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DANTAS, Felipe Torres. Avaliacéo clinica e de mediadores inflamatorios antes e
apoés tratamento periodontal n&o cirargico em pacientes portadoras de cancer
de mama com periodontite previamente a quimioterapia. 83f. il. 2021. Dissertacéo
(Doutorado) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto, Departamento de CTBMF
e Periodontia, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto-SP, 2021.

RESUMO

Muitas evidéncias cientificas tém demonstrado impacto positivo da terapia periodontal
nao cirargica (TPNC) no controle da infeccao/inflamacéo local e sistémica, seja em
pacientes normosistémicos quanto naqueles sistemicamente comprometidos,
representado pela melhora dos parametros clinicos periodontais e reducao nos niveis
de marcadores inflamatérios no fluido crevicular gengival (FCG), saliva e soro. Desta
forma, este trabalho objetivou avaliar parametros clinicos periodontais e mediadores
inflamatoérios no FCG e soro, antes e apds tratamento periodontal ndo cirargico, em
pacientes com cancer de mama e periodontite, previamente a quimioterapia.
Dezessete mulheres com diagndstico histopatolégico de carcinoma ductal invasivo
foram submetidas a avaliacdo dos parametros clinicos periodontais (indice de placa —
IP, sangramento a sondagem — SS, profundidade de sondagem — PS, nivel clinico de
insercao — NCI) e submetidas a TPNC, centrada na raspagem e alisamento radicular
(RAR), dentro de um intervalo de 24 horas. No inicio do estudo (baseline), antes da
TPNC, foram coletadas amostras de fluido do microambinete tumoral (MT), FCG e
sangue periférico (soro) para dosagem dos marcadores inflamatorios I1L-13, TNF-q,
TGF-B e IL-17, pela metodologia LUMINEX. Além disso, sete dias apés a RAR novas
amostras de FCG e soro foram obtidas e analisadas. Foi possivel identificar as quatro
citocinas nos trés ambientes avaliados no baseline. Ap6és uma semana da TPNC, os
niveis do TGF-B foram diminuidos significativamente no FCG e no soro (p<0,05),
enquanto as concrentragbes da IL-17 foram estatisticamte reduzidas no FCG
(p<0,05). Apesar de os niveis séricos da IL-17, bem como as concentracdes da IL-13
e TNF-a no FCG e soro ndo apresentarem diferenca estatisticamente significativa,
observou-se uma tendéncia a reducédo das mesmas. Diante disso, concluiu-se que a
TPNC diminuiu marcadores inflamatoérios locais e sistémicos e pode ser uma
ferramenta importante na abordagem multidisciplinar de mulheres com cancer de
mama e periodontite antes da quimioterapia.

Palavras-chave: Periodontite; Cancer de mama; Inflamacéo; Sistema imunoldgico;
Citocinas.
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DANTAS, Felipe Torres. Clinical and inflammatory mediators evaluation before
and after non-surgical periodontal treatment in breast cancer patients with
periodontitis before chemotherapy. 83 pp. il. 2021. Thesis (Doctor) Dissertation —
School of Dentistry of Ribeirdao Preto, Department of Oral & Maxillofacial Surgery and
Periodontology, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto-SP, 2021.

ABSTRACT

Scientific evidence has demonstrated the positive impact of non-surgical periodontal
therapy (NSPT) on the control of local and systemic infection/inflammation in
normosystemic and systemically compromised patients. These findings are
represented by the improvement of periodontal clinical parameters and inflammatory
markers reduction in the gingival crevicular fluid (GCF), saliva, and serum. Thus, this
study aimed to evaluate periodontal clinical parameters and inflammatory mediators in
GCF and serum, before and after non-surgical periodontal treatment, in patients with
periodontitis and breast cancer before chemotherapy. Seventeen women with
histopathological diagnosis of invasive ductal carcinoma were submitted to the
evaluation of clinical periodontal parameters (plague index — PI, bleeding on probing —
BOP, probing depth — PD, clinical attachment level — CAL) and submitted to NSPT,
focused scaling and root planing (SRP), within a 24-hour interval. At the beginning of
the study (baseline), before NSPT, samples of tumor microenvironment (TM) fluid,
GCF, and peripheral blood (serum) were collected before the NSPT for the
determination of inflammatory markers (IL-18, TNF-a, TGF-B, and IL-17) using the
LUMINEX methodology. In addition, seven days after SRP, new GCF and serum
samples were obtained and analyzed. It was possible to identify the four cytokines in
the three environments evaluated at baseline. After one week of NSPT, TGF-f3 levels
were significantly decreased in GCF and serum (p<0.05), while IL-17 concentrations
were statistically reduced in GCF (p<0.05). Although IL-17 serum levels and
concentrations of IL-1B and TNF-a in the GCF and serum showed a tendency to
decrease, no statistical significance was observed. In conclusion, NSPT decreased
local and systemic inflammatory markers and may be an important tool in the
multidisciplinary approach of women with breast cancer and periodontitis before
chemotherapy.

Keywords: Periodontitis; Breast cancer; Inflammation; Immune system; Cytokines.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca crénica multifatorial associada a um biofilme
disbiotico sendo responséavel pela destruicdo progressiva do aparato de insercao
dental (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar). Dentre suas principais
caracteristicas, destacam-se a perda no nivel clinico de insercédo, perda Ossea
alveolar avaliada radiograficamente, presenca de bolsa periodontal e sangramento
gengival. Esta doenca de alta prevaléncia tem sido comumente relacionada a perda
dentéria, com impactos negativos na funcdo mastigatéria, na estética, na saude geral
e qualidade de vida, comportando-se como um significante problema de saude publica
(PAPAPANOU et al., 2018; CATON et al., 2018).

O fator etiolégico priméario da periodontite é o biofilme subgengival formado,
principalmente, por bactérias anaerdbicas gram-negativas produtoras de uma série de
fatores de viruléncia. Estes fatores atuam diretamente na destruicdo dos tecidos do
periodonto, assim como interferem na resposta imunoldgica do hospedeiro, ativando
leucécitos polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos, que produzem e secretam
mediadores inflamatorios, caracterizando sua imunopatogénese (HAJISHENGALLIS
& LAMONT, 2012; HAJISHENGALLIS, CHAVAKIS, LAMBRIS, 2020) Existe um
grande numero de evidéncias relevantes da associacdo entre periodontite e outras
condicbes sistémicas como, por exemplo, doencas cardiovasculares, doencas
pulmonares e intercorréncias gestacionais (LINDEN, LYONS, SCANNAPIECO, 2013).
Isso pode ser explicado porque as bactérias periodontais e os mediadores
inflamatorios ndo ficam restritos ao nivel gengival e, ao entrarem na corrente
sanguinea, disseminam-se pelo organismo, causando impacto mensuravel na
inflamacédo sistémica (VAN DYKE & VAN WINKELHOFF, 2013; VAN DYKE,
BARTOLD, REYNOLDS, 2020).

Dentre as condicfes sistémicas associadas a periodontite, ainda é
desconhecida sua possivel ligagdo com o cancer de mama, o qual se caracteriza como
um processo desordenado que se inicia quando uma célula normal sofre mutacao
genética, podendo invadir, por metastase, outras partes do corpo. Atualmente, tem
sido sugerido que a inflamacdo associada ao cancer é similar aquela vista em

inflamacgdes cronicas. Em tecidos neoplasicos sdo encontrados macréfagos ativados,



25

neutrofilos, eosinofilos, mastécitos, células natural killers (NK), linfécitos TCD4*
(LTCD4*) e TCD8* (LTCD8*) especificos e imunoglobulinas, citocinas, proteases
extracelulares, fatores pré-angiogénicos e quimiocinas. Esses fatores-chave da
inflamacdo podem ter papel na supresséo do tumor por estimulo da resposta imune
antitumoral, porém, mais frequentemente, parecem estimular o desenvolvimento do
cancer (PENDYALA et al., 2013).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José de Alencar Gomes da Silva
(BRASIL, 2020), o cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no
mundo e o primeiro entre as mulheres, contemplando 25% dos novos casos de cancer
a cada ano. Esta neoplasia tem baixa incidéncia antes dos 35 anos de idade e, ap0s
esta faixa etaria, este indice cresce rapida e progressivamente, especialmente, apos
0S cinquenta anos.

Existem mecanismos potenciais que tentam explicar a possivel associacéo
entre periodontite e o cancer de mama. Uma dessas explicacbes € que patdogenos
periodontais tenham impacto diretamente na carcinogénese pelo acimulo nos tecidos
mamarios apos bacteremia ou pelos metabdlitos bacterianos, como nitrosaminas e
acetaldeido, os quais poderiam ter um efeito sobre este processo. Outro mecanismo
potencial é que a inflamacéo resultante da periodontite estd associada com inflamacéao
sistémica, incluindo o aumento da proteina C-reativa, citocinas e quimiocinas no
sangue, 0s quais podem participar da carcinogénese mamaria (FREUDENHEIM et al.,
2016).

O tratamento da periodontite consiste na prevencao primaria, evitando a
formacdo do biofilme bacteriano ou eliminando-o, por meio de intervencdes
mecanicas. A terapia periodontal ndo cirargica (TPNC) € composta por raspagem e
alisamento radicular (RAR) e faz uso de ferramentas manuais e ultrassonicas para a
remocao de placa supra e subgengival, calculo, fatores de viruléncia e outros fatores
de retencéo do biofilme. A TPNC promove redug¢des de profundidade de sondagem e
ganho de insercéo clinica, com consequente controle da infeccdo e inflamacéao local
e sistémica. Os resultados de estudos intervencionais demonstram que, quanto
melhor a resposta clinica periodontal, maiores serdo as redugdes de niveis séricos de
alguns marcadores inflamatérios. Estudos que relatam, apds terapia periodontal,
melhora nos parémetros clinicos periodontais, melhora no fluxo do fluido crevicular
gengival e diminuicdo de bactérias periodontopatogénicas em sitios subgengivais,

encontraram diminuigdo de niveis séricos de proteina C-reativa, TNF-a, IL-6 e outras
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citocinas e marcadores inflamatorios (BOKHARI et al., 2009; DAG et al., 2009;
PRADEEP et al., 2009; RENVERT et al., 2009; SHIMADA et al., 2010; DUARTE et al.,
2010; TUTER et al., 2010; RADAFSHAR et al., 2010; KAMIL et al., 2011; LINDEN,
LYONS, SCANNAPIECO, 2013; VAN DYKE & VAN WINKELHOFF, 2013; AL-
HAMOUDI et al., 2020).

Recentemente, Vargas-Villafuerte et al. (2021) demonstraram que a TPNC é
capaz de reduzir marcadores inflamatérios em mulheres com céncer de mama e
periodontite, o que pode evitar exarcerbacdo da doenca periodontal, bem como,
prevenir quadros de sepses diante de uma imunossupressao causada pela
qguimioterapia (VARGAS-VILLAFUERTE et al., 2018). Além disso, a reducdo nos
marcadores séricos, alcancada pela tratamento da periodontite, pode ser entendida
como especialmente importante, quando precedida da quimioterapia, uma vez que
poderia contribuir com uma resposta mais favoravel a terapia antitumoral, melhorando,
assim, o prognoéstico dessas mulheres. Por isso, ha necessecidade de estudos

intervencionais nessa teméatica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Inflamagéo e Periodontite

InvestigacBes no campo da periodontia atual tém proposto um novo modelo de
patogénese, no qual a periodontite € iniciada por uma comunidade microbiana
sinérgica e disbittica, ao invés de patdgenos periodontais especificos. Nesta sinergia
polimicrobiana, diferentes membros ou combinac@es de genes especificos dentro da
comunidade desempenham papéis distintos que convergem para formar e estabilizar
uma microbiota provocadora de doenca. Um dos requisitos fundamentais para uma
comunidade potencialmente patogénica envolve a capacidade de certas espécies,
denominadas “patdégenos-chave”, para modular a resposta do hospedeiro de maneira
qgue prejudica a vigilancia imunoldgica e pende a balanca da homeostase para
disbiose (HAJISHENGALLIS & LAMONT, 2012).

A imunopatogénese da periodontite é decorrente do constante influxo de
leucécitos em direcao ao sulco gengival (KORNMAN, PAGE, TONETTI, 1997), sendo
o caminho migratério orientado pela acdo de inimeros mediadores inflamatoérios
(MUKAIDA et al., 1992), dentre esses, uma variedade de citocinas produzidas por
diferentes tipos celulares. As citocinas séo glicoproteinas de baixo peso molecular que
orquestram as respostas imunes e inflamatérias. Essas proteinas envolvem as
interleucinas (IL), os interferons (IFN), fatores de necrose tumoral (TNF), fatores
estimuladores de colbnia e fatores de crescimento. Tem sido postulado que um perfil
de citocinas caracteristicas de uma resposta linfocitaria Th1/Th2, individualmente ou
em combinacao, pode modular a resposta do hospedeiro frente a infeccéo periodontal.
O balanco Th1/Th2, além de depender do estagio da doencga, pode estar relacionado
a uma resposta imune com caracteristicas destrutivas ou de homeostasia tecidual
(protetora) (TENG, 2002).

A principal funcéo das células T auxiliares é amplificar a resposta imune. Em
geral, as citocinas Thl favorecem o desenvolvimento de uma resposta imune celular,
promovendo inflamagé&o excessiva e dano tecidual, enquanto citocinas Th2 favorecem

uma resposta imune humoral, mediada por anticorpos e relacionada a reparo tecidual.
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As principais citocinas produzidas pelas células Thl, participantes na dinamica das
doencas periodontais, sdo IL-2, INF-y e TNF, sendo consideradas citocinas pré-
inflamatorias. Sob as mesmas condic¢des, as células Th2 produzem, principalmente, a
IL-4, IL-10 e TGF-B, citocinas anti-inflamatérias e a IL-6, pro-inflamatoéria. Além
dessas, existem citocinas pro-inflamatorias originadas de outras células como a IL-1f3,
produzida por linfécitos B, macréfagos, mondcitos, células NK e células dendriticas
(KINANE, 2000; EBERSOLE et al., 2013).

Em uma revisao da literatura atual, Cheng et al. (2020) discutem sobre papel
da IL-1B na destruigdo periodontal, destacando sua forte agdo sobre a reabsorgao
0ssea e a inducédo da producéo de proteinases que degradam o tecido, além do poder
de modular doencas sistémicas. Os autores mostram que esta citocina é um potencial
alvo terapéutico e bloguea-la pode trazer beneficios a terapia periodontal. A IL-1B
recruta células inflamatorias, facilita a degranulacdo de leucdcitos polimorfonucleares,
aumenta a sintese de prostaglandinas e metaloproteinases de matriz (MMP), inibe a
sintese de colageno e ativa linfocitos B e T, amplificando a resposta imune e,
consequentemente, a destruicéo tecidual (IACOPINO & CUTLER, 2000; GRAVES &
COCHRAN, 2003; SANCHEZ et al., 2013).

O TNF-a encontra-se presente em altos niveis no fluido crevicular gengival e
nos tecidos periodontais doentes, tanto em estudos clinicos quanto em modelos
animais, desempenhando um papel central nesse processo inflamatorio. Esta citocina
tem um forte potencial para aumentar a reabsorcéo 6ssea e a degradacao de tecido
conjuntivo ao estimular a producdo de prostaglandinas (PGE-2) e colagenases
(HERALGI et al., 2011; LIAO et al., 2014). Sua producéao é feita, principalmente, por
macréfagos e mondcitos, porém, outras células participam da sua sintese como
linfécitos T e B, células NK e células ndo-imunes, a exemplo dos fibroblastos,
osteoblastos e células tumorais (MACCALLI, SCARAMUZZA, PARMIANI, 2009).
Associado a isso, este marcador age na ativacdo de células endoteliais vasculares
permitindo a adeséo de linfocitos e extravasamento para o sitio da infeccdo. O TNF-
a, juntamente com outras citocinas, como IL-1[, induz produ¢do de MMP, havendo
maior evidéncia da agdo destas citocinas na destruicdo tecidual (BEKLEN et al.,
2007).

O fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) é uma citocina
multifuncional que regula o crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular. Esta

proteina pertence ao grupo das células T reguladoras (Treg), regula a inducéo e a
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atividade das células T efetoras controlando respostas imunes exacerbadas (DUTZAN
et al., 2009), sendo também importante no metabolismo do tecido conjuntivo durante
a periodontite. Apresenta papel modulador, desregula a transcri¢cdo de outras citocinas
pro-inflamatdrias, incluindo IL-1, TNF-a e MMP, aumenta o reparo cicatricial, acelera
a remodelacéo de tecido conjuntivo e promove angiogénese. A auséncia de TGF-f3,
provavelmente, contribui para a maior destruicdo periodontal (BABEL et al., 2006).
Portanto, maiores niveis de TGF- no FCG estariam ocorrendo nao somente como
forma de modular a resposta inflamatoria frente a persistente agressao bacteriana,
mas também para minimizar a extensao do tecido lesado durante a evolucédo da
doenca (CARDOSO et al., 2008). O TGF-B tem sido associado a um marcador de
progresséo da doenca periodontal. Em 2014, Khalaf, L6nn & Bengtsson encontraram
niveis elevados dessa citocina em fluido crevicular gengival, saliva e soro de pacientes
acometidos por periodontite quando comparado a controles saudaveis.

Apesar de ser bem documentado o perfil linfocitario Th1/Th2 na modulacao
da resposta do hospedeiro frente a infecgbes periodontais, tem sido sugerido que as
células Th1l7, uma terceira populacdo de células T CD4+ efetoras, e a citocina IL-17,
também desempenham papel crucial na imonopatogénese da doenca periodontal. A
relacdo Th17/IL-17 é associada a inflamacéo gengival e destruicdo éssea tanto em
pacientes com periodontite quanto em modelos animais, bem como a maior
severidade da periodontite (CHENG et al. 2014; LIN et al., 2014, AZMAN et al., 2014;
CHITRAPRIYA et al., 2015). Moutsopoulos et al., 2012 relataram que a
Porphyromonas gingivalis, importante patégeno periodontal, € capaz de induzir
resposta Th17/IL-17 através de mecanismos que envolvem a liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-18 e IL-6. Em 2019, Bunte & Beikler discutiram o papel da
IL-17 na periodontite e sua correlagcdo com doencas inflamatérias imunomediadas, a
exemplo da psoriase, artrite reumatoide e doencas inflamatorias intestinais,

destacando esta citocina como potencial alvo terapéutico nas referidas condi¢cdes.

2.2 Inflamacéo e Cancer de Mama

A neoplasia mamaria € uma doenga cronica, de evolugdo imprevisivel,

resultante da interagé@o de fatores genéticos e ambientais como, por exemplo, o estilo
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de vida, obesidade, tabagismo, etilismo. Esta interacdo pode gerar mutacoes
hereditarias, nas células germinativas, ou esporadicas, nas células somaticas, que
podem tornar as células capazes de proliferar e migrar, escapando dos controles de
morte celular programada (apoptose). Ao acumularem mutacdes, as células podem
sofrer transformacao maligna e metastatizar (PENDYALA et al., 2013). Devido a alta
incidéncia e mortalidade do cancer de mama, ha necessidade de esfor¢cos para
identificar e compreender o comportamento biolégico desta neoplasia, assim como
sua influéncia em outras patologias.

As células inflamatérias séo recrutadas para dentro dos processos neoplasicos
e, inicialmente, sdo potentes promotores tumorais por criarem um ambiente favoravel
para o crescimento do tumor, facilitando a instabilidade gendémica e promovendo a
angiogénese. Mais tarde, nesse processo, as células malignas redirecionam
mecanismos inflamatdrios em favor da expansao neoplasica e metastase. Os LTCD8*
e as ceélulas NK sdo as principais células efetoras envolvidas na imunidade
antitumoral, as quais atuam na eliminacéo das células alteradas, principalmente, por
ativacdo de mecanismos apoptéticos e/ou lise por citotoxidade. Além disso, 0s
LTCD4* sédo ativados por reconhecimento de antigenos na superficie de fagécitos e
liberam muitas citocinas e mediadores inflamatorios. A producéo dessas biomoléculas
estabelece uma estreita comunicacao entre a imunidade inata e adaptativa. Dentre os
principais mediadores solUveis na inflamacéao relacionada ao cancer de mama, estéo:
IL-2, IFN-y, interleucinas da familia IL-1 (IL-1a e IL-1B), TNF, IL-6, TGF- e II-17
(NICOLINI, CARPI, ROSSI, 2006; FABRE et al., 2018).

Nesse contexto, interleucinas da familia IL-1 (IL-1a e IL-1B) sao,
frequentemente, expressas em linhagens de células do cancer de mama e no
microambiente tumoral. Estas citocinas agem por mecanismos autécrinos e
pardcrinos que contribuem para atividades pro-tumorigénicas como, por exemplo,
angiogénese, proliferacdo e invasdo tumoral local. Além disso, provém crescimento
do tumor e metastase por induzir varios genes pro-metastaticos. A associacdo das
interleucinas IL-1B e IL-6, também, estimula a proliferacdo das células malignas da
mama por ativacdo de enzimas catalisadoras no tecido, que levam a producao de
estrogeno. Esse tipo de céncer € horménio-dependente e isso favorece o seu
desenvolvimento (SNOUSSI et al., 2005; NICOLINI, CARPI, ROSSI, 2006; TULOTTA
el al., 2018).
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Recentemente, por meio de um estudo in vitro e in vivo, Eyre et al. (2019)
destacaram que a IL-1B € uma citocina muito importante na metastase do cancer de
mama para 0 0SS0, uma vez que a mesma participa da ativacao de vias intracelulares
cruciais nesse processo de disseminacao. Diante disso, os autores forneceram forte
justificativa para considerar a utilizac&o de inibidores da via de sinalizacédo envolvendo
a IL-1p como estratégia terapéutica adjuvante e, assim, prevenir metastase éssea. Os
achados de Tulotta et al. (2019) corroboram com os dados discutidos acima, e estes
autores reafirmam que niveis elevados de IL-1B tém sido associados a pior
prognéstico do cancer de mama, por estarem envolvidos nos mecanismos pro-
metastaticos. Desta maneira, a inibicdo farmacolégica desta citocina € vista como
promissora para prevencao de metastase.

A citocina TNF-a é uma das moléculas pré-inflamatérias mais encontradas no
microambiente tumoral, no soro e no plasma de mulheres com cancer de mama,
sendo secretadas por células do estroma, principalmente, por macréfagos associados
a tumores e pelas préprias células cancerosas, participando ativamente de todas as
fases do desenvolvimento do cancer, como a proliferacdo, sobrevivéncia, transicéo
epitelial-mesenquimal, metastase e recorréncia. Por muito tempo, foram atribuidas
apenas caracteristicas antitumorais para essa citocina, uma vez que a mesma
demonstrou capacidade de promover destruicdo da vascularizacéo local, causando
necrose indireta de células tumorais, aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos, facilitando o acumulo de drogas quimioterapicas no local do tumor e a
inducao de apoptose. Por outro lado, atualmente, tem sido discutido o seu forte papel
pré-tumorigénico, por exacerbar processos inflamatorios que contribuem na expansao
tumoral e metastase (MARTINEZ-REZA et al., 2017; CRUCERIU et al., 2020). Para
Liu et al. (2016), esta citocina tem papel critico na migracdo do tumor, proliferacéo,
degradacdo da matriz, metastase tumoral, invasdo e angiogénese. Em 2017, Ma e
colaboradores encontraram niveis séricos elevados de TNF-a em pacientes com
cancer de mama grau 3, quando comparado a controles saudaveis, e esses achados
foram correlacionados a presenca de metastase em linfonodos.

O TGF-B é uma citocina multifuncional que atua inibindo a tumorigénese
mamaria ao induzir diretamente as células epiteliais da mama a sofrerem parada do
ciclo celular ou apoptose, em estagios inicias da doenca. Entretanto, eventos
genéticos e epigenéticos, que ocorrem durante a tumorigénese mamaria,

normalmente, inativam a sua atividade de supressdao tumoral e conferem a esta
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citocina atividades de promocéao do tumor, incluindo a capacidade de estimular a
invasdo do cancer, angiogénese, evasdo do sistema imunoldgico e metastases,
incluindo em osso e pulmdo (MOSES & BARCELLOS-HOFF, 2011; DRABSCH &
DIJKE, 2011; IMAMURA, HIKITA & INOUE, 2012). Para Pendyala et al. (2013) essa
molécula tem papel importante nos mecanismos de evaséao da vigilancia imunolégica
pelo cancer. Essas proteinas sédo expressas por células tumorais e agem inibindo
linfécitos e modificando a expressdo de moléculas de adesdo endoteliais, o que
diminui o influxo de células inflamatérias para o ambiente tumoral, diminuindo a
inflamacé&o e, consequentemente, a resposta imune local.

Recentemente, Li et al. (2020) discutiram sobre a imunoterapia do cancer e
destacaram que o bloqueio de sinalizacdo do TGF-3, direcionado em células T
auxiliares, pode suprimir a progressdo do cancer, por mecanismos que envolvem a
reorganizacao da vascularizarao local e, consequentemente, a hipdxia e morte celular.
Khoshakhlagh et al. (2019) também defendem a ideia de que a supresséao da via TGF-
B, usando inibidores biolégicos ou farmacologicos, € uma nova abordagem terapéutica
potencial para o tratamento do cancer de mama.

Estudos tém demonstrado que niveis elevados de células Thl7 no
microambiente do cancer de mama e, consequentemente, da citocina pro-inflamatoria
IL-17, estdo associados ao aumento do risco de metastase e pior prognéstico (CHEN
et al., 2013; COFFELT et al., 2015; BASTID et al., 2020). Recentemente, Song, Wei
& Li (2021) reafirmaram que a inflamacéo cronica pode desencadear uma série de
eventos moleculares, levar a transformacao maligna, inibir a imunidade antitumoral e,
finalmente, levar a ocorréncia de metastase. Nesse contexto, os autores discutiram o
papel crucial da IL-17 nesses processos. Fabre et al. (2018), em uma revisdo da
literatura, discutiram sobre a familia da IL-17 no cancer de mama e levantaram
guestBes a respeito dessa citocina ser um potencial alvo terapéutico em terapias
antitumorais, uma vez que a mesma tem atividades pro-tumorigénicas ao estimularem

a angiogénese, inibir apoptose e acelerar expansao tumoral.

2.3 Associacao entre Doenca Periodontal e Cancer

Evidéncias cientificas sugerem que a doenca periodontal (DP) é associada a

um aumento do risco de varios canceres, especialmente orais, pulmonares,



34

gastrointestinais, prostata, cabeca e pescoco, hematologicos e mama. Entretanto, a
relacdo da DP e risco para cancer de mama ainda necessita de novas investigacoes.
O que se tem discutido € que mecanismos imunoinflamatérios podem ser os
responsaveis por essa associacgéo (JIA et al., 2020; GUVEN el al., 2019). Em 2011,
um estudo longitudinal prospectivo, com 3.273 individuos, avaliou a associacao entre
DP e a incidéncia de cancer de mama e encontrou maior incidéncia dessa neoplasia
nos pacientes que tinham DP e algum dente molar perdido na mandibula (5,5%),
quando comparados com individuos com DP, mas sem dente molar perdido (0,5%).
Assim, os pesquisadores defenderam o paradigma infeccéo/inflamacdo crénica
versus risco de cancer (SODER et al., 2011).

Em 2016, um estudo de coorte acompanhou 73.737 mulheres p6s-menopausa,
por um periodo de 6,7 anos e mostrou um significante aumento do risco de cancer de
mama invasivo entre mulheres que reportaram historia de doenca periodontal. Os
autores discutem que a presenca de periodontopatdgenos na regido do tumor
mamario e mediadores da inflamacado cronica tem papel ativo na carcinogénese e
poderia explicar essa associacdo (FREUDENHEIM et al., 2016). Um ano depois, uma
coorte com 65.869 mulheres no periodo poOs-menopausa relata que doenca
periodontal aumenta o risco de cancer total entre as mulheres mais velhas,
independentemente do tabagismo e, nesse contexto, a DP foi associada a 1,13 vezes
o risco de cancer de mama (NWIZU et al., 2017). Em um estudo de caso-controle na
populacao brasileira, Sfreddo e colaboradores (2017) encontraram que mulheres com
diagnéstico de periodontite tinham de duas a trés vezes mais chances de
desenvolverem cancer de mama do que mulheres sem periodontite.

Uma metandlise atual, Shao e colaboradores (2018) encontraram que a DP
aumenta em 1,22 vezes o risco de cancer de mama e que a terapia periodontal € uma
ferramenta valiosa para prevencéo dessa neoplasia mamaria. Os autores reafirmam
que o impacto sistémico da inflamacgé&o/infeccéo periodontal (mediadores inflamatérios
e bactérias) estaria envolvido na plausibilidade biolégica que suportam esses
achados. Os dados de outra metanalise, também, encontraram aumento de 1,18
vezes na susceptibilidade ao cancer de mama entre aquelas que apresentam DP,
discutindo os mesmos aspectos levantados anteriormente (SHI et al., 2018).

Apesar de muitos estudos apontarem um aumento do risco de cancer de mama
em pacientes com doenca periodontal, Jia et al. (2020) ndo encontraram uma

associacao clara entre essas duas doencas. Entretanto, os autores destacam que
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existe muita heterogeneidade em fatores que podem interferir nesses resultados e,
por isso, novos estudos sdo necessarios. Michaud et al. (2018), também, nao
encontraram associacdo positiva entre periodontite e cancer de mama, apesar de
relatarem fortes associagdes com o risco de cancer de pulmao e colorretal.

Curiosamente, em um estudo transversal do tipo caso-controle, Amaédio et al.
(2014) avaliaram o efeito do cancer de mama e de seu tratamento na saude oral em
48 mulheres pds-menopausa com cancer de mama (casos) comparadas com 48
mulheres sem historico de cancer (controles). Observou-se que as pacientes com
cancer e DP apresentaram maior nimero de dentes ausentes (média de 16 dentes
remanescentes), maiores indices de placa e indice gengival quando comparadas com
as pacientes que apresentavam DP sem o céancer. Achados atuais, também,
encontraram menor niumero de dentes em mulheres com cancer de mama, durante
tratamento quimioterapico, quando comparado a controles saudaveis (USTAOGLU et
al., 2021).

2.4 Terapia Periodontal Nao-Cirurgica (TPNC)

Na literatura atual, foram encontrados poucos estudos clinicos que analisaram
o impacto da TPNC em paciente com periodontite e cancer de mama. Em 2016,
Vargas-Villafuerte e colaboradores avaliaram parametros clinicos periodontais e
niveis séricos de proteina C- reativa (PCR), antes e ap6s TPNC, entre mulheres com
periodontite, acometidas ou ndo por cancer de mama. Os autores observaram que as
pacientes com neoplasia maligna responderam menos a TPNC, apresentando mais
bolsas residuais e auséncia de reducéo dos niveis de PCR. Esses achados podem
ser atribuidos ao impacto da quimioterapia no retardo de processos da cicatrizacdo
tecidual e, dessa maneira, a TPNC seria bem indicada previamente ao tratamento
guimioterapico, para que os tecidos respondam positivamente e, consequentemente,
controle infeccaol/inflamacéo local e sistémica. Willershausen et al. (2019) mostraram
gue mulheres apds quimioterapia para o cancer de mama apresentam um pior estado
de saude bucal, principalmente, mais dentes perdidos, quando comparadas a

controles saudaveis. Esses achados reforcam a importancia de intervencdes
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odontologicas precoces para prevenir doencas orais e, consequentemente, a perda
dos dentes.

Por outro lado, no decorrer dos ultimos anos, foram encontradas fortes
evidéncias cientificas do impacto positivo que a TPNC, especialmente a RAR, exerce
no controle da infeccdo/inflamacédo local e sistémica, seja em pacientes
normosistémicos quanto naqueles sistemicamente comprometidos, representado pela
melhoria dos par@metros clinicos periodontais, diminuicdo na contagem de bactérias
periodontopatogénicas e reducdo dos niveis de marcadores inflamatorios no fluido
crevicular gengival (FCG), saliva e soro (BOKHARI et al., 2009; DAG et al., 2009;
PRADEEP et al., 2009; RENVERT et al., 2009; SHIMADA et al., 2010; DUARTE et al.,
2010; TUTER et al., 2010; RADAFSHAR et al., 2010; KAMIL et al., 2011; LINDEN,
LYONS, SCANNAPIECO, 2013; VAN DYKE & VAN WINKELHOFF, 2013; AL-
HAMOUDI et al., 2020).

Shirmohammadi et al. (2013), ao compararem a técnica da desinfeccdo bucal
completa em estagio Unico com a RAR por quadrante, em pacientes com periodontite,
observaram que ambas as técnicas foram capazes de melhorar parametros clinicos
periodontais (sangramento a sondagem, nivel clinico de insercéo, profundidade de
sondagem e indice gengival) e reduzir niveis séricos dos marcadores inflamatérios IL-
17 e IL-1B. Nile et al. (2016) relataram, pela primeira vez, uma diminui¢éo significativa
em proporc¢do sérica de IL-17A/IL-17E, apos 25 semanas da TPNC, e correlacionaram
esses achados ao processo cicatricial dos tecidos periodontais, com consequente
melhoria dos parametros clinicos. Mais recentemente, Mohammad (2020) associou 0
gel de curcumina, com propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e
antibacterianas, a RAR e, observou que, apés um més da TPNC, os parametros
clinicos melhoraram e os niveis séricos de IL-1B e TNF-a estavam diminuidos mais
expressivamente no grupo que utilizou o gel. Entretanto, resultados positivos também
foram observados nos pacientes que receberam apenas a RAR. Vale ressaltar que,
no inicio do estudo, o autor comparou o nivel desses mediadores inflamatorios com
um grupo controle saudavel e percebeu que os pacientes acometidos pela periodontite
expressavam niveis séricos maiores desses marcadores.

Toker e colaboradores (2008) encontraram melhora nos parametros clinicos
periodontais e reducédo de niveis de IL-1B em FCG de paciente com periodontite
agressiva, quando comparados a controles saudaveis, apos RAR. Com o0 uso de

terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa) adjuvante a RAR, Dominguez et al. (2010)



37

mostraram que houve uma diminui¢do dos niveis de citocinas pro-inflamatorias I1L-13
e TNF-a no FCG de pacientes com periodontite. De maneira semelhante, em fumantes
e ndo fumantes com periodontite, Pamuk et al. (2017) observaram que 0s niveis de
TGF-B em FCG diminuiram significativamente apds TPNC. Em 2018, Mastrangelo e
colaboradores mostraram que a RAR foi capaz de reduzir IL-18 em FCG apés 10 e 30
dias da TPNC e que as reducdes foram mais significativas quando TFDa foi utilizada
como adjuvante a raspagem.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto da
TPNC, centrado na RAR, sobre os niveis dos mediadores inflamatérios IL-13, TNF-q,
TGF-B e IL-17 no FCG e no soro de mulheres com cancer de mama e periodontite,

previamente a quimioterapia.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliar parametros clinicos periodontais e mediadores inflamatérios locais e
sistémicos, antes e ap0s tratamento periodontal ndo cirargico, em pacientes com

periodontite e cancer de mama, previamente a quimioterapia.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar parametros clinicos periodontais (indice de placa — IP, sangramento a
sondagem — SS, profundidade de sondagem — PS, nivel clinico de inser¢cdo — NCI)
e numero de dentes, em mulheres com cancer de mama e periodontite, antes do

tratamento periodontal ndo cirdrgico (TPNC).

e |dentificar a presenca dos marcadores inflamatorios IL-17, TNF-a, IL-13 e TGF-
B no microambiente tumoral (MT), no fluido crevicular gengival (FCG) e soro, antes

do TPNC e da quimioterapia.

e Analisar os niveis das citocinas pro-inflamatorias (IL-17, TNF-a e IL-1B8) e a
citocina anti-inflamatéria TGF-, no FCG e no soro, em pacientes com periodontite
e de cancer de mama, antes (baseline) e apés uma semana do TPNC, previamente

ao tratamento quimioterapico.

e Descrever as caracteristicas clinicas e histologicas do tumor de mama (tipo,
grau histologico, presenca de receptores para estrogeno e progesterona e da
proteina HER?2).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP) — Universidade de S&ao Paulo
(USP) e aprovado sob o protocolo n° 37030514.7.0000.5419 (Anexo A). Apls a
aprovacao, as pacientes foram convidadas a participar, como voluntarias, da pesquisa
e, ao concordarem, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo B), o qual possuia informacdes detalhadas a respeito da pesquisa (objetivos,
beneficios, riscos e desconfortos). As informacdes coletadas foram mantidas sob

sigilo, assim como as identidades foram preservadas.

4.2 Célculo do tamanho da amostra

O calculo de tamanho amostral foi realizado pelo programa Graphpad
Statemate 2.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O tamanho da
amostra foi determinado assegurando 80% de poder nas analises dos dados,
considerando uma diferenca significante de 1 mm (6) com intervalo de confianca de
95% (a = 0.05) e desvio padréo (o) de 1.0 mm, nas médias de Nivel Clinico de
Insercéo. O célculo foi baseado na férmula n = {2[(0)%/(5)?]} x (Z« + Zr)?. Foi levada em
consideracdo a média de desisténcia de pacientes em estudos prévios
(aproximadamente 20%) (NOVAES et al., 2012; ANDRADE et al., 2013; MOREIRA et
al., 2015). Além disso, foram usados como referéncias dados do estudo de Becerik et
al. (2012), o qual investigou citocinas em fluido crevicular gengival e proteinas de fase
aguda no plasma de pacientes com diferentes doencas periodontais. Dessa forma, foi

estabelecido um tamanho amostral adequado de vinte pacientes.
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4.3 Selecao dos pacientes

Foram convidadas inicialmente, 70 pacientes do género feminino, voluntérias,
com idades entre 35 e 70 anos, diagnosticadas com cancer de mama pelo
Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo (HCFMRP-USP). Das 70
pacientes, 20 iniciaram o estudo, entretanto, apenas 17 seguiram o delineamento do
estudo. Estas participantes, além do cancer de mama, apresentavam periodontite, de
acordo com a classificacdo internacional das doencas periodontais adotada pela
Academia Americana de Periodontologia (AAP) (ARMITAGE, 2000).

Como critério de inclusédo, todas as participantes deveriam apresentar no
minimo 10 dentes presentes, excluindo-se terceiros molares e dentes indicados para
exodontia. Foram consideradas pacientes com periodontite aquelas que
apresentavam perda de insergao clinica = 5 mm e profundidade de sondagem =5 mm
em sitios proximais de, no minimo, dois dentes ndo adjacentes (TONNETTI &
CLAFEY, 2005). Em alusdo a nova classificacdo das doencas periodontais, o quadro
clinico periodontal deveria ser compativel, no minimo, com periodontite estagio Il
(PAPAPANOU et al., 2018).

Os critérios de exclusdo para o presente estudo foram: tabagismo, diabetes
mellitus, gravidez, histéria positiva de antibioticoterapia e/ou tratamento periodontal
basico nos ultimos seis meses, uso de bifosfonatos ou qualquer medicamento que
pudesse interferir nos aspectos periodontais, envolvimentos protéticos extensos e
histéria prévia de cancer. Foram excluidas, também, pacientes que desistiram de
participar do estudo ou que tiveram impossibilidade de comparecer aos
agendamentos.

As pacientes receberam todo o tratamento periodontal na Clinica do Programa
de Pos-Graduacdo em Periodontia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,
da Universidade de S&o Paulo — FORP/USP.
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4.4 Delineamento do estudo

Submiss&o do projeto ao Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP

Recrutamento dos individuos

Leitura e assinatura do TCLE

Coleta de fluido no
microambiente tumoral
(n=70)

Baseline (n=20):

Avaliagédo dos parametros clinicos periodontais (IP, SS, PS, NIC) e numero de dentes.
Andlise dos parametros clinico-histologicos do tumor de mama.
Coleta de FCG e sangue periférico (soro).
Raspagem e alisamento — boca toda (24 horas).

+7 dias (n=17):

Coleta de FCG.
Coleta de sangue periférico (soro).

Dosagem e analise dos biomarcadores: IL-17, TNF-a, IL-1B e TGF-.

As pacientes foram convidadas para participar desse estudo no momento da
realizacdo da biopsia para a confirmacdo do cancer de mama. Durante a realizacdo

da bidpsia, foram coletadas as amostras do fluido do microambiente tumoral. Os
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parametros clinicos e histoldgicos referentes ao cancer foram obtidos apos laudo final
da biépsia.

Os parametros clinicos periodontais (IP, SS, PS, NCI) e os fluidos biolégicos
(FCG e soro) foram avaliados no baseline, que correspondeu ao momento inicial do
estudo, no qual o tratamento periodontal ndo cirargico (TPNC) também foi realizado.
Além disso, sete dias apds a TPNC foram coletadas amostras de FCG e soro. A TPNC
foi realizada dentro de um intervalo de 24 horas por um profissional especialista em
Periodontia. Vale ressaltar que as coletas do baseline, o TPNC e as coletas apos sete
dias aconteceram previamente ao tratamento quimioterapico e/ou cirargico para o
tumor da mama.

O sangue periférico foi coletado e processado imediatamente pela equipe da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo
(FCFRP-USP), para a obtencdo do soro, o qual foi armazenado a -80°C até o
momento da analise laboratotial.

Muitas desisténcias ocorreram no decorrer do estudo, por diferentes motivos,
como dificuldade de comparacer as consultas ou questdes psicoldgicas referentes ao

enfrentamento do cancer de mama.

4.5 Calibrag&o do examinador

O indice Kappa foi utilizado para avaliar a calibracdo do examinador para coleta
dos parametros clinicos periodontais, a fim de mensurar a concordancia diagnéstica
intra-examinador. Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), para critérios de
diagnéstico, o indice aceitavel de concordancia de Kappa deve ser maior ou igual a
0,85 (OMS, 1997). Para isso, foram selecionadas 10 pacientes, com pelo menos 1 par
de dentes com profundidade de sondagem =5 mm. Cada paciente foi examinada duas
vezes por meio de sonda periodontal Carolina do Norte (Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA),
com um intervalo de 48 horas entre o primeiro e segundo exame, a fim de se obter a

confiabilidade diagndstica intra-examinador.
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4.6 Coleta dos parametros clinicos

Os parametros clinicos foram avaliados utilizando a sonda milimetrada Carolina
do Norte (Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA).

O indice de Placa (IP) foi avaliado de forma dicotdmica e, de acordo com a
presenca ou auséncia de biofilme visivel na margem gengival das quatro faces do
dente (vestibular, lingual/palatina, mesial e distal), expressa em porcentagem
(O'LEARY, DRAKE, NAYLOR, 1972). Também, de maneira dicotdmica, o
Sangramento a Sondagem (SS) foi expresso em porcentagem e representou
presenca ou auséncia de sangramento em seis sitios por dente, trés por vestibular
(mesio-vestibular, vestibular e disto-vestibular) e trés por lingual/palatina (mesio-
lingual/palatina, lingual/palatina e disto-lingual/palatina), até 15 segundos apés a
realizacdo da profundidade de sondagem (AINAMO & BAY, 1975).

A Profundidade de Sondagem (PS) e o Nivel Clinico de Inser¢cao (NCI) foram
mensurados em milimetros (mm), em seis sitios por dente, trés por vestibular (mesio-
vestibular, vestibular e disto-vestibular) e trés por lingual/palatina (mesio-
lingual/palatina, lingual/palatina e disto-lingual/palatina). A PS compreendeu a medida
entre a margem gengival e o fundo do sulco gengival ou bolsa periodontal, enquanto
o NCI foi a medida da distancia entre a juncdo cemento-esmalte até a por¢cado mais
apical do sulco/bolsa periodontal.

4.7 Terapia Periodontal N&o Cirurgica

Inicialmente, todas as participantes participaram de um programa de higiene
oral de acordo com suas necessidades especificas. Neste programa, as mulheres
receberam instru¢cdes para um efetivo autocontrole de placa bacteriana, incluindo
informacdes sobre a técnica de escovagdo de Bass (Bass, 1954) e limpeza
interproximal com fio dental e escovas interdentais. Elas foram também orientadas a
utilizarem escovas de cerdas macias e motivadas a escovar o dorso da lingua pelo

menos uma vez ao dia.
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Apos as orientacdes de higiene oral, as participantes foram submetidas a RAR
da boca toda, em um intervalo de 24 horas, com instrumentos manuais (Curetas
Gracey, Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA) e ultrassonicos. Para finalizar, foi realizado
polimento coronario com tacas de borracha em todos os elementos dentarios
presentes na cavidade bucal e aplicacao tépica de fldor. Todos os procedimentos da
terapia periodontal foram realizados por um periodontista.

Ao final do estudo, todas as mulheres foram encaminhadas para um programa
de Terapia Periodontal de Suporte (TPS), no qual as consultas aconteceram a cada

trés meses.

4.8 Coleta dos parametros clinicos e histolégicos do tumor de mama

Foram coletados dados dos prontudrios eletrénicos e manuais do HCFMRP-
USP. Foi registrado o tipo de tumor e seu grau histoldgico, o qual pode assumir grau
1, 2 ou 3, baseado na diferenciacdo em relacdo as células mamarias normais, sendo
o grau 1 (bem diferenciado) representado por células com aparéncia normal e sem
crescimento rapido, grau 2 (moderadamente diferenciado) com caracteristicas mistas
e o grau 3 (pouco diferenciado) com células anormais de crescimento rapido e
agressivo. Associado a isso, foi observada, nas células malignas, a expresséao de
receptores para estrégeno (RE) e progesterona (RP), horménios que estimulam o seu

crescimento, e a expressao da proteina HER2.
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4.9 Coleta das amostras

4.9.1 Fluido crevicular gengival (FCG)

A placa supragengival nos sitios da coleta foi removida (Figura 1A) e, estes,
cuidadosamente secos com jatos de ar, posteriormente, isolados com roletes de
algodao estéreis, para que ndo houvesse interferéncia da saliva. As amostras do FCG
foram obtidas a partir de 4 sitios interproximais especificos (dois dentes anteriores e
dois dentes posteriores), sendo coletadas 3 amostras de cada sitio, com a utilizacédo
de tiras de Periopaper® (Oralflow Inc., Amityville, NY, EUA), totalizando 12 tiras por
paciente. Os sitios de coleta tiveram a profundidade de sondagem = 5 mm e
sangramento a sondagem positivo, sendo os mesmos sitios utilizados como referéncia
em todos os tempos de coleta. As tiras foram cuidadosamente inseridas junto a
margem do sulco gengival, permanecendo por um periodo de 30 segundos (Figura
1B), em seguida colocadas em frascos esterilizados tipo eppendorf e encaminhadas
para armazenamento a uma temperatura de -80°C, assim permanecendo até o
momento da quantificacdo laboratorial (Figuras 1C e 1D). As tiras de papel

absorvente que apresentaram sangue foram descartadas.
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Figura 1: A) Remogéo da placa supragengival. B) Coleta de FCG com tiras de Periopaper® (Oralflow
Inc., Amityville, NY, EUA). C) Corte das tiras de Periopaper®. D) Tiras de Periopaper® armazenadas
em frascos esterilizados tipo eppendorf.

4.9.2 Fluido do microambiente tumoral (MT)

Durante a realizacdo da core biopsy, pela equipe médica do Hospital das
Clinicas, foram removidos fragmentos do tecido tumoral mamario, com uma agulha
de calibre grosso acoplada a uma pistola especial. Este procedimento foi guiado por
ultrassom e realizado sob anestesia local. A core biopsy permite visualizar na tela do
equipamento de imagem, em tempo real, a area a ser biopsiada, a agulha, e 0 seu
trajeto até a regido da alteracdo, além da quantidade de tecido que deve ser retirada.
Apoés localizacdo da area a ser biopsiada, foi feita assepsia da pele e, em seguida, o
trajeto da agulha de biépsia foi anestesiado. Posteriormente, foi realizada uma
pequena incisdo na pele com bisturi, para facilitar a introducao da agulha de biopsia.
Os fragmentos foram obtidos por movimentos da agulha dentro da leséo, a cada

incursdo, a agulha foi retirada e o fragmento colhido em um frasco. Esse procedimento
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foi repetido, no minimo, por 4 vezes ou até que se obtivesse quantidade suficiente de
tecido para analise. Ao término do procedimento, foi feita a compresséo local, a fim
de evitar sangramento da &rea biopsiada, e aproximacao das bordas da incisdo com

um curativo. Este procedimento n&o necessitou de internacao.

Apoés a remocdo de cada fragmento do tecido, antes de ser armazenado em
um frasco, o material biopsiado foi colocado sobre uma gaze estéril e as amostras de
fluido foram obtidas com a utilizagdo de tiras de Periopaper® (Oralflow Inc., Amityville,
NY, EUA). De cada fragmento foi feita uma coleta, totalizando 4 amostras por
paciente. As tiras foram cuidadosamente inseridas junto ao fragmento tecidual,
permanecendo por um periodo de 15 segundos e, em seguida, colocadas em frascos
esterilizados tipo eppendorf. Estas amostras foram armazenadas a uma temperatura

de -80°C, até o processamento laboratorial.

4.9.3 Sangue periférico (soro)

De cada paciente, nos tempos de coleta (baseline e apés sete dias), foram
coletados, a vacuo, 10mL de sangue periférico, por puncdo venosa, em tubos de
coleta (BD Biosciences) contendo gel separador e nenhum tratamento de superficie.
As coletas respeitaram as normas de biosseguranca da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sédo Paulo (FCFRP-USP) e foram
realizadas por profissionais devidamente treinados e capacitados, na referida
faculdade. Depois da puncéo, as amostras ficaram em temperatura ambiente por uma
hora para retracdo do coagulo. Apos esse periodo, as mesmas foram levadas a uma
centrifuga e submetidas a 3000 rpm (rotac&o por minuto), durante 8 minutos. Aliquotas
de 1,5mL de soro foram transferidas, por meio de pipetas, para frascos esterilizados
tipo eppendorf devidamente identificados, os quais foram armazenadas a uma

temperatura de -80°C até o momento das analises.
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4.10 Processamento das amostras

4.10.1 Fluido crevicular gengival (FCG)

Inicialmente, foi feito o preparo da curva de concentragao. Para isso, diluicdes
seriadas foram feitas a partir da proteina Albumin from Bovine Serum (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) a 1,5 mg/mL, até atingir 5 pontos da curva (1,5 mg/mL, 0,75
mg/mL, 0,375 mg/mL, 0,187 mg/mL, 0,09 mg/mL). Como diluidor e branco foi utilizada
agua deionizada.

Para preparo das amostras, as mesmas foram descongeladas e adicionados 2
uL de inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em uma solucdo com
0,01% de Tween 20 em 200 pL de solucdo salina tamponada (PBS — Gibco-Invitrogen,
Grand Island, NY, EUA). Os eppendorffs foram, entdo, deixados por 30 minutos em
agitador orbital de placa. Duas centrifugacdes foram realizadas, subsequentemente,
a 10.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C, com a troca de tubos entre as centrifugacdes,
para coleta do sobrenadante. Para analise, 5 uL de cada ponto da curva padrdo, do
branco e de cada amostra, foram pipetados em placas de 96 pocos - Costar 3595
(Corning Incorporated, NY, EUA), em duplicata. Em seguida, foi utilizado um kit
comercial para marcagcdo das proteinas presentes nos pocos (Bio-Rad, California,
EUA). Resumidamente, 25 pL do reagente A (Bio-Rad DC™ Protein Assay), foram
adicionados em todos os pocos, seguido de 200 pL do reagente B (Bio-Rad Reagent
B). A placa foi deixada por 15 minutos no escuro, em temperatura ambiente, para
posterior leitura em leitor de placa pQuant (BioTek, Winoosk, VT). Os dados foram
lidos em um comprimento de onda de 750 nm e os resultados apresentados como
uma média da duplicata, em mg/mL.

Para quantificacdo de citocinas (IL-17, TNF-q, IL-1B e TGF-B), foram utilizados
kits disponiveis comercialmente (HTH17MAG-14K e TGFBMAG-64K-01 — Milliplex™
map, Merck Millipore Headquarters, Billerica, MA, EUA) em um analisador MAGPIX®
(Luminex Corporation, Austin, TX, EUA). O ensaio foi realizado em uma placa de 96
pocos, seguindo as instrucbes do fabricante. Resumidamente, a placa filtro foi
umedecida com o washing buffer e, em seguida, a solucéo foi aspirada dos pocos.

Beads magnéticas revestidas com os anticorpos monoclonais para os analitos foram
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adicionadas aos pocos. As amostras e padrbes foram transferidas para os pocos e
incubadas overnight (16-18 horas), a 4°C. Os pocos foram lavados novamente e uma
mistura de anticorpos secundarios biotinilados foi adicionada. Apds a incubacédo por
uma hora, adicionou-se, aos pocos, a Estreptavidina R-ficoeritrina, sendo este
conjunto incubado por mais uma hora. Apos lavagem para a remoc¢ao de reagentes
nao-ligados, foi adicionado sheath fluid (Luminexs, MiraiBio, Alameda, CA, USA) aos
pocos. As placas foram, entédo, analisadas pelo MAGPIX®, obtendo-se a intensidade
de fluorescéncia média. Amostras abaixo do limite de detec¢do foram registradas
como zero. Todas as amostras foram analisadas individualmente e os niveis de
citocinas foram estimados a partir de uma curva polinomial de quinto grau utilizando-
se o software XPONENT® (Luminex Corporation, Austin, TX, EUA). Os resultados
foram apresentados em pg/mL.

ApOs essas analises, os valores encontrados para cada uma das citocinas
(pg/mL) foram padronizados pelo volume das amostras (mL). Assim, os resultados

para IL-17, TNF-a, IL-13 e TGF-3 estdo expressos em pg/mL.

4.10.2 Microambiente tumoral e soro

As amostras de fluido do microambiente tumoral seguiram o mesmo padréo de
processamento do FCG: descongelamento, adicdo de inibidor de protesae,
centrifugacéo, obtencdo do sobrenadante, quantificacdo da proteina total e analise
com os kits HTH17MAG-14K e TGFBMAG-64K-01 (Milliplex™ map, Merck Millipore
Headquarters, Billerica, MA, EUA). As amostras de soro foram submetidas
diretamente a quantificacdo da proteina total e andlise com os referidos kits no
MAGPIX® (Luminex Corporation, Austin, TX, EUA), como descrito anteriormente. De
maneira semelhante, os valores encontrados foram padronizados pelo volume das

amostras e 0s resultados expressos em pg/mL.
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4.11 Andalise estatistica

As analises foram realizadas com software SPSS 22.0 (Statistical Package for
Social Sciences) e os graficos foram obtidos no software GraphPad Prism 5.0 para
Windows). O paciente foi considerado como a unidade estatistica (n=17) e o nivel de
significancia de 5% (p<0,05) foi adotado.

Na anadlise descritiva foram informados dados das variaveis analisadas através
de média, desvio padrédo, mediana, intervalo interquartil, frequéncia absoluta e seus
respectivos percentuais. Por se tratar de uma amostra ndo probabilistica, foram
utilizados testes ndo paramétricos. O teste de Wilcoxon é substituto do teste T pareado
com o intuito de verificar se existe diferenca na média de postos em dados pareados.

Os graficos foram apresentados em box-plot. Estes apresentam valores reais
de cada uma das variaveis avaliadas. No box-plot, podemos observar o 1°, 2° e 3°
quartis, bem como valores de minimo e maximo de cada uma das variaveis. Em caso
de normalidade dos dados o 2° quartil € exatamente igual a mediana e a média de

cada variavel.
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5 RESULTADOS

Todas as 17 participantes passaram por avaliacao clinica periodontal, coleta de
fluido do MT, de FCG e de sangue periférico (soro) de forma padronizada, sem
necessidade de adaptacdo metodoldgica. Nao foram observadas reacdes adversas a
esses procedimentos. As desisténcias e recusas iniciais foram motivadas por
questdes psicoldgicas relacionadas ao enfretamento do cancer de mama e pela
dificuldade de comparecimento a FORP-USP. A anadlise descritiva das variaveis
avaliadas esta presente na Tabela 1. A média de idade das pacientes foi de 52 anos
e o numero de dentes foi em torno de 22 unidades dentarias. Os parametros clinicos
periodontais (IP, SS, PS e NCI) foram compativeis com periodontite estéagio Il

generalizada grau B (Tabela 1).

Tabela 1: Analise descritiva das variaveis avaliadas (n=17).

Variaveis p*o* Md (1Q)**

ldade 52,47+9,88 50,00 (44,50 — 59,00)
Numero de dentes 22,06x£7,47 23,00 (19,00 — 28,00)
IP baseline 67,00£24,09 75,00 (43,00 — 86,00)
SS baseline 67,00+21,08 65,00 (51,00 — 84,00)
PS mm baseline 3,64+0,33 3,61 (3,44 — 3,99)
NCI mm baseline 3,92+0,34 3,90 (3,64 — 4,05)

*Média e desvio padréo; **Mediana (intervalo interquartil); IP: indice de placa; SS: sangramento
a sondagem; PS: profundidade de sondagem; NCI: nivel clinico de inser¢éo.

Todas as mulheres (n=17) estavam no climatério e tiveram diagnostico primario
de carcinoma ductal invasivo. A maioria (n=14) tinha estagio do tumor grau 2 no
momento do diagndstico, assim como tinha receptores para estrégeno e progesterona
(RE n=14 / RP n=10) positivos e 0 gene HER2 negativo (n=10) (Tabela 2).
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Tabela 2: Distribuicdo do grau, RE, RP, HER2 dos patrticipantes avaliados

(n=17).
Variaveis n (%)
Grau
1 2 (11,80)
2 14 (82,40)
3 1 (5,90)
RE
N&o 4(23,50)
Sim 13 (76,50)
RP
N&o 7 (41,20)
Sim 10 (58,80)
HER2
N&o 10(58,80)
Sim 7 (41,20)

RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2.

No inicio do estudo foi possivel identificar os quatro marcadores inflamatérios
estudados (IL-1B, TNF-a, TGF-B e IL-17) nos trés ambientes (MT, FCG e soro). Na

Tabela 3, é possivel observar a analise descritiva de cada um deles.

Tabela 3: Andlise descritiva dos niveis das citocinas avaliadas nos diferentes

ambientes no baseline.

Variaveis pto* Md(1Q)**
MT
TGF-B 2801,47 £+ 6359,69 703,50 (516,00 — 1569,75)
IL-17 15,95 + 2,87 15,25 (13,85 - 18,17)
IL-B 8,06 + 2,61 7,15 (6,40 — 8,70)
TNF-a 23,16 + 54,83 5,15 (4,27 — 14,87)
FCG
TGF-B 323,65 + 84,44 344,00 (241,00 — 344,00)
IL-17 13,51 + 2,57 12,60 (11,38 — 15,03)
IL-B 186,37 + 200,24 106,53 (36,93 — 327,00)
TNF-a 14,29 + 7,09 14,57 (7,92 — 19,67)
SORO
TGF-B 68299,41 + 69299,41 (60720,00 —
10839,53 80160,00)
IL-17 3,42+2,48 2,50 (2,20 — 3,66)
IL-B 1,73+1,24 1,43 (1,00 — 2,01)
TNF- a 6,14 + 2,93 6,05 (3,49 — 7,21)

*Média e desvio padrao; **Mediana (intervalo interquartil); MT: microambiente tumoral; FCG:
fluido crevicular gengival; Valores em pg/mL.
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ApoOs uma semana da RAR, foi possivel observar que os niveis do TGF- e IL-17
reduziram, significativamente, no FCG (p<0,05). Associado a isso, as concentracfes
do TGF-B apresentaram redug&o no soro (p<0,05). Em relacdo aos niveis de IL-1B e
TNF-a, no FCG, e as concentracfes séricas de IL-1B, TNF-a e IL-17, ndo foram
observadas reducdes significativas (p>0,05). A Tabela 4 descreve os niveis das

citocinas antes e depois da TPNC, destacando a diferenca entre os dois tempos.

Tabela 4: Niveis das citocinas no baseline, apés uma semana da TPNC e a diferenca (A)
entre os dois tempos em FCG e soro.

Variaveis Baseline* Uma semana* A* p-
valor
FCG
TGF-B 323,65 + 84,44 243,88 + 11,88 79,76 + 84,54 0,004t
IL-17 13,51 + 2,57 11,60 + 1,00 1,91 +2,85 0,018t
IL-B 186,37 + 200,24 97,98 + 62,31 88,39 + 211,40 0,255
TNF-a 14,29 + 7,09 13,06 + 10,64 1,22 +7,30 0,381
SORO
TGF-B 68299,41 + 10839,53 19151,31 +9383,78 49148,10 + 10894,42 0,000t
IL-17 3,42 +2,48 3,21+2,83 0,21 +£0,77 0,109
IL-B 1,73+1,24 1,71+1,28 0,01+0,14 0,572
TNF- a 6,14 + 2,93 6,07 £ 2,87 0,07+1,04 0,850

*Média e desvio padrdo; tEstatisticamente Significante (Teste de Wilcoxon, p<0,005); TPNC: terapia
periodontal ndo cirdrgica; FCG: fluido crevicular gengival; Valores em pg/mL.

As Figura 2 e a Figura 3 mostram gréficos em box-plot com valores de cada
uma das variaveis avaliadas (IL-1B, TNF-a, TGF-B e IL-17), no baseline e uma semana
apos a TPNC, no FCG e no soro, respectivamente. A diferenca estatistica encontra-
se representada pelo p<0,05.
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Figura 2: Box-plot dos valores das citocinas presentes no FCG analisadas no baseline e ap6s uma
semana. (*diferenca estatisticamente significante [p<0,05]).
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6 DISCUSSAO

Este estudo fornece informacdes importantes e inéditas sobre o impacto da
TPNC na reducdo dos niveis de marcadores inflamatorios locais e sistémicos em
mulheres com cancer de mama e periodontite quando realizada antes da
quimioterapia. Essa observacdo levanta duas perspectivas importantes que
conduzem a sugestdo de que o tratamento periodontal seja preferido antes da
quimioterapia. A primeira, seria a questdao de que a eliminagdo de focos de
infeccdo/inflamacao reduz substancialmente os riscos de 0s pacientes desenvolverem
lesGes agudas, como, por exemplo, a mucosite, e, consequentemente, possiveis
bacteremias (sepse) durante o processo do tratamento antineoplasico (VARGAS-
VILLAFUERTE et al., 2018; VARGAS-VILLAFUERTE et al.,2021). A segunda, mais
diretamente relacionada aos resultados deste estudo, seria a questdo de que uma
diminuicdo sistémica no nivel de mediadores inflamatérios poderia ser entendida
como coadjuvante importante para o terapia antitumoral, uma vez que tem sido
discutido que a interferéncia em vias de sinalizagdo mediada por citocinas pode trazer
beneficios e prevenir possiveis metastases (FABRE et al., 2018; EYRE et al., 2019;
TULOTTA et al., 2019; KHOSHAKHLAGH et al., 2019; LI et al., 2020; SONG, WEI &
LI, 2021).

Os resultados alcangados mostraram que as concentracdes do TGF-8 e IL-17
foram estatisticamente reduzidas (p<0,05), nas amostras de FCG, uma semana ap0s
a RAR. Resultados semelhantes foram observados no estudo de Pamuk et al. (2017),
o qual encontrou niveis de TGF-B diminuidos apés TPNC (p<0,05), em FCG de
pacientes com periodontite. Escobar et al. (2018) observaram reducéo nos niveis de
TGF-B, em FCG, apos sete dias da RAR. Em relacdo a IL-17, Mistry et al. (2016),
também, encontraram diminui¢ges significativas dessa citocina, em FCG, ap0s trés
meses da RAR, associada ou ndo a terapia fotodinamica antimicrobiana.
Reafirmando, assim, o protagonismo da TPNC no controle da inflamacao local,
independentemente da modalidade de tratamento.

Os niveis do TGF-B, também, estavam reduzidos no soro apos TPNC (p<0,05).
Khalaf et al. (2014) mostraram que niveis de TGF- estdo mais elevados no soro, no
FCG e na saliva de pacientes acometidos por periodontite quando comparados a

controles saudaveis, e esse marcador pode influenciar desordens inflamatérias

60



DicussAo

sistémicas. Altas concentracdes desta citocina tém sido associadas com pior
progndéstico do cancer de mama por estar envolvida em processos que estimulam
promocdo tumoral e metastases, como a angiogénese e evasao do sistema imune
(MOSES & BARCELLOS-HOFF, 2011; DRABSCH & DIJKE, 2011; IMAMURA, HIKITA
& INOUE, 2012). Recentemente, pesquisadores tém defendido a ideia de que
bloqueios das vias de sinalizacdo do TGF-B, por meio de inibidores bioldgicos ou
farmacoldgicos, podem ser promissores para 0 campo da imunoterapia do cancer de
mama (KHOSHAKHLAGH et al., 2019; LI et al., 2020). Diante disso, a terapia
periodontal poderia se comportar como uma ferramenta positiva nesse processo, uma
vez que a mesma tem impacto positivo mensuravel na inflamacao sistémica (VAN
DYKE & VAN WINKELHOFF, 2013; VAN DYKE, BARTOLD, REYNOLDS, 2020).
Futuros estudos sdo necessarios para esclarecer 0s possiveis mecanismos
envolvidos neste processo.

Em relacéo aos niveis das citocinas IL-1p e TNF-a, em FCG, foram observadas
reducbes, porém, sem significAncia estatistica (p>0,05). Dados anteriores
encontraram diminuic¢ao significativa desses marcadores em fluido crevicular gengival
apos a TPNC, em pacientes normosistémicos (TOKER et al., 2008; DOMINGUEZ et
al.,, 2010; MASTRANGELO et al.,, 2018). Apesar da auséncia de diferenca,
observamos uma tendéncia a reducdo desses marcadores. De maneira semelhante,
as concentracdes séricas de IL-1B, TNF-a e IL-17 mostraram tendéncia a diminuicao
apos uma semana da TPNC (p>0,05). Estudos anteriores, com analise de parametros
clinicos periodontais e biomarcadores em soro, antes e apdés TPNC, nos pacientes
com periodontite sem alteracfes sistémicas, encontraram melhora nos parametros
clinicos e diminuicdo nos niveis de IL-1B3, TNF-a e IL-17 (SHIRMOHAMMADI et al.,
2013; NILE et al., 2016; MOHAMMAD, 2020). Alteracdes sistémicas causadadas pelo
cancer poderam justificar esses achados, bem como o tamanho da amostra do
presente estudo.

Uma atencao especial deve ser dada a estes trés marcadores inflamatorios (IL-
18, TNF-a e IL-17), uma vez que os mesmos tém sido associados a processos que
levam a expansdao tumoral e metastase e, consequentemente, a um pior prognéstico
da neoplasia maligna da mama (CHEN et al.,, 2013; COFFELT et al.,, 2015;
MARTINEZ-REZA et al., 2017; TULOTTA el al., 2018; CRUCERIU et al., 2020;
BASTID et al., 2020). Por isso, nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem proposto

estratégias terapéuticas adjuvantes que visam bloquear vias de sinalizacdo
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intracelular mediadas por essas citocinas e, assim, prevenir metastase e melhorar o
prognéstico do cancer (FABRE et al., 2018; EYRE et al., 2019; TULOTTA et al., 2019;
SONG, WEI & LI, 2021). Dessa maneira, a TPNC, centrada na RAR, pode ser
ferramenta importante para uma abordagem multidisciplinar em mulheres que
apresentam cancer de mama e periodontite.

Interessantemente, o presente estudo dosou os quatro marcadores inflamatérios
(IL-1B, TNF-a, TGF-B e IL-17) em trés ambientes distintos (MT, FCG e soro), sendo
possivel identifica-los tanto no inicio do estudo quanto uma semana apés da terapia
periodontal, nos casos do FCG e soro. Devido a questdes éticas, amostras do MT so
puderam ser obtidas no momento da realizacdo da bidpsia. Essas citocinas tém sido
comumente relacionadas a imonopatogénese das duas doencas estudadas, a
periodontite e o cancer de mama, e os dados do presente estudo corroboram com a
ideia defendida pela literatura atual, de que a inflamacé&o associada ao cancer € similar
aguela vista em inflamacdes crbnicas, principalmente, em relacéo as respostas Thi,
Th2 e Th17 (KINANE, 2000; NICOLINI, CARPI, ROSSI, 2006; EBERSOLE et al., 2013;
PENDYALA et al., 2013; CHENG et al. 2014; FABRE et al., 2018). Para Freudenheim
et al. (2016), a presenca de bactérias periodontopatogénicas na regidao do tumor
mamario e mediadores da inflamacao crénica tem papel ativo na carcinogénese e
poderia explicar uma associa¢do entre ambas as doencas. Guven el al. (2019) e Jia
et al. (2020) destacaram que mecanismos imunoinflamatérios derivados de um perfil
hiperinflamatorio poderiam ser 0s responsaveis por aumentar as chances do
desenvolvimento de cancer naqueles individuos que também apresentam doenca
periodontal.

Tanto a periodontite quanto o cancer de mama sao doencas prevalentes em
adultos acima dos 35 anos (OPPERMANN et al., 2015; BRASIL, 2021) . No presente
trabalho, a média de idade geral das mulheres foi 52,4 anos. Optou-se por manter o
mesmo padrdo de idade na sele¢do das pacientes para evitar interferéncia deste fator
nos resultados. Outro aspecto relevante foi 0 menor numero de dentes na populacéo
estudada, média de 22 unidades dentarias. Muitos estudos que investigam a
associacdo das doencas periodontais e cancer tém correlacionado a perda de dentes
com o aumento do risco de neoplasias malignas (HUJOEL et al., 2003; SADIGHI
SHAMAMI, AMINI, 2011; TANWIR, SADIA, DUASHAUKAT, 2012; JAVED &
WARNAKULASURIYA, 2016; MICHAUD et al., 2016). Amdédio et al. (2014) e Vargas-

Villafuerte et al. (2016) também encontraram menos unidades dentéarias

62



DicussAo

remanescentes em uma populacdo com as mesmas caracteristicas deste estudo.
Nesse contexto, Michaud et al. (2008) sugerem que a DP pode ser um marcador de
susceptibilidade do sistema imune e/ou pode afetar diretamente o risco de cancer.
Entretanto, Séder et al. (2011) destacaram que a perda dentaria pode ocorrer por
outros motivos além da DP, como caries e abscessos endoddnticos, 0s quais também
se caracterizam por infeccao/inflamacéo crénica.

Os parametros clinicos periodontais, tais como PS, NCI, IP e SS auxiliam o
Periodontista na avaliacdo da destruicdo dos tecidos periodontais, bem como no grau
de inflamacdo que acomete estes tecidos, sendo fundamentais para um correto
diagnéstico e tratamento das DP (O'LEARY, DRAKE, NAYLOR, 1972; AINAMO &
BAY, 1975; COBB, 2002). Observou-se, nesse trabalho, que estes parametros
caracterizavam um padrao similar de periodontite, representado por maiores valores
de PS, NCI, PS e SS, quando comparados a individuos periodontalmente saudaveis
(COBB, 2002). Ainda nesse contexto, ressalta-se que o0s resultados clinicos
encontrados foram adaptados aos critérios estabelecidos pelo Workshop Internacional
para Classificacdo da Doenca Periodontal, de 2017 (PAPAPANOU et al., 2018).
Dessa forma, as pacientes apresentaram diagnostico de periodontite estagio lli
generalizada grau B. Vale destacar que, apesar de a periodontite ser associada a
muitas condic¢des sistémicas, tais como, doenca pulmonar, complicacées na gravidez,
baixo peso ao nascimento, diabetes, doencga cardiovascular, doenca renal cronica e
artrite reumatdide (LINDEN, LYONS, SCANNAPIECO, 2013), ndo foram incluidas
mulheres com outras doencas sistémicas, além do carcinoma ductal invasivo, para
evitar interferéncia nos resultados.

Os dados relacionados ao diagndstico do cancer de mama mostraram que as
pacientes tinham padrdao semelhante da neoplasia, uma vez que 100% (n=17)
apresentaram diagndstico de carcinoma ductal invasivo (carcinoma invasivo de mama
nao especial) e auséncia de metastase, no momento das coletas. Das 17
participantes, 82,40% (n=14) apresentavam grau histolégico 2 (moderadamente
diferenciado), 76,50% (n=13) RE positivo, 58,80% (n=10) RP positivo e 58,80% (n=10)
HER2 negativo, 0 que sugere um curso mais favoravel da doenca. A presenca de
receptores (R-positivos) relaciona-se ao crescimento lento do tumor e melhor resposta
a terapia hormonal quando comparada a auséncia de receptores (R-negativos). Por
outro lado, HER2-positivo correlaciona-se a crescimento rapido e agressivo do tumor
(AGUIAR et al., 2013; BRASIL, 2021). Nesta pesquisa, optou-se por recrutar mulheres

63



DicussAo

diagnosticadas com cancer pela primeira vez e que ndo haviam sido submetidas a
nenhum tratamento, como quimioterapia, radioterapia ou mastectomia, para evitar a
interferéncia dessas terapias nas condi¢cdes periodontais e sistémicas, diminuindo o
namero de vieses e comprometimento dos resultados. O tratamento antineoplasico
induz varios efeitos colaterais tanto na cavidade bucal quanto na condi¢do sistémica
dos individuos. Por exemplo, durante a quimioterapia, a gengiva, bem como toda
cavidade oral, pode ser afetada devido a estomatotoxicidade direta da droga
quimioterapica, a qual pode induzir gengivite marginal e periodontite ou agravar
condicbes periodontais pré-existentes, além do risco de complicacbes sistémicas
resultantes da imunossupressédo (HESPANHOL et al., 2010; VARGAS-VILLAFUERTE
et al., 2016).

Algumas limitagGes precisam ser levadas em consideragdo neste trabalho
como, por exemplo, o pequeno tamanho da amostra que pode ter contribuido para os
resultados encontrados nesse trabalho. No inicio do estudo, 70 mulheres foram
convidadas para participar, porém muitas desistiram devido as questdes psicoldgicas
do enfrentamento ao cancer de mama e devido a dificuldade de comparecer as
consultas odontologicas. Outra questdo, foi a dificuldade do acompanhamento
longitudinal, principalmente, pela desisténcia de muitas mulheres que sofreram os
efeitos colaterais da quimioterapia. Diante disso, sugere-se que estudos futuros
acompanhem, a longo prazo, os efeitos da TPNC em mulheres com cancer de mama
e correlacionem os achados com o prognéstico e a resposta ao tratamento

antineoplasico.
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7 CONCLUSAO

Os quatro marcadores inflamatérios (TGF-B, IL-17, IL-18 e TNF-a) foram
identificados nos trés ambientes avaliados. O tratamento periodontal ndo cirdrgico,
centrado na raspagem e alisamento radicular, diminuiu os niveis de TGF- no fluido
crevicular gengival e no soro de mulheres com cancer de mama e periodontite, antes
da quimioterapia. Associado a isso, os niveis de IL-17 também foram reduzidos no
FCG dessas pacientes. Apesar de ndo serem observadas diferencas estatisticas nas
concentragfes séricas da IL-17, IL-1B e TNF-a, estas mostraram uma tendéncia a
diminuicdo apos terapia periodontal. Diante desses achados, a TPNC pode ser uma
ferramenta importante na abordagem multidisciplinar de mulheres com céancer de

mama e periodontite,devendo ser preconizada antes de se iniciar a quimioterapia.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos ~ vocg, para  participar
voluntariamente do projeto intitulado “Avaliacdo clinica, imunoldgica e hematologica em pacientes

portadores de cdncer com periodontite crénica’, tendo como responsaveis pela execugdo os Cirurgides-
Dentistas Kelly Rocio Vargas Villafuerte, Felipe Torres Dantas e a Prof. Dra. Daniela Bazan Palioto,
Professora da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto.

Antes de aceitar o convite tomarei ciéncia e serei esclarecido de maneira a ndo restarem quaisquer
davidas sobre minha participacio no estudo, de acordo com os termos abaixo relacionados:

* Que o estudo serd realizado com o objetivo de avaliar minhas condi¢des periodontais e monitorar o
efeito do tratamento periodontal e avaliar minhas condi¢des clinicas (dentes e suas estruturas de
suporte), imunologicas (substancias do sistema de defesa do corpo) ¢ hematoldgicas (exames de
sangue).

* Que a analise serd feita apos a avaliacdo dos pardmetros clinicos periodontais, coleta de sangue ¢
coleta de fluido crevicular gengival (liquido que sai normalmente da gengiva) antes do inicio do
tratamento periodontal, apds 45 dias, seis meses ¢ um ano do tratamento periodontal.

e Que a coleta de sangue serd feita no Hospital das Clinicas, por um profissional experiente ¢ que
poderei sentir um leve desconforto durante o procedimento, que serdo analisados em laboratorio, e
que serei informada dos resultados.

* Que a coleta de fluido crevicular gengival (liquido que sai normalmente da gengiva) sera feita na
Clinica de Pés-graduacdo da FORP- USP, por um professional experiente e que poderei sentir um
leve desconforto nos maxilares devido a necessidade de ficar com a boca aberta durante o
procedimento, que serd coletado com tiras de papel absorvente no sulco gengival, e que serei
informada dos resultados ao final do projeto.

* Que apos a realizagdo do diagnostico periodontal, serd necessaria a elaboragio do plano de tratamento
periodontal. No caso de ndo haver doenca periodontal sera feita a terapia preventiva como, instrugdes
de higiene oral, raspagem supragengival (ultrassom) e/ou profilaxia com taga de borracha — Limpeza
dental.

¢ Que antes de comegar o tratamento periodontal serdo realizados procedimentos de adequagdo do meio
bucal como extragdes dentdrias (quando for necessdrio), profilaxia com ultrassom (limpeza), e
adequagdo de restauracdes em excesso/falta.

e Que o tratamento periodontal serd realizado com curetas manuais e ultrassonicas, sob anestesia local
(raspagem subgengival).

* Que poderei sentir um leve desconforto apds o tratamento periodontal, que tende a diminuir em
algumas horas apds a realiza¢do do procedimento, porém a prescrigdo de remédios para dor podera ser
feita, caso tenha necessidade.

o Todo material a ser empregado nas coletas e no tratamento periodontal serd previamente esterilizado
(livre de germes/bactérias), e armazenado em embalagem individual que serd aberta na minha frente.

e Apds o término do tratamento periodontal, serei colocada no programa de manuten¢do da terapia
periodontal.

e Serei informado antes e durante a realizagio da pesquisa, de como esta se desenvolvera, bem como de
que forma ocorrera a minha participa¢do na mesma.

AVENIDA DO CAFE S/N°
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e Os beneficios que deverei esperar com minha participagdo sfio diretos, como diagndstico e tratamento
da doenga periodontal, além de informagdes e tratamento para prevenir a doenga periodontal,
melhorando minha qualidade de vida.

e Autorizo que as radiografias, fotografias, modelos, desenhos e informagdes relacionadas ao meu
tratamento e quaisquer outras informacdes do planejamento de diagndstico e tratamento poderdo ser
usados para divulgagio e publicagdo em revistas cientificas dos dados obtidos nesta pesquisa, desde
que minha identidade ndo seja revelada. Tenho, por parte dos pesquisadores, a garantia do sigilo que
assegura a minha privacidade, e que a divulgacdo das mencionadas informagdes so sera feita entre
profissionais estudiosos do assunto.

* Que autorizarei a utilizagdo de dados do meu prontuario médico, caso seja portador de algum tipo de
cancer, o qual se encontra no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, para que os pesquisadores
possam coletar informagdes sobre minhas condigdes de saude geral (condigdes sistémicas), tipo e
efeitos adversos da quimioterapia, valores dos exames de sangue complementares e caracteristicas do
tipo de cancer.

e Poderei, a qualquer momento, durante a elaboragdo do projeto, deixar de participar, sem que isso me
traga qualquer penalidade ou prejuizo, e que também poderei recolher junto aos idealizadores do
estudo todos os documentos com meus dados coletados.

e Estou disposto a autorizar minha participagdo para que os resultados encontrados possam ajudar
outras pessoas.

e Nio sera oferecido nenhum tipo de pagamento pela minha participagdo. Mas, sera fornecido lanche
¢/ou almogo ¢ transporte (ida e volta), se necessario.

e No caso de dano pessoal diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste
estudo o participante tera direito a custeio médico-odontologico.

¢ Ao final da pesquisa, serei informado sobre todos os resultados obtidos.

* Que este documento sera elaborado em duas vias idénticas e uma delas ficara comigo. Terei que

rubricar todas as paginas ¢ assinar a ultima pagina.

Desta forma, confirmo que recebi de maneira clara, e tendo compreendido perfeitamente
todas as informagdes sobre minha participa¢do no mencionado estudo e estando consciente dos
direitos, das responsabilidades, dos riscos e dos beneficios, concordo com minha participagdo. Assim,
INFORMO QUE IREI PARTICIPAR DESTA PESQUISA POR LIVRE E ESPONTANEA
Enderego do participante-voluntario(a)

Domiciliado (Rua, Avenida, Conjunto):

Bloco/ N°/ Complemento:

Bairro/ Cidade:

Telefone:
E- mail

Endereco do responsavel pela pesquisa

Profa. Dra. Daniela Bazan Palioto

Institui¢ao: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo - Departamento de
CTBMEF e Periodontia.

Av. do Café, s/n, Ribeirdao Preto — SP - Brasil CEP: 14040-904

Tel (16) 3315-3980 / Fax: 3315-4788 / Celular: (16) 981180737

AVENIDA DO CAFE §/N°
14040-904 - RIBEIRAO PRETO - S.P. - BRASIL
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ANEXO C — ARTIGO CIENTIFICO SUBMETIDO PARA PUBLICACAO NO
PERIODICO SUPPORTIVE CARE IN CANCER

2211172021 09:58 Gmail - Supportive Care in Cancer - Submission Motification to co-author - [EMID:b0049987d8addfef]

M G ma || Felipe Torres <dantasft@gmail.com>

Supportive Care in Cancer - Submission Notification to co-author -
[EMID:b0049987d8addfef]

1 mensagem

Editorial Office <em@editorialmanager.com= 22 de novembro de 2021 09:10
Responder a: Editorial Office <editorjscc@masce.org>
Para: Felipe Torres Dantas <dantasft@gmail.com>

Re: "Effect of non-surgical periodontal therapy on levels of inflammatory markers in gingival crevicular fluid and
serum of patients with breast cancer and periodontitis "

Full author list: Felipe Torres Dantas; Pedro Henrique Felix Silva; Hélio Humberto Angotti Carrara; Francisco Jose
Candido dos Reis; Fabiani Gai Frantz; Michel Reis Messora; Flavia Aparecida Chaves Furlaneto Messora; Daniela
Bazan Palioto

Dear Dr Felipe Dantas,
We have received the submission entitled: "Effect of non-surgical periodontal therapy on levels of inflammatory
markers in gingival crevicular fluid and serum of patients with breast cancer and periodontitis.” for possible publication

in Supportive Care in Cancer, and you are listed as one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr Dr Daniela Bazan Palioto who will be able to track the status
of the paper through hisfher login.

If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. If we do not hear back from you,
we will assume you agree with your co-authorship.

Thank you very much.
With kind regards,

Springer Journals Editorial Office
Supportive Care in Cancer
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ANEXO D — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO CIENTIFICO AO

PERIODICO ANTICANCER RESEARCH

291172021 01:31 E-mail de Universidade de S&o Paulo - AR, Submission Acknowledgement

) Felipe Torres Dantas <ftdantas@usp.br>

AR, Submission Acknowledgement
1 mensagem

liar-anticancer <editor@iiar-anticancer.org= 21 de novembro de 2021 01:30
Responder a: liar-anticancer <editor@iiar-anticancer.org>
Para: Felipe Torres Dantas <ftdantas@usp.br>

Thank you for submitting the manuscript, "A new method for obtaining tumeor interstitial fluid applied to cytokine
analysis in breast carcinoma samples” to AR.

Through the online journal management system you will be able to track its progress through the editorial process by
logging into your account.

If you have any questions please contact us.

This communication is confidential and intended soclely for the individual(s) to whom, or entity to which it is addressed.
If you are not the intended recipient, you are hereby notified that any review, dissemination, distribution, copying or
any use whatsoever of this communication is strictly prohibited. If you have received this communication in error
please notify the sender at her e-mail address and delete the message and any attachments immediately. Internet
communications cannot be guaranteed to be secure or error-free as they could be intercepted, corrupted or altered,
therefore the sender does not accept any liability for any errors or omissions.
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