A. actinomycetemcomitans (p < 0,001). Contagens médias de A.
actinomycetemcomitans (p < 0,001), P. gingivalis (p = 0,042) e T. forsythia (p <
0,001) foram significantemente maiores nos fumantes. Os resultados permitiram
concluir que o fumo altera a composicdo da microbiota subgengival em individuos
com periodontite crénica, com diferencas na presenca e quantidade dos patdgenos

periodontais investigados.

Palavras-chave: Periodontite cronica. Reacdo em cadeia da polimerase.

Microbiologia. Fumo. Bactéria.



ABSTRACT

Guglielmetti MR. Detection and quantification of periodontal pathogens in smokers
and never-smokers with chronic periodontitis by Real-Time Polymerase Chain
Reaction [dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2013. Verséao Original.

The aim of the present investigation is to compare smokers and nonsmokers with
chronic periodontitis, regarding the presence and quantity of periodontal pathogens,
using real-time polymerase chain reaction. Forty current smokers and forty never-
smokers, matched for age, sex and sampling sites mean probing depth, were
included in this investigation. A full-mouth periodontal examination was performed,
and a pooled subgingival plague sample was collected from the deepest site, in each
quadrant, of each subject. To confirm smoking status, subjects had their expired air
carbon monoxide concentrations measured with the help of a carbon monoxide
monitor. The presence and guantification of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia and
Treponema denticola were determined by real-time polymerase chain reaction.
Smokers presented greater overall mean probing depth (p = 0,001) and mean clinical
attachment level (p = 0,006), and fewer bleeding on probing sites (p = 0,001). An
association was observed between smoking status and presence of A.
actinomycetemcomitans (p < 0.001). Counts of A. actinomycetemcomitans (p <
0,001), P. gingivalis (p = 0,042) and T. forsythia (p< 0,001) were significantly higher
in smokers. We concluded that smoking changes the composition of the subgingival
microbiota in chronic periodontitis patients, with differences in the presence and

guantification of investigated periodontopathogens.

Keywords: Chronic periodontitis. Polymerase chain reaction. Microbiology. Smoking.
Bacteria.
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1 INTRODUCAO

O fumo é considerado um dos mais importantes fatores de risco da doenca
periodontal (Bergstrom et al., 2000; Tomar; Asma, 2000; Corraini et al., 2008).
Diversas revises tém proposto mecanismos biolégicos que tentam explicar por que
fumantes apresentam maior prevaléncia, extensdo e severidade de periodontite do
que nao fumantes (Palmer et al., 2005; Johnson; Guthmiller, 2007). Uma possivel
explicacdo seria a alteracdo na composicdo da microbiota subgengival destes
individuos, principalmente na presenca e quantidade de espécies consideradas
‘verdadeiros agentes etiologicos” das doencas periodontais: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia (American
Academy of Periodontoly, 1996; Ezzo; Cutler, 2003; Holt; Ebersole, 2005; Tanner;
Izard, 2006); e com aquelas que compdéem o “complexo vermelho”, como
Treponema denticola, T. forsythia e P. gingivalis (Socransky et al., 1998; Holt;
Ebersole, 2005). Entretanto, o mecanismo detalhado desta mudanca no perfil
microbiano em tabagistas ainda ndo estd muito bem estabelecido, necessitando de
um estudo do perfil qualitativo e quantitativo da microbiota subgengival para delinear

uma relacdo com a manifestacao clinica.

Os dados reportados na literatura sobre o efeito do fumo na microbiota
periodontal sdo inconsistentes. Alguns estudos ndo encontraram diferencas entre
fumantes e ndo fumantes em relagcdo a composicdo da sua microbiota (Bostrom et
al., 2001; Salvi et al., 2005; Apatzidou et al., 2005), enquanto outros trabalhos
demonstraram alta prevaléncia ou quantidades de periodontopatogenos em
fumantes (Haffajee; Socransky, 2001; van Winkellhoff et al., 2001; Gomes et al.,
2006; Shchipkova et al., 2010; Heikkinen et al., 2012). As diferencas na sensibilidade
e especificidade dos meétodos microbiologicos utilizados, como a cultura (van
Winkelhoff et al., 2001), sondas de DNA (Schiloah et al., 2000), reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR) (Apatzidou et al., 2005; Shchipkova et al., 2010), PCR em
tempo real (Gomes et al., 2006), checkerboard DNA-DNA hybridization (Bostrom et
al., 2001; Haffajee; Socransky, 2001; Salvi et al., 2005), e suas limitacbes, podem

explicar estes achados conflitantes. PCR em tempo real € uma técnica molecular
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com alta sensibilidade e especificidade, e permite ndo s6é uma andlise qualitativa,

mas também quantitativa da microbiota.

Ha também evidéncias de que as espécies dos complexos vermelho e laranja
estdo fortemente relacionadas com a profundidade de bolsa (Socransky; Haffajee,
2005). Sitios mais profundos possuem maior area de superficie epitelial, onde
patdgenos como P. gingivalis e T. denticola podem aderir (Kigure et al., 1995).
Adicionalmente, a zona de bactérias fracamente aderidas, que parece conter
grandes proporcdes de espécies patogénicas, € maior em sitios profundos (Noiri et
al., 1997).

Existe apenas um estudo que comparou fumantes e nao fumantes em relacao
a composicdo da microbiota subgengival utilizando PCR em tempo real (Gomes et
al., 2006). Nenhum trabalho, porém, pareou os sujeitos pela profundidade clinica de
sondagem (PCS), um fator critico para a composi¢cdo microbiana (Socransky et al.,
1991; Ximénez-Fyvie et al., 2000; Colombo et al., 2002). Assim, 0 objetivo deste
estudo transversal é verificar a presengca e quantidade de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola no biofilme

subgengival de fumantes e nao fumantes, através da PCR em tempo real.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota periodontal em fumantes

O tabagismo € considerado um dos mais importantes fatores de risco da
doenca periodontal (American Academy of Periodontology, 2005; Johnson;
Guthmiller, 2007). A associacdo entre tabagismo e periodontite tem sido
demonstrada de maneira consistente por estudos transversais (Tomar; Asma, 2000;
Corraini et al., 2008) e longitudinais (Bergstrom et al., 2000; Buchwald et al., 2013).

Uma possivel explicacdo para a maior prevaléncia e severidade de
periodontite em fumantes seria a alteracdo qualitativa e quantitativa da microbiota
provocada pelo tabagismo (Palmer et al., 2005). Alguns estudos propuseram a
analisar e comparar a composicdo do biofilme subgengival destes individuos,
através de distintas metodologias, e encontraram diferengas significativas na

composicao do biofilme subgengival entre estes dois grupos.

Através de microscopia de imunofluorescéncia indireta, Zambon et al. (1996)
analisaram o biofilme subgengival de 1426 voluntarios, fumantes e ndo fumantes. O
risco de infeccdo subgengival por Bacteroides forsythus foi 2,3 vezes maior em

tabagistas, e P. gingivalis também se mostrou mais frequente nestes pacientes.

Em 1999, Kamma et al. se propuseram a avaliar a microbiota periodontal de
fumantes e ndo fumantes com periodontite de acometimento precoce. A analise de
um pool de amostras subgengivais através de cultura anaerdbica revelou que
diversas espécies, dentre elas P. gingivalis, foram mais frequentemente detectadas

em fumantes.

No ano seguinte, Shiloah et al. (2000) realizaram um estudo com 25 fumantes
e 25 nao fumantes sem doenca periodontal, pareados por sexo, idade e indice de
placa. O objetivo foi determinar a prevaléncia de oito periodontopatdogenos (P.
gingivalis, A. actinomycetencomitans, B. forsythus, Prevotela intermedia,

Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens e T.
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denticola), utilizando sondas de DNA. Os resultados mostraram que fumantes
apresentaram 18 vezes maior risco de exibir os patégenos estudados do que grupos
nao fumantes. Além disso, a colonizacdo dos sulcos pelas espécies patogénicas

esteve relacionada com a quantidade de cigarros e duracéo do tabagismo.

No estudo conduzido por Haffajee e Socransky (2001), foram coletadas
amostras de placa bacteriana subgengival da face mesial de todos os dentes, de
272 sujeitos. Utilizando a técnica de checkerboard DNA-DNA hybridization (ensaio
de hibridizacdo com sondas de DNA marcadas com digoxigenina) foram analisadas
29 espécies subgengivais. A maior diferenca entre a microbiota subgengival em
sujeitos com diferentes historicos de tabagismo, se deu em relacdo a prevaléncia
das espécies. Os periodontopatégenos estudados colonizavam uma maior
proporcdo de sitios em fumantes do que em ndo fumantes. Esta diferenca na
prevaléncia das espécies bacterianas ajudou a explicar a maior severidade da

destruicdo periodontal nos individuos fumantes.

Através da técnica de cultura anaerdbica, van Winkelhoff et al. (2001)
estudaram adultos com periodontite, fumantes e ndo fumantes. Os fumantes nao
tratados apresentaram maiores prevaléncias de Peptostreptococcus micros, P.
intermedia e F. nucleatum. Apos tratamento, o grupo de fumantes mostrou maior

prevaléncia de B. forsythus, P. micros e F. nucleatum.

A PCR foi empregada no estudo conduzido por Shchipkova et al. (2010), para
analisar o perfil microbiano de 15 fumantes e 15 ndo fumantes com periodontite,
pareados por sexo e idade. Os resultados mostraram que o perfil microbiano de
fumantes com periodontite foi distinto ao daqueles que n&o fumavam, com
diferencas significativas na prevaléncia e abundancia de espécies associadas a
doenca: Parvimonas, Fusobacterium, Campylobacter, Bacterioides, Treponema,
Peptostreptococci, Parvimonas micra, Campylobacter gracilis, Treponema

socranskii, Dialister pneumosintes e T. forsythia.

No ano seguinte, Kumar et al. (2011) também conduziu um estudo no qual
acompanhou sete dias de formacdo de placa em 15 fumantes e 15 n&o fumantes
sem periodontite. A analise microbiolégica foi realizada com técnicas moleculares,

atravées de clonagem e sequenciamento do gene 16S rRNA, para identificacdo das



19

espécies. Foi observada maior diversidade de espécies nos fumantes, e o tabagismo
foi capaz de influenciar a composi¢cdo bacteriana durante todos os estagios de
desenvolvimento da placa bacteriana. Durante o periodo de observacdo, fumantes
adquiriram mais bactérias dos géneros Lactobacillus, Fusobacterium, Pseudomonas,
Streptococcus, Pseudomonas e Treponema, com diferenca estatisticamente

significante em comparacao aos nao fumantes.

Utilizando técnica de biologia molecular, Heikkinen et al. (2012) analisou a
presenca de A. actinomycetencomitans, P. gingivalis, T. forsythia, P. intermedia,
Prevotela nigrescens e T. denticola, em 264 adolescentes. Um pool de amostras
subgengivais foi avaliada pela PCR, e observou-se uma maior prevaléncia de T.
forsythia, T. denticola, P. nigrescens e P. intermedia em tabagistas. A frequéncia

destas bactérias também se mostrou proporcional a duracao e quantidade do hébito.

Em contrapartida, alguns trabalhos relatam n&o haver diferengcas entre
individuos fumantes e ndo fumantes na deteccdo de periodontopatdgenos, e
sugerem que o tabagismo tem pouco impacto na composicdo da microbiota

subgengival.

Preber et al. (1992), em um estudo com 142 individuos com periodontite,
concluiu que as contagens e deteccdo de A. actinomycetencomitans, Bacteroides
gingivalis e P. intermedia ndo foram significativamente diferentes entre fumantes e
nao fumantes, baseado em uma uUnica coleta de placa subgengival por sujeito, de

bolsas = 6 mm.

Stoltenberg et al. (1993) investigaram a prevaléncia de A.
actinomycetencomitans, P. gingivalis, P. intermedia, E. corrodens e F. nucleatum em
189 adultos, fumantes e ndo fumantes pela técnica de imunoensaio. Nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significante na prevaléncia de nenhuma das

cinco bactéria avaliadas, entre os dois grupos.

Através da PCR, Darby et al. (2000) investigaram a presenca de A.
actinomycetencomitans, P. gingivalis, P. intermedia, B. forsythus e T. denticola em
placa subgengival de 57 individuos com periodontite. Os autores também n&o
encontraram diferencas estatisticamente significantes na prevaléncia destas

espécies entre fumantes e nao fumantes.
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Para a deteccao de 12 periodontopatdgenos, Bostrom et al. (2001) utilizaram
a técnica de checkerboard DNA-DNA hybridization. Coletas de placa subgengival
dos 64 individuos foram realizadas com cones de papel endoddntico, em quatro
bolsas distintas. Apds processamento microbiolégico, ndo foram observadas
diferencas nas taxas de deteccdo das espécies entre fumantes e ndo fumantes. Os
autores concluiram que o fumo exerce pouca ou nenhuma influéncia na ocorréncia

dos micro-organismos analisados.

Salvi et al. (2005) realizaram um estudo, utilizando o modelo de gengivite
experimental, com objetivo de verificar as alteracdes na microbiota subgengival de
fumantes e ndo-fumantes durante os primeiros estagios de formacao de placa . Para
tanto, os autores utilizaram a técnica de checkerboard DNA-DNA hybridization.
Durante um periodo de 3 semanas de acumulo ininterrupto de placa, em 11
fumantes e 11 ndo fumantes com gengivite ou saude periodontal, ndo foi observada
diferenca entre os dois grupos com relacdo aos parametros microbiologicos. Apos
21 dias, nao foram detectadas diferencas estatisticamente significantes no aumento
da contagem total de DNA bacteriano. Além disso, a composi¢cdo dos complexos
microbianos ndo diferiu entre os grupos. Consequentemente, a colonizacéo

bacteriana inicial em fumantes e ndo fumantes parece ter a mesma magnitude.

Apatzidou et al, em 2005, avaliaram a presenca de A.
actinomycetencomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythensis e T. denticola
em 40 pacientes com periodontite crénica pela PCR. Os autores concluiram que néo
ha diferencas significativas na composi¢cado da microbiota subgengival de fumantes e

nao fumantes.

Com a mesma técnica microbiologica, Kubota et al. (2011) avaliaram a
relacdo entre o tabagismo e a deteccdo de A. actinomycetencomitans, P. gingivalis,
P. intermedia, T. forsythia, F. nucleatum / periodonticum, T. denticola e C. rectus em
amostras subgengivais. Foram selecionados 67 individuos japoneses com
periodontite cronica, fumantes e n&do fumantes. Neste estudo, a colonizagéo por C.
rectus foi maior nos fumantes, enquanto que a colonizagdo por A.
actinomycetencomitans foi menor neste grupo. Com relacdo aos outros
periodontopatdégenos estudados, todavia, ndo houve diferencas na deteccédo entre

fumantes e ndo fumantes.
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2.2 PCR em tempo real

Os achados conflitantes reportados pelos estudos acima podem ser
explicados por variagfes nas técnicas de coleta, transporte, analise microbiologica e
até mesmo apresentacdo dos dados (Johsnson; Guthmiller, 2007). Também devem
ser consideradas as falhas e limitacdes inerentes a alguns métodos de diagndstico
microbiolégico, tais como a microscopia de imunofluorescéncia indireta (Zambon et
al., 1996) e as sondas de DNA (Shiloah et al., 2000; Béstrom et al., 2001; Salvi et al.,
2005).

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR em tempo real) tem
se mostrado um método sensivel e especifico para a avaliacdo microbiologica do
biofilme bacteriano, possibilitando tanto uma analise quantitativa quanto qualitativa
(Lau et al., 2004; Boutaga et al., 2007; Jervge-Storm et al., 2005; Gomes et al.,
2006; Gomes et al., 2008).

O emprego da PCR em tempo real em estudos periodontais € justificado por
sua alta sensibilidade e especificidade na identificacdo e quantificacdo de
microrganismos em amostras de placa bacteriana (Lau et al., 2004). Alguns estudos
foram feitos com o intuito de se comparar a efichcia deste método com outros
consolidados ao longo dos anos na literatura, principalmente com o método de
cultura, considerado “padréo ouro” (Lau et al., 2004; Loomer, 2004; Jervge-Storm et
al., 2005; Boutaga et al., 2007).

Em 2004, Lau et al. publicaram um estudo no qual se propuseram a validar o
ensaio de PCR em tempo real, comparando-o com procedimentos de cultura
convencionais, para identificar e quantificar: A. actinomycetemcomitans, T.
forsythensis e P. gingivalis. Um pool de amostras subgengivais de 92 individuos foi
obtido. Na deteccdo de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis,, ambas as
técnicas obtiveram excelente concordancia, e em relagédo a T. forsythensis, a PCR
em tempo real apresentou maior sensibilidade de detecgdo. Os autores salientam
que a alta sensibilidade e especificidade da técnica de PCR em tempo real justificam

seu uso em estudos epidemioldgicos.
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Jervge-Storm et al. (2005), que também compararam as duas modalidades
de diagndstico, encontraram uma excelente concordancia na deteccdo de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis, em amostras de placa bacteriana
subgengival, sendo que uma boa concordéancia foi detectada em relacdo a T.

forsythensis.

Se maneira semelhante, Boutaga et al. (2007) compararam PCR em tempo
real com cultura anaerdbica quantitativa para deteccdo e quantificacdo de cinco
importantes espécies periodontopatogénicas: A. actinomycetemcomitans, P.
intermedia, T. forsythensis, P. micros e Fusobacterium spp. O pool de amostras
subgengivais de 259 pacientes com periodontite foi analisado com ambas as
técnicas. A PCR em tempo real indicou elevado grau de concordancia com o0s
resultados de cultura, além de apresentar economia de tempo de trabalho, rapida

identificacdo e quantificacdo dos cinco patdgenos testados.

A PCR em tempo real vem sendo bastante aplicada e tem tido enorme
utilidade para o estudo de agentes microbianos em doencas infecciosas, ajudando
no diagnéstico dos processos de doenca (Kubista et al., 2006). Na periodontia,
estudos recentes utilizaram a técnica da PCR em tempo real para a investigacao da
microbiota periodontal em tabagistas (Gomes et al.,, 2006; Gomes et al., 2008;
Teixeira et al., 2009).

No estudo de Gomes et al. (2006), foram coletadas amostras de biofilme
subgengival de 25 fumantes e 25 ndo fumantes com periodontite crbnica, nao
pareados. Foi realizada avaliagdo microbiolégica das amostras através da PCR em
tempo real. Nao houve diferenca na contagem A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis, entre os dois grupos estudados. Em contrapartida, os numeros de
Micromonas micros e D. pneumosintes foram significativamente mais altos nos
fumantes. Os autores foram capazes de identificar uma relacéo positiva entre o grau

do tabagismo e a quantidade de bactérias e profundidade de sondagem.

Teixeira et al. (2009) se propuseram a investigar a correlacdo dos niveis de P.
gingivalis fimA gendtipos Il e IV, com a PCS em fumantes com doencga periodontal
cronica. Amostras de placa subgengival de diferentes PCS foram coletadas de 20

sujeitos, e quantificadas pela PCR em tempo real. Um elevado nivel do gendtipo IV
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esteve associado com o aumento da PCS, o que sugere uma associacao entre P.

gingivalis fimA genotipo IV e a severidade da doenca periodontal em fumantes.

Mais estudos sdo necessérios para se avaliar as diferencas na microbiota de
fumantes e ndo fumantes, utilizando métodos sensiveis e precisos, como a PCR em

tempo real quantitativo.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo transversal é verificar a presenga e quantidade de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola no biofilme

subgengival de fumantes e ndo fumantes, através da técnica da PCR em tempo real.



25

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao da amostra

Este estudo transversal foi conduzido com uma amostra de conveniéncia
composta por pacientes que procuraram tratamento na Disciplina de Periodontia da
Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, entre 2009 e 2012. Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de S&o Paulo (Anexo
A). Foi obtido consentimento livre e esclarecido de todos os individuos que

aceitaram participar da pesquisa.

Foi aplicado um questionario para coleta de informacdes a todos os potenciais
sujeitos de pesquisa. Os voluntarios eram considerados ndo elegiveis se

apresentassem:
a) gravidez;

b) doencas ou condi¢cdes que pudessem alterar o desenvolvimento da

doenca periodontal,
c) uso de anti-inflamatorios;

d) histéria de tratamento periodontal recente e/ou antibioticoterapia nos

seis meses antecedentes ao exame clinico de inclusao.

Em seguida, os individuos elegiveis eram examinados clinicamente e

incluidos no estudo se apresentassem 0s seguintes critérios:
a) Presenca de pelo menos 10 dentes (excluindo terceiros molares);

b) Doenca periodontal destrutiva, definida como a perda de insergao
interproximal = 5mm em pelo menos 30% dos dentes (Tonetti, Claffey,
2005).
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Foram incluidos consecutivamente quarenta fumantes (F) que preenchessem
os critérios de elegibilidade. Em seguida, foram incluidos consecutivamente
quarenta ndo fumantes (NF), pareados com os fumantes por sexo, idade e

profundidade clinica de sondagem dos sitios de coleta microbioldgica.

4.2 Registro dos parametros clinicos

Um exame periodontal completo foi realizado com o auxilio de uma sonda
periodontal manual. Foram registrados em seis sitios por dente (mesio-vestibular,
centro-vestibular, disto-vestibular, mesio-palatino/lingual, centro-palatino/lingual e

disto-palatino/lingual) os seguintes parametros clinicos (Armitage, 2004):
a) Distancia da margem gengival a juncédo esmalte-cemento (MG-JEC)
b) Profundidade clinica de sondagem (PCS)

c) Nivel clinico de insercédo (NCI)

d) Sangramento a sondagem (SS)

4.3 Avaliacdo do tabagismo

Os niveis de monoxido de carbono (CO) expirado foram aferidos pelo
Micromedidor de CO (Micromedical Ltd, Kent, Reino Unido), aparelho portatil que
apresenta uma célula sensora de combustivel eletroquimico, que funciona por meio
da reacdo do mondéxido de carbono com um eletrolito em um eletrodo e oxigénio do
ar ambiente em outro eletrodo. A afericdo dos niveis de CO expirado é um método
simples e de baixo custo, que tem sido usado em estudos com fumantes (Ahluwalia

et al., 2006; Cropsey et al., 2006; Campbell et al., 2006), para confirmar o status de
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tabagista do individuo. A medicdo do CO (ppm) permite classificar o individuo em
nao fumante (0-6ppm), fumante leve (7-10ppm) e fumante pesado (11-72 ppm).

4.4 Coleta das amostras clinicas

Para cada individuo, foram coletadas quatro amostras de placa subgengival,
cada uma correspondente ao sitio com maior PCS de cada quadrante (Mombelli e
al., 1991).

As coletas foram realizadas na semana seguinte apds o exame periodontal de
triagem. Para a coleta da placa subgengival, foi feito isolamento relativo dos dentes
com roletes de algoddo. O biofilme supragengival foi removido com curetas de
Gracey, e a amostra de biofilme subgengival foi obtida introduzindo-se pontas de
papel absorventes estéreis (Tanari #30) no interior da bolsa periodontal, sendo
mantidas em posicao por 30 segundos (Hartroth et al., 1999). As quatro pontas de
papel de cada individuo foram entdo transferidas para o interior de um unico
microtubo de 1,5 ml estéril, devidamente identificado. Os tubos contendo o pool de
amostras dos quatro sitios de coleta foram estocados a -20°C, até a extracao de
DNA bacteriano.

4.5 Avaliacdo microbiolégica

As amostras de placa subgengival foram processadas no Laboratério de
Biologia Molecular do Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, sob orientacdo do Prof. Dr. Mario
Hiroyuki Hirata.
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4.5.1 Extracdo de DNA das amostras clinicas

O conjunto de reagente QIAmp® DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) foi
utilizado para extracdo do DNA presente nas amostras clinicas, seguindo-se as
orientacdes do fabricante.

Para se melhorar a qualidade da extracdo do material genético presente nos
cones de papel absorvente, foi adicionado 200ul de solucdo tampao PBS nos
microtubos contendo os cones de papel. Estes foram esmagados, submersos na

solucéo, e mantidos sob agitacdo por 12 horas.

Ap0s este preparo inicial, 20ul de proteinase K e 200ul de buffer AL presentes
no kit de extracao, foram adicionados aos microtubos, que ficaram encubados por 10
minutos a 56°C. Em seguida, adicionou-se 300ul de etanol e iniciou-se um ciclo de
repetidas centrifugacbes e adicdes de solucdo tampédo, conforme protocolo do

fabricante. Ao final, o DNA extraido ficou eluido em solucdo tampéao.

4.5.2 Procedimento para obtencéo dos controles para quantificacédo

O procedimento de clonagem e os plasmideos recombinantes contendo o0s
fragmentos génicos de interesse dos periodontopatégenos a serem avaliados foram

desenvolvidos durante o estudo de Lourencgéo (2010).

Ap6s o procedimento de clonagem, diluicdes seriadas (10' a 109 de
concentracbes conhecidas foram realizadas para cada um dos plasmideos
recombinantes, e processadas pela PCR em tempo real para obtencédo da curva
padrdo. Esta foi utilizada como parametro para a quantificacdo do numero de

bactérias alvo presentes nas amostras clinicas.
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Figura 4.1 — Exemplo de curva padrao para a bactéria A. actinomycetemcomitans

4.5.3 Realizacédo da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativo
(PCR em tempo real)

A identificacdo e quantificacdo das bactérias P. gingivalis, T. forsythia, T.
denticola e A. actinomycetemcomitans no material genético extraido das amostras
de placa subgengival foram realizadas pela PCR em tempo real utilizando o sistema
Tagman® com deteccao pela ABI PRISM Fast Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA). A PCR em tempo real foi realizada utilizando uma
solucdo de 20ul, contendo 6,5ul de agua estéril, 10,0ul de TagMan® Universal PCR
Master Mix 2x (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,5yl de cada
oligonucleotideo iniciador, 0,5ul de sonda TagMan® (Applied Biosystems, Foster

City, CA, EUA) e 2ul do DNA extraido. A reagédo de amplificagéo foi realizada com as
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seguintes etapas: 20 segundos de desnaturacéo inicial a 95°C, seguido de 40 ciclos
de amplificacéo a 95°C por 1 segundo, e 60°C por 20 segundos.

Os iniciadores e as sondas escolhidos foram baseados nas regifes espécie-
especificas altamente conservadas do gene 16S rRNA, através do uso do programa
Primer Express'™ (Applied Biosystems, Foster City, CA) e suas especificidades
foram confirmadas empregando-se o programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) do National Center for Biotechnology Information Sever
(http://ncbi.nlm.nih.gov/blast/). As sequéncias de todos dos iniciadores e sondas

utilizados podem ser vistas na tabela 4.1.

As diluicbes seriadas das copias dos plasmideos serviram como controle
positivo para as reagbes de amplificacdo, e como controle negativo o DNA foi
substituido pela mesma quantidade de agua estéril, a fim de se checar possiveis
contaminacgdes. Todas as amostras clinicas foram processadas pela PCR em tempo
real juntamente com a curva padrdo (controle positivo) respectiva de cada espécie
bacteriana, em triplicatas, e os valores médios foram utilizados para o célculo dos
niveis bacterianos. As reacdes foram realizadas respeitando-se uma eficiéncia de
amplificacdo para a curva padréo entre 110% a 93% (slope = -3,10 a -3,50) e um
coeficiente de correlacado (R2) = 0,98. Para o ensaio da PCR em tempo real ter alta
eficiéncia, a inclinacdo da curva padrao (slope) deve ser proxima de -3,30 (Livak,
Schmittgen, 2001).
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Tabela 4.1 - Sequéncias dos iniciadores e sondas

Bactéria* Sequéncia (5’-3’) Cepa ATCC N° acesso

Pg 49417 AF118634

Senso ACC TTA CCC GGG ATT GAAATG

anti-senso  CAA CCA TGC AGC ACC TAC ATA GAA

Sonda ATG ACT GAT GAT GGT GAA AAC CGT

CTTCCCTTC

Td ATCC AJ277354
33521

Senso CCG AAT GTG CTC ATT TAC ATA AAG GT

anti-senso  GAT ACC CAT CGT TGC CTT GGT

Sonda TGA GTA ACG CGT ATG TAA CCT GCC

CGC

Tf ATCC AMO039448
43037

Senso AGC GAT GGT AGC AAT ACCTGTC

anti-senso  TTC GCC GGG TTATCC CTC

Sonda CCG CGA CGT GAAATG GTATTCCTC

Aa ATCC AB017807
29522

Sense GCA GGATCC ATATTAAAT CTCCTT GT

anti-sense GCG GTC GAC AAC CTG ATAACAGTATT

Sonda CAC TTA AAG GTC CGC CTA CGT GCC

*Pg=Porphyromonas gingivalis, Tf=Tannerella forsythia, Td=Treponema denticola, Aa=Aggregatibacter
actinomycetencomitans

4.6 Analise estatistica

Os F foram comparados aos NF em relacdo as variaveis demograficas. A
associacdo entre grupo e presenca dos periodontopatbgenos @ A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola foi verificada por
meio do teste qui-quadrado. A contagem das bactérias foi transformada em log, e a
meédia dos patdgenos foi comparada entre 0s grupos atraves do teste t de Student.
Foi verificado se havia correlacdo entre a PCS e a quantidade de
periodontopatdgenos, por meio do teste de correlagdo de Pearson. Foi avaliada
também a correlacéo entre a exposi¢cdo ao tabagismo e a quantidade dos patégenos

periodontais.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=144225189
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Todos os testes foram realizados considerado um nivel de significancia de
5%.
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A tabela 5.1 descreve a distribuicdo dos sujeitos da pesquisa em relacdo aos

grupos, varidveis demograficas e condicdo periodontal. Ndo foram observadas

diferencas entre os grupos em relagdo a sexo, idade e média da PCS dos sitios de

coleta. Entretanto, considerando-se todos os sitios da cavidade bucal, individuos do

grupo F apresentaram maior média de PCS (p = 0,001) e NCI (p = 0,006) e menos

SS (p = 0,001).

Tabela 5.1 — Comparacao entre F e NF em relagdo as variaveis sécio-demogréficas, tabagismo e

condi¢es periodontais

Variaveis F NF P

N 40 40

N Mulheres 26 26

Idade (anos) 47,53 (7,80) 46,23 (9,04) 0.49

N macos / dia 0.53(0,53) - -
Anos de héabito 30,55 (8,47) -

Média CO (ppm) 10,48 (5,06) -

PCS sitios de coleta 6,06 (0,92) 6,04 (0,94) 0.90
PCS boca toda 3,44 (0,71) 3,03 (0,56) 0.001*
NCI boca toda 4,43 (1,35) 3,48 (0,76) 0.006*
SS boca toda 31,67 (20,29) 56,58 (24,80) 0.001*

Foi observada associagao

tabagismo

presenca de A.

actinomycetemcomitans (p < 0.001). N&o houve associagédo entre tabagismo e a

presenca de P. gingivalis (p = 0,108), T. forsythia (p = 0,556) e T. denticola (p =

0,396) (Figura 5.1).
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Figura 5.1 - Presenca de A. actinomycetemcomitans (Aa), P. gingivalis (Pg), T. forsythia (Tf) e T.
denticola (Td), nos pacientes dos grupos F e NF

As contagens de A. actinomycetemcomitans (p < 0,001), P. gingivalis (p =
0,042) e T. forsythia (p < 0,001) foram significativamente maiores no grupo F do que
no grupo NF (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 — Comparagéo entre F e NF em relagcao a contagem das bactérias (log)

Variaveis F NF p

N 40 40

Aa 5,28 4,03 < 0.001*
Pg 4,45 3,70 0.042*
Tf 5,36 4,20 <0.001*
Td 5,36 5,04 0,15

Aa = A. actinomycetencomitans, Pg = P. gingivalis, Tf = T. forsythia, Td = T. denticola
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Uma associacdo significativa, porém fraca, foi observada entre a PCS dos
sitios de coleta e as contagens de A. actinomycetemcomitans (r = 0,37), P. gingivalis
(r = 0,28) e T. forsythia (r = 0,24), quando todos os pacientes foram considerados.
Quando apenas individuos do grupo F foram analisados, uma associacao
significativa fraca foi observada entre PCS dos sitios de coleta e as contagens de P.

gingivalis (r = 0,22), e moderada para A. actinomycetemcomitans (r = 0,37) e T.
forsythia (r = 0,35). Em relacdo ao grupo NF, foi encontrada uma correlacéo
significativa fraca entre PCS e niveis de T. forsythia (r = 0,21), correlacéo
significativa moderada entre PCS e contagens de A. actinomycetemcomitans (r =
0,35) e uma correlacgéo significativa forte entre PCS e as contagens de P. gingivalis

(r=0,41) (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 — Correlagdo entre PCS dos sitios de coleta e niveis dos periodontopatégenos (log)

Grupo Aa Pg Tf Td

FeNF r = 0,37 |r = 0,28 |r = 0,24 |r = 0,11
(n =80) (p=0,002%) (p=0,030%) (p=0,037%) (p=0,34)

F r = 0,37 |r = 0,22 |r = 0,35 |r = 0,05
(n = 40) (p=0,020%) (p=0,207) (p=0,031%) (p=0,76)

NF ( r = 0,35 |r = 0,41 |r = 0,21 |r = 0,23
n = 40) (p=0,055) (p=0,029%) (p=0,193) (p=0,180)

Aa = A. actinomycetencomitans, Pg = P. gingivalis, Tf = T. forsythia, Td = T. denticola

Também foi verificado se havia correlagdo entre a exposicado ao tabagismo e
0s niveis dos periodontopatégenos. Para tanto, foi utilizado o consumo de cigarros
(magos / anos de vida, calculado pelo nimero de macgos fumados por dia x anos de
habito) reportado pelos participantes da pesquisa, e 0s niveis de CO expirado
aferidos no exame inicial. Foi verificada correlacdo significativa apenas entre os
niveis de CO expirado e as contagens de P. gingivalis, sendo que esta correlacao foi
forte (r = 0,43) (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 - Correlagédo entre consumo de cigarros (magos / anos de vida) reportado e os niveis de
CO expirado com os niveis dos periodontopatdgenos (log) em F

Aa Pg Tf Td
Macos / anos |r = 0,08 |r = 0,09 |r = 0,17 |r = 0,19
de vida (p=0,59) (p=0,58) (p=0,30) (p=0,24)
(n =40)
CO expirado | r = 0,30 | r = 0,43 |r = 0,03 |r = 0,16
(Ppm) (p=0,06) (p=0,01%) (p=0,84) (p=0,32)
(n =40)

Aa = A. actinomycetencomitans, Pg = P. gingivalis, Tf = T. forsythia, Td = T. denticola
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6 DISCUSSAO

O presente estudo comparou fumantes e ndo fumantes com periodontite
cronica em relacdo a presenca e quantidade de patdégenos periodontais. Foi
observada associacdo entre tabagismo e presenca de A. actinomycetemcomitans.
As médias das contagens de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia

foram significantemente maiores nos fumantes.

Na andlise microbiolégica para deteccdo das espécies, somente A.
actinomycetemcomitans esteve associada com o tabagismo. Considerando-se
apenas o0s estudos que avaliaram pacientes com periodontite cronica, este dado
esta de acordo com os achados de Zambon et al. (1996), que demonstraram que A.
actinomycetemcomitans também foi mais frequentemente detectada em fumantes.
P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola, por outro lado, ndo mostraram associagdo
com o habito de fumar, corroborando os dados de estudos anteriores (Darby et al.,
2000; Bostrom et al., 2001; Apatzidou et al., 2005; Gomes et al., 2006; Kubota et al.,
2011).

Por outro lado, foi reportada na literatura associacdo entre tabagismo e a
presenca de P. gingivalis (Zambon et al., 1996) e T. forsythia (Zambon et al., 1996;
van Wilkelhoff et al., 2001; Shchipkova et al., 2010) em pacientes com periodontite
cronica. Alguns estudos que analisaram a presenca de A. actinomycetemcomitans
ndao mostraram diferencas de deteccdo entre fumantes e ndo fumantes (Bostrom et
al., 2001; van Wilkelhoff et al., 2001; Apatzidou et al., 2005; Gomes et al., 2006).

A técnica de PCR em tempo real permite ainda quantificar as espécies
reveladas nas amostras clinicas. Os resultados da nossa investigacdo estdo de
acordo com outros estudos, que utilizaram diferentes técnicas microbiologicas, e
demonstraram que tabagistas apresentam um perfil microbiano subgengival distinto
dos individuos ndo fumantes. Maiores contagens de micro-organismos relacionados
as doencas periodontais foram observadas em fumantes. No presente trabalho, os
niveis de T. forsythia, P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans estavam
aumentados neste grupo. De maneira similar, no estudo de Zambon et al. (1996) os

autores também encontraram maiores contagens de A. actinomycetemcomitans nos
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tabagistas. Foram reportados ainda numeros significativamente maiores de T.
forsythia nos fumantes em outras publicacbes (Zambon et al.,1996; Haffajee e
Socransky, 2001; Shchipkova et al., 2010). Zambon et al. (1996) reportaram
resultados semelhantes em relagcdo a P. gingivalis. No trabalho de Haffajee e
Socransky (2001), os fumantes apresentaram maiores porcentagens de sitios
colonizados por esta espécie.

Por outro lado, algumas investigacbes ndo encontraram diferencas nas
contagens de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans entre fumantes e nao

fumantes (Eggert et al., 2001; Gomes et al., 2006).

Dentre as possiveis explicacbes para esses achados conflitantes, esta a
variedade de metodologias empregadas para deteccdo de micro-organismos. Cada
técnica possui sensibilidades e especificidades diferentes, e limiares de deteccao
distintos (Loomer, 2004). Dentre os diversos métodos microbioldgicos utilizados
anteriormente, destacam-se as técnicas de cultura (Preber et al., 1992; Kamma et
al., 1999; van Winkelhoff et al., 2001), imunofluorescéncia (Stoltenberg et al., 1993;
Zambon et al., 1996), sondas de DNA (Shiloah et al., 2000), PCR (Darby et al., 2000;
Apatzidou et al., 2005; Shchipkova et al., 2010; Kubota et al., 2011; Kumar et al.,
2011; Heikkinen et al., 2012) e checkerboard DNA-DNA hybridization (Bostrom et al.,
2001; Haffajee; Socransky, 2001; Salvi et al., 2005). A identificacdo de micro-
organismos através de diferentes metodologias pode dar origem a resultados
potencialmente diferentes. A PCR em tempo real é considerada uma técnica
sensivel, especifica (Boutaga et al., 2007) e versatil para avaliacdo microbiologica de
amostras subgengivais (Morillo et al., 2004). Além disso, tal método permite
avaliacdo qualitativa e quantitativa da microbiota subgengival (Lau et al., 2004).
Outra explicacdo para tais resultados contraditorios encontrados na literatura, esta
baseada no fato de que o perfil microbiano subgengival da populagédo exibe

diferencas consideraveis entre os diversos paises (Haffajee et al., 2004).

Os métodos em que as coletas de placa bacteriana subgengival sao
realizadas também variam amplamente entre os estudos, podendo também dar
margem aos resultados microbiologicos conflitantes observados. Basicamente, ha
duas maneiras consolidadas na literatura para coleta do biofiime subgengival para

deteccdo de patdgenos periodontais (Loomer, 2004): remog¢do com curetas
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(Stoltenberg et al., 1993; Darby et al., 2000; Haffajee; Socransky, 2001; Apatzidou et
al., 2005; Salvi et al., 2005) ou adsorcdo por cones de papel absorvente (Preber et
al.,, 1992; Zambon et al., 1996; Kamma et al., 1999; Shiloah et al., 2000; Botrom et
al., 2001; van Winkelhoff et al., 2001; Gomes et al., 2006; Shchipkova et al., 2010;
Kubota et al.,, 2011; Kumar et al.,, 2011; Heikkinen et al., 2012). Estas duas
metodologias podem chegar a resultados de analise microbioldgica conflitantes, uma
vez que a cureta coleta a placa de toda a bolsa periodontal, enquanto que as pontas
de papel absorvente adsorvem as camadas mais externas do biofilme, que contém
uma microbiota mais patogénica (Socransky; Haffajee, 2002; Loomer, 2004). As
pontas de papel contém maiores proporcdes de bactérias patogénicas quando
comparadas as amostras obtidas com o uso de curetas (Renvert et al., 1992), o que

evidencia a vantagem em se utilizar este dispositivo para as coletas subgengivais.

Nesta investigacao, foi observada uma forte correlacdo entre as contagens de
P. gingivalis e os niveis de CO aferidos pelo monoximetro, 0 que nos leva a inferir
que a intensidade do habito de fumar influencia diretamente nos niveis deste

periodontopatégeno.

Interessantemente, tal correlacdo ndo foi verificada quando utilizamos os
dados auto-relatados pelo paciente. Este resultado aponta uma discordancia entre
os niveis de CO aferidos e os dados coletados através do auto-relato, que tem se
mostrado um método pouco confiavel (Scott et al., 2001; Spiekerman et al., 2003).
Embora a maioria dos estudos com fumantes tenha utilizado o auto-relato para
verificacdo do tabagismo (Stoltenberg et al, 1993; Zambon et al., 1996; Kamma et
al., 1999; Shiloah et al., 2000; Haffajee; Socransky, 2001; van Winkelhoff et al.,
2001; Bostrom et al., 2001; Salvi et al., 2005; Gomes et al., 2006; Shchipkova et al.,
2010; Kubota et al., 2011; Heikkinen et al., 2012), deve ser lembrado que esse teste
esta associado com respostas falso-negativas. Por outro lado, a utilizacdo do
monoximetro para validar o tabagismo € uma técnica pratica, objetiva, ndo invasiva
e que permite confrontar os dados com os reportados pelos sujeitos de pesquisa
(MacLaren et al., 2010).

Ha uma caréncia de estudos transversais que utilizaram PCR em tempo real
para analisar a composi¢cao da microbiota de fumantes. De acordo com nossa busca

na literatura, este é o primeiro estudo que comparou fumantes e ndo fumantes,
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pareados por idade, sexo e PCS média dos sitios de coleta, com relacéo a presenca
e quantidade de patdégenos periodontais, e utilizando a PCR em tempo real. A PCS é
um fator que influencia a composicdo da microbiota subgengival (Socransky;
Haffajee, 2005), especialmente a espécies dos complexos laranja e vermelho, que
aumentam significativamente com o aumento da profundidade de bolsa (Socransky
et al., 1991; Ximénez-Fyvie et al., 2000; Colombo et al., 2002). Portanto, no presente
trabalho, fumantes e ndo fumantes foram pareados segundo a PCS dos sitios de

coleta.

As diferencas entre fumantes e ndo fumantes com relacdo a presenca e
guantidade de patdgenos periodontais podem estar relacionadas a alteracbes
provocadas pelo tabagismo no ambiente subgengival. O fumo tem um efeito cronico
a longo prazo em muitos aspectos importantes das respostas inflamatdrias e
imunologicas (Guntsch et al., 2006), podendo afetar a habilidade do hospedeiro em
controlar a infec¢do (Haffajee; Socransky, 2001). Os mecanismos propostos para 0s
efeitos negativos locais e sistémicos do fumo incluem: supressao vascular e prejuizo
na angiogénese, diminuicdo da viabilidade e fungfes neutrofilicas; alteragdo das
funcdes fibroblasticas, com reducdo da producédo de coldgeno e também aumento
da atividade da colagenase, além de alteracdo na resposta imune celular e humoral
(Palmer et al., 2005; Johnson; Guthmiller, 2007). E possivel que todos estes fatores
contribuam para as mudangas no microbioma subgengival em fumantes. Estes
efeitos do tabagismo poderiam justificar as altas taxas de P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans e T. forsythia apresentadas pelo grupo F na presente

investigacao.

Evidéncias atuais também sugerem que o0 enriquecimento por patdégenos
ocorre ao longo das primeiras 24h da formacé&o do biofilme em tabagistas (Kumar et
al., 2011). Neste estudo, os autores concluiram que a exposicéo ao tabaco influencia
na composi¢ao bacteriana durante todos os estagios do desenvolvimento da placa,
sugerindo que o tabagismo aumenta a susceptibilidade a doenca, por promover uma
aquisicdo e colonizacdo precoce por periodontopatégenos. Interessantemente,
Haffajee e Socransky (2001) detectaram que a maior diferenca na microbiota
subgengival entre fumantes e ndo fumantes estava associada com PCS < 4 mm,

com maior frequéncia de T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola nos fumantes. Estes
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achados sugerem que o tabagismo pode favorecer a coloniza¢do por patdgenos em
sitios rasos, e contribuir para o inicio da destruicdo periodontal.

Uma das dificuldades em se estabelecer o papel do fumo na alteragédo do
biofilme subgengival estd em demonstrar que o agente causal (fumo) antecede a
condicdo (mudanca no perfil microbiano). Em dois estudos longitudinais, mudancas
puderam ser observadas no microbioma subgengival apés a cessac¢éo de tabagismo
(Fullmer et al., 2009; Delima et al., 2010). Portanto, mais estudos longitudinais com
cessacdo de tabagismo sao necessarios, para que se possa comprovar de maneira
conclusiva que o tabagismo esta associado com alteracbes na microbiota

subgengival
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7 CONCLUSOES

Fumantes apresentaram quantidades significativamente maiores de P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans e T. forsythia do que os nao fumantes. Houve
uma associacdao significativa entre tabagismo e a presenca de A.

actinomycetemcomitans.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CoMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER DE APROVACAO
FR 362153
Protocolo 157/2010

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa
APROVOU o Projeto de pesquisa “Efeito do abandono do habito de fumar
na microbiota periodontal de fumantes”, de responsabilidade dos
Pesquisadores Mariana Rocha Guglielmetti, Rafael de Tarso, Barbosa
Moreira e Prof. Dr. Giorgio de Micheli sob orientagéo do(as) Prof.(a.) Dr.(a.)
Claudio Mendes Pannuti.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados a
este Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao
término copia do trabalho em “cd”. Qualquer emenda do projeto original deve
ser apresentada a este CEP para apreciaggo, de forma clara e sucinta,
identificando a parte do a ser modificada e suas justificativas.

S30 Paulo, 23 de setembro de 2010.
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Av. Prof. Lineu Prestes. 2227 - Cidade Universitdria " Armando de Salles Oliveira".
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