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RESUMO

Introducio: Biofilmes sdo aglomerados de microrganismos associados a uma superficie e
incorporados a uma matriz polimérica extracelular. Tém sido descritos em inimeras patologias,
como as rinossinusites cronicas (RC). Sua presenca estd relacionada ao aumento da
sobrevivéncia de microrganismos e & RC de pior progndstico, sendo importante a sua detec¢ao
rotineira. A RC ¢ uma das principais causas da respiracao oral. Criangas respiradoras orais
apresentam perdas significativas na qualidade de vida, geram gastos socioecondmicos
importantes e podem ter alteragdes no crescimento e no desenvolvimento, que podem persistir
até a vida adulta. A citologia nasal realizada pela microscopia Optica na coloragdo May-
Griinwald-Giemsa (MGQG) representa uma técnica util, barata e de facil aplicacdo para a
deteccao de biofilmes nesta populagao.

Objetivo: Identificar a prevaléncia de biofilmes por meio da citologia nasal em criangas
atendidas no Ambulatério do Respirador Oral do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (HC/UFMQG).

Meétodos: Os participantes deste estudo foram submetidos a teste alérgico cutaineo com bateria
padrao, citologia nasal, rinomanometria anterior, fibronasolaringoscopia e avaliacdo pela
equipe multidisciplinar. A citologia nasal foi colhida por meio da aplicagdo de um swab estéril
na por¢ao média do corneto inferior. O material coletado foi transferido para uma lamina de
vidro, secou ao ar livre e foi corado pelo método MGG. As laminas foram lidas por dois
examinadores independentes e cegos entre si para identificar a presenca de biofilme na amostra
colhida. A andlise estatistica incluiu testes de comparacdo (Mann Whitney, Qui-quadrado) e o
teste de concordancia Kappa, que foi utilizado para avaliar a concordancia entre os dois
examinadores. As analises foram realizadas no software IBM SPSS versao 25 e com nivel de
significancia de 5%.

Resultados: Foram incluidas 67 criangas respiradoras orais, com idade entre 5 ¢ 12 anos
(mediana: 8 anos), sendo 45 (67,2%) do sexo masculino. Houve alta concordancia quanto a
identificacao do biofilme entre os dois examinadores independentes (p < 0,0001). Devido a alta
concordancia, apds sorteio, considerou-se os resultados encontrados pelo examinador 2. A
prevaléncia de biofilme foi de 47,8% (n=32). Os pacientes que apresentaram biofilme na
mucosa nasal eram mais novos, com mediana da idade: 8 (7 — 10); p = 0,047. A presenca de
biofilme esteve associada a diminui¢do do fluxo nasal medido pela rinomanometria anterior,
com uma porcentagem de fluxo nasal menor nos pacientes com biofilme (mediana 47%),

quando comparados aqueles sem o biofilme (mediana 79%); valor p 0,01. Em relagdo a



gravidade da obstrugdo do fluxo nasal, observou-se que os pacientes com a presenca de biofilme
apresentaram obstrugao mais grave quando comparados aqueles sem o biofilme (p = 0,021).
Conclusio: A citologia nasal mostrou ser um teste tecnicamente simples, barato, reprodutivel
e capaz de detectar o biofilme em criancas respiradoras orais. As criangas mais novas
apresentaram maior prevaléncia de biofilme na mucosa nasal. Além disso, nas criangas em que
foi identificado o biofilme, observou-se menor fluxo nasal e uma obstru¢do mais grave quando
comparadas aquelas sem a presenca do biofilme. Esses achados podem estar relacionados ao
desenvolvimento de um microbioma nasal insalubre, o que poderia favorecer o surgimento € o
desenvolvimento do biofilme.

Palavras-chave: biofilme; citologia nasal; respiracdo oral; crianga; rinomanometria;

microbioma.



ABSTRACT

Introduction: Biofilms are clusters of microorganisms associated with a surface and
incorporated into an extracellular polymeric matrix. They have been described in numerous
pathologies, such as chronic rhinosinusitis (CRS). Their presence is related to increased
microbial survival and worse prognosis of CRS, making routine detection important. CRS is
one of the main causes of mouth breathing. Children who breathe through their mouth have
significant losses in quality of life, generate significant socioeconomic costs, and may have
alterations in growth and development that can persist into adulthood. Nasal cytology
performed by optical microscopy using May-Griinwald-Giemsa (MGGQG) staining represents a
useful, inexpensive, and easy-to-apply technique for detecting biofilms in this population.
Objective: To identify the prevalence of biofilms by nasal cytology in children treated at the
Oral Breathing Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas of the Federal University of Minas
Gerais (HC/UFMG).

Methods: Participants in this study underwent standard battery skin prick tests, nasal cytology,
anterior rhinomanometry, fibronasolaryngoscopy, and evaluation by a multidisciplinary team.
Nasal cytology was collected by applying a sterile swab to the middle portion of the inferior
turbinate. The collected material was transferred to a glass slide, air-dried, and stained by the
MGG method. The slides were read by two independent and blinded examiners to identify the
presence of biofilm in the collected sample. Statistical analysis included comparison tests
(Mann Whitney, chi-square) and the Kappa concordance test, which was used to assess the
agreement between the two examiners. The analyses were performed using IBM SPSS version
25 software, with a significance level of 5%.

Results: A total of 67 mouth-breathing children, aged 5 to 12 years (median: 8 years), were
included in the study, with 45 (67.2%) being male. There was high concordance between the
two independent examiners in identifying biofilm (p < 0.0001). Due to high concordance, the
results found by examiner 2 were considered after random selection. The prevalence of biofilm
was 47.8% (n=32). Patients with biofilm on the nasal mucosa were younger, median age: 8 (7
—10); p = 0.047. The presence of biofilm was associated with decreased nasal flow measured
by anterior rhinomanometry, with a lower nasal flow percentage in patients with biofilm
(median 47%) compared to those without biofilm (median 79%); p-value 0.01. Regarding the
severity of nasal flow obstruction, it was observed that patients with biofilm had more severe

obstruction compared to those without biofilm (p = 0.021).



Conclusion: Nasal cytology was shown to be a technically simple, inexpensive, reproducible
test capable of detecting biofilm in mouth-breathing children. Younger children had a higher
prevalence of biofilm on the nasal mucosa. Furthermore, in children in whom biofilm was
identified, a lower nasal flow and more severe obstruction were observed compared to those
without biofilm. These findings may be related to the development of an unhealthy nasal
microbiome, which could favor the emergence and development of biofilm.

Keywords: biofilm; nasal cytology; mouth breathing; child; rhinomanometry; microbiome.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes sdo aglomerados de microrganismos (bactérias ou fungos) associados a
superficie e incorporados a uma matriz polimérica extracelular. Tém sido descritos em
inimeras patologias tais como rinossinusites, otites e polipose nasal'.

Estima-se que mais de 90% das bactérias vivem em biofilme? e que, no minimo, 65%
de todas as infecgdes bacterianas em seres humanos estejam relacionadas a sua presenca’.
Logo, a sua identificacdo in vivo tem importantes implicacdes diagndsticas e terapéuticas'.

A importancia clinica do biofilme consiste no aumento da sobrevivéncia de
microrganismos, pois confere resisténcia aos antimicrobianos, desinfetantes e detergentes;
levando a uma maior dificuldade na erradicagdo de patdégenos ou, ainda, no tratamento de
dispositivos médicos implantados contaminados!. Existem inimeras teorias que explicam a

resisténcia aos antimicrobianos proporcionada pelos biofilmes*>-

, que serdo abordadas dentro
um dos capitulos desta tese de doutorado.

Tem-se verificado que a presenca de biofilmes ndo ocorre apenas em doengas
infecciosas, mas também em doengas inflamatdrias e imuno-mediadas. Estudos revelam que
sdo encontrados mais frequentemente em hipertrofia de adenoides, polipose nasal,
rinossinusite cronica'*. Inclusive, sugere-se que quanto maior for o grau de obstrucio nasal,
mais frequente ¢ o seu surgimento, afinal, a falta de ventilacdo na cavidade nasal favorece o
surgimento de infecgdes, propiciando, por sua vez, o surgimento de biofilmes'*

Sabe-se que as fungdes da cavidade nasal sdo condicionamento do ar inspirado
(filtragdo, umidificagdo e aquecimento), olfato e defesa® °. Inimeras condi¢des podem alterar
essas funcdes, como a respiragao oral que permite que o ar inspirado va diretamente as vias
respiratorias baixas, o que pode causar hiper-reatividade das vias aéreas e inflamacgao
bronquial cronica®,

Classifica-se como respirador oral o individuo que substitui o processo correto de
respiragdo — padrao nasal — por um padrao de substituicdo oral ou misto, por um periodo maior
que 6 meses®!°. A respiragio oral pode ser consequéncia de varias afecgdes de base, dentre
elas doengas inflamatérias como rinites alérgicas, mas pode ser também consequéncia de
fatores mecanicos (como hiperplasias adenoamigdalianas), malformagdes congénitas com
deformidades craniofaciais, lesdes tumorais, etc® 1% 11
Tendo em vista que, como supracitado, foi verificado que quanto maior o grau de

obstru¢do nasal mais frequentemente é encontrado o biofilme'" *, postulou-se, na presente

pesquisa, que os biofilmes estardo frequentemente presentes nos pacientes respiradores orais,
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o que pode ser, inclusive, uma das causas de dificuldade terapéutica.

Observa-se que alguns pacientes respiradores orais, mesmo apos a corre¢ao das causas
obstrutivas, ndo apresentam melhora significativa na respiracao oral. Assim, verificar se os
pacientes respiradores orais possuem biofilme na mucosa nasal abre inimeras possibilidades,
dentre elas avaliar se essa seria uma possivel causa da ndo melhora e, assim, propor novas
medidas terapéuticas, abordando, inclusive, o tratamento dos biofilmes durante o processo
terapéutico do paciente respirador oral.

Durante os ultimos 20 anos, avangos tecnologicos € na pesquisa cientifica tém
propiciado novas formas de diagnéstico e tratamento em diversas doengas’. Devido a sua
natureza e as consequéncias prejudiciais, os biofilmes tém sido estudados em diversas
patologias'. No entanto, as pesquisas ocorrem por meio de técnicas complexas e caras (por
exemplo, microscopio eletronico ou microscopia confocal a laser), impedindo a aplicacao na
pratica clinica e em condi¢des de grande prevaléncia; tais como as patologias nasais'.

Virios estudos tém demonstrado a importancia da citologia nasal em auxiliar na
compreensdo dos mecanismos patofisiologicos de doengas agudas e cronicas, além de permitir
a identificagdio de novas entidades patoldgicas'? *. Na infancia, especialmente, ¢ um método
diagnostico de grande auxilio por ser minimamente invasivo, proporcionando um seguimento
clinico mais objetivo na faixa etéria pediatrica'?.

Alguns pesquisadores tém demonstrado que os biofilmes podem ser identificados por
meio da citologia nasal, com avaliacdo no microscopio Optico, especialmente usando a
coloragio May-Griinwald-Giemsa (MGG)"*7!*. De acordo com essa técnica, quando os
biofilmes aparecem na coloragdo ciano, associado a presenca de bactérias ou esporos de
fungos, encontram-se as "manchas infecciosas", que sdo a expressdo do biofilme pela
microscopia optica®.

Intmeras razdes contribuem para aumentar o interesse na citologia nasal como método
diagnéstico, entre elas, a simplicidade da técnica citolégica e a auséncia de invasividade, o
que torna possivel repetir o exame durante o seguimento € monitorizacdo do paciente.
Inclusive, é uma técnica que pode ser executada em qualquer idade®.

No entanto, apesar de todas as caracteristicas mencionadas anteriormente, muitos
centros ainda ndo utilizam a citologia nasal de forma rotineira’, principalmente com esse
objetivo — identifica¢do de biofilme.

Além disso, sdo escassas as pesquisas que avaliam a presenca de biofilmes em criangas

respiradoras orais. Quando a investigacdo dessa associagdo ¢ feita por meio da citologia
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nasal13 os estudos sdo praticamente inexistentes.

A possibilidade de identificar a presen¢a de biofilme em respiradores orais com uma
técnica simples e barata, como a citologia nasal, abre caminhos para aplicacdes diagnosticas
e terapéuticas mais precisas, propiciando melhor compreensao e manejo do respirador oral
com menos custos ¢ intervencgdes desnecessarias.

Este volume ¢ uma produgdo para defesa de tese de doutorado no Programa de Pos-
Graduagao em Satde da Crianga e do Adolescente da Universidade Federal de Minas Gerais.
Em cumprimento a Resolugao 03/2010 de 05/02/2010 do Programa de Pos-graduagao em
Ciéncias da Saude, Area de concentra¢io Saude da Crianca e do Adolescente, da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (disponivel em:
http://ftp.medicina.ufmg.br/cpg/programas/saude crianca/Arquivos%202013/resolucao 03
2010 regulamenta formato de teses e dissertacoes.pdf). 2010 (Anexo I), a presente tese foi
organizada sob a forma de artigos.

O primeiro artigo, intitulado “O Respirador Oral: revisdo da literatura”, consiste em
uma revisao da literatura sobre o paciente respirador oral, cujo objetivo foi sumarizar e discutir
os achados relevantes da literatura até o momento.

O segundo artigo, intitulado “O Biofilme: conceito, caracteristicas, métodos de
detec¢do e impactos nas doengas de vias aéreas superiores”, consiste em uma revisao de
literatura sobre o biofilme, suas caracteristicas, quais sdo os principais métodos de detec¢do
existentes. Neste artigo também foi feito uma breve revisdo das implica¢des da existéncia do
biofilme nas doencas vias aéreas superiores e no paciente respirador oral.

O terceiro artigo, intitulado “The prevalence of biofilms in children’s upper airway: a
systematic review” € uma revisdo sistematica, realizado em colaboracdo com os Professores
Giorgio Walter Canonica e Enrico Heffler, Humanitas Research Hospital (Mildo, Italia). Os
critérios estabelecidos pelo “Guia Metodolégico Cochrane para Revisdes Sistemadticas de
Intervencdes” foram observados para a sua realizagdo. O protocolo de pesquisa foi submetido
e aceito na plataforma do Registro Internacional de Revisdes Sistemadticas Prospectivas
(PROSPERO) sob o numero CRD42022320168. Por serem inexistentes as revisoes
sistematicas que avaliam a analise de prevaléncia do biofilme nas doengas de vias aéreas
superiores, este foi o objetivo desse artigo inédito. Tal artigo foi submetido a revista Clinical
Reviews in Allergy & Immunology.

Os resultados originais do estudo sdo reportados em um artigo intitulado “Analysis of

’

biofilm prevalence on the nasal mucosa of oral-breathing children”.
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As referéncias bibliograficas estdo listadas ao final de cada sessdo, dispostas em ordem
de citagdo e seguem as normas de Vancouver, conforme orientado pela ja mencionada

resolugdo 03/2010 de 05/02/2010 (Anexo I).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O respirador oral: revisdo da literatura

INTRODUCAO

Classifica-se como respirador oral, o individuo que substitui o padrdo nasal de
respira¢do por um padrdo oral ou misto!, por um periodo maior que 6 meses'>’®. De um
modo geral, a respiragcdo exclusivamente oral ¢ rara, havendo na maioria das vezes o padrao

2,6, 9, 10 . . . ,
misto . Por este motivo, alguns autores acreditam que o uso do termo respirador oral é
inadequado e deve, portanto, ser substituido pelo termo: respirador nasal insuficiente’.

Enquanto a respiracdo, como processo motor, depende de um automatismo controlado
pelo sistema nervoso central, a execugdo do ato de respirar pode ter varias interferéncias,
N . RPN . 11
iniciando-se pelas estruturas mais periféricas que canalizam o fluxo de ar' .

O padrio nasal é o processo correto de respiragdo’?. A presenca de qualquer obstaculo
no sistema respiratorio, especialmente na regido nasal e/ou faringea, ocasiona a obstruc¢ao

9,12,13

nasal, obrigando o paciente a respirar pela boca , isto €, a utilizar a cavidade oral como

um conduto passivo na respiracio'%. Assim, a respira¢do oral é um mecanismo adaptativo® 1°.

Sabe-se que a resisténcia do ar através do conduto nasal ¢ importante para a formagao
adequada das cavidades nasais!!. Como a respiracdo oral niio favorece esse efeito formativo,
surgem inimeras consequéncias negativas nos aparelhos envolvidos na respiragdo e, também,
ocorrem mudangas miofuncionais com a modificacdo do eixo corporal, alterando toda a
dinamica do corpo’ e, até mesmo, alteragdes sensoriais'®. A lingua e a mandibula se deslocam
para baixo e para trds (em relacdo a base do cranio), gerando uma inclina¢do anterior na
cabeca. Essas modificagdes posturais podem interferir no crescimento da mandibula e dos
dentes'?, proporcionando significativas mudancas na arcada dentaria e nas estruturas
osteoesqueléticas da face'? !°. No respirador oral, a inclinagdio anterior da cabega é a principal
mudanga postural para facilitar o fluxo de ar através da boca!” 18,

A etiologia da respiragio oral ¢ multifatorial'>'” e complexa®® e ocorre como
consequéncia de varias afec¢des de base, dentre elas fatores mecanicos (alteragdes de septo
nasal, hiperplasias adenoamigdalianas), doengas inflamatorias (rinites alérgicas),

1,5,19,21-25

malformagdes congénitas com deformidades craniofaciais, lesdes tumorais e, até

mesmo, alteracdes comportamentais (habitos orais inadequados) e fatores genéticos®.

1,21

Dentre as afec¢des inflamatorias, a rinite alérgica merece destaque’**', uma vez que ¢
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uma das causas mais frequentes de respiragio oral?!, afetando cerca de 10 a 30% da populagio
geral!. Além disso, sua incidéncia estd aumentando mundialmente!.

O diagnéstico da ocorréncia da respiragdo oral na infancia é essencialmente clinico®!?.
Deve-se combinar uma rigorosa e cuidadosa anamnese, seguida de um exame fisico
minucioso, com atengio especial as possiveis alteragdes morfologicas e congénitas'?.

Exames complementares geralmente sdo realizados para avaliar o grau de obstrugdo
das vias aéreas e aprofundar no diagnoéstico diferencial das causas da respiragdo oral e, assim,
direcionar e individualizar a abordagem terapéutica?.

O diagnostico e a abordagem precoce da respiracdo oral sdo fundamentais para
minimizar suas consequéncias®. A instalagdo cronica da respiragio oral, durante a fase de
crescimento de uma crianga, afetara ndo somente o desenvolvimento normal do esqueleto
facial, mas interferira também, de forma significativa, na satde geral. Portanto, ¢ necessario
a atuacdo de uma equipe multidisciplinar, evitando, dessa forma, desordens consequentes a

uma respiragdo oral cronica'?.

Tabela 1: Principais etiologias da respira¢do oral
Hiperplasias adenoamigdalianas
Rinites alérgicas
Alteracdes de septo nasal
Malformacgdes congénitas com deformidades
craniofaciais
LesOes tumorais
Alteragdes comportamentais
Fatores Genéticos

Tabela 2: Equipe necessaria para o acompanhamento do paciente respirador oral
Alergologista
Fisioterapeuta
Fonoaudiologo
Nutricionista
Odontologista
Otorrinolaringologista
Pneumologista
Terapeuta ocupacional

PREVALENCIA, CLASSIFICACAO E ETIOLOGIA DA RESPIRACAO ORAL

A prevaléncia da respiracdo oral na infincia é dificil de ser determinada?, havendo

grandes diferencas percentuais que podem ser justificadas por uso variado de critérios e de
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diferentes métodos’.
Além disso, at¢ o momento, existem poucos estudos com relatos da prevaléncia da
respiracdo oral na infincia®!’. Os que mencionam, estimam uma prevaléncia entre 5 e 75%*

6. 7.9.13.20 " yariando de acordo com o método de andlise> '°. Estima-se que, no Brasil, a

respiracdo oral afete 26.6 a 53.3% das criangas em idade escolar!® 3334,

Cerca de 80% das criangas respiradoras orais possuem alteracio na postura corporal'’.
Alguns estudos referem que a respiragdo oral é mais comum no sexo masculino*!”. Isso pode
ser explicado pelo fato de que as criangas do sexo masculino apresentam um menor calibre da

via aérea e por serem mais acometidas pela rinite alérgica®!’

, quando comparadas com
criangas do sexo feminino da mesma idade.

A respiragdo oral pode ser classificada em orgénica ou funcional de acordo com a
presenca ou nio de uma causa obstrutiva que justifique este padrio respiratorio*®. O
respirador oral funcional ¢ comumente observado em pacientes com alteragdes neurologicas,
assim como naqueles que ja tiveram sua causa obstrutiva resolvida, mas, que apesar disto,
ainda mantém por habito a respiracio através da boca 2.

Os pacientes que apresentam alteragdes anatomicas que obstruem a passagem do ar
pelo nariz e/ou pela faringe sdo chamados de respiradores orais organicos, por exemplo,
aqueles apresentam rinite alérgica e hiperplasia adenotonsilar?.

Ainda, existem autores que classificam separadamente dos pacientes funcionais os
respiradores orais devido as alteragdes neurologicas. Nesse caso, para esses autores, existem
trés classificacdes®.

A obstrugdo de vias aéreas superiores, nas suas diversas localiza¢des, constitui, entdo,
a principal causa da respiragdo oral, variando sua prevaléncia de acordo com a idade do
individuo?.

Em recém-nascidos, as alteragdes anatomicas de origem congénita predominam, sendo
a atresia de coanas uma importante causa nesta faixa etaria’. Em lactentes e pré-escolares ha
o predominio de causas adquiridas, como a hiperplasia adenoamigdaliana e rinossinusites®. A
rinoconjuntivite alérgica ¢ uma importante causa de padrao de respiragdo oral no escolar e
adolescente’.

Fatores importantes para o desenvolvimento da respiracdo oral sdo o desmame

3132 ¢ mamadeiras®'. Estima-se que 27% das criancas

precoce’! e 0 uso prolongado de chupetas
usuarias de chupeta, entre 2 a 5 anos de idade, desenvolverdo algum tipo de ma oclusio™.
Entre criancas, a prevaléncia de mordida aberta anterior varia de 17 a 96%, a mordida cruzada

posterior apresenta taxas de 27 a 88%, mas para criangas sem habitos de sucg¢ao nao nutritiva



23

com chupetas, essas taxas chegam a apenas 11%*.

A presenga de sobressaliéncia dos incisivos ¢ diagnosticada em 52% dos usuarios de
chupeta e quase 33% dos nio usuarios®. Em contraste, entre as criancas que nio usam
chupeta, apenas 3% apresentam mé oclusio**. No entanto, a prevaléncia de algumas mudangas
na oclus@o, como a mordida aberta anterior, pode diminuir com a idade, indicando que a ma
oclusdo tem o potencial de autocorrecao com eliminagdo do estimulo, particularmente se o
habito de sucg¢io ndo nutritiva for interrompido por volta de 2 e 3 anos de idade™.

Do ponto de vista do desenvolvimento craniofacial, o uso da chupeta por um longo
tempo (mais de 2 anos) e com alta frequéncia (um “uso didrio”), tem sido associada a algumas
alteragdes de oclusio, como mordida aberta anterior e mordida cruzada posterior 33634,

Alguns autores relatam que o uso de chupetas ortodonticas, que sdo achatadas, na
tentativa de simular o mamilo do seio materno e, assim, manter a pressao necessaria da lingua

133,36,37

no palato e obter uma vedacdo labial mais aceitave , permitem desenvolvimento

fisiologico da face e a redugdo dos efeitos deletérios do uso de chupetas convencionais®,
também conhecidas como mamilo “cereja”, que tem um tronco que fica em formato de bola™.

No entanto, algumas meta-analises>°

ressaltam que falta uma definicdo adequada
para o que seria uma chupeta funcional ou ortodontica, e que as chupetas ortodonticas parecem
causar menos mordida aberta anterior do que as convencionais®, mas, ainda assim, geram
prejuizos, ndo anulando ou impedindo o desenvolvimento da mordida cruzada posterior™.
Logo, parece que a ma oclusdo estd mais relacionada ao tempo de uso do que ao desenho da
chupeta®*¥’.

Até o momento, hd insuficiéncia de fortes evidéncias disponiveis para apoiar a
hipotese de que o uso de chupetas ortodonticas ¢ capaz de prevenir tragos de mé oclusdo
quando comparados as convencionais, € que mais estudos e novos dados sobre os efeitos das
chupetas ortoddnticas sio necessarios na literatura para fundamentar o argumento>*36-37,

De toda forma, ¢ praticamente consenso que os efeitos deletérios do uso de chupetas,

seja ortodontica ou convencional®®

, estd diretamente relacionado a duragdo (maior que 24 —
36 meses) e frequéncia®>¥3-326383%maior que 4 — 6h por dia)*®, bem como a predisposicio
individual, condicionada pelos fatores genéticos 3.

A crianga que recebe o aleitamento materno natural, € ndo por mamadeira, sobretudo
nos primeiros meses de vida, tem maior possibilidade de ser uma respiradora
predominantemente nasal durante a vida'®.

A amamentacao ¢ a primeira e talvez a experiéncia mais critica para desenvolvimento

140

facial™. Ao contrario da alimentagdo com mamadeira, durante a amamentag¢ao, os bebés



24

puxam a mama profundamente para dentro da boca e a mama se expande e molda o palato
duro por meio de pressdes e ondas peristalticas repetidas*®. A amamentagio requer
compressao da mandibula, o que ajuda a desenvolver melhor os musculos masseteres, quando
comparado com o aleitamento por meio da mamadeira*.

Durante a amamentagdo, ocorre um movimento intenso dos labios, da lingua, da
mandibula, da maxila e das bochechas, com efeitos benéficos para o desenvolvimento motor
oral do bebé*!.

Os movimentos da mandibula envolvidos na extracdo do leite da mama fornecem
estimulos importantes para o crescimento da regido articular temporomandibular e,
consequentemente, incentiva o crescimento e desenvolvimento harmonioso da regido facial*'.

Os musculos envolvidos na amamentacgao, especialmente o masseter, sio 0s mesmos
musculos que mais tarde (6 meses em diante) realizardo a mastigagao. Portanto, a mastigagao
continua o processo de estimulacdo dos musculos orofaciais que comegaram com a suc¢ao no
peito*!.

Em suma, a postura labial e lingual adequada, a respiracao nasal adequada e o correto
diametro transverso do palato estdo relacionados 8 amamentagio natural®**. Por outro lado,
outras formas de succdo, como aquelas envolvidas na mamadeira ¢ no uso de chupeta,
produzem diferentes estimulos, que podem comprometer o desenvolvimento motor oral e a
posicdo e forca das estruturas estomatognaticas, com um impacto prejudicial nas fun¢des
orais, incluindo a mastigagio®!.

Estudos demonstraram que o aleitamento materno exclusivo teve uma correlagdo
inversa com a mordida cruzada anterior, posterior e ma oclusdes*’ e que quanto mais tempo
as criangas foram amamentadas, mais se observou o efeito protetor para tais alteragdes,
tornando-se menos provéavel que a crianga apresentasse ma oclusio™.

E importante salientar que a auséncia de méa oclusdo na denti¢io decidua é um fator
prognoéstico favoravel para o desenvolvimento de uma boa oclusdo na denti¢do mista e
permanente; por outro lado, a ma oclusdo na denticdo decidua geralmente persiste na denti¢ao
mista e permanente?*.

Fica, portanto, evidente que o estimulo ao aleitamento materno exclusivo até os 6
meses de idade*? e complementar até os 2 anos ou mais deve ser estimulado como medida

1*2, bem como deve ser desestimulado o

protetora para o desenvolvimento de mé oclusdo ora
uso de chupetas e mamadeira, uma vez que favorecem, futuramente, o desenvolvimento de

ma oclusdo oral.
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O PADRAO FISIOLOGICO: A RESPIRACAO NASAL NA INFANCIA

A cavidade nasal é a camara de comunicacdo entre o ar ambiente e o sistema
respiratorio. E constituida por uma complexa geometria tridimensional que permite o
transporte de ar entre o ambiente e os pulmdes *’.

O caminho de passagem do ar se estreita na valvula nasal e se alarga na medida que
atinge a se¢ao média das conchas nasais. Posteriormente a valvula nasal, a superficie interna
¢ revestida por células epiteliais ciliadas, que sdo ricas em células caliciformes, que produzem
muco?’.

O nariz ¢ revestido por epitélio pseudoestratificado que repousa sobre uma membrana

27,28

basal, separando-a de camadas submucosas mais profundas Esse epitélio colunar

pseudoestratificado e ciliado ¢ observado em todas as passagens condutoras do trato

respiratorio®’. A submucosa contém glandulas mucosas, seromucosas e serosas’’?

» que
complementam a secregdo das células caliciformes®’.

As veias da lamina préopria formam sinusoides cavernosos de paredes finas, também
chamados de corpos cavernosos’’. Sdo as pequenas artérias, arteriolas e anastomoses
arteriovenosas que determinam o fluxo sanguineo regional e os vasos de capacitancia (veias
e sinusoides cavernosos) que estabelecem a paténcia nasal, que ¢ controlada pelo sistema
nervoso simpético®s.

Respirar € um ato reflexo. Durante a inspiracao, o ar entra no corpo através das narinas
(sem esfor¢o e com fechamento simultaneo da cavidade oral), onde ¢ aquecido e umedecido.
Os cilios protegem o trato respiratdrio contra danos que poderiam ser causados por um corpo
estranho’!. Esse aumento da atividade da area nasal estimula os tecidos do nariz, seios da face
e da circulacdo paranasal, gerando uma influéncia favoravel no crescimento das estruturas
dsseas adjacentes®!%.

Ap6s ocorrer a entrada do ar na cavidade nasal, a parte posterior da lingua entra em
contato com o palato mole, a ponta da lingua entra em contato com a face lingual dos incisivos
inferiores e sobe para as cristas palatinas®'. O osso hioide se eleva acima do nivel da borda
inferior da mandibula. O ar inspirado segue pela faringe, laringe e traqueia até chegar aos
bronquios e, uma vez nos pulmdes, ocorre a troca gasosa entre oxigénio e dioxido de
carbono?!.

O fluxo aéreo nasal dominante alterna-se habitualmente entre as narinas? 2%, sendo este

processo conhecido como ciclo nasal®!!>27-28| que é mediado por mudangas no ingurgitamento

dos vasos de capacitidncia da submucosa nos cornetos médios e inferiores®” 2%, Tudo isso
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contribui para a diminuicao da velocidade do fluxo de ar e cria condi¢des de fluxo turbulento
que contribuem para moldar as estruturas nasais'!. A magnitude da resisténcia nasal alterna
entre as duas narinas a cada 2 a 4 horas em 60 a 70% dos individuos saudaveis®®.

A resisténcia nasal € maior durante a infincia, diminui com a idade e é controlada,
principalmente, por ingurgitamento vascular nos cornetos médios e inferiores,.

Os recém-nascidos sdo respiradores nasais obrigatorios nos primeiros meses de vida
porque, anatomicamente, toda a extensao da lingua estd em contato com o palato duro e mole,
e a epiglote € superior ao véu palatino, logo, a laringe tem um posicionamento alto em relagdo
a cavidade oral, o que causa dificuldade para a respiracdo oral.** ** Essa caracteristica é
benéfica, uma vez que permite que a amamentacdo seja concomitante a respiragao. Por outro
lado, obstrucdes nasais nessa faixa etdria podem levar a quadros graves de desconforto
respiratorio® 4
Inumeras sdo as causas de obstrugdo nasal nos recém-nascidos podendo, inclusive, ser

de causa multifatorial. E extremamente importante o pediatra estar atento para realizacio

diagnostica e programar as intervengdes adequadas de forma precoce.

Tabela 3: Principais causas de respirac¢do oral em recém-nascidos

Congénitas
Atresia de coanas, Estenose congénita da abertura piriforme, Cisto de ducto nasolacrimal,
Massas nasais da linha média (Ex.:glioma)

Neoplasias
Teratoma, Hemangioma, Hamartoma, Lipoma, Linfagioma,Neurofibroma,etc

Infecciosas
Infecgdes de vias aéreas superiores ex.: virus sincicial respiratorio

Corpo estranho

Traumas/iatrogenia
Ex.: Hematoma septal, deslocamento septal, rinite medicamentosa, uso prolongado de
CPAP ou de tubo nasogastrico

Sindromes
Ex.: Fibrose Cistica, Katargener, Trissomia do 21

Inflamagoes
Ex.: rinite neonatal idiopatica

Maternas
Ex.: Estimulo estrogénico, uso de medicamentos (metildopa, antidepressivos triciclicos,
opidceos, propranolol)
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Adaptado de: Gnagi SH, Schraff SA (2013).4
Em criancas maiores, além da obvia diferenca de tamanho da cavidade nasal em

relacdo aos adultos e a consequente maior resisténcia ao fluxo aéreo, observa-se maior
variabilidade dessa resisténcia decorrente da imaturidade do controle vasomotor da mucosa
nasal na faixa etaria pediatrica’. Desta forma, o ciclo nasal na infincia nio estd bem
estabelecido como nos adultos?, embora se saiba que a fungio respiratoria normal se faz por

15,29

via nasal desde o nascimento e assim deve ser pelo resto da vida, mesmo com a maior

resisténcia a passagem de ar inalado pela via aérea nasal®.

Em criangcas sem disturbios respiratorios, a respiragdo nasal leva ao correto
crescimento craniofacial e ao desenvolvimento adequado da interagdo com outras fungoes,
como mastigacio e degluti¢io!®.

J& ¢ de conhecimento geral que a cavidade nasal tem papel fundamental na condugao,

2,7,22,29,31,45

aquecimento, umidificacdo e filtragdo do ar inspirado , sendo importante fonte de

2,7,27,29

protecdo para as cavidades paranasais, auriculares?’ e vias aéreas inferiores , otimizando,

assim, as trocas pulmonares'!’.

Contrariamente, quando o ar entra pela boca e vai diretamente ao trato respiratério
inferior, pode causar hiper-reatividade das vias aéreas e inflamagdo bronquica cronica’, além
de conferir maior suscetibilidade a infec¢des>'!.

Outras importantes fungdes da respiracdo nasal adequada sdo a percepcao de
odores®!!, ressonancia do ar e fonacio, além da funcdo auditiva®. Ao se respirar pela boca,
inibi-se os nervos aferentes nasais (nervo autondmico e simpatico trigeminal), que atuam na
regulagio da profundidade da respiracdo e do calibre das vias aéreas **°. O bloqueio nasal
resulta, portanto, no aumento da resisténcia nasal e diminui¢do da complacéncia pulmonar, o

4,46,47’ além

que afeta a expansao toracica, proporcionando uma ventilagio alveolar inadequada
do enfraquecimento dos musculos respiratorios*’.

Percebe-se, portanto, que a respiracdo nasal propicia qualidade ao ar inspirado, protege
as vias aéreas e favorece o posicionamento correto dos 6rgaos fonoarticulatorios, garantindo

bom desempenho das fun¢des estomatognaticas2’

€ quimiossensoriais.

Quando se realiza a inalagdo por meio da cavidade nasal, os compostos volateis
inalados sdo transportados para as terminagdes nervosas quimiossensoriais intranasais que dao
origem as sensagdes de olfato e trigeminais'!.

Um exemplo da importancia das sensacdes de olfato pode ser observado nos recém-
nascidos. E por meio desse mecanismo que conseguem sentir o cheiro do leite, chegar & mama

e reconhecer o odor do cuidador para identificacio, consolo e conservagdo de energia'!.
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Além das funcgdes supracitadas, relacionadas a respira¢do nasal, o fato de o sistema
olfatorio estar intimamente ligado as regides do cérebro limbico, que medeiam a emogao, a
memoria € 0 comportamento, sugere-se que a respiracdo nasal pode até mesmo moldar a
atividade elétrica ritmica em areas limbicas, com efeitos correspondentes nas fungdes
cognitivas?®. Assim, a respiracdo serve mais do que apenas fornecer oxigénio ao corpo;
também pode organizar a atividade da populagdo neuronal nas regides do cérebro para
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orquestrar comportamentos complexos associados a sensagdo orofacial®®. No entanto, esse

aspecto ainda ndo ¢ bem compreendido e necessita de mais estudos?.

PADRAO DE RESPIRACAO ORAL NA INFANCIA E SUAS CONSEQUENCIAS

Fisiologicamente, a respiracao oral ocorre quando o organismo identifica uma elevada

2,29

resisténcia nasal ao fluxo aéreo”” ou quando ha necessidade de aumento da demanda de

oxigénio, como é observado durante o esforgo fisico®. A respiragdo oral surge, entdo, como

2,25,29,48,49

um mecanismo compensatorio diante de uma respiragdo nasal ineficiente , podendo,

com o passar do tempo, transformar-se em habito e nio mais em necessidade? >

, OU seja, as
vias aéreas superiores estdo desobstruidas, mas a criang¢a continua com a respiragdo viciosa
pela boca®. Logo, a respiracdo oral em criangas ndo estd, necessariamente, associada a uma
obstrucdo severa ao fluxo de ar pelo nariz*,

Sabe-se que o Sistema Estomatognético ¢ composto por estruturas relacionadas as
fungdes vitais (respiracao, suc¢do, mastigacao e degluticao) e sociais (fonagao e articulacao).
Estruturas diretamente interligadas e relacionadas a sobrevivéncia'®. Assim, alteragdes em
qualquer uma delas geram um efeito em cadeia, o que pode acarretar desequilibrio geral desse
sistema, com impactos no desenvolvimento e na qualidade de vida do individuo'*.

Nesse sentido, inumeros estudos mostram que esta mudanga no padrao respiratorio,

4, 11, 46

aparentemente benigna'!, tem efeitos em cascata imediatos , prejudicando multiplas

fungdes fisiologicas e comportamentais'!.
Embora o efeito da obstrucdo nasal sobre o crescimento facial e dental seja
controverso, em funcao do critério muitas vezes subjetivo utilizado para definir a respiracao

1 20, 29

ora , grande parte da literatura demonstra relagdo direta da obstrucdo nasal com as

alteragdes do crescimento facial, da fala, auditiva, sensoriais, além de distirbios alimentares,
alteracdes posturais, dificuldades escolares, apatia e disturbios do sono, que interferem de

forma significativa na qualidade de vida®>?11 14.17.20.29.30, 30- 55
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CARACTERISTICAS DO RESPIRADOR ORAL

Todas as alteragdes caracteristicas do paciente respirador oral ocorrem devido a

necessidade respiratoria adaptativa.

O Respirador Oral: alteracoes faciais e posturais

As alteracdes posturais na crianga respiradora oral ocorrem devido a um mecanismo
compensatdrio. A obstrugdo ou estreitamento do espago aéreo faringeo leva a projecdo da
cabeca para frente, para melhorar a trajetoria do fluxo de ar para o trato respiratorio inferior,
o0 que causa adaptacdes posturais'” 526,

A crianga ao nascer, apresenta uma conformacao craniofacial caracteristica, estando o
cranio ja bem desenvolvido. No entanto, a face ¢ relativamente pequena em relagdo ao cranio
apresentando propor¢ado craniofacial de 8:1 nesta faixa etaria. Com o crescimento da crianga,
atinge propor¢des de 4:1 aos 5 anos e 2:1 na fase adulta®. Este é um dos motivos pelos quais
ndo se consegue prever ao observar um recém-nascido, como sera seu rosto quando adulto.
Acredita-se que por volta dos 12 anos de idade, 90% do crescimento craniofacial ja se tenha
completado, havendo pouca possibilidade de modificacdes a partir de entdo? .

Como o crescimento facial tem uma velocidade maior nos primeiros anos de vida, o
modo respiratorio neste periodo tem importante contribuicdo para o desenvolvimento
adequado das estruturas e fungdes®’. Portanto, a respira¢do, quando nio fisiologica e
conduzida pela boca, tende a provocar mudangas nas estruturas faciais e cervicais, que pode
se estender ao tronco e membros®’.

O crescimento 6sseo do cranio ¢ influenciado pelo crescimento dos tecidos moles, que
contém as informacdes genéticas para tal. O tamanho e forma do esqueleto facial sao também
influenciados pela a¢io dos tecidos relacionados interna e externamente a ele?. Deste modo,
o crescimento do complexo Osseo-craniofacial estd diretamente associado as fungdes dos
musculos craniofaciais, destacando-se os movimentos de cabeca, postura, mastigacao,
degluti¢do, fala, expressdes faciais e mimicas; além das fungdes respiratorias, visuais,

olfatorias e auditivas,>°. Portanto, fatores que interferem com as func¢des dos musculos faciais

2,28 2,58

na infancia podem afetar também a conformacao da face”“°, inclusive na vida adulta”°°, além
de gerarem inlimeras outras consequéncias negativas para a crianga.
Estudos experimentais em macacos>>®, demonstraram que o nariz é uma importante

drea para o crescimento facial normal>®. A partir de uma obstrugdo nasal induzida
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experimentalmente, os animais mantinham suas bocas abertas e protruiam suas linguas
durante todo o tempo. Esta tentativa de manter a via aérea aberta através da boca foi associada
a uma maior atividade dos musculos da face e da lingua. Observou-se ainda que, mesmo um
ano apos a resolucdo da obstrugdo nasal, alguns animais ainda mantinham a respiragdo oral.
No entanto, essa resposta niio foi uniforme entre os animais® .

Logo, a respiracdo oral em humanos também pode apresentar uma variedade de
sintomas, compreendendo desde uma aparéncia normal a importantes irregularidades
esqueléticas e dentarias. A obstru¢do nasal seria apenas o fator desencadeante, mas as
consequéncias seriam advindas dos desvios de recrutamento muscular’ consequente da
obstrucao nasal.

A postura anterior da cabeca € uma estratégia adotada por criangas com respiracao oral
para facilitar e acelerar o fluxo de ar®’. Se essa posi¢do for adotada por tempo prolongado,
pode causar aumento da tensdo dos musculos extensores da cabeca, alongando os musculos
infra-hidideos. Com isso, cria-se uma tracao inferior e posterior do osso hioide que faz, como
consequéncia, que a mandibula seja puxada na direcdo de retragio e depressdo>2. Assim, a
posi¢do anterior da cabeca causa protragdo e rotacdo dos ombros, elevacao e abducao das
escapulas, depressio da regidio tordcica anterior e deslocamento para frente de todo o corpo!”.
Tudo isso leva a diminuicao da atividade do diafragma e a hipoatividade da musculatura
abdominal, dificultando o sinergismo entre estes dois musculos®.

Cabe reforgar que o equilibrio da parte inferior do cranio depende dos musculos
mastigatorios e da regido hioidea. Portanto, a andlise do Sistema Estomatognético ndo pode
ser separada de seu relacionamento com as estruturas da cabeca e do pescoco, mas deve ser
avaliado como um todo > '°.

Além disso, alguns estudos relatam que o uso excessivo dos musculos da cabega,
pescogo e cintura escapular pode desencadear fraqueza muscular secundéria e promover
assimetria do ombro, que sdo sinais de alteracdes nas curvaturas da coluna vertebral!’,
indicativas, por exemplo, de escoliose.

E prudente mencionar que as alteragdes posturais supracitadas também podem ser
encontradas em criangas respiradoras nasais, ndo sendo exclusiva dos respiradores orais. No
entanto, ocorrem em menor frequéncia nos respiradores nasais, quando comparada as criangas
respiradoras bucais'’.

E importante ressaltar que os respiradores orais tem mais chance de manter as

alteragdes posturais na vida adulta, enquanto os respiradores nasais conseguem reverter a

alteracdo postural com medidas corretivas ao longo do crescimento .
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Para Krakauer et al' as criangas respiradoras nasais com alteragdes posturais maiores
de 8 anos melhoram sua postura a medida que crescem, enquanto criangas com respiragao oral
da mesma idade mantém o padrdo corporal desorganizado compativel com as posturas
encontradas quando menores. Por esse motivo, sugerem que ¢ inadequado usar a palavra
patologico para definir as alteragdes posturais de criangas com respiracdo oral até os 8 anos
de idade. No entanto, ressaltam que se esse padrao respiratorio persistir por além dessa idade,
pode-se causar alteragdes estruturais no eixo corporal >

Dessa forma, medidas corretivas posturais e para retorno da respiragdo nasal devem
ser feitas antes dos 08 anos de idade, com o intuito de evitar tais alteragoes'® que podem
persistir, inclusive, pela vida adulta.

Pacientes com o hdbito da respira¢ao oral mantém a boca constantemente aberta. Dessa
forma, como a lingua ndo fica em contato constante com o palato duro, ndo ocorre o estimulo
a expansdo da maxila® | favorecendo a formagdo do palato ogival. Além disso, a arcada
dentaria superior tende a se deslocar para frente e para dentro, provocando mordidas
cruzadas®. Portanto, como a lingua se posiciona de forma inadequada, ela deixa de exercer a
fun¢cdo modeladora o que pode favorecer o desenvolvimento de mas oclusdes em criancas
respiradoras orais®! 7.

Assim, o mecanismo de compensag¢do postural ocorre da seguinte forma: pela falta de
fluxo aéreo nasal, a press@o da lingua no palato ¢ reduzida, desviando a mandibula para baixo
e para tras em relag¢do a base do cranio, onde os musculos abaixadores da mandibula exercem
sobre ela uma tragio muscular para tras, a cada inspira¢io®. Devido a este abaixamento
mandibular, os dentes superiores sdo privados de seu suporte muscular e pressao lateral. A
partir desta relacdo instdvel entre forcas musculares externas e internas sobre a boca, o
musculo bucinador causa uma pressdo no arco maxilar, resultando em estreitamento,

associando o comprometimento respiratorio as deformidades dentofaciais®> 39,

2,11,30, 40 2,11,17,24,30,52,56

craniofaciais e posturais , percebidas, principalmente, por mudangas na
posi¢do da cabega em relagiio ao pesco¢o’’, como ji mencionado anteriormente.

As alteragdes mais frequentes encontradas nos respiradores orais sao lingua com dorso
elevado e a ponta abaixada, lingua no assoalho oral ou interposta anteriormente entre as
arcadas, labio inferior espesso e evertido, hiperfuncao do musculo mentual, flacidez de l1abios,
lingua e bochechas, degluticdo atipica, assimetrias faciais, respiragdo ruidosa, aumento da
altura da face, atresia maxilar, ma oclusdo, postura aberta de l1abios e palato ogival e estreito®?.

Em individuos geneticamente predispostos, tudo isso pode resultar em acentuagao do

crescimento vertical da face e retrognatia, mandibulas mais obtusas, palatos mais altos e



32

estreitos e maior propensio em desenvolver mordidas cruzadas posteriores 230301

Todas as manifestagdes mencionadas caracterizam a ‘“sindrome da face longa”,

10,11,15,19,28,50,63
2

alteragdo comumente encontrada em criancas respiradoras orais também

chamada de face adenoideana®®**28,

Portanto, algumas criancas respiradoras orais podem ser identificadas por
caracteristicas faciais tipicas, dentre elas: boca entreaberta, labio superior curto e labio inferior
volumoso e evertido, 1abios separados e ressecados, graus variaveis de face estreita, nariz
achatado, orificios nasais pequenos e mal desenvolvidos, lingua hipotdnica, volumosa, que
repousa no assoalho oral e olheiras profundas'> %,

A tabela a seguir, sintetiza as altera¢des dentarias mais frequentes encontradas nos

respiradores bucais e o mecanismo correspondente >*:

Tabela 4: Alteragdes dentdrias mais frequentes encontradas nos respiradores orais € o
mecanismo correspondente

Alteracao Mecanismo
Mordida Estreitamento maxilar
cruzada
Mordida aberta Falta de pressdo do labio superior sobre os
anterior incisivos e rompimento do equilibrio de

forcas mantenedoras da oclusdo oral

Palato ogival ~ Auséncia da expansdo da maxila pela pressao
da lingua

O respirador oral e alteracoes na respiragao

Embora também faltem estudos metodologicamente padronizados que correlacionem
as alteracdes posturais de todo o corpo (e ndo apenas da cabeca) com a respiragdo oral®?,
muitos autores advogam a favor dessa relagdo, uma vez que os musculos sdao organizados em
cadeias miofasciais, logo, ha um esfor¢o fisico constante dos musculos inspiratorios
acessorios®, como o escaleno, o esternocleidomastdideo e o trapézio superior®’, o que poderia
comprometer outros segmentos posturais®, causando um desequilibrio muscular
progressivo*® 37, Este padrio ¢ perpetuado pela diminuicdo da atividade do diafragma e
hipotonicidade da musculatura abdominal*® 4.

O uso da musculatura acessoria na inspira¢ao gera um aumento do consumo energético
e a uma ventilagio pulmonar inadequada®®. Portanto, os pacientes respiradores orais também
desenvolvem comprometimento no diafragma por causa de sua inatividade e falta de

46, 47

sinergismo com os musculos abdominais™ */, resultando em menor expansibilidade toracica.
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Estas adaptacdes provocam prejuizo na ventilagio pulmonar® *6, com consequente reflexo na
capacidade ao exercicio®.

Alguns pesquisadores relacionam valores espirométricos abaixo do previsto com
caracteristicas de distirbio obstrutivo em pacientes respiradores orais®*, principalmente
naqueles que possuem rinite alérgica como causa da respiragdo oral®. Diante disso, espera-se
que essas criancas apresentem tosse ou relatem cansaco durante a pratica de atividades
fisicas®.

A funcdo pulmonar também pode ser prejudicada pela falta de filtragem, da
umidificac¢iio e do aquecimento do ar, quando inalado pela boca'?. Durante a respiracio oral,
pode ocorrer troca ineficiente de oxigénio (O2) e dioxido de carbono (CO2), uma vez que
pode haver diferentes niveis de concentragdo de 6xido nitrico (NO). E importante recordar
que a respiragio nasal é essencial para a produgio de NO*°, uma vez que o NO ¢ produzido,

159

predominantemente, nos seios da face localizados na via nasal>”. O 6xido nitrico inalado pela

respira¢ao nasal mostrou aumentar eficiéncia de troca de oxigénio e aumento de oxigénio no
sangue em 18%, melhorando a capacidade dos pulmdes de absorver oxigénio®’.

Como um potente vasodilatador, o NO chega aos pulmdes e ¢ usado nos capilares dos
alvéolos, expandindo os vasos ¢ aumentando a troca de O2 e CO2, sendo vital para a
manutengdo todos os 6rgdos do corpo'>*°. Portanto, a concentragdo insuficiente de NO na
respiragdo oral proporciona dificuldades na absor¢io de O2 durante as trocas gasosas'®>. Uma
grande quantidade de ar que entra pela respiracao oral também pode atrapalhar a transferéncia
de 02 do pulmio para a hemoglobina'®. Assim, respiradores bucais tem uma concentragio
sanguinea de oxigénio menor em relagdo aos respiradores nasais>>*°. Essa baixa concentracio

de oxigénio no sangue tem sido associada ao desenvolvimento de hipertensdo e insuficiéncia

cardiaca®.

O respirador oral e a fungdo cognitiva

Outro importante prejuizo da respiracio oral pode ser observado na fungdo cognitiva ',
O grau de trocas de oxigénio no cortex pré-frontal € maior durante a respiracao oral do que
durante a respiragdo nasal, o que aumenta a carga de oxigénio nesse tipo de respiracao, quando

comparada a respiragdo nasal'’

. Tudo isso pode resultar em diferentes padrdes de ativagao
cerebral. Especificamente, o aumento da ativagdo pré e pds-central foi observado na
respiracdo oral quando comparada a respiracdo nasal. Assim, sugere-se que os diferentes
padrdes de respiracdo podem levar a diferentes conectividades cerebrais funcionais!®.Cabe

mencionar que poucos estudos elucidam isso'® e que foram realizados predominantemente em
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adultos, sendo escassos, na faixa etaria pediatrica.

O Respirador Oral e prejuizos na fala

Outra alteragdo relacionada a respiragao oral ocorre na fala, que pode se alterar devido
a flacidez da musculatura facial, posicionamento incorreto da lingua como consequéncia da
ma oclusdo imposta por condi¢des estruturais da cavidade oral e/ ou por deficiéncias no
crescimento e desenvolvimento faciais’.

Assim, ¢ comum que criangas respiradoras orais possuam fala ininteligivel, mesmo
quando ja era para ter uma fala clara, o que prejudica a relagdo entre seus pares, o que pode
acarretar, inclusive, em dificuldade de socializacio; além da alfabetizagio>. Isso pode ocorrer
devido a maior predisposi¢cdo as infeccdes de vias aéreas superiores, que gera mau

funcionamento da tuba auditiva e flutuacdo da audigdo, interferindo na capacidade de

percepgdo dos sons>.

O Respirador Oral e infecgoes

Em se tratando de maior susceptibilidade as infecgdes, observa-se maior
vulnerabilidade a otites>** e a outras infecgdes de vias aéreas superiores'”. Um estudo de
coorte revelou que o risco de otite média com efusdo ¢ 2,4 vezes maior em respiradores bucais
do que em respiradores nasais’.

Isso ocorre porque o ar que entra pela boca ndo ¢ umidificado, aquecido e filtrado,
criando uma porta de entrada para agentes agressores, pois ndo ha barreiras imunologicas
naturais contra eles, causando maior frequéncia de infec¢des das vias aéreas superiores'’.

Além de todas as consequéncias supracitadas, a respiragdo oral pode estar associada a
doengas periodontal e ao aumento de amigdalas’. Por sua vez, a doenca periodontal estd
associada a doengas cronicas de pele, como urticaria cronica, purpura pigmentada e prurigo
nodular cronico’. Alguns estudos também demonstraram associagdo da respiracdo oral com
asma e dermatite atopica’ ®®e maior propensio a caries®’, embora essa a relacdo entre carie e

respiragdo oral seja controversa na literatura®.

O Respirador Oral e o estado nutricional
Existem poucos estudos relacionando as alteragdes nutricionais nos pacientes
respiradores orais, sendo, portanto, uma importante investigacdo a ser feita com o intuito,

inclusive, de incluir o nutricionista na equipe multiprofissional de acompanhamento dos
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pacientes com a Sindrome do Respirador Oral.

Observa-se que, geralmente, as criancas respiradoras orais tém preferéncia por
alimentos pastosos, comem de boca aberta!®, nio mastigam o suficiente e engolem o alimento
quase inteiro®. Assim, para facilitar a passagem do alimento, a crianca tende a ingerir grandes
quantidades de liquido durante as refei¢des®®. Além disso, se cansam e ndo comem o suficiente
ou, as vezes, comem muito e rapido ou varias vezes ao dia, o que explica a magreza ou a
obesidade nessas criancas®.

A preferéncia por alimentos mais fluidos acontece por uma preferéncia e selegao de
alimentos de menor consisténcia, que ndo exijam for¢a mastigatoria e que possam ser
deglutidos rapidamente para poder respirar '* %, Por outro lado, a presenca da obstrugio nasal
além de alterar a detec¢do do gosto salgado dos alimentos, prejudicando o prazer da crianca
em se alimentar®, gera alteragdes no olfato — seja hiposmia ou anosmia — uma vez que o fluxo

168

aéreo ndo atinge o teto da fossa nasal®®. Como o olfato tem estreita ligagdo com o apetite,

criangas respiradoras orais podem apresentar perda do apetite®® e no prazer de se alimentar.

O Respirador Oral e disturbios do sono, hormonais, sensoriais e comportamentais

Ha grande relagdo da respiragdo oral com distirbios do sono em criangas. A alteracao
no padrdo do sono ocorre por fatores fisicos, como dificuldade para respirar, ou hormonais,
como secre¢do inadequada de GH.

Algumas criangas que respiram pela boca e apresentam apneias obstrutivas noturnas
podem apresentar retardo do crescimento pondero-estatural, pois a irregularidade do sono
parece ser a causa da diminui¢io da liberagio noturna do horménio do crescimento®®.
Sabe-se que a liberagdo do hormonio de crescimento (GH) pelo hipotdlamo durante o sono
ocorre na terceira fase do sono NREM, fase caracterizada por ondas lentas de grande
amplitude, conhecida como sono profundo®.

Assim, com alteragdes na homeostase do sono, ocorre a alteragdo na secre¢ao do GH,
hormdnio que em condig¢des fisiologicas ¢ responsavel pelo crescimento. Além disso, niveis
noturnos de GH baixos, pode estar relacionado a falta de apetite e a disfagia, que resultam em
ingestdo calorica baixa, hipoxemia noturna, acidose noturna e aumento do consumo
energético apos o aumento do trabalho de respiragio™**.

As criangas que respiram pela boca costumam babar no travesseiro enquanto dormem
e apresentam alteragdes no comportamento, como sono agitado, irritabilidade, enurese
noturna, dificuldade de concentracdo, ansiedade e impaciéncia. Podem também apresentar

queda no rendimento escolar e baixa aptiddo esportiva'® ¢,



36

Todas as alteracdes supracitadas podem afetar o processamento sensorial (fungdo
neurologica capaz de organizar ¢ modular a informagao recebida pelos sentidos - paladar,
lf .~ o~ . . o~ 3]
olfato, visdo, audi¢do, tato, movimento, gravidade e posigao corporal)’".
Sabe-se que o processamento sensorial permite o ser humano selecionar as
informagoes relevantes e responder de forma adequada ao ambiente, o que possibilita a

realizacdo das tarefas diarias '*3!

. Logo, o processamento sensorial desempenha um papel
importante nas fungdes executivas do individuo, porque, para se realizar uma agao motora, a
informacao sensorial anterior é obrigatoria’!.

A ideacdo, o planejamento e a execu¢ao de uma acdo motora sdo fungdes do sistema
nervoso central (SNC), denominadas préxis, que dependem diretamente da modulacao
sensorial plena para seu bom funcionamento?!. Assim, uma falha no processamento sensorial
pode trazer distirbios da modulaciao sensorial, assim como distirbios de discriminacao e
praxis’!. De forma mais clara, apds o registro sensorial, a informagdo ¢ transduzida por
estimulos eletroquimicos para a condu¢do neuronal. Posteriormente, ocorre a modula¢ao
sensorial, onde sdo analisadas as caracteristicas fisicas do estimulo quanto a intensidade,
frequéncia, duracao e especificidade. Em seguida, o estimulo ¢ discriminado a partir de
analises perceptivas, quanto as qualidades espaciais e temporais e, por fim, ocorre o processo
de planejamento e organizacdo do comportamento, que corresponde a ideagao, planejamento
e execucao de uma acao motora, funcao executiva do Sistema Nervoso Central conhecida
como praxia'®,

Considerando que a infancia ¢ uma fase da vida importante para formagao cognitiva,
motora e social do individuo, qualquer mudanga no desempenho de suas atividades pode levar
a consequéncias na formacgao do seu papel social e ocupacional, interferindo na qualidade de
vida®!" %, Muitas criangas com alteracdes sensoriais se beneficiariam, também, de um trabalho
de um terapeuta ocupacional, para realizar a tentativa de Integracdo Sensorial e reduzir os
prejuidos decorrentes dos transtornos sensoriais'?.

Assim, as criangas com respira¢ao oral podem apresentar declinio nas atividades de
vida diaria, educacionais ¢ de lazer ocasionado pelos comprometimentos respiratorios,
motores € sensoriais que geram uma reducao no nivel de funcionalidade, por conta da
agitacdo, desatencao, disturbios do sono, dificuldade em realizar atividades que requerem
esforgo fisico e alteracdo postural de acordo com a progressio do quadro'.

E importante ressaltar que, apesar da instalagdo geralmente precoce e continua dos
danos respiratorios, os respiradores bucais se adaptam a essa situagdo € ndo percebem o

impacto gerado na qualidade de vida e déficits no desempenho funcional®'.
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CONCLUSAO

Diante de todo o exposto, percebe-se que dependendo da duragdo, da idade de inicio,
da intensidade e de fatores genéticos e bioldgicos associados, a respiragdo oral pode ocasionar
inameros prejuizos que compreendem mudancas estruturais, funcionais, posturais e, até

3,17,25,29,51,58,59

mesmo, mudangas comportamentais como o sono nao reparador, a irritabilidade,

cefaleia, dificuldades na concentra¢dao e no aprendizado, perda de memoria e, até mesmo,
hiperatividade e enurese noturna®!® 24% ©,

E evidente que a Sindrome do Respirador Oral é um problema de satide publica’. Faz-
se urgente a deteccdo precoce das criangas respiradoras orais, para que a atuagdo
multidisciplinar seja instituida planejada e instituida®, objetivando-se o beneficio ao paciente,
minimizando os impactos pessoal, fisico, psicoldgico e social. °.

Por meio da atuacao da equipe multidisciplinar, é possivel realizar um planejamento e
determinar o momento oportuno para cada intervengado, evitando-se gastos desnecessarios e
abreviando o tempo e a duragdo do tratamento®!.

Em geral, tratando a causa da respiragao oral no tempo apropriado € possivel obter a
melhora, e até mesmo o desaparecimento, de algumas das condi¢des advindas do processo de
respiragdo oral®. No entanto, a persisténcia das alteragdes respiratorias e posturais pode levar
a importantes comorbidades e a perdas na qualidade de vida das criangas?.

E extremamente importante o acompanhamento do desenvolvimento do respirador
oral, tendo-se como meta a melhora na qualidade de vida e a minimizacao dos efeitos
negativos decorrentes da sindrome®.

Muitas condigdes relacionadas a Sindrome do Respirador Oral sdo mais faceis de
corrigir no estagio inicial, quando os processos naturais de crescimento das criangas sao
intensos’!. Por exemplo, espera-se que, com o crescimento, ocorra a corre¢do natural

2456 bem como das demais comorbidades

(autocorrecdo) das alteragdes craniofaciais
associadas.

Por outro lado, outras alteracdes atuam diretamente no cérebro da crianga, que estd em
formagdo. Com isso, prejuizos na fungdo cognitiva, sono inadequado com hipoxia e distarbios
metabolicos gerados podem ser, muitas vezes, irreversiveis.

Por tudo isso, ¢ imprescindivel conhecer os fatores de risco para o desenvolvimento
da respiracdo oral, reconhecer os sinais de alerta e orientar as familias para obter

acompanhamento e tratamentos precoces.

E importante realizar a medicina personalizada, para propor para o paciente o melhor
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tratamento possivel para o caso dele e, assim, gerar os melhores beneficios em termos de

qualidade de vida e longevidade.
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2.2 O Biofilme: conceito, caracteristicas, métodos de deteccdo e impactos nas doengas de

vias aéreas superiores.

INTRODUCAO

Sabe-se que os microrganismos podem existir em trés formas: a) no estado planctonico
(flutuante, livres e individualizados), b) em microcolonias e ¢) em biofilmes. Essas trés formas
de existéncia diferem entre si em termos de estrutura, fisiologia, bioquimica e, também, na
biologia molecular'.

J& estd bem estabelecido que 99% dos microrganismos encontrados na natureza vivem
na forma de biofilmes e apenas 1% vive na forma planctonica.?* Estipula-se que 65% de
todas as infeccdes bacterianas em seres humanos envolvam o biofilme > ** 3 tais como a
rinossinusite cronica e a amigdalite®. Além disso, niio é raro a presenca dele em contaminagdes
de dispositivos médicos implantados 7, tais como tubos endotraqueais ® , cateteres, proteses e
vélvulas cardiacas °.

As bactérias frequentemente envolvidas em infec¢des associadas ao biofilme incluem
tanto patdgenos Gram-positivos, como Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e
Streptococcus; quanto gram negativos, por exemplo: Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli. "' Em uma formacio de biofilme, pode haver tanto uma tinica espécie bacteriana quanto
associagdes polimicrobianas envolvendo vérias bactérias, fungos ou virus.'?

As infecgdes por biofilme bacteriano tém se tornado uma ameaca a saude publica'?,
por ser uma forma complexa de resisténcia, o que dificulta o tratamento de inumeras doengas.

Devido a atual importancia de compreender melhor essa forma de existéncia, este
artigo de revisao explora o biofilme e suas caracteristicas, seus métodos de detecgao existentes

e suas implicagdes nas doencgas vias aéreas superiores.

O QUE E O BIOFILME

Biofilmes sdo aglomerados de microrganismos (bactérias ou fungos) associados a
superficie e incorporados a uma matriz polimérica extracelular (MPE). - 12:13.14.15- Hoje, sabe-
se que a maioria dos biofilmes contém 15% ou menos de células bacterianas, sendo o restante
de sua composi¢do correspondente 8 MPE. 617

A matriz polimérica extracelular ¢ composta majoritariamente por polissacarideos
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(polimeros ricos em carboidratos) e proteinas; além de lipidios, sacarideos e acidos nucleicos.

Também podem estar presentes popula¢des bacterianas mortas. !

8

A MPE ¢ de fundamental importancia na formagdo e manutencao do biofilme, ndo

apenas por ser o principal componente desta forma de existéncia, mas porque ela protege os

microrganismos contidos em seu interior dos fatores ambientais externos, do sistema

imunoldgico do hospedeiro e dos antimicrobianos.

12

A tabela a seguir sintetiza as principais fungdes da matriz polimérica extracelular

no biofilme e elucida a complexidade desta estrutura.

Tabela 1: Principais fun¢des da Matriz Polimérica Extracelular (MPE) no biofilme

Funciao Relevancia para o biofilme Principais componentes da
MPE envolvidos
Adesao Propicia o inicio da colonizagao Polissacarideos, proteinas,

Agregacao de
células
bacterianas

Coesao do
biofilme

Retencao de
agua

Barreira
protetora

Adsorc¢ao de
compostos
organicos

Atividade
enzimatica

microbiana em superficies abidticas e
bioticas

Favorece a ligacdo entre as células e
reconhecimento de uma célula a outra

Capacidade dos microrganismos de se
unirem € se manterem juntos. Assim,
torna-se possivel o compartilhamento de
nutrientes ¢ informagdes; além de
favorecer a protecdo contra fatores
ambientais adversos e preservar a
integridade do biofilme.

Manutencdo de um microambiente
altamente hidratado, favorecendo uma
adaptacdo a ambientes externos secos.

Concede resisténcia as defesas nao
especificas e especificas do hospedeiro
durante a infeccdo, e confere tolerancia a
varios agentes antimicrobianos (por
exemplo, desinfetantes e antibioticos).

Captura e retengdo de compostos
organicos, favorecendo o actimulo de
nutrientes no microambiente.

Permite a digestdo de macromoléculas ao
biofilme para aquisi¢cao de nutrientes.

Favorece a degradagdo de estruturas da
matriz polimérica extracelular,

DNA

Polissacarideos, proteinas,
DNA

Polissacarideos, proteinas,

DNA

Polissacarideos hidrofobicos

Polissacarideos e proteinas

Polissacarideos hidrofobicos e
proteinas

Proteinas
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permitindo a liberagdo de células de

biofilmes.
Troca de  Favorece a troca de genes entre as células DNA
informacao bacterianas

genetica

Adaptado de: Flemming HC, Wingender J (2010)obiol 8, 623—633

Os processos fisiologicos que governam a formacao do biofilme sdo geneticamente
programados e dependentes de uma variedade de estimulos, incluindo a privacdo de
nutrientes, estresses ambientais fisicos e fatores do hospedeiro. *!314 1519202122 Agqim nio
existe uma estrutura Unica de biofilme que seja comum a todas as bactérias e/ou fungos e, com
isso, uma mesma cepa bacteriana, por exemplo, pode formar diferentes biofilmes se aderida a
diferentes superficies /ou a diferentes estimulos. !> 16:23:24

Ainda em relacdo a expressdao genética, ressalta-se que as bactérias que vivem no
interior de um biofilme expressam genes que aquelas que vivem na forma planctonica nao sdao
capazes de expressar.”

O conhecimento sobre biofilmes ampliou consideravelmente nas ultimas 5 décadas
como consequéncia do desenvolvimento tecnoldgico, que incluem novos aparelhos de
imagem, novos métodos bioquimicos e novas ferramentas de biologia do ecossistema
molecular. Agora ¢ possivel obter uma visdo geral e mais detalhada da estrutura do biofilme.
19 Além disso, ainda é possivel obter uma compreensio mais profunda da fisiologia celular
em seu interior, bem como da variagdo genotipica e fenotipica entre a comunidade do interior
do biofilme.':

No entanto, a maioria das atuais técnicas de pesquisa e de estudo do biofilme sdo
complexas e caras, o que dificulta o amplo uso deste conhecimento na pratica clinica. %!

Um conhecimento profundo e menos dispendioso sobre o biofilme ¢ um desafio
médico, mas um ponto chave no tratamento de inimeras doencas. Tal conhecimento deve

envolver métodos de deteccdo do biofilme, modos de tratamento eficazes apds a sua instalagao

e, também, as formas de inibir a sua formacdo.!’

FORMACAO DO BIOFILME

A formagdo do biofilme é um processo de varias etapas que se inicia com a adesao



48

microbiana em uma superficie bidtica (por exemplo: alguma mucosa) ou abidtica (por
exemplo, algum dispositivo médico implantado).!”-19-2%:26.27

ApOs a adesdo, tais microrganismos reunem fontes de nutrientes, multiplicam-se e se
tornam envolvidos por uma complexa matriz polimérica formada por diversos compostos,
dentre eles proteinas, lipidios, sacarideos e acidos nucleicos. !1+*7-28

Esse processo de formacao da matriz polimérica extracelular, que resulta em uma
fixacdo “irreversivel” e mais firme das bactérias a superficie, seria a segunda etapa no
processo de formacao do biofilme.?’ Neste segundo estagio, a MPE atua como mecanismo de
prote¢do, favorecendo um crescimento celular mais rapido. 2% %

No terceiro estagio ocorre o “desenvolvimento da arquitetura do biofilme” com o
surgimento inicial da complexa estrutura tridimensional.?*?’

Neste momento, ja € possivel ocorrer o quorum sensing em seu interior (fenomeno que
sera explicado no proximo item).!!

No quarto estagio, ha a maturacdo de toda a estrutura do biofilme, ocorrendo o
aumento do tamanho e, também, da complexidade de sua arquitetura.?’

Por fim, o quinto estagio ¢ a “dispersao de células individuais do biofilme”, na qual as
bactérias deixam o biofilme para reentrar no estagio planctonico,?’causando infec¢des agudas
nos pacientes.!®?° Tal dispersdo ocorre ou por falta de nutrientes ou por superpopulagio.'!

E importante mencionar que todos estes estigios podem coexistir em uma mesma

superficie.?

-
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Figura 1: Estagios de formagao do biofilme.
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Adaptado de Sahli, Célia et al.,2022

O INTERIOR DO BIOFILME

A natureza do biofilme ¢ variavel, pois depende do tipo (ou tipos) de microrganismos
e, também, das condi¢des ambientais.''

Dentro de um biofilme, as bactérias comunicam entre si pela produgdo de moléculas
sinalizadoras; um fendémeno chamado quorum sensing (QS). O QS ¢ extremamente
importante, porque acelera a expressdo génica bacteriana, aumentando sua viruléncia e
patogenicidade. Também ajuda na transformacdo de DNA ou na transconjugacdo de
plasmideos de um organismo para outro, facilitando e aumentando a resisténcia aos
antibidticos entre os diferentes microrganismos presentes. '’

A cascata de sinalizagdo de QS ocorre por meio da producdo de moléculas
sinalizadoras.”” Quando a concentracdo destas moléculas atinge um determinado nivel,
considera-se que o "quérum" foi alcangado e, assim, as cé€lulas bacterianas comecam a
responder ao sinal, alterando seu comportamento coletivo.>’

Desta forma, elas sdo capazes de coordenar e modificar inimeros processos
fisiologicos; tais como a atividade metabdlica, a producdo de substancias poliméricas
extracelulares, a aquisi¢ao de nutrientes, a transferéncia de material genético entre as células,
a mobilidade, a resisténcia aos antibidticos, a viruléncia e a sintese de metabolitos
secundarios.?3!-3233

Internamente ao biofilme, existem canais de 4gua bem desenvolvidos que transportam
fluidos e nutrientes. Tais canais atuam como um sistema circulatorio primitivo para a entrega
de nutrientes, como o oxigénio, e para a remogio de produtos metabdlicos residuais.**>>

Na microcolonia presente no interior do biofilme, as células mais superficiais sdo as
mais ativas metabolicamente. Ja as células mais interiorizadas sdo menos ativas, podendo,
inclusive, permanecerem dormentes, sendo um nticleo para regeneracao e recoloniza¢do apds
o tratamento com antibioticos.!%**

Logo, as células superficiais podem ser eliminadas com o uso dos antimicrobianos,
mas as células mais internas ndo, caracterizando-se, portanto, como nucleo de regeneragdo
capaz de multiplicar e debilitar novamente o hospedeiro*. Além disso, esses nicleos de
regeneragdo podem embolizar, entrar na corrente sanguinea e causar febre, condi¢des sépticas

ou colonizar outro local; gerando um novo sitio de infecgdo.>**
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Atividade metabélica intermediaria
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Figura 2: Atividade metabolica das células no interior do biofilme.

(Adaptado de Davies, D. 2003)

BIOFILME E RESISTENCIA MICROBIANA

Conforme supracitado, ndo existem biofilmes idénticos entre si. Portanto,
determinados mecanismos de resisténcia microbiana podem ocorrer em um biofilme e ndo
ocorrer em outro. Nesta se¢do, serdo mencionados mecanismos gerais de resisténcia
microbiana, presentes na grande maioria dos biofilmes.

Existem inumeras teorias que explicam a resisténcia aos antimicrobianos
proporcionada pelos biofilmes.!'** Uma delas sugere que as células em seu interior se
diferenciam em um estado fenotipicamente tolerante aos antibidticos porque possuem uma
resposta geneticamente programada para crescer em superficies.>’

Outra teoria postula que a matriz polimérica extracelular confere um atraso na
penetracdo dos antimicrobianos, uma vez que a MPE confere impermeabilidade a grandes
moléculas, por exemplo, os aminoglicosideos.*® Além disso, algumas enzimas existentes na
MPE poderiam degradar os antibiéticos, reduzindo a sua efic4cia.!!

Uma terceira explicagdo encontra-se no fato de que alguns microrganismos inseridos
no biofilme apresentariam um crescimento anormal; mais lento. Estas células em crescimento
mais lento ndo seriam tdo suscetiveis aos antimicrobianos como as células em crescimento
mais rapido.’**’

Finalmente, por meio de trocas genéticas, as bactérias no interior do biofilme poderiam
realizar a troca de material genético, favorecendo uma maior diversidade genética e,
consequentemente, um aumento na resisténcia antimicrobiana.*!8

Estudos indicam que embora uma bactéria possa ser cultivada em laboratorio e
demonstrar suscetibilidade aos antimicrobianos comuns quando testada in vitro, quando se

encontra em condicoes in vivo e na forma de biofilme, esta mesma bactéria torna-se mais

resistente, conferindo dificuldade na erradicacdo da doenca no hospedeiro. '®
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Assim, ao se pesquisar a eficicia de um antimicrobiano para determinado
microrganismo in vitro, deve-se atentar para a realizacao de técnicas antimicrobianas eficazes
em um modelo de biofilme adequado, pois a eficacia contra patégenos planctonicos tem pouco
valor preditivo para a eficicia contra biofilmes.?®3® A sensibilidade antimicrobiana a um
determinado microrganismo vivendo em forma planctonica € totalmente diferente (geralmente

maior) do que um microrganismo vivendo em forma de biofilme.?

METODOS DE DETECCAO DO BIOFILME

Considerando a complexidade e a heterogeneidade da estrutura do biofilme, existem
vérias formas de identifica-lo e de estuda-lo.>*

A maioria das técnicas sdo caras, insuficientes na avaliacio de comunidades
polimicrobianas e requerem habilidades especificas que sdo encontradas em poucos centros
de pesquisa e ndo podem ser aplicadas rotineiramente na pratica clinica ou em doengas com
alta prevaléncia, como as rinites cronicas. '®4!

Existem varias técnicas in vitro para o estudo do biofilme em laboratorios. Tais
técnicas tentam mimetizar os ambientes relevantes para a sua formagdo, mas ainda nao
simulam com perfei¢do o ambiente real em que o biofilme se formou. Também existem
modelos tedricos computacionais ou matematicos, mas esses modelos sdo menos complexos
que o sistema de biofilme de interesse € ndo conseguem simular com exatidao as situacdes
reais na 4rea da sande.*

Até o momento, ndo ha um método considerado padrdo ouro, ou universal, para o
estudo e a identificagio do biofilme.*’ Para a escolha do método, o objetivo exato de pesquisa
deve estar claro, pois ele devera ser levado em consideragdo.”®

Existem diversos aspectos do biofilme que podem ser pesquisados e que servem como
“alvos” diferentes. Tais aspectos influenciardo significativamente na escolha do método de
pesquisa; por exemplo, um dos objetos de estudo pode ser a matriz polimérica extracelular e
seu grau de amadurecimento. Outro foco investigativo pode ser o nimero total de células
bacterianas no interior do biofilme e o niimero efetivo de “bactérias vivas” dentro dele®® .
Ainda, pode-se ter como alvo de pesquisa a espécie bacteriana ou fingica encontrada em seu
interior. +*

Cada uma das técnicas utilizadas nas diversas pesquisas sobre esse tema possui

vantagens e desvantagens e permitem a avaliacio de um aspecto peculiar do biofilme?®

deixando, muitas vezes, outros aspectos sem avaliacdao. Por exemplo, os métodos de imagem
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podem descrever bem a morfologia do biofilme bacteriano, mas oferecem pouca informagao
quanto as espécies presentes, a expressio génica ou o fenotipo. '8

As publicagdes sobre biofilme microbiano pouco discutem e comparam as principais
técnicas de avaliagao desta forma de interagdo ecoldgica. Portanto, como supracitado, ndo ha
um unico método que permita uma andlise completa do biofilme, ou seja, a quantificacdo da
matriz polimérica extracelular, a deteccao de bactérias viaveis, a aferi¢ao da espessura ¢ da
rugosidade do biofilme e de sua elasticidade. Por isso, para se ter uma analise completa, muitas
vezes ¢ necessaria a associagdo de mais de um método de pesquisa.'®?543

Descreverei a seguir, de forma sucinta, algumas das diversas técnicas existentes para
pesquisa e estudo do biofilme.

Dispositivos de cultivo do biofilme: Este ¢ um dos métodos mais utilizados

laboratorialmente, com aplicagdes, principalmente, no &mbito industrial e no desenvolvimento
de tecnologias para tratamento de 4gua e controle de bioincrustagdo em sistemas de tubulacdes
e de outros equipamentos que entram em contato com a dgua.?

Sao testes in vitro usados para avaliar a capacidade de formagao de biofilme a partir
de um isolado bacteriano.?’ Alguns dos dispositivos existentes podem, inclusive, estudar as
condi¢des de desenvolvimento do biofilme e os fatores externos que influenciam na sua
formacdo."”

Existem varias técnicas de cultivo.?2* A titulo de exemplo, o dispositivo Calgary é
uma destas técnicas. Ele consiste em uma placa com multiplos pinos de silicone, que fornecem
uma superficie para o crescimento do biofilme e uma estrutura tridimensional para a sua
formacao. Tal método ¢ amplamente utilizado para estudar a formagdo, a estrutura e a
dindmica dos biofilmes, bem como para avaliar a eficicia de agentes antimicrobianos e
terapias para o seu controle.??

Dispositivos de medicdo da massa no biofilme: Utilizados para determinar a

quantidade de biomassa presente no biofilme, o que ¢ um importante parametro para avaliar

seu crescimento e desenvolvimento. ***

Viérios sao os métodos capazes de medir a massa do biofilme. Eles podem ser fisicos,
quimicos, bioldgicos ou moleculares; a depender do principio em que se baseiam. **

M¢étodo quimico: Método que utiliza de corantes ou fluorocromos que se ligam ou se

adsorvem nos componentes do biofilme. Logo, sdo baseados em reagdes quimicas que
ocorrem com esses componentes; tais como proteinas, acticares e acidos nucleicos.!*?’ Essa
reagdio quimica permite a aferi¢io daquele componente marcado pelo corante. '

Sao inumeras as técnicas disponiveis, algumas especificas para determinados tipos de
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bactérias; por exemplo, 1,9-dimetil metileno azul (DMMB) que ¢é especifico para detec¢do de
biofilme de Staphylococcus aureus, mas existem outras coloragdes com uso mais amplo, por
serem capazes de identificar a formagdo de biofilme em mais de uma espécie bacteriana.?

Um dos métodos quimicos mais utilizados para medir a massa do biofilme ¢ a
coloragdo com cristal violeta. Nesse método, o biofilme ¢ cultivado em uma placa de cultura
e, em seguida, corado com cristal violeta, que se adere a ele. O excesso de corante ¢ lavado e,
em seguida, o biofilme ¢ dissolvido em etanol para liberar o corante, que ¢ medido por
espectrofotometria (técnica que permite analisar a interagdo das ondas de luz com a matéria,
fornecendo informacdes sobre a composicdo e estrutura dos materiais). A leitura da
absorbancia ¢ proporcional & quantidade de biomassa presente no biofilme.*

Embora existam varios métodos quimicos, a maioria deles nao ¢ padronizada, o que
resulta em uma ampla variedade de protocolos de coloracdo, dificultando a comparacao de
resultados entre diferentes estudos.'”

Um exemplo de aplica¢do ¢ na deteccdo de biofilmes em superficies de proteses
dentarias. Neste caso, a protese € imersa em uma solucgao de cristal violeta por um determinado
periodo. Em seguida ¢ lavada para remover o excesso de corante e observada sob um
microscopio. A presenga da coloragdo indica a presenga de biofilme na superficie da protese.*®
Além disso, o método quimico também pode ser usado em outras dreas, como em industrias
alimenticias para avaliar a presenca de biofilmes em superficies de equipamentos.

M¢étodos fisicos: Técnicas que se baseiam nas propriedades fisicas do biofilme, como

sua massa ou sua resisténcia elétrica, obtendo a biomassa total a partir de medig¢des de peso
seco ou imido ou da impedancia elétrica.'*

Existem vérias técnicas para se calcular a biomassa do biofilme!, por exemplo, a
espectrometria de massa,?® que é uma técnica capaz de identificar e quantificar os
componentes da matriz extracelular que compdem o biofilme.

Para realizar a analise de espectrometria de massa, o biofilme ¢ coletado e submetido
auma série de etapas de preparacdo da amostra, como extragao e purificagdo dos componentes
da matriz extracelular. A amostra preparada ¢ entdo submetida a ionizagdo por uma fonte de
ionizacao. Os ions resultantes sdo separados de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z) e
detectados em um espectrometro de massa.*’ O espectro resultante fornece informacdes sobre
a composi¢do e a estrutura dos componentes do biofilme.

Sao técnicas complexas e caras, que requerem equipamentos avangados e pessoal
28,29

qualificado.

Costumam ser empregadas em analise de umidade do solo, monitoramento bacteriano
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de fontes de 4gua potével e na indistria alimenticia.>’

M¢étodos bioldgicos: Métodos que se baseiam em propriedades biologicas do biofilme,

como a presen¢a de células vivas e sua atividade metabolica.?’ Assim, se concentram na
cultura e contagem de microrganismos em amostras bioldgicas, objetivando a identificacdo e
caracterizacdo dos mesmos.?’

Sao varias as técnicas que estudam os sistemas bioldgicos. Um exemplo comum na
area da saude ¢ a determinacdo das unidades formadoras de colonia (UFC), técnica
microbiologica que quantifica e estima a viabilidade celular.?’

Este procedimento parte de um biofilme maduro que ¢ transferido para um meio
liquido. Posteriormente, a amostra € colocada em uma série de tubos contendo solucdes salinas
estéreis, cada uma com uma dilui¢do diferente. Em seguida, sdo colocados em placas de Petri
contendo um meio de cultura adequado para o crescimento bacteriano. As placas sdo
incubadas em uma temperatura apropriada e, apdés um determinado periodo de tempo, as
colonias sdo contadas. A contagem das colonias € entdo usada para calcular a concentragdo de
bactérias na amostra original.”> A quantidade de UFCs por mL de amostra ¢ calculada
multiplicando o niimero de colonias encontradas por um fator que leva em conta a diluicao da
amostra.”’

A técnica de UFC ¢ amplamente utilizada em vdrias 4reas para quantificar a presenga
de microrganismos vidveis em amostras, por exemplo, avaliando a seguranga e qualidade de
alimentos, da agua, de produtos farmacé€uticos e as amostras clinicas (sangue, urina etc.).

Embora ndo seja uma técnica complexa, ela ¢ demorada e trabalhosa, com grandes
possibilidades de erros durante a realiza¢do da transferéncia e da contagem celular.?’ Além
disso, apenas uma baixa porcentagem de bactérias sao cultivaveis. Isso ressalta a necessidade
de outros métodos de cultura para a visualiza¢do, quantifica¢io e identifica¢io das bactérias.*

M¢étodo molecular: A técnica molecular ¢ baseada na identificacdo de moléculas

especificas produzidas pelo biofilme, como proteinas, acidos nucleicos e carboidratos,
fornecendo informagdes indiretas sobre sua massa.*s

Um exemplo de abordagem ¢ a técnica de Rea¢ao em Cadeia da Polimerase (PCR)
para amplificar e detectar sequéncias especificas de acidos nucleicos dos microrganismos
presentes. No biofilme, este método permite identificar de forma eficiente a presenca de
sequéncias genéticas especificas relacionadas a espécies bacterianas individuais. Assim, a
quantidade de produtos amplificados pode ser utilizada como uma estimativa da quantidade
28,48

de microrganismos presentes no biofilme.

Tem como vantagem a identificacio de bactérias que ndo sdo cultivaveis
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laboratorialmente.'® No entanto, para a detecgdo do biofilme, ndo é raro o resultado falso
positivo, uma vez que ¢ um exame muito sensivel podendo, inclusive, detectar DNA
bacterianos oriundos de contaminagdo da amostra.?®*

Esta técnica requer o conhecimento prévio das bactérias existentes que sao formadoras
de biofilme. Além disso, ¢ um método caro e a execucdo nao € simples, necessitando de uma
equipe treinada.?®%

Um exemplo de aplicagdo deste método ¢ a detec¢do de biofilme bacteriano em
implantes mamarios, em que a amostra ¢ coletada diretamente do implante ou da capsula que
se forma ao redor do implante. O DNA ¢ extraido da amostra e, em seguida, ¢ realizada a PCR
com sequenciadores especificos para a identificagdo dos microrganismos de interesse, o que
permite tratar a infec¢io com antibidticos especificos.?

Microscopia: Técnicas em que modalidades de imagem sao utilizadas para detectar a
formagdo de biofilme, bem como a viabilidade celular.!®?® Também s3o ferramentas
importantes para avaliar as propriedades da biomassa, pois permitem descrever a organizagao
espacial do biofilme e suas heterogeneidades. '

Vérias técnicas microscopicas com fundamentos diferentes estdo atualmente

disponiveis* e serdo descritas a seguir:

Microscopia oOptica: Técnica que fornece a visualizagdo da formag¢do do biofilme, de

sua estrutura e composi<;€10.19’29

Embora exija coloragdo, o preparo da amostra geralmente ¢ simples e barato, o que

representa uma importante vantagem desta técnica.>!*°

Dentre 0os métodos mais econdmicos estdo a coloragio com hematoxilina e eosina *!,*
com 4cido periodico-Schiff, coloracio de Brown e Brenn (Gram).! ' ?° ¢ a May Griiwald
Giemsa (MGG), conforme descrito por Gerladi e colaboradores.>®

Um exemplo de aplicacdo da microscopia Optica na deteccao de biofilmes seria na
analise de amostras teciduais ou de mucosas, por exemplo, na mucosa nasal de pacientes com
infecgdes recorrentes de vias aéreas superiores.>®

Utilizando-se da coloracao de MGG como exemplo, por meio da passagem de um
swab estéril na mucosa nasal do paciente, com posterior transferéncia para uma lamina de
vidro, a amostra ¢ fixada e corada. Na coloragdo de MGG todos os componentes da mucosa
nasal — desde componentes celulares até células inflamatdrias, bactérias, fungos, esporos e
secre¢do mucosa — sdo facilmente tingidos.’® Além disso, as “manchas infecciosas” —
expressao dos biofilmes — aparecerdo com a tipica coloragdo ciano, indicando, inclusive, o

grau de maturidade daquele biofilme, de acordo com a intensidade da coloragdo. Logo, quanto
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mais maduro o biofilme, mais intensa € a cor ciano, chegando muitas vezes a aproximar-se do

roXo0. 36,40,41,50

Microscopia Confocal de Varredura a Laser: Técnica que utiliza um feixe de laser para

obter imagens tridimensionais de amostras bioldgicas, com alta resolu¢do espacial e axial.
Assim, permite visualizar a estrutura tridimensional dos biofilmes e a distribuicdo dos
microrganismos em seu interior.'!**3

Nesta técnica, a luz refletida pela amostra escaneada pelo feixe de laser € capturada
por um detector, que converte o sinal em uma imagem digital em escala de cinza. As imagens
de diferentes planos focais sdo combinadas para criar uma imagem tridimensional da
amostra. !4

A microscopia confocal de varredura a laser pode ser utilizada com corantes
fluorescentes, que permitem que os pesquisadores visualizem componentes especificos da
amostra, tais como proteinas, acidos nucleicos e lipidios, permitindo a identificacdo de varios
parametros do biofilme.?%?%!

Na area das ciéncias biomédicas, a microscopia confocal ¢ amplamente utilizada para
obter imagens tridimensionais de alta resolugdo de tecidos biologicos. Para isso, ¢ comum
marcar as células ou tecidos com sondas fluorescentes, que emitem luz quando excitadas por
uma fonte de laser.>

As amostras biologicas sdo frequentemente coradas com corante fluorescente
especifico para que a luz fluorescente do ponto iluminado seja coletada na objetiva e
transformada por um fotodiodo em sinal elétrico processado por um computador. Assim, a
reconstrucao oOptica de todas as informagdes dos pixels ¢ montada, produzindo uma imagem
tridimensional de alto contraste e alta resolugdo.’:1%18:28.29

Essa técnica ¢ especialmente util para analisar tecidos fixos ou vivos in situ,
permitindo uma analise detalhada da estrutura e da fungéo celular.>?

Ressalta-se que, além de um método caro, necessita de pessoal treinado. Além disso,
¢ um método demorado (geralmente leva-se mais de 3 horas para obten¢do da imagem)*

Portanto, ¢ predominantemente usada em pesquisas, tendo pouca utilidade na pratica clinica.

Microscopia eletronica: As técnicas de microscopia eletronica, de forma geral,
baseiam-se na dispersao e absor¢do de elétrons em uma superficie, produzindo uma imagem
em 3D, possibilitando a obtencao de informagdes detalhadas sobre a composi¢ao do biofilme
em diversas resolucdes.'?2%-2%43
No entanto, para a avaliacao das amostras biologicas € necessario um alto vacuo para

evitar a dispersao do feixe de elétrons pela interagdo com as moléculas do ar. Isso significa
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que as amostras bioldgicas precisam ser desidratadas para remover a 4gua e outros liquidos e
devem fixadas em um material sélido. A fixagao geralmente ¢ feita com um agente quimico,
como o glutaraldeido ou o formaldeido, que ajuda a preservar a estrutura das amostras.*’

Depois de fixadas, as amostras sdo desidratadas com uma série de solventes organicos,
como acetona ou etanol. Em seguida, elas sdo revestidas por um material condutor, geralmente
com uma fina camada de ouro, platina ou carbono, para evitar o acimulo de carga elétrica na
superficie da amostra, o que pode distorcer a imagem.*

No que se refere ao processo de desidratagio, sabe-se que ele reduz significativamente
o volume total da matriz polimérica extracelular, podendo levar ao colapso da matriz, a
compressio das células e, assim, a distor¢do da arquitetura;> nio sendo raro o aparecimento
de artefatos técnicos. 2

No que tange a aplicabilidade desta técnica, a microscopia eletronica de transmissao
(TEM) ¢ usada para obter imagens de se¢des ultrafinas de amostras bioldgicas, enquanto a
microscopia eletronica de varredura (SEM) ¢ utilizada para obter imagens de superficies de
amostras bioldgicas, que podem ser coradas com corantes especificos para realgar a
visibilidade de determinadas estruturas.?’

A microscopia eletronica ¢ mais bem aproveitada quando o biofilme se encontra em
estagio inicial de formagdo. Os biofilmes que ja sdo maduros se encontram em um estagio
mais avancado de formacdo, ja com a proliferacdo de microrganismos em seu interior. Isso
torna inviavel a obtencao de informagdes sobre a espessura do biofilme ou de sua estrutura
tridimensional porque as imagens obtidas ficam focadas apenas na camada superior.”’

Por fim, ¢ uma técnica que, além de cara, requer uma complexa preparagdo da amostra
(que ¢ facilmente danificavel), o que resulta em artefatos que prejudicam a avaliagio. '**
Além disso, a fixagdo do material ¢ dificil e ¢ um desafio diferenciar entre muco, coadgulos e

biofilmes.*

Microscopia de forca atomica: Técnica que permite a visualizagdo e a analise de

amostras bioldgicas em escala nanométrica. Baseia-se na deflexdo de uma ponta metalica que
se move sobre a superficie do alvo. A deflexdo da ponta € registrada por uma alavanca optica
usando um feixe de laser a medida que a ponta metdlica faz uma varredura pela amostra.
Utilizando-se a deflexao registrada, pode-se medir a topologia e as propriedades do material
de uma superficie liquida ou gasosa. %2>

Essa técnica fornece imagens tridimensionais, detalhes estruturais do biofilme e, além
disso, ¢ capaz de demonstrar forgas de interacdo entre microrganismo-superficie e de coesao

do biofilme. %23
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A microscopia de forcas atomicas ¢ particularmente 1til para a andlise de amostras
biologicas porque ndo requer preparagao especial ou fixagdo. Além disso, ¢ capaz de operar
em condigdes proximas das condi¢des bioldgicas normais, o que permite a analise de amostras
em seu estado natural. Também permite a andlise em tempo real da dindmica do biofilme,
como a adesao, a divisao e a formagao de estruturas tridimensionais. No entanto, € uma técnica
4

cara e complexa.’

Combinacao de diversas categorias: Quando mais de um método de detecgao e estudo

do biofilme ¢ utilizado, a fim de abranger mais detalhes sobre ele.

Extracdo da matriz polimérica extracelular: Por meio de métodos fisicos (p.ex

vaporizacdo, aquecimento e centrifugacdo de alta velocidade) e com o uso de reagentes
quimicos (p.ex.: etanol, formaldeido, ajustes no pH) € possivel realizar a extragdo da matriz
polimérica extracelular (MPE). Esses métodos sao uteis para entender a composi¢ao quimica
e a estrutura da MPE, além de sua relagdo com a adesdo e a formagio do biofilme. '*%

Nao hé consenso sobre qual o melhor método para a extragdo da matriz polimérica
extracelular. Assim, a sele¢ao do método dependera das espécies bacterianas formadoras do
biofilme e, também, da complexidade da matriz. '**°

A extragdo de MPE ¢ rotulada como uma combinagdo de diferentes categorias devido
a necessidade de um microscopio analisar a matriz polimérica extracelular, uma vez extraida.
Uma aplicagdo pratica seria para a avaliagdo de agentes antimicrobianos. Ao isolar e
caracterizar as diferentes fragdes da MPE, € possivel entender como esses agentes interagem
com ela e como isso afeta a adesdo e a formagdo do biofilme. Isso pode levar ao
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos ou aprimoramento dos existentes.?’

Cabe ressaltar que o processo de extragcdo pode ser complexo e trabalhoso, exigindo
muitas etapas, incluindo a remocao do biofilme das superficies onde ele se desenvolveu. Além
disso, os métodos de extragdo da MPE podem afetar a integridade dos biofilmes ¢ a
composi¢do da MPE, levando a resultados imprecisos. Finalmente, a extragdo da MPE pode

ser cara e exigir equipamentos especializados.*

Anticorpos de componentes anti-matriz polimérica extracelular: Método em que hé a

producao de anticorpos contra componentes especificos da matriz polimérica extracelular do
biofilme.

Este método se baseia na capacidade dos biofilmes em produzir e secretar
polissacarideos extracelulares, que servem como base para a producdo de anticorpos para os
componentes especificos do biofilme.?

Este método ¢ considerado uma combinacdo de diversas categorias de técnicas de
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detec¢do do biofilme, porque envolve diferentes etapas e técnicas de analise, incluindo
microbiologia, bioquimica e imunologia.

De forma resumida, por meio de técnicas microbioldgicas e bioquimicas, na etapa
inicial ¢ feita a coleta da amostra e a incubagdo em meio liquido contendo um substrato para
a produgdo de polissacarideos extracelulares (PECs). Em seguida, ha a extragdao de PECs, que
serdo usadas para produzir anticorpos para os componentes do biofilme. Por fim, os anticorpos
sdo usados para detectar a presenca de biofilme em amostras coletadas de superficies ou
sistemas de agua suspeitos de contaminagao. Isso ¢ feito por meio de um ensaio imunolégico,
como um ensaio de ELISA ("Enzyme-Linked Immunosorbent Assay"). Assim, se o biofilme
estiver presente na amostra, o anticorpo se ligard aos seus componentes, produzindo um sinal
positivo no ensaio.”’

E um método caro, que necessita de equipe treinada em sua execucio e interpretagio.?’

Espectroscopia de Infravermelho: Neste método, a radiag¢ao infravermelha ¢ utilizada,

promovendo a vibracio das ligacdes quimicas dos componentes do biofilme* . Cada
componente vibra de uma forma diferente, em frequéncias caracteristicas, resultando em um
espectro unico para cada amostra. Existem varios técnicas para a aquisi¢ao de espectros e para
a andlise de dados.”’

A espectroscopia de infravermelho pode ser usada para detectar biofilmes em varios
substratos, incluindo superficies metalicas, plasticos, tecidos e até em ambientes aquaticos. A
técnica ¢ rapida, nao destrutiva e pode fornecer informagdes precisas sobre a composi¢ao e
estrutura dos biofilmes.?’

Um exemplo de aplicagdo deste método ¢ a avaliacdo do paciente com feridas cronicas.
O exsudato da ferida ¢ removido e colocado sob o espectrdmetro, com o objetivo de
identificar, ao longo do tempo, as diferentes proteinas e bactérias presentes conforme a
evolucdo da ferida.?’

E um método rapido, mas exige pessoal treinado na obten¢io das amostras ¢ na
interpretacdo dos resultados. Além disso, ndo permite a visualizagdo direta da estrutura
espacial do biofilme, o que pode limitar a compreensdo das interagdes entre oS
microrganismos e seu ambiente.”’

O quadro a seguir ¢ um resumo das principais técnicas de obtencdo de biomassa

biofilme utilizadas atualmente, com as suas principais vantagens, desvantagens e aplicagoes.



Tabela 2: Principais técnicas utilizadas na identifica¢do e estudo do biofilme
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Técnica Objetivo/Mé Vantagens Desvantagen Aplicacio
todo em que S
se baseia
1) - Avaliara - Simula o -Nao ¢ -
Dispositivos capacidade  ambiente possivel a Tratamento
de cultivo de de formagdo natural execu¢do em  de 4gua
biofilme de biofilme a - Facil larga escala - Seguranca
partir de um  reproducao - Nem todos  alimentar
isolado -Potencial de 0s - Estudar
bacteriano  pesquisa de microrganism resisténcia
cultivado novos 0s sdo e
laboratorialm tratamentos cultivaveis sensibilidad
ente - € aos
Possibilidade  antimicrobi
de anos
contaminagao
- Custo
relativamente
alto
2) Quimico  Determinar a - - Falta de - Prevencao
Dispositivos quantidade Tecnicamente padronizacao e
de medicao de biomassa  simples nas técnicas  tratamento
de massa presente no - Facilmente de coloragao de
biofilme por  reprodutivel - Alguns infeccoes
meio de - produtos em
corantes ou  Versatilidade  potencialment dispositivos
fluorocromos (varios e toxicos (ex proteses
produtos - Custo dentérias)
quimicos relativamente - Prevencao
existentes) elevado (a de
depender do  contaminag
corante) a0 em
superficies
na industria
alimenticia
Tratamento
de agua
Fisico Determinar a - Nao requer - Técnicas - Monitor
quantidade  preparagdo da complexas fontes de
de biomassa amostra



Biologico

Molecula
r

presente no
biofilme por
meio do peso
seco ou
umido ou da
impedancia
elétrica de
componentes
do biofilme

Determinar a
quantidade
de biomassa
presente do
biofilme a
partir das
propriedades
bioldgicas,
como a
presenca de
células vivas
e sua
atividade
metabolica

Determinar
indiretament
ea
quantidade
de biomassa
presente, a
partir da
identificacao
de moléculas
especificas
produzidas
pelo
biofilme,
como
proteinas,

- Ndo requer a
adi¢ao de
corantes

- Alta
especificidade

Tecnicamente
simples
- Alta
especificidade
(capaz de
detectar
microrganism
0s
especificos)
- Baixo custo
(quando
comparado a
outras
técnicas de
detec¢ao da
massa do
biofilme)
- Alta
sensivilidade
(pode detectar
quantidades
muito
pequenas de
biofilme).
Possibilidade
de automacao
- Pode ser
aplicada em
diferentes
tipos de
amostras

- Custo
elevado
-Exige equipe
altamente
treinada

- Alguns
métodos
podem ser
demorados

- Demorado

- Trabalhoso
- Grande
possibilidade
de equivocos
na analise

- Necessidade
de cultura —
nem todos os
microrganism
0S Sa0
cultivaveis in
vitro

- Requer
treinamento

- Grande
chance de
falso positivo
- Risco de
contaminagao
- Complexa —
exige equipe
treinada

- Cara
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agua
potavel
-Industria
alimenticia
(monitoram
ento de
equipament
0s)
- Industria
farmacéutic
a
(monitorar
qualidade
dos
medicament
0s)

Diagnostico
médico
(detecgao
de
patdgenos)
Contaminag
ao
alimentar
Monitoram
ento
ambiental



3)
Dispositivos
de
microscopia

acidos
nucleicos e
carboidratos

Fornece a
visualiza¢ao
da formacao
do biofilme,
sua estrutura
e
composi¢ao.

Optica

Confocal Por meio de

de um feixe de

varredur  laser obtém

a alaser  imagens
tridimension
ais de
amostras
bioldgicas,
com alta
resolucao
espacial e
axial.

Eletronic  Dispersao e
a absorc¢ao de
elétrons em

- Técnicas
relativamente
simples,
rapidas e
baratas

- Podem ser
realizadas em
diferentes
tipos de
amostras

- Podem
identificar
diferentes
componentes
do biofilme,
como
bactérias e
matriz
extracelular

- Alta
aplicabilidade
clinica

- Permite a
observacao
detalhada da
estrutura,
arquitetura e
composicao
do biofilme
Possibilidade
de combinar
com outras
técnicas,
como a
imunofluoresc
éncia, para
identificar
componentes
especificos do
biofilme.

- Observagao
do biofilme
em alta

- Necessita de
coloragao

- Informagoes
limitadas
sobre a
estrutura e
composicao
(em
comparacao
com outras
técnicas)

- Podem ser
afetadas pela
variabilidade
na
interpretagao
dos
resultados por
diferentes
examinadores

- Cara
(equipamento

e
manutengao)
- Necessita
pessoal
altamente
especializado
e treinado
para operar e
interpretar os
resultados
-Haa
possibilidade
de danificar a
amostra com
o feixe de
laser

-A
preparacao
das amostras
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Identificaga
oem
amostras
clinicas (ex:
sangue,
urina e
mucosas)
- Monitorar
a eficacia
de
tratamentos
antimicrobi
anos em
biofilmes
- Deteccao
de
biofilmes
em
amostras
ambientais
(agua, solo
e
sedimentos)

- Uso
predominan
te em
pesquisas

- Uso
predominan
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4)
Combinacio
de varios
métodos

Forcas
atomicas

Extracao
da MPE*

Anticorpo
S contra

uma
superficie,
produzindo
uma imagem
em 3D,
possibilitand
0 a obtencao
de
informagdes
detalhadas
sobre a
composi¢ao
do biofilme
em diversas
resolucgoes.
Por meio da
deflexao de
uma ponta
metélica que
se move
sobre a
superficie do
alvo, mede-
sea
topologia e
as
propriedades
do material
de uma
superficie
liquida ou
gasosa

Faz-se a
extragdo da
MPE por
meio de
métodos
fisicos e
quimicos

Producao de
anticorpos

resolucdo ¢
em grande
detalhe

- Observagao
da estrutura
interna do
biofilme,
incluindo
células
individuais e
matriz
extracelular

- Visualizagao
das amostras
em escala
nanométrica

- Ndo requer
preparagdo ou
fixacdo

- Estudo em
condicoes
proximas do
ambiente
natural e em
tempo real

- Capaz de
mostrar forgas
de interagao
entre o
microrganism
oea
superficie

- Capaz de
estudar as
diferentes
fracoes da
MPE

- Capaz de
mostrar a
interacao
microrganism
o-ambiente

- Especifica
aos

pode ser um
processo
complexo e
trabalhoso
- Alto custo
-Requer
equipamentos
e treinamento
especializado
]
- Pouco util
em biofilmes
maduros

- Demorada
(a depender
do tamanho
da area
estudada).

- Cara

- Limitada a
superficie,
nao
fornecendo
informacodes
sobre o
interior do
biofilme
Interpretagdo
dos
resultados
pode ser
dificil,
exigindo
treinamento.
-Exige
cuidados no
armazenamen
toe
manipulacao
da amostra

- Cara
-Trabalhosa
(varias
etapas)

- Trabalhoso
e demorado

te em
pesquisas

- Uso
predominan
te em
pesquisas

- Uso
predominan
temente em
pesquisas

- Utilizada
predominan
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compone  para componentes - Como forma temente em
n-tes da componentes da matriz anticorpos pesquisas
MPE especificos - Pode ser especificos,
da MPE utilizada para  pode nao ser
diversos capaz de
microrganism identificar
0s todos os
- Pode ser componentes
usado em da MPE
amostras
pequenas
Espectros Utilizagdo da - Nao - - Utilizada
-copia de  radiacdo destrutiva Interpretacdo  predominan
infra- infravermelh - Analisa a dos temente em
vermelho  a para vibrar composi¢ao resultados pesquisa
as ligagdes quimica do complexa:
quimicas dos  biofilme requer
componentes treinamento e
do biofilme, experiéncia
que vibrarao - Dependente
diferentemen da qualidade
te, espectro da amostra
unico para
cada
componente.

*MPE = Matriz Polimérica Extracelular

IMPACTO DO BIOFILME NAS DOENCAS DE VIAS AEREAS SUPERIORES

A existéncia dos biofilmes ndo é necessariamente patologica.’*>’. Eles podem ser tanto

benéficos quanto prejudiciais para a sociedade humana, dependendo de sua localizagdo e das

espécies envolvidas.*

Na saude, podem trazer prejuizos; no entanto, podem ser benéficos em outras areas

(como nos processos de tratamento de dguas residuais ou no aumento da biodisponibilidade

de nutrientes no solo).*?

Portanto, € necessario avaliar e identificar o que ¢ um biofilme saudavel e o que ¢ um

biofilme nocivo.?%7

O conceito de biofilme patologico pode ser compreendido dentro do conceito de

“disbiose”?0-35°

, que ¢ um desequilibrio microbiano por alteragdo na microbiota. Esse

desequilibrio pode contribuir para o desenvolvimento de uma doenga, por exemplo; a
rinossinusite cronica. Assim, o maior crescimento das bactérias patogénicas (sobre as

bactérias comensais) prejudica o microbioma, favorecendo o surgimento da inflamacao



65

cronica e, consequentemente, dos sintomas nasossinusais.”’

Embora a importancia do microbioma no ambiente da mucosa nasossinusal € o papel
que a disbiose desempenha na doenca sejam cada vez mais reconhecidos, o que define um
microbioma nasossinusal saudavel ainda precisa ser mais bem explorado.2%%- ¢

Algumas superficies, tais como os compartimentos tonsilar e as adenoides, predispdem
a formagdo de biofilme patologico devido a estrutura do tecido criptico, da temperatura
corporal inferior a fisiologica e a exposicao direta e repetida a patdogenos bacterianos
respiratorios.?’ Além disso, alguns estudos sugerem que quanto maior o grau de obstrugio da
via aérea superior, maior a frequéncia do biofilme encontrado. Tal fato correlaciona-se com o
microbioma mais insalubre, o que favorece a formagdo do biofilme.*!

Os seios paranasais, o ouvido médio e o trato respiratério inferior, embora ndo sejam
bacteriologicamente estéreis, normalmente nao sao infectados a nao ser que ocorra a obstrugao
dos 6stios, 0 comprometimento da depuragdo mucociliar ou o comprometimento da imunidade
inata local. Tudo isso, como ja mencionado, resulta em um ambiente permissivo para a
formagdo do biofilme patologico?® que, uma vez formado, contribui para um “microbioma
insalubre”, promovendo a persisténcia da doenga de duas maneiras: !"-?

1) servindo como um repositério para patdgenos bacterianos que podem sair do
biofilme na fase planctonica, causando infec¢do recorrente inclusive em tecidos vizinhos e
favorecendo o desenvolvimento de novas doencas.!”°

2) na interrupcdo de um microbioma saudavel naquele local de instalagdo,
promovendo, assim, a inflamac3o, mesmo na auséncia de infec¢io evidente.!”?°

As infeccdes mediadas por biofilme sdo frequentemente cronicas, raramente
resolvidas pelas defesas do hospedeiro, sdo resistentes a erradicagdo mesmo com antibidticos
especificos, sdo caracterizadas por exacerbagdes agudas (ao serem focos de dispersdo e nova
colonizagdo) e por uma comunidade microbiana que ¢ muitas vezes dificil de definir e cultivar
laboratorialmente.!-6!

Virios estudos demonstraram maior frequéncia de biofilme na via aérea superior de
pacientes que apresentavam citologia inflamatoria — presenca de plasmocitos e eosinodfilos —
quando comparados com aqueles que nao apresentavam citologia inflamatoria. Tal fato
refor¢a a associacdo da presenca do biofilme com as doengas inflamatorias e como fator
contribuinte para a inflamacio recalcitrante.’!

No que tange a resposta imunoldgica do hospedeiro, os biofilmes favorecem uma

apresentacao antigénica continua que estimula a inflamagao persistente por ser capaz de ativar

a resposta imune inata. Isto favorece um maior dano epitelial e mitiga a eficacia do sistema
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imunolégico.?!

A presenca do biofilme em algumas doengas cronicas, como na rinossinusite cronica,
faz com que os pacientes apresentem uma tendéncia a resultados clinicos ruins apds cirurgia
endoscopica nasossinusal, além de precisarem de mais visitas pos-operatdrias e terem maiores
chances de necessitar de varios cursos de antibioticos. 31405

Uma explicacdo para esse desfecho consiste no fato de que o biofilme associado a
doengas do trato respiratorio superior ¢ frequentemente polimicrobiano,?® desafiando o
paradigma de “uma doenca, um agente infeccioso”.!”

Os biofilmes polimicrobianos estdo associados a maior gravidade da doenga pré-
operatoéria e ao pior resultado pos-cirirgico devido as interagcdes sociais que ocorrem entre as
bactérias envolvidas; tais como a troca de material genético, o que confere resisténcia aos
antibioticos.?

Muitas vezes, para o tratamento de alguma infec¢@o de via aérea superior em que hd a
presenca de biofilme, altas concentragdes antimicrobianas sdo necessarias para inativar os
organismos que crescem em seu interior. Isso ocorre porque se observa um aumento na

11,17,30

resisténcia aos antibiodticos em até 1.000 vezes quando comparado a infec¢des causadas

por agentes que vivem na forma planctonica, sendo muitas vezes necessdria a remogao
cirtirgica do biofilme para obtengdo de um tratamento eficaz.!”*

Em suma, as questdes relacionadas ao prejuizo na saude e a presenca do biofilme nas
doengas de vias aéreas superiores pode ser dividida nas seguintes categorias'!:

1) resisténcia, que leva a uma maior tolerancia aos antibioticos comumente usados.

2) manutencdo de doengas cronicas, o que favorece a modificacdo e aperfeicoamento
do biofilme para a sobrevivéncia em um determinado ambiente

3) falha do sistema imunolégico do hospedeiro em destruir os biofilmes

Ressalta-se, ainda, que a carga e o custo de disturbios inflamatoérios, infecciosos e
alérgicos envolvendo infecgdes de vias aéreas superiores estio aumentando mundialmente. %>
A infeccdo causada por bactérias altamente resistentes aos antibioticos foi classificada pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) como uma de suas 10 principais prioridades de
pesquisa. Globalmente, o nimero de mortes associadas a resisténcia aos antimicrobianos ¢
estimado em 7 milhdes por ano.*

Diante de todo o exposto, percebe-se que diagnosticar a presenca de biofilme de forma
abrangente, simples e barata tem importantes implicagdes clinicas, diagndsticas e

terapéuticas. 83641
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BIOFILME NO RESPIRADOR ORAL

Considera-se que infecgdes nasais sdo consequéncias da obstrucao da cavidade nasal.
Portanto, a obstru¢do nasal seria o primeiro passo para o desencadeamento de um processo
inflamatério, que por sua vez ¢ facilmente complicado por infecgdes. ! 62

Uma cavidade nasal obstruida retém secre¢des, o que favorece a colonizagao
bacteriana e a consequente formacdo do biofilme!'®. Assim, os biofilmes nfio estdo presentes
apenas em doencas nasais infecciosas, mas também nas desordens imunomediadas e
inflamatdrias que geram obstrugdo nasal.'®

Quanto maior o grau de obstru¢ao nasal, maior a chance de o paciente possuir biofilme
na mucosa nasal, afinal, a falta de ventilacdo na cavidade favorece o surgimento de
infeccdes. !

Sabe-se que a respiragdo oral ¢ uma adaptacdo a obstrugdo nasal. Portanto, espera-se que a
presenca de biofilme nessa populacdo também seja mais frequente.

A presenca do biofilme pode ser a causa das infecgdes cronicas e persistentes®’, uma
vez que ele pode impedir o tratamento medicamentoso adequado'®. Por sua vez, o tratamento
insuficiente pode favorecer o desenvolvimento de hipertrofia da mucosa, o que reduz ainda
mais a paténcia nasal, gerando um ciclo vicioso, dificultando o tratamento e prejudicando a
qualidade de vida do paciente!*¢?

Realizar rotineiramente a citologia nasal no paciente respirador oral pode ser uma
forma objetiva de verificar se o tratamento proposto estd adequado. A simplicidade da técnica
citologica e por ser um exame minimamente invasivo, faz com que seja possivel repetir o
exame no seguimento do paciente, favorecendo a monitorizagdo do tratamento¢.

Identificar se o biofilme esta presente pode favorecer um tratamento mais adequado
para o paciente, com melhoras clinicas importantes e, além disso, favorecer a redugdo dos

impactos negativos da respiracao oral na crianga. Impactos que podem trazer sérios prejuizos

na qualidade de vida com repercussoes, inclusive, na vida adulta.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante de todo o exposto, fica clara a importancia e necessidade de estudo do biofilme
e a melhor compreensdo de sua relevancia em infecgdes cronicas, tais como as infecgdes de
vias aéreas superiores.

Para o seu estudo ¢ necessario o conhecimento das vantagens e limitagdes dos
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diferentes métodos de pesquisa atualmente existentes, bem como a competéncia
multidisciplinar dos pesquisadores para a escolha do método de deteccao que sera utilizado.

Embora existam estudos que busquem maneiras de destruir o biofilme ou inibir a sua
formacao, tratamentos especificos para ele ainda nao estdo disponiveis. Tais estudos abordam
desde o impedimento da forma¢do do biofilme, evitando sua instala¢do, até inibicdo da
formagao da matriz polimérica extracelular e destrui¢ao do biofilme por métodos fisicos e/ou
quimicos.!!3?

Atualmente, a maioria dos métodos de remogao ou tratamento de biofilmes aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos (EUA) concentram o uso para
dispositivos médicos implantados.®

No entanto, conhecer se o biofilme esta presente em determinada afeccao ¢ relevante,
principalmente se for diagnosticado por meio de técnicas simples e baratas, pois isso serve
como importante preditor de sintomas persistentes e, ainda, de falha terapéutica nas doengas
de via aéreas superiores, inclusive da populacao pedidtrica. Além disso, favorece a execucao
da medicina de precisdao, com a individualizacdo do paciente por meio de uma precisa
caracterizagao da doenga.

Portanto, conseguir identificar o biofilme in vivo tem importantes implicacdes
diagnosticas e terapéuticas, seja na escolha e consideracdo de terapias antimicrobianas, seja
no reconhecimento de infec¢des persistentes e recorrentes.*! Além da importancia clinica, ha
grande relevancia, também, para a saude publica, quando se considera a prevencdo de
infecgdes hospitalares e a higiene ambiental. "

Técnicas de identificagdo do biofilme que permitam sua aplicagdo rotineira e com
baixo custo, sdo de suma importancia para averiguar o real impacto dessa forma ecologica de
ormsobrevivéncia e para favorecer o tratamento individualizado, preciso e certeiro do

paciente, reduzindo os impactos sociais € econdmicos negativos oriundos das infeccoes

cronicas.
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2.3 Artigo: “The prevalence of biofilms in children’s upper airway: a systematic review”

The prevalence of biofilms in children’s upper airway: a systematic review

1. Target journal: Clinical Reviews in Allergy & Immunology

Authors: Lorena Nascimento Girardi Madeira!, Fernanda Filgueiras Maciel?, Leticia Paiva
Franco?, Helena Maria Gongalves Becker?, Enrico Heffler®, Giorgio Walter Canonica®, Jorge

Andrade Pinto?.

1.1 Introduction

Biofilms are surface-attached agglomerations of microorganisms (bacteria or fungi)
embedded in an extracellular polymeric matrix. They have been described in several
pathologies, especially in upper airway’s diseases, such as rhinosinusitis, otitis media, adenoid
hypertrophy and nasal polyposis'™.

Biofilms were first described as microbial communities by Van Leeuwenhoek in the
seventeenth century observing the microorganisms within the dental plaque by a simple light
microscope’. However, the clinical significance of biofilm formation was not fully
appreciated until the late twentieth century. Using sophisticated microscopy techniques,
Costerton et al. (1987) demonstrated that most microorganisms were fixed to substrates and
not in a dispersed form in suspension as previously thought>®. Biofilms are clinically relevant
due to their polysaccharide extracellular matrix that may increase the survival of
microorganisms and induce resistance to antimicrobials, disinfectants and detergents, making
biofilms difficult to eradicate or to treat’>’”®. Biofilm-positive patients have been shown to be
more likely to require surgical intervention, and presenting worse postoperative symptoms,
persistent inflammation and recurrent infections?’.

At least 65% of all human bacterial infections are estimated to be associated with the
presence of biofilms®!°. Therefore, the in vivo identification of biofilms has diagnostic and
therapeutic implications’.

The resistance conferred by biofilms is not due to the genetics of antimicrobial
resistance (e.g. lateral gene transfer via plasmids or mutational events), but to the ability that
individual cells within the biofilm have to differentiate into a phenotypic state of antimicrobial

tolerance®*!!. Other mechanisms also contribute to resistance, such as delayed penetration of
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antimicrobials through the biofilm matrix or the abnormal growth of microorganisms within
the biofilm'!.

The presence of biofilm is related to the worse prognosis of chronic diseases, playing
an important role in the disease physiopathology'2. This is because biofilms may contribute
to mucosa damage by increasing inflammatory cell numbers in the tissue and lead to recurrent
and chronic infections, including those which are not responsive to culture-appropriate
antibiotic therapy'’.

Although the study of biofilms in the upper airways has been of interest to several
researchers around the world, the prevalence of biofilm in the upper airways in children is still
not well evaluated. This paper aims to estimate the prevalence/frequency of biofilms in upper

airway in the pediatric population.
1.2 Methods

This study sought to identify the prevalence of biofilms in the upper airway of
pediatric population through a systematic review of available publications. The design of the
search strategy and the execution of the review were conducted from the establishment of

the research question for prevalence studies, whose structure is shown in Table 113

Table 1. Formulation of the research question in the CoCoPop-S acronym format

(CC(())ndition) Biofilm prevalence

(Cc(c))ntext) Upper airway diseases

Pop '

(population) Children and teenagers

S Clinical trials (randomized or not) and real-world studies (longitudinal

(studies) observational studies, such as cohort studies, post-marketing studies or
patient registries)

Source: prepared by the authors

Question: what is the prevalence of biofilms in upper airway infections in children and

adolescents?
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Search Strategy and Study Identification

The criteria of the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions
methodological guide were followed to carry out this systematic review. The research protocol
was submitted and accepted on the platform of the International Prospective Register of

Systematic Reviews (PROSPERO) under the number CRD42022320168.

Eligibility Criteria

To carry out the systematic review, scientific publications from indexed databases
were considered eligible. Congress abstracts and studies that did not assess the population of
interest were excluded from the qualitative synthesis. No year or language restrictions were

used in the selection of publications.

Systematic review

The search strategy was developed with the Descriptors in Health Sciences (DeCS),
MeSH and Emtree, in order to identify the available publications. The search was performed
in the MEDLINE databases via PubMed (Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online), EMBASE (Excerpta Medica dataBASE), Cochrane Library and LILACS (Latin
American and Caribbean Health Science Literature). Additionally, a manual search was
performed in all references of the included studies. The following words and other synonyms
related to them were used in the search using the Boolean operators AND/OR: biofilms, upper
airway, child, adolescent, preschool child, infant. The searches included studies published up
to April 2022. The complete search strategies for each database are shown in Appendix (Table
2).

Selection of studies

The studies retrieved from the databases were grouped in the EndNote® software to
exclude duplicates. After identifying the publications, all references were added to the Rayyan
QCRI web application'* for the selection of eligible studies (Phase 1), carried out by two
independent reviewers, who evaluated the title and abstract. Then, the full text was read (Phase

2). During Phase 1 and Phase 2 of study selection, reviewers were blinded to eliminate
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selection bias. In cases of conflicts, these were resolved through consensus between the two

reviewers.

Quality Assessment

The methodological quality of the studies included in the review were assessed using
the tool developed by Hoy et al. (2012)"°. In this tool, there are 10 domains to be evaluated in
each study included, in which one must choose whether the risk of bias is high or low. In the

last item of the questionnaire, a general summary of the study's bias is presented.

Ethical aspects

As this was not a study involving human beings, there was no need to submit to the
Ethics and Research Committee (COEP), nor to sign the Free and Informed Consent Term,

according to Resolution of the National Health Council - CNS 466/12.

1.3 Results

The search strategies retrieved 116 publications, which were grouped in the EndNote®
reference manager to identify and remove duplicates, leaving 83 titles. After applying the
eligibility criteria, 32 articles remained for full reading. Of these, 21 were excluded for not
meeting the following eligibility criteria: conference abstract (n = 2) and absence of a numeric
result that establishes the number of biofilms (positive or negative) in children (n = 19), as

shown in Figure 1.
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Figure 1. PRISMA flowchart with the results of the search for systematic review and selection of

eligible studies
Identification of studies via databases and registers

Records identified from databases:
Cochrane (n=2)
Embase (n = 72)
Lilacs (n=1)
PubMed (n =41)

Records removed before screening:
Duplicate records removed (n = 33)

\ 4

Identification

Records screened . Reco(rdie:;:)luded
(n=83) . n
A\ 4
on
=
5 Reports sought for retrieval N Reports not retrieved
> (n=36) . (n=4)
=
3]
9]
\ 4
Reports assessed for eligibility . Wroigerl,)(():;ilz );C;Ed(id: 19)
(n=32) Conference abstract (n = 2)

Studies included in review
(n=11)

Source: Adapted from Page et al. 2021'¢

The search resulted in 11 publications included. Most were observational studies (n =
10) only one clinical trial reported the results of patients who had biofilms in the upper airway.
The studies were carried out in diverse geographic locations. The characteristics of the

selected studies are presented in Table 2.



Table 2. Characteristics of the sample population of the studies included in the systematic review.

Study

Biofilm
Prevalence
?;{121::;‘ Study design C?):llilt)ll'y Population Pos1t;)\i7§/fllllerﬁatlve Detection method 1:i;1£)vl;;l‘
diseases
%*
Children with
. Cross- upper airway )
Bayazian 1egt sectional Iran obstruction and 57/57 Sc.anmng clectron 100,0%
al. (2018) study adenoid microscope
hypertrophy
Children with
chronic
inflammation of
. the tonsils with Fluorescence
Diaz et al Prospective obstructive microscopy and
»s | Observational | Argentina 17/22 77,28%
(2011) Stud hypertrophy, confocal laser
Y persistent cervical microscopy
adenopathy, and
recurrent upper
airway pathology
Children
Drago et al. Prospectiye undergoing
(2011)? Observational | Italy adenoidectomy 18/32 Spectrophotometry 56,3%
Study and/or
tonsillectomy
. Prospective T
86(1)1(1)176):;6211. Observational | Italy g?fgrlghzed 21/25 Spectrophotometry 84,0%
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Scanning electron

Prospective . Children with .
Hoa et al. . United microscope and
3 Observational recurrent acute 6/6 100%
(2009) Study states otitis media laser confocal
microscope
Kosikowska | Retrospective Children with
et al. Observational | Poland recurrent 159/164 Spectrophotometry 96,9%
(2015)% Study pharyngotonsillitis
Children with
Macchi et Randomized recurrent upper Not described in o
al. (2013)" | Clinical Trial Ttaly respiratory tract 35775 the article 46,7%
infections
. Cross- Children .
(Szu(‘;) lt gl)le; al. sectional Portugal | undergoing 17/62 rslﬁirrlg:clf eelectron 27,4%
study adenoidectomy p
Children with
otitis media with
effusion
associated with
Retrospective adenoid .
gla\gz)kl 2;29 Observational | Egypt hypertrophy and | 27/40 rSnciarrlmng clectron 67,5%
' Study children with croscope
adenoid
hypertrophy
without middle
ear effusion
Prospective . .
Yano et al. : Children with o
(2013) g[?lile;vatlonal Japan otitis media 70/74 Spectrophotometry 94,6%
Cross- Children with
Marsh etal. | ional Australia | Protracted 56/144 Confocal Laser 38.9%
(2022) study bacterial Microscopy

bronchitis ,
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bronchiectasis or
chronic
suppurative lung
disease who had
undergone
flexible
bronchoscopy
with
bronchoalveolar
lavage

*Manually calculated from the rate of positive and negative cases provided by the studies.
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The mean prevalence of biofilm in the upper airways found in this systematic review
was 71.8% (with a standard deviation of 26.1%). The minimum prevalence value found was
27.4% in the study by Subtil et al. (2018)"7, in which the rate of positive biofilms in the samples
was 17 out of 62. The maximum prevalence value found was in the cross-sectional study by
Bayazian et al. (2018)'®, in which the rate of positive biofilms was 57 in 57 patients, resulting
in a biofilm prevalence of 100%. Most of the included studies (n = 4) used the scanning electron
microscope as a biofilm detection method, followed by spectrophotometry (n = 3), confocal
laser microscopy (n = 3) and unreported (n = 1).

The evaluation of the methodological quality of the studies presented, in general, a
moderate risk of bias. Among the ten observational studies, the overall summary of the risk of
bias was assessed as moderate, because the studies were classified in domain 2 of external
validity as high risk of bias. Only general summary of the clinical trial by Macchi et al. (2013)"
was classified as low risk of bias, as the study did not have any domains assessed as high risk.

The full risk of bias assessment is presented in Table 4.

14 Discussion

Microbial colonization of the upper respiratory tract mucosa can be considered an

2

important factor in the development of childhood diseases?’, such as upper respiratory tract

1

infections. It is estimated that 65% of bacteria live in biofilm®2!, which confers greater

antimicrobial resistance, in addition to chronic and/or recurrent infections of more difficult
treatment?2%,

In most of the selected studies, a high prevalence of biofilm in the children's upper
airway was found, regardless of socioeconomic status. In Italian population Galli et al. (2007)2¢
reported an estimated prevalence of 53.3% and Drago et al. (2011)?’ reported an estimated
prevalence of 100% in adenoid samples and 60% in tonsil samples. In the study by Macchi et
al. (2013)", the prevalence found was slightly lower, but still close to 50%.

Likewise, studies conducted in developing countries also showed a high prevalence,
such as 77.28% in the Argentine study out by Diaz et al. (2011)?%, 100% in the Iranian study
out by Bayazian et al. (2018)'® and 35% - 100% (depending on the group analyzed) in a survey
carried out in Egypt by Tawfik et al. (2016)%°.

Note that of the 11 studies included, 8 were carried out in developed countries. This

may be related to the high cost of the main biofilm research and study techniques that are

currently used?*°.
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Different study designs were included in our review, demonstrating the lack of
methodological standardization of the articles found, which can generate a bias in the
prevalence estimates. Although several observational studies have been considered, and such
studies have the advantage of revealing real-life data, it cannot be inferred that the results
represent the actual prevalence of biofilms in the upper airways of children. This is because the
sample population of some studies is small, as in the case of the article by Hoa et al. (2009)*!
in which only 6 children were included.

Moreover, there was also no standardization in the way upper airway material was
collected for the analysis of biofilm presence. In the study by Marsh et al. (2022)%°, the
prevalence of upper airway biofilm was indirectly obtained from the squamous cells found after
bronchoalveolar lavage.

In the articles used, it can be seen that children included were those who were looked
for medical care during an upper airway infection. Children who had upper airway infections
but who did not search for specialized care were not evaluated. Healthy children were not
evaluated either. All of this may have overestimated the prevalence of biofilm.

The main biofilm detection methods currently used are expensive and complex, such as
confocal laser microscopy and electron microscopy>+%3%32 This can make it more difficult to
obtain a large population sample and avoid clinical practice use, making the investigation
possible for research purposes only.

Among the selected articles in this systematic review, none of them identified the
presence of biofilm by simpler and less expensive methods, such as the one proposed by Gelardi
etal. (2011)'!. Through optical microscopy, using the May-Gruwald-Giemsa stain, it is possible
to identify “infectious spot” stained in cyan, which is what the biofilm represents in this stain
and can be easily visualized by light microscopy*!!33.

The techniques used among the selected papers are electron microscopy and laser
confocal microscopy. The spectrophotometric method was also used?***. This is a method that
can be performed in different ways as there is no standardized protocol. This results in a wide
variety of staining protocols, which makes it difficult to compare results between different
studies®”.

The study with the largest population was that of Kosikowska et al.?°. In it, samples
were collected from 164 children (between 2 and 5 years of age) with recurrent
pharyngotonsillitis (5 or more episodes in the last 2 years) who underwent adenoidectomy.
Nasopharyngeal samples were obtained from these children from the nasal swab before

adenoidectomy and, also, the adenoids removed during surgery were cultured to investigate the
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presence of Haemophili influenzae, bacteria commonly associated with upper airway infections
and for living biofilm form?°. In addition, nasopharyngeal samples were obtained by nasal swab
from 68 healthy children, who had only mild nasopharyngeal infections. In children submitted
to adenoidectomy, biofilm production was detected in 64.6% samples that were colonized by
H. influenzae.

Studies suggest that adenoids function as a reservoir of pathogenic bacteria that live in
the biofilm state and that this favors recurrent infections of the upper airways>'. Despite this, in
the study by Kosikowska et al. (2015)?°, there was no statistically significant difference in the
presence of biofilms in nasopharyngeal and adenoid samples in children undergoing
adenoidectomy. In nasal swab samples obtained from healthy children, only colonization by H.
influenzae was verified. The production of biofilm in the colonized samples was not verified.

Finally, because of the lack of methodological standardization of the studies included
in this systematic review, it was impossible to stratify the children in terms of age, sex, upper
airway disease, or even the degree of upper airway obstruction. Know the upper airway degree
obstruction would be relevant since some studies suggests the greater the degree of upper

airway obstruction, the greater the prevalence of biofilm'.

1.5 Conclusion

A high prevalence of biofilm was found in the papers analyzed. However, in most of
them, only sick children who sought medical care were included, which may have
overestimated the prevalence.

In the analyzed articles, all biofilm research and study techniques were expensive and/or
complex. Research using cheaper techniques would enable a larger sample, favoring a more
real estimate of prevalence.

Although the presence of biofilm in the upper airways of children may favor recurrent
or more difficult-to-treat infections, still few studies look for the prevalence of biofilm in the
upper airways of children. In fact, no data reveal this prevalence in the Brazilian population, a
country with a very heterogeneous population and with a high prevalence of upper airway

infections in the pediatric population.
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APPENDIX

Table 3. Evidence search strategies developed for each database.
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Database

Search Strategy

Number of
publications
retrieved on

06/03/2023

Cochrane

#1 MeSH descriptor: [Biofilms] explode all trees

#2 ("Biofilms"):ti,ab,kw OR ("Biofilm"):ti,ab,kw

#3 ("Upper airway"):ti,ab,kw OR ("Upper-airway"):ti,ab,kw
OR ("Upper airways"):ti,ab,kw OR ("Upper-
airways"):ti,ab,kw OR ("Upper respiratory tract"):ti,ab,kw
OR ("Upper respiratory tracts"):ti,ab,kw

#4 MeSH descriptor: [Child] explode all trees

#5 MeSH descriptor: [Adolescent] explode all trees

#6 MeSH descriptor: [Child, Preschool] explode all trees
#7 MeSH descriptor: [Infant] explode all trees

#8 ("Child"):ti,ab,kw OR ("Children"):ti,ab,kw OR
("Adolescent"):ti,ab,kw OR ("Adolescents"):ti,ab,kw OR
("Adolescence"):ti,ab,kw OR ("Teens"):ti,ab,kw OR
("Teen"):ti,ab,kw OR ("Teenagers"):ti,ab,kw OR
("Teenager"):ti,ab,kw OR ("Youth"):ti,ab,kw OR
("Youths"):ti,ab,kw OR ("Adolescents, Female"):ti,ab,kw
OR ("Adolescent, Female"):ti,ab,kw OR ("Female
Adolescent"):ti,ab,kw OR ("Female Adolescents"):ti,ab,kw
OR ("Adolescents, Male"):ti,ab,kw OR ("Adolescent,
Male"):ti,ab,kw OR ("Male Adolescent"):ti,ab,kw OR
("Male Adolescents"):ti,ab,kw OR ("Child,
Preschool"):ti,ab,kw OR ("Preschool Child"):ti,ab,kw OR
("Children, Preschool"):ti,ab,kw OR ("Preschool
Children"):ti,ab,kw OR ("Infant"):ti,ab,kw OR
("Infants"):ti,ab,kw

#9 ((#1 OR #2) AND #3) AND {OR #4-#8}

Embase

((('upper respiratory tract'/exp OR 'upper airway':ti,ab,kw
OR 'upper-airway':ti,ab,kw OR 'upper airways'":ti,ab,kw OR
'upper-airways':ti,ab,kw OR 'upper respiratory tract':ti,ab,kw
OR 'upper respiratory tracts":ti,ab,kw OR 'upper respiratory")
AND ('biofilm'/exp OR 'biofilms":ti,ab,kw OR
'biofilm":ti,ab,kw)) AND ('child'/exp OR 'child"ti,ab,kw OR
'children':ti,ab,kw OR 'adolescent’/exp OR
'adolescent':ti,ab,kw OR 'adolescents':ti,ab,kw OR
'adolescence':ti,ab,kw OR 'teens':ti,ab,kw OR 'teen':ti,ab,kw
OR 'teenagers':ti,ab,kw OR 'teenager":ti,ab,kw OR
'youth':ti,ab,kw OR 'youths':ti,ab,kw OR 'adolescents,
female':ti,ab,kw OR 'adolescent, female':ti,ab,kw OR 'female
adolescent":ti,ab,kw OR 'female adolescents':ti,ab,kw OR
'adolescents, male':ti,ab,kw OR 'adolescent, male':ti,ab,kw
OR 'male adolescent':ti,ab,kw OR 'male adolescents':ti,ab,kw

72




OR 'preschool child'/exp OR 'preschool child":ti,ab,kw OR
'children, preschool":ti,ab,kw OR 'preschool
children':ti,ab,kw OR 'infant’/exp OR 'infant":ti,ab,kw OR
'infants':ti,ab,kw)) AND [embase]/lim
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Lilacs

(((( mh:("Biofilmes"))) OR ("Biofilms") OR ("Biofilm"))
AND (("Upper airway") OR ("Upper-airway") OR ("Upper
airways'") OR ("Upper-airways") OR ("Upper respiratory
tract") OR ("Upper respiratory tracts"))) AND (((
mh:("Crianga"))) OR ("Child") OR ("Children") OR ((
mh:("Adolescente"))) OR ("Adolescent") OR
("Adolescents") OR ("Adolescence") OR ("Teens") OR
("Teen") OR ("Teenagers") OR ("Teenager") OR ("Youth")
OR ("Youths") OR ("Adolescents, Female") OR
("Adolescent, Female") OR ("Female Adolescent") OR
("Female Adolescents") OR ("Adolescents, Male") OR
("Adolescent, Male") OR ("Male Adolescent") OR ("Male
Adolescents") OR (( mh:("Pré-Escolar"))) OR ("Child,
Preschool") OR ("Preschool Child") OR ("Children,
Preschool") OR ("Preschool Children") OR ((
mh:("Lactente"))) OR ("Infant") OR ("Infants"))

PubMed

(((("Biofilms"[Mesh]) OR ("Biofilms"[Text Word])) OR
("Biofilm"[Text Word])) AND (((((("Upper airway"[Text
Word]) OR ("Upper-airway"[Text Word])) OR ("Upper
airways"[Text Word])) OR ("Upper-airways"[Text Word]))
OR ("Upper respiratory tract"[Text Word])) OR ("Upper
respiratory tracts"[Text Word]))) AND
(CCCCCCCCCCCCCCCC(child" [Mesh]) OR ("Child"[Text
Word])) OR ("Children"[Text Word])) OR
("Adolescent"[Mesh])) OR ("Adolescent"[Text Word])) OR
("Adolescents"[Text Word])) OR ("Adolescence"[Text
Word])) OR ("Teens"[Text Word])) OR ("Teen"[Text
Word])) OR ("Teenagers"[Text Word])) OR
("Teenager"[Text Word])) OR ("Youth"[Text Word])) OR
("Youths"[Text Word])) OR ("Adolescents, Female"[Text
Word])) OR ("Adolescent, Female"[Text Word])) OR
("Female Adolescent"[Text Word])) OR ("Female
Adolescents"[Text Word])) OR ("Adolescents, Male"[Text
Word])) OR ("Adolescent, Male"[Text Word])) OR ("Male
Adolescent"[Text Word])) OR ("Male Adolescents"[Text
Word])) OR ("Child, Preschool"[Mesh])) OR ("Child,
Preschool"[Text Word])) OR ("Preschool Child"[Text
Word])) OR ("Children, Preschool"[Text Word])) OR
("Preschool Children"[Text Word])) OR ("Infant"[Mesh]))
OR ("Infant"[Text Word])) OR ("Infants"[Text Word]))
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Table 4. Risk of bias of the prevalence studies included in the systematic literature review
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% Complete agreement

Item Bayazian Diazet Dragoet Galliet Hoaet Kosikowsk Ni?(;clhl Subtilet  Tawfik  Yanoet Marsh et
et al. al. al. al. al. a et al. (2013')1 al. et al. al. al.
(2018)18  (2011)*®  (2011)2”  (2007)*  (2009)*! (2015)* 9 (2018)7  (2016)¥  (2013)**  (2022)*°
External validity
1. Was the
study’s target
population a
close
fleglﬁet;zma“o No (high No (high No (high No (high No (high  No (high a{;’; No (high No (high No (high No (high
national risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk)
population in
relation to
relevant
variables?
2. Was the
sampling
f)rraﬁgsi U€ " No(high No(high No(high No(high No (high Yes (low g:vsv No (high No (high Yes (low No (high
representatio risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk) risk)
n of the
target
population?
3. Was some . . . . . . Yes . . . .
form of No (high No (high No (high No (high No (high No (high (low No (high No (high No (high No (high
risk) risk) risk) risk) risk) risk) . risk) risk) risk) risk)
random risk)

selection



used to select
the sample,
OR was a
census
undertaken?

4. Was the
likelihood of
nonresponse
bias
minimal?

5. Were data
collected
directly from
the subjects
(as opposed
to

a proxy)?

6. Was an
acceptable
case
definition
used in the
study?

7. Was the
study
instrument
that measured

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low Yes (low  Yes (low
risk) risk) risk)

Internal validity

Yes (low Yes (low  Yes (low
risk) risk) risk)

Yes (low Yes (low  Yes (low
risk) risk) risk)

Yes (low  Yes (low  Yes (low
risk) risk) risk)

Yes
(low
risk)

Yes
(low
risk)

Yes
(low
risk)

Yes
(low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)
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Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)



the parameter
of interest
shown to
have validity
and
reliability?

8. Was the
same mode
of data
collection
used for all
subjects?

9. Was the
length of the
shortest
prevalence
period for the
parameter of
interest
appropriate?

10. Were the
numerator(s)
and
denominator(
s) for the
parameter of
interest
appropriate?

Yes (low Yes(low Yes(low Yes(low Yes (low

risk)

Yes (low  Yes(low Yes(low Yes(low Yes (low

risk)

Yes (low No (high

risk)

risk)

risk)

risk)

risk)

risk)

No (high Yes (low Yes (low

risk)

risk)

risk)

risk)

risk)

risk)

risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes (low
risk)

Yes
(low
risk)

Yes
(low
risk)

Yes
(low
risk)
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Yes (low Yes (low Yes(low Yes (low
risk) risk) risk) risk)

Yes (low Yes (low Yes(low Yes (low
risk) risk) risk) risk)

Yes (low Yes (low Yes (low Yes (low
risk) risk) risk) risk)
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Moderate Low Moderat Moderat Moderat Moderat

JARRinEiy Ml Moderat Moderat Moderat Moderat Moderat
risk of riskof | eriskof eriskof eriskof eriskof

item on the erisk of eriskof eriskof eriskof eriskof
overall risk bias bias bias bias bias bias bias bias bias bias bias
of study bias

Source: Adapted from Hoy et al. 2012'°
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar a prevaléncia de biofilmes por meio da citologia nasal nos pacientes do

Ambulatorio do Respirador Oral, pertencente ao Hospital das Clinicas da Universidade Federal

de Minas Gerais (HC/UFMGQG).

3.2 Objetivos especificos

Comparar a prevaléncia de biofilme entre os respiradores orais:

de acordo com o sexo e faixa etaria

com o grau de obstrucao nasal, avaliado pela rinomanometria anterior com e
sem hipertrofia de adendides

com indicagdo cirurgica e sem indicagao cirurgica

com rinite alérgica e ndo alérgica

com e sem uso de medicamentos
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4 METODOS
4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais no dia 28 de Maio de 2020, sob o parecer 4.055.843, CAAE:
26083219.9.0000.5149.

Durante o periodo de desenvolvimento da pesquisa, foram fornecidas informagdes sobre
o estudo aos pais e ou responsaveis dos pacientes selecionados e foi solicitado a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo II). Para os pacientes ja alfabetizados, foi
fornecido o Termo de Assentimento (Anexo III). Além disso, todos foram informados que
poderiam se retirar da pesquisa a qualquer momento sem prejuizos no atendimento.

Os riscos relacionados a pesquisa foram referentes aos desconfortos que poderiam ser
gerados pela realizacdo dos exames complementares, quais sejam: teste alérgico cutaneo,
fibronasolaringoscopia, citologia nasal e rinomanometria.

Sabe-se que o teste alérgico cutdneo pode causar um pouco de desconforto, prurido no
local da puntura e, raramente, anafilaxia. Para minimizar tal risco, o procedimento foi realizado
por alergologista do centro de referéncia do HC-UFMG em ambiente hospitalar, portanto, com
recursos adequados para tratamento de reagdes anafilaticas. Além disso, a equipe médica do
Ambulatorio do Respirador Oral do HC-UFMG ¢ treinada em tratar anafilaxia, diminuindo o
risco do procedimento.

A fibronasofaringolaringoscopia ¢ um procedimento rapido, mas pode acarretar
incomodo e nao requer sedacao para sua realizagdo. Para minimizar os riscos, foi realizada por
otorrinolaringologistas capacitados e experientes. Além disso, o procedimento foi realizado
com as criangas do colo do responsavel para que elas se sentissem mais seguras e acolhidas.

Embora seja um exame tecnicamente simples e rapido, a citologia nasal pode causar um
minimo de desconforto e agitacdo durante o procedimento. Profissionais experientes realizaram
o exame diminuindo esse risco.

A rinomanometria anterior pode causar minimo desconforto. Para diminui-lo,
profissionais experientes realizaram o exame utilizando de recursos ludicos apropriados para
criangas.

Os resultados da pesquisa serdao tornados publicos, sejam eles favoraveis ou ndo. Os
dados coletados ficardo sob responsabilidade dos pesquisadores, que garantirdo o sigilo ao

sujeito pesquisado e serdo utilizados para os propositos da pesquisa, assim como para a
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Construcdo de base de dados para pesquisas futuras realizadas no Ambulatério do Respirador

Oral do HC-UFMG.

4.2 Delineamento

Estudo observacional transversal

4.3 Local do estudo

Ambulatério do Respirador Oral, Hospital Sdo Geraldo, localizado na regido
metropolitana de Belo Horizonte, pertencente ao Hospital das Clinicas da UFMG.

Estabelecido em novembro de 2002, tal ambulatério conta com uma equipe
multidisciplinar que envolve docentes e pesquisadores dos departamentos de
otorrinolaringologia, alergia e imunologia, fonoaudiologia e odontologia; sendo um centro de
referéncia para tratamento de pacientes pediatricos com 2 a 12 anos de idade na regido
metropolitana de Belo Horizonte.

Neste ambulatorio, ja foram avaliadas aproximadamente 2.000 criangas entre dois e
doze anos, desde a sua fundacgao.

Rotineiramente sdo realizados anamnese e exame fisico otorrinolaringoldgico,
alergoldgico, odontolégico e fonoaudiologico. Além disso, sdo realizados teste alérgico
cutaneo, rinomanometria anterior ativa e fibronasolaringoscopia.

Paralelamente a atividade assistencial, ¢ produzida uma ampla pesquisa cientifica, com

o objetivo de melhor compreensdo e manejo do respirador bucal.

4.4 Populacao em estudo

Como se trata de um estudo inédito (até o momento nao foi pesquisada a prevaléncia do
biofilme na mucosa nasal nas criancas respiradoras orais por meio da citologia nasal), para
calculo da amostra foi utilizada a equacdo para estimacao da propor¢do desconhecida, tendo
como base o estudo piloto feito anteriormente e apresentado durante a banca de qualificagio
desta mesma pesquisa de doutorado. Foi considerando um nivel de confian¢a de 95% e uma
margem de erro de 1%, o que gerou o nimero amostral de 51 criangas.

Participaram deste estudo 67 criangas de 5 a 12 anos, atendidas no Ambulatdrio do
Respirador Oral do HC/UFMG, com consultas agendadas durante o periodo de 20 de maio 2021
a 14 de julho de 2022.
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4.5 Critérios de inclusao

a) Pacientes pertencentes ao Ambulatorio do Respirador Oral do HC/UFMG, com idade
entre 5 (cinco) e 12 (doze) anos; com consulta agendada durante o periodo supracitado e com
quadro clinico compativel com Sindrome do Respirador Oral.

b) Assinatura do termo de consentimento esclarecido pelos responsaveis legais,

concordando em participar do estudo.
4.6 Critérios de exclusao

a) Pacientes que foram diagnosticados como portadores de malformagdes faciais,
sindromes genéticas, cromossomopatias ou causas de imunossupressao primarias ou
secundarias;

b) Recusa dos responsaveis legais em assinar o termo de consentimento;

¢) Recusa dos pacientes ou responsaveis legais na realizagdo da citologia nasal
4.7 Defini¢des

Lista-se a seguir as defini¢des conceituais das principais condi¢des clinicas incluidas no

presente estudo.

4.7.1 Sindrome do Respirador Oral:
Considerou-se como respirador oral o paciente que apresentava a substituicao do padrao

nasal de respiragdo por um padrio oral ou misto, por um periodo maior que 6 meses. '">>*

4.7.2  Rinite cronica:

Considerou-se como rinite cronica o paciente que apresentava pelo menos dois sintomas
nasais (rinorreia anterior, rinorreia posterior, obstru¢ao nasal e/ou prurido nasal) por pelo menos
uma hora didria, por um periodo minimo de 12 semanas.>*

Dentro do grupo das rinites cronicas, varias sdo as formas possiveis de classificagio.®
Detalha-las foge ao escopo desta tese. Na presente pesquisa, a categorizagdo dos pacientes em
relacdo a rinite cronica foi apenas em dois grandes grupos: rinite alérgica e rinite ndo alérgica.

A rinite ndo alérgica também ¢ uma definicdo ampla que inclui diferentes fendtipos e
endotipos.>¢ Detalhar todos também foge ao escopo desta tese.

Foi classificado como portador de rinite cronica alérgica o paciente que apresentava as

caracteristicas de rinite cronica (mencionadas anteriormente) e teste cutaneo positivo para
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algum dos aero-alérgenos, demonstrando a sensibilizagio alérgica.’.
4.8 Exames especificos

4.8.1 Avaliagado clinica hipertrofia amigdaliana:
A classifica¢do amigdaliana foi feita segundo as imagens da Figura 1 (Brodsky,

1989).7

Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4

25-50%

Figura 1 - Classificagdo do grau de hipertrofia amigdaliana. Khan, Kashfi e Ebrahimkhani
(2003).%

4.8.2  Avaliagdo hipertrofia de adenoide — fibronasolaringoscopia:

A hiperplasia adenoideana foi avaliada por endoscopias realizadas com um
nasofibroscopio flexivel MACHIDA ENT IIIP ® de 3,2 mm. Durante a
fibronasofaringolaringoscopia foi avaliado o percentual de obstrucao da rinofaringe pela tonsila
faringea na fossa nasal direita e esquerda.

A avaliacdo do grau de hipertrofia da adenoide foi baseada no grau de obstru¢do da
rinofaringe, sendo graduada em seis niveis — padrdo utilizado habitualmente no Ambulatério
do Respirador Oral, do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (Anexo
11))

1-livre

2-Adendide <60%:;

3- Adenodide entre 60 ¢ 69%;

4-Adendide entre 70 e 79%;

5- Adenoide entre 80 e 89%;

6-Adendide > ou = 90%.
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4.8.3 Rinometria anterior ativa:

Na rinomanometria anterior ativa (RAA) foi aferido os valores da resisténcia nasal e do
fluxo nasal inspiratorio na pressdo transnasal de 150 Pa.; segundo Zapletal et al.’

Todas as medidas foram obtidas em narina esquerda e direita, separadamente, durante a
respiracao normal com a boca fechada.

Antes de iniciar a avaliagdo, o procedimento foi explicado aos pacientes e responsaveis
e realizada a higiene nasal. As medidas foram obtidas com o uso de adaptadores nasais,
acoplados aos vestibulos nasais, de tamanho adequado que por sua vez estavam conectados aos
sensores de fluxo e pressao. O posicionamento dos adaptadores em relagdo a narina foi checado
de forma minuciosa para evitar o vazamento de ar. Ap0s o registro adequado de uma narina, os
instrumentos foram invertidos para se registrar o lado contralateral.

Os exames foram realizados por avaliadores experientes com o uso do aparelho. Como
a intencdo era avaliar o grau de obstrucdo, considerou-se apenas os valores sem o uso de
vasoconstritor nasal. O aparelho utilizado foi o rinomandémetro SRE 2000 N 010000300189 da
RHINOSCAN 0272CFB2 com RHINOSTREAM 038CCS5C3.

A rinomanometria ¢ denominada ativa quando os valores variagdo de pressao na entrada
da narina s3o mensurados durante a respiragdo. Avalia-se simultaneamente, durante a
respiracdo normal, a pressdo (pelo transdutor de pressdo) e o fluxo da cavidade nasal (pelo
pneumotacografo), o que permite o céalculo da resisténcia nasal. Cada narina é mensurada
separadamente. Quando o paciente respira ocorre movimentacdo do ar através do
pneumotacografo e, entdo, o fluxo ¢ determinado. Apos o registro adequado de uma narina, os
instrumentos sdo invertidos para se registrar o lado contralateral. A pressao transnasal ¢ a
diferenca de pressdo entre a pressdo coanal e atmosférica.®!?

Nos equipamentos computadorizados, a relacdo entre pressao e fluxo ¢ expressa por
uma curva sigmoide e a resisténcia nasal ¢ determinada por meio desses pardmetros utilizando-
se a lei de Ohm (Resisténcia = Pressdo / FN). Na aplicacao da lei de Ohm deve-se assumir que
o fluxo ¢ laminar. Entretanto, isso s6 ¢ possivel em baixos fluxos, nos fluxos turbulentos a
resisténcia € calculada pela relacao entre a pressao e o quadrado do fluxo formando a curva do

rinograma tipica em sigmoide. '
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Figura 1: Exemplo de curva do rinograma (acervo pessoal).

A resisténcia ¢ mensurada em um ponto determinado de pressdo, devido a relagdo ndo
linear entre as varidveis. Conforme o protocolo de cada pesquisa ¢ empregado um valor de
pressao que pode ser 75, 100 e 150 Pascal (Pa) com implicagdes praticas durante a realizagdo
do exame. Por suas caracteristicas, a RAA, ndo pode ser realizada em pacientes com perfuragao
de septo, obstrucio nasal total unilateral ou com excesso de secre¢io nasal.” 113

Apesar da importancia da avaliagdo objetiva, a padronizagdo dos valores de resisténcia
nasal da populagao pediatrica é pouco abordada, sendo que até o momento nao existem estudos
brasileiros de padronizacao das medidas da rinomanometria em criangas. Por isso, na presente
pesquisa, seguiu-se o o proposto por Zapletal e colaboradores, em estudo realizado na
Tchecoslovaquia obedecendo as seguintes formulas: sexo masculino (1,64115 + 0,96143 x
Logaritmo Neperiano de altura em cm), sexo feminino (1,71609 + 0,9479 x Logaritimo
Neperiano de altura em cm). Posteriormente, foi calculado o percentual de obstru¢ao nasal ao
dividirmos o FNIT pelo fluxo nasal total esperado de acordo com a altura, valor previsto (v.p.).’

O resultado da rinomanometria, verificado a partir do fluxo nasal inspiratorio total
(FNIT) foi classificado como normal, obstru¢do leve, moderada, grave e muito grave com base
na seguinte avaliagio:’

1. Paténcia normal: 77- 100% do v.p.

2. Obstrugao leve: 66-76% do v.p.

3. Obstru¢do moderada: 55- 65% do v.p.

4. Obstrugdo grave: 44- 54% do v.p.

5. Obstrucao muito grave: < 44% do v.p.
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4.8.4 Citologia nasal e identifica¢do do biofilme:

A citologia nasal foi executada durante a realizacdo da rinoscopia anterior, com boa
iluminagao, por meio da aplicagdo de um swab estéril na por¢do média do corneto inferior,
conforme proposto por Gelardi e colaboradores'*!

O material coletado foi transferido para uma lamina de vidro, secou ao ar livre e foi
corado pelo método May-Griinwald Giemsa (MGG).

O método de coloragcio MGG ¢ o mais utilizado na citologia nasal porque todos os
componentes da mucosa nasal —desde componentes celulares até células inflamatorias,
bactérias, fungos, esporos e secre¢do mucosa — sdo facilmente corados. '* Além disso, as
“manchas infecciosas”, expressdo dos biofilmes, aparecem com a tipica coloragdo ciano. 413

Na presente pesquisa, foi utilizada a coloragado tradicional MGG, que requer um tempo

de preparo em torno de 30 minutos para propiciar coloragdes com alto padrio de qualidade.'*!

May Grunwald puro May Grunwald diluido 1:1 Aguz_l destilada Solugdo de Giemsa diluida 1:10
(3 minutos) (6 minutos) {1 minuto) (30 mimutos)

Figura 2: Coloragao tradicional May Gruwald Giemsa. Adaptado de Gerlardi (2012)

As laminas foram marcadas com as iniciais € o numero do prontuario dos pacientes
incluidos. Posteriormente analisadas por dois examinadores diferentes ¢ em momentos
diferentes. Os dois examinadores eram cegos entre si € cegos sobre a clinica e caracteristicas
do paciente no momento de andlise a0 microscopio.

Utilizou-se o microscopio Olympus® Cx31 e as laminas foram lidas com uma
ampliacdo de 1000x, com uso do oleo de imersdo, para avaliar a presenca do biofilme na
amostra da mucosa nasal coletada.

A seguir, descreverei com mais detalhes a técnica de citologia nasal empregada nesta

pesquisa:
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TECNICA DE DETECAO DO BIOFILME PELA MICROSCOPIA OPTICA -
COLORACAO DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA

Gelardi e colaboradores'* realizaram a citologia nasal de 1410 pacientes, por meio da
rinoscopia anterior, com especulo nasal e boa ilumina¢do. As amostras foram obtidas da por¢ado
média do corneto inferior usando uma cureta (Rhino-Probe®) e nos pacientes pouco
colaborativos foi utilizado um swab nasal. Imediatamente apds, a amostra foi transferida para
uma lamina de vidro, fixada por secagem em ar ambiente ¢ corada pelo método elo May-
Grunwald Giemsa (MGG) (Carlo Erba®, Mildo, Italia)'.

O método de coloragdo MGG ¢ o mais utilizado na citologia nasal porque todos os
componentes da mucosa nasal, desde componentes celulares até células inflamatorias,
bactérias, fungos, esporos e secre¢io mucosa, sio facilmente tingidos.'*

No estudo em questdo, os autores encontraram, repetidamente ¢ em uma grande
proporcao de pacientes com rinite infecciosa, manchas cromaticas de tamanho variavel, com
margens irregulares e uma intensa coloragio ciano.'*

Tal coloragao chamou atengdo dos pesquisadores, uma vez que esta banda cromatica
ndo se enquadrava no espectro de cores da citologia nasal quando corada com MGG. A presenga
de bactérias ou esporos de fungos sugeria que essas manchas (as manchas infecciosas) poderiam
ser a expressio microscopica do biofilme.!#16:17

Para confirmar se de fato essas manchas infecciosas corresponderiam ao biofilme, foi
realizada uma coloragdo com PAS (acido periddico de schiff), que € especifico para
polissacarideos. Isso se deveu ao conhecimento prévio de que 80% ou mais da composi¢ao do
biofilme ¢ de matriz polimérica extracelular (MPE), que possui uma composi¢ao
majoritariamente polissacaridica.'®!%!

Essa coloracdo foi invariavelmente positiva quando os microrganismos estavam
presentes. Portanto, concluiu-se que as manchas infecciosas de fato correlacionavam-se ao

biofilme!62°
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Figura 3: Mancha Infecciosa — expressdo do biofilme. Adaptado de Gelardi e colaboradores

(2011)
A a D: mancha infecciosa/ A e C: colonias bacterianas visiveis/ B e D: esporos fungicos. Coloracdo MGG.

Ampliagao 400x e 1000x

Cabe ressaltar que a mancha infecciosa permanece sempre no espectro da cor ciano,
mas pode ter tonalidades varidveis. Isso provavelmente se deve a maturidade dos biofilmes.
Logo, quando mais maduro o biofilme ¢, maior ¢ a composicdo de polissacarideos.

Consequentemente, apresentard uma coloragio mais intensa '*!°

Figura 4: Mancha infecciosa. Adaptado de Gelardi (2012)

Sao visualizados bactérias e fungos envoltos pela camada corada em ciano
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Figura 5: Mancha infecciosa. Adaptado de Gelardi (2012)

A maior intensidade cromatica representa uma maior quantidade de matriz polimérica
extracelular; logo, um biofilme mais maduro.

Por todo o supracitado, percebe-se que esta técnica de identificacio do biofilme ¢
simples, barata e facilmente realizdvel, sendo uma forma pratica e reprodutivel para a

identificacdo do biofilme.'6?°

4.8.5 Teste alérgico cutdaneo:

O teste alérgico cutaneo tem como objetivo diagnosticar rinites alérgicas. Ele foi
executado por profissional experiente em sua realizacdo. Utilizou-se um painel de extratos
comercializados no Brasil, incluindo Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae, Blomia tropicalis, Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata, Felis domesticus, Canis
familiaris, Periplaneta americana e Blatella germanica. Foi utilizado um controle positivo
(histamina 50%, acrescida de solugdo fisiologica e fenol 0,4%) e outro negativo (50% de
glicerina, 50% de solugdo fisioldgica e fenol 0,4%).

O resultado obtido foi calculado utilizando as médias aritméticas dos maiores didmetros
das papulas e os didmetros ortogonais em suas medianas. A leitura foi realizada 15 minutos
apods a puntura, sendo considerados positivos todos os testes cuja papulas apresentaram médias

de didmetro, no minimo, 3mm maiores que o controle negativo.
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Figura 6: Teste alérgico cutineo. (Acervo proprio)

4.9 Protocolo do estudo
A avaliacdo clinico-laboratorial de todos os participantes foi feita por pesquisadores
treinados e consistiu de:

a) Realizacdo de anamnese e exame fisicos detalhados pela equipe multidisciplinar

composta por: alergologista, otorrinolaringologista, odontologista e fonoauditlogo.

b) Realizacdo da citologia nasal por profissional treinado, coletado pela rinoscopia

anterior.

¢) Realizacdo de fibronasolaringoscopia. Por ser um exame invasivo ¢ desconfortavel,

nos pacientes com fibronasolaringoscopia recente (até 12 meses anteriores a inclusao no estudo)
nao foi realizado novo exame no dia da coleta da citologia nasal. Nos demais, a
fibronasolaringoscopia foi realizado no mesmo dia da coleta da citologia nasal.

d) Realizacdo de rinomanometria anterior no dia da coleta da citologia nasal ou em até

3 meses posteriores. Por dificuldades operacionais e técnicas (examinador experiente e
funcionamento adequado do aparelho) e, também, de capacidade de compreensao e colaboragao
dos pacientes para a realizagdo da rinomanometria anterior, nao foi possivel realiza-la em todos
os pacientes incluidos no estudo.

e) Realizacdo do teste alérgico cutdneo. Tal exame foi executado na maioria dos

pacientes, no mesmo dia da coleta da citologia nasal. No entanto, naqueles pacientes com uso
de anti-histaminico oral em até¢ 7 dias anteriores a citologia nasal ou que por motivo
desconhecido a histamina foi negativa no dia da coleta da citologia nasal, o exame foi repetido
em até 6 meses.

f) Processamento da amostra colhida na citologia nasal. As laminas foram marcadas

com as iniciais € o numero do prontuario dos pacientes incluidos. Posteriormente, foram
coradas em até 15 dias apds a coleta. Posteriormente, foram guardadas em caixas apropriadas

para armazenamento de laminas para que dois examinadores diferentes e cegos entre si
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avaliassem, em momentos diferentes, a presenca/auséncia de biofilme nas amostras obtidas.

g) Andlise da amostra colhida na citologia nasal pelo examinador 1: A leitura das
laminas pelo examinador 1 foi realizada ao longo do periodo de coleta das amostras. Apos a
etapa de coloragdo, o examinador retirou aleatoriamente as laminas da caixa de armazenamento
e fez a leitura cega, ou seja, sem correlacionar com os dados do paciente registrados em
prontudrio. O foco da leitura foi identificar a auséncia/presenca de biofilme nas amostras nasais
obtidas.

Cabe ressaltar que o examinador 1 ¢ a principal autora da presente pesquisa, portanto,
foi a responsavel também pela coleta de dados, realizacdo do teste alérgico cutineo e da
citologia nasal em todas as suas etapas. No entanto, refor¢ca-se que durante a leitura das ldminas
a pesquisadora nao acessou dados dos pacientes e tampouco dos sintomas apresentados por
eles, minimizando assim qualquer chance de viés durante a leitura das laminas.

h) Andlise da amostra colhida na citologia nasal pelo examinador 2: A leitura das
laminas pelo examinador 2 foi realizada ap6s o periodo de coleta das amostras. O examinador
1 entregou as laminas ao examinador 2 em recipiente apropriado para o armazenamento € nao
forneceu qualquer informacao sobre os pacientes e as amostras coletadas. O foco da leitura foi
identificar a auséncia/presenca de biofilme nas amostras nasais obtidas.

Cabe reforcar que o examinador 2 ¢ uma pesquisadora experiente em leitura de l1aminas.
Tal pesquisadora ndo faz parte da equipe atuante no Ambulatorio do Respirador Oral do
Hospital das Clinicas/UFMG e, por isso, foi absolutamente cega em todas as etapas da pesquisa,
cabendo a ela avaliar exclusivamente a presenca/auséncia de biofilme nas amostras nasais
obtidas.

Ressalta-se que em nenhum momento o examinador 2 teve acesso a quaisquer
informacdes sobre os pacientes e tampouco a seus respectivos prontuarios.

i) Armazenamento dos resultados: Os resultados obtidos foram registrados em planilha

de Excel e armazenados para posterior analise estatistica.

4.10 Analise estatistica

As andlises foram feitas considerando a natureza da variavel. As que sdo qualitativas
foram tratadas em tabelas de frequéncia com valores absolutos e relativos. As quantitativas
passaram pelo teste de Shapiro Wilk e tiveram sua normalidade rejeitada sendo, portanto,
apresentadas em forma de mediana e quartis.

O coeficiente de Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia de dois examinadores

em relagdo a classificar o paciente com ou sem o biofilme.
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Para associar a presenga/auséncia de biofilme com outras varidveis qualitativas, foi

aplicado o teste Qui Quadrado.

Para comparar as variaveis quantitativas entre os que tem e nao tem o biofilme, foi

aplicado o teste de Mann Whitney.

As andlises foram realizadas no software IBM SPSS versio 25 e com nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Artigo original: Analysis of biofilm prevalence on the nasal mucosa of oral-breathing

children

Introduction

Biofilms are surface-attached agglomerations of microorganisms (bacteria or fungi)
embedded in an extracellular polymeric matrix.!*>* They are important in a multitude of
diseases, especially in those in which the mucosa is the main organ affected such as
rhinosinusitis, nasal polyposis, adenoid hypertrophy and otitis media. !

At least 65% of all human bacterial infections are estimated to be associated with the
presence of biofilms. They are clinically relevant due to their polysaccharide extracellular
matrix that may increase the survival of microorganisms and induce resistance to
antimicrobials, disinfectants and detergents, making them difficult to eradicate or to treat. %"

Biofilm-positive patients have been shown to be more likely to require surgical
intervention, and presenting worse postoperative symptoms, persistent inflammation and
recurrent infections.>’

During the last 20 years, advances in technology and scientific research has enabled the
development of new forms of diagnosis and treatment for several diseases. ' Biofilms have been
studied in many pathologies due to their nature and negative effects.

However, studies rely on complex and costly techniques (for example, electron
microscopy or confocal laser microscopy), preventing its use in the clinical setting and under
high prevalence conditions such as nasal pathologies.'"!!

Some studies have shown that biofilms may also be identified via optical microscopy,
especially by using May Grunwald-Giemsa (MGG) staining.!%!"12° According to this
technique, biofilms are identified as cyan colored “infectious spots”.!!!

Few studies assess the presence of biofilms in mouth breathing patients, and studies
assessing the presence of biofilms in mouth breathing children using nasal cytology are virtually
unknown. 3

Nasal cytology is a useful, inexpensive, easy to use technique that enables a clear
understanding and diagnosis based on the phenotypic characteristics of rhinitis."'%!! It is a
valuable diagnostic technique to be used especially in children, since it is minimally invasive,
allowing a more objective follow-up in pediatrics.'*

However, despite all the above-mentioned characteristics, many centers do not use nasal
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cytology routinely.!”

Objective

To identify the prevalence of biofilms through nasal cytology in patients of the Mouth
breather Respiratory Outpatient Clinic, belonging to the Hospital das Clinicas of the Federal
University of Minas Gerais (HC/UFMG). Additionally, Comparing the prevalence of biofilm
among mouth breathers: a) According to gender and age group b) ¢) With the degree of nasal
obstruction, evaluated by anterior rhinomanometry with and without adenoid hypertrophy d)
With surgical indication and without surgical indication e) With allergic and non-allergic

rhinitis f) With and without medication use.

Patients and Methods

Children aged 5 to 12 years who were attended at the Mouth Breather Outpatient Clinic
of HC/UFMG, with scheduled appointments during the period from May 2021 to July 2022,
were included in the study. The children who were diagnosed with facial malformations, genetic
syndromes, chromosomal abnormalities, primary or secondary immunosuppression causes, as
well as those whose legal guardians refused to sign the consent form or undergo nasal cytology,
were excluded from the study.

The clinical-laboratory evaluation of all participants was performed by trained
researchers and consisted of:

a) Conducting a detailed medical history and physical examination by a
multidisciplinary team composed of an allergist, otolaryngologist, dentist, and speech therapist.

b) Nasal cytology was performed by a trained professional during anterior rhinoscopy,
with good illumination, by applying a sterile swab to the middle portion of the inferior turbinate,
as proposed by Gelardi et al.!'"!? The collected material was transferred to a glass slide, air-
dried, and stained by the traditional May-Grunwald Giemsa (MGG) method.'? The slides were
marked with the initials and medical record number of the included patients. They were later
analyzed by two different examiners at different times. The examiners were blinded to each
other and blinded to the clinical and patient characteristics at the time of microscope analysis.

The reading of the slides by examiner 1 was performed throughout the period of sample
collection. After the staining step, the examiner randomly removed the slides from the storage
box and performed blind reading, without correlating with the patient data recorded in the
medical records. The focus of the reading was to identify the absence/presence of biofilm in the

nasal samples obtained.
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Examiner 1 handed over the slides to examiner 2 in an appropriate container for storage
and did not provide any information about the patients and the collected samples. It is important
to mention that examiner 2 never had access to any information regarding the patients or their
medical records during the entire process.

¢) Fibronasolaringoscopy was performed on the same day as the collection of nasal
cytology, except for those who had already undergone the exam in the 12 months prior to the
day of the nasal cytology collection. The flexible nasofibroscope MACHIDA ENT IIIP® with
a diameter of 3.2 mm was used. Adenoid hypertrophy was classified as follows: 1-free, 2-
Adenoid <60%; 3- Adenoid between 60 and 69%; 4-Adenoid between 70 and 79%; 5- Adenoid
between 80 and 89%; 6-Adenoid > 90%.

d) Anterior rhinomanometry was performed on the day of nasal cytology collection or
up to 3 months later. Due to operational and technical difficulties, as well as patient
comprehension and cooperation, it was not possible to perform it in all patients included in the
study. The device used was the SRE 2000 N 010000300189 rhinomanometer from
RHINOSCAN 0272CFB2 with RHINOSTREAM 038CC5C3. The classification proposed by
Zapletal and colleagues'® was followed, which consisted of: 1- Normal patency: 77-100% of
v.p. 2- Mild obstruction: 66-76% of v.p. 3- Moderate obstruction: 55-65% of v.p. 4- Severe
obstruction: 44-54% of v.p. 5-Very severe obstruction: <44% of v.p.

e) Prick Test was performed on most patients on the same day as the nasal cytology,
except in those patients who had used oral antihistamines within 7 days prior to nasal cytology
or in whom the histamine test was negative for unknown reasons, the test was repeated within
6 months. A panel of extracts commercially available in Brazil was used, including
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, Aspergillus
fumigatus, Alternaria alternata, Felis domesticus, Canis familiaris, Periplaneta americana and
Blatella germanica. A positive control (histamine 50%, plus saline solution and phenol 0.4%)
and a negative control (50% glycerin, 50% saline solution and phenol 0.4%) were used. The
result was calculated using the arithmetic means of the largest diameters of the wheals and the
orthogonal diameters at their midpoints. The reading was performed 15 minutes after the prick,
and all tests whose wheals presented mean diameters at least 3mm larger than the negative
control were considered positive.

f) Statistical analysis: The analyses were performed considering the nature of the
variable. Qualitative variables were treated in frequency tables with absolute and relative
values. Quantitative variables were tested for normality using the Shapiro-Wilk test and had

their normality rejected, and were therefore presented as median and quartiles. The Kappa
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coefficient was used to evaluate the agreement between two examiners in classifying the
presence or absence of biofilm in patients. To associate the presence/absence of biofilm with

other qualitative variables, the Chi-square test was applied.

Results

In the present study, 77 samples of nasal cytology were collected from patients. 10 were
excluded from the research (7 insufficient samples, 3 children not classified as mouth
breathers). Therefore, 67 mouth-breathing children were included, aged between 5 and 12 years,
with a median age of 8 years. Of these children, 45 (67.2%) were male and 22 (32.8%) were

female.

Table 1 - Demographic characteristics of research participants

Sex Number of Age
individuals
Male 45 (67,2%) 8(6-10)
Female 22 (32,8%) 10,5 (7,8 —12)
Total 67 (100%) 8(7-11)

For examiner 1, the prevalence of biofilm was 50.7% (n=34). For examiner 2, the
prevalence of biofilm was 47.8% (n=32).

To verify the agreement between the two examiners, a Kappa analysis was performed,
which was found to be significant (p < 0.0001). Therefore, this result confirms the agreement,
showing a high similarity between the examiners. Table 2 below shows the high agreement
between the two examiners. Only 3% of the sample (2 cases) were classified differently by the

examiners.

Table 2: Biofilm presence by examiner
Examinador 2

Examiner 1 Absence Presence
Absence 33 (49,3%) 0 (0%)
Presence 2 (3%) 32 (47,7%)

Due to the high similarity, a draw was carried out and the results will be presented based
on the prevalence found by examiner 2.
Of the 32 children who had biofilm in the nasal mucosa, 23 (71.9%) were male and 9

were female (28.1%). The result indicates that there is no predominance of either sex in either
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group (p=0.432).

Table 3 - Association between biofilm presence and sex

Sex Presence of Absence of P value*
biofilm biofilm
Female 9 (28,1%) 13 (37,1%) 0,432
Male 23 (71,9%) 22 (62,9%)

Chi-square test™

Among the etiologies of mouth breathing in the studied group were: adenoid
hypertrophy 40%, tonsil hypertrophy 35.8%, rhinitis 94%, allergic rhinitis 69.5%, and septal
deviation 22.4%.

It was observed that patients who had biofilm on the nasal mucosa were younger than
those who did not have biofilm on the nasal mucosa (p = 0.047) (Table 4). In addition, patients
with biofilm had a lower predicted nasal flow compared to the group without biofilm on the

nasal mucosa (p = 0.001) (Table 4 and Figure 1).

Table 4 - Comparison of age and nasal flow variables in patients with and without biofilm
presence.

Biofilm presence
Overall No Yes P value*

Median Age

(years min-max) 8(7-12) 9(8-12) 8(7-10) 0,047

(1)
Nasal Flow % c5 46 70) | 79 (68 -102,5) 47 (43.5-63.3) 0,001
(min-max)
Mann Whitney test*

Nazal flow

12500

100,00

£

. ?
Naa Sim

Biofilm presence

Graph 1: Comparison of age and nasal flow variables in patients with and without biofilm
presence

Regarding the decrease in nasal flow, it was observed that patients with the presence of
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biofilm had more severe obstruction when compared to those without biofilm (p =0.021). Thus,
in the group of patients without biofilm, 55.6% have normal nasal patency. On the other hand,
among those patients with biofilm, 40% have severe obstruction, as shown in the table below

(Table 5).

Table 5 - Nasal obstruction severity according to the presence of biofilm

Nasal flow Biofilm presence
No Yes Total P value*
5 0 o

Normal patency (55.6%) 0 (0%) 5(26,3%)

. . 3 0 0
Mild obstruction (33.3%) 2 (20%) 5(26,3%)
Moderate obstruction I 2 (20%) 3 (15,8%) 0,021

(11,1%) ’

Severe obstruction 0 (0%) 4 (40%) 4 (21,1%)

Very severe . . .
obstruction 0 (0%) 2 (20%) 2 (10,5%)

There was no statistically significant association found between the presence of biofilm
and the other variables studied (etiology of mouth breathing, passive smoking, surgical

indication, and use of specific medications).

Figure 2: Infectious Spots - biofilm expression (Personal Eéllection)
Infectious spots and visible bacterial colonies. MGG staining.
Magnification 1000x

Discussion

Nasal cytology is a minimally invasive, easy to perform, and inexpensive
examination.-!%-16

As previously shown by Gelardi and colleagues'' nasal cytology using the May-
Gruwald-Guiemsa staining technique may be able to detect the presence of biofilm on the nasal

mucosa. In the present study, the search for biofilm was performed by nasal cytology, as
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proposed by the researchers.'!

The slides were analyzed under an optical microscope by two different, independent,
and blinded examiners (also blind to which patient each sample belonged to). There was a high
correspondence in the prevalence found by both, which was statistically significant,
demonstrating that nasal cytology can be a good method for detecting biofilm on the nasal
mucosa, as it is easy to perform, minimally invasive, reproducible, inexpensive, and with good
clinical applicability.

As demonstrated in the systematic review entitled "The prevalence of biofilms in
children's upper airway: a systematic review," conducted by the same group of researchers as
this article (still awaiting official publication), the determination of the prevalence of biofilm in
patients with upper airway diseases is done by expensive and complex research methods, which
makes it difficult to conduct broad studies in the general population.

Nevertheless, in the aforementioned systematic review, it was observed that the
prevalence of biofilm found in children with some upper airway disease is high, ranging from
35-100%, depending on the analyzed study.!”!819-202122 AJthough the biofilm research method
in this study was different from those included in the aforementioned systematic review, the
prevalence falls within the range already estimated by other researchers. It should be noted that
in other studies, all biofilm research and study methods were complex and expensive, while in
the present study, a simple and inexpensive method was used.

It is important to highlight that studies detecting the prevalence of biofilm on the nasal
mucosa of children classified as mouth breathers through nasal cytology are, to date,
nonexistent. In this study, a prevalence of 47.8% was found in this group using this technique.

Among the population included, there was a predominance of males (67.2%). This fact
corresponds to existing data in the literature that there is a predominance of males among
mouth-breathing children. This may be explained by the fact that they have a smaller airway
caliber and are also more affected by allergic rhinitis when compared to same-aged female
children.?

However, in the present study, the results indicate that there is no difference in the
prevalence of rhinitis between boys and girls (p = 0.952). In both groups, the prevalence is close
to 70%.

It was observed that children who had biofilm on the nasal mucosa had a lower nasal
flow (documented by anterior rhinomanometry). This demonstrates that the presence of biofilm
may be decisive in worsening nasal breathing in this population.

This fact can be understood within the concept of dysbiosis, which is a microbial
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imbalance caused by alterations in the microbiota that favors the growth of pathogenic bacteria
over commensals.’?*?* Therefore, a congested nose would have a more unhealthy microbiome,
which favors the formation of biofilm.! However, further studies are needed to analyze the real
impact of this on mouth-breathing children, since in the present research, associations between
the presence of biofilm and worse clinical and/or surgical outcomes could not be detected.

Furthermore, within the concept of dysbiosis, it was observed that patients with more
severe nasal obstruction had a higher prevalence of biofilm. This corresponds to what is found
in the literature and is related to the fact that the more obstructed the nasal cavity, the unhealthier
the microenvironment is.'

It is noteworthy that although the worsening of nasal flow associated with the presence
of biofilm was a statistically significant association (p=0.021), technical and operational
difficulties prevented the anterior rhinomanometry from being performed in all subjects
included in the research.

Hefller et al.!® emphasized the importance of discontinuing the use of oral and/or nasal
corticosteroids for 7 days before collecting nasal cytology to obtain a clearer sample.

1.2 evaluated the effect of fluticasone, mometasone, and budesonide

Additionally, Goggin et a
on Staphylococcus aureus biofilms and observed a significant reduction in vitro in biofilm
biomass in the presence of steroids.

Moreover, topical nasal steroid preparations also contain non-therapeutic compounds
known as excipients, such as ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) in Pulmicort
(Budesonide). Although excipients are not actively involved in treating the disease and are used
only for preservation and stabilization of the active agent, some studies have shown their ability
to reduce bacterial load.?”-*

In the present study, there was no correlation between corticosteroid use and the
presence or absence of biofilm. This may be explained by the fact that a large proportion of
patients classified as "using medication" reported irregular use of medications. For future
research, we strongly suggest dividing patients into regular or irregular medication use, to
potentially reveal clearer associations with the presence or absence of biofilm.

Regarding passive exposure to smoking, Elwany et al.?” demonstrated the promotion of
biofilm formation in the nasal mucosa of children who lived with smokers in the household.
Although they pointed out the need for more (and larger) studies on this relationship, they
concluded that increased duration of exposure to tobacco smoke increased the development of

biofilm in the nasal mucosa of children.?” In the present study, no statistically significant

relationship was found between the presence/absence of biofilm and passive smoking,
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necessitating further studies on this aspect.

Conclusion

We found that younger children had a higher prevalence of biofilm in the nasal mucosa.
Additionally, in children where biofilm was identified, lower nasal flow and more severe
obstruction were observed compared to those without biofilm presence. These findings may be
related to the development of an unhealthy nasal microbiome, which could favor the emergence
and development of biofilm.

The nasal cytology has proven to be a technically simple, inexpensive and a
reproducible test.

The numerous harms that mouth breathing causes in children are already well known,
with some of them persisting even into adulthood. Being able to detect biofilm in mouth
breathers using a simple and inexpensive technique, such as nasal cytology, opens possibilities
for more precise diagnostic and therapeutic approaches, providing improved understanding and

management of mouth breathers at lower costs and unnecessary interventions.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a prevaléncia do biofilme na
mucosa nasal das criangas com a Sindrome da Respirag¢ao Oral, por meio da citologia nasal.

Os resultados demonstraram que a prevaléncia de biofilme foi de 47,8%. Esse valor
encontra-se dentro dos valores encontrados em outros estudos realizados com técnicas mais
complexas e caras.

Para aumentar a confiabilidade da técnica escolhida, dois examinadores diferentes,
independentes e cegos avaliaram as amostras coletadas. O nivel de correspondéncia foi
significativo (p < 0,0001), demonstrando que a citologia nasal pode ser um bom método para a
deteccao do biofilme na mucosa nasal, visto que ¢ de facil realizacdo, minimamente invasivo,
reprodutivel, barato e, além disso, com boa aplicabilidade clinica.

Outro resultado relevante foi a associacao da presenga do biofilme ao menor fluxo nasal
e a obstru¢do nasal mais grave, demonstrando que a presenga do biofilme pode ser determinante
na piora da respiragdo nasal nessa populacdo. Esses achados podem estar relacionados ao
desenvolvimento de um microbioma nasal insalubre, o que poderia favorecer o surgimento e o
desenvolvimento do biofilme.

Sdo necessarios mais estudos para avaliar os desfechos clinicos e cirtrgicos das criangas
respiradoras orais com o biofilme presente na mucosa nasal.

O uso rotineiro da citologia nasal abre possibilidades para abordagens diagndsticas e
terapéuticas mais precisas, proporcionando uma melhor compreensdo e gerenciamento de
respiradores orais, de forma individualizada, com custos mais baixos e intervengdes

desnecessarias.
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ANEXOS

Anexo I — Resolucdo que regulamente Teses de Doutorado do Programa de Pds-graduagao
em Ciéncias da Satde, Area de concentracdo Saude da Crianca ¢ do Adolescente, da

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

FacuLpapE ok MEBICTNA
CENTRO DE POS-GRADUACAD
Aw, Prof. Alfredo Balena 190 f sala 533
Bela Horizonte — MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 34089641  FAM- (31) 3404
E-ptan: cpgifmedicina ufmg.br

)

FIESDLUG.ED 03/2010, de 05 de fevereiro de 2010

Regulamenta o formato de teses e
dissertagdes do Programa

O Colegiado do Programa de Pds-Graduac@o em Ciéncias da Salde — Salde da Crianca e do
Adolescente da Faculdade de Medicina da UFMG, no uso de suas atribuigdes, e considerando
a necessidade de regulamentar o formato de teses e dissertagdes do Programa,

RESOLVE:

Art. 1° - A tese de doutorado e a dissertagio de mestrado podero ser elaboradas no formato
convencional e no formato de arfigo.

Paragrafo unico - O formato de artigo € considerado preferencial pelo colegiado do Programa,
principaimente para o doutorado.

Art. 2° - O Colegiado do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Sadde — Salde da
Cranga e do Adolescente propde o seguinte roteiro para elaboragSo da dissertagfoftese no
formato de artigo:

-

Introdug&o: duas a trés paginas para contextualizar a dissertagSo/ tese e explicar sua
estrutura cujos resultados sero apresentados sob formato de artigos;

Revisdo da literatura: preferenciaimente sob formato de artigo de reviséo;

Objetivos: redigido da forma convencional (uma ou duas paginas);

Métodos: redigido da forma convencional e detalhado;

Resultados e discussio: sob a forma de artigo ou artigos;

Conclusio ou consideragdes finais: até cinco paginas.

Anexos/Apéndices

M@k wh

Art. 3° - Qutros aspectos de formatag&o:

1. Referéncias bibliograficas: serfo apresentadas apos cada sessio da
dissertagBoftese de acordo com as nomas de Vancouver e conforme as
recomendacdes especificas de cada periddico para os guais os artigos serfo
submetidos.

2. A dissertagSo de mesirado e a tese de doutorado poderdo conter os textos escritos
na lingua inglesa, de acordo com esta resclugio.

Art. 4°. Os casos omMissS0s e especiais serdo decididos pelo Colegiado de Pos-Graduagdo.

Art_ 5°_ Esta Resolugio entra em vigor na data de sua aprovago.
Prof. Joel Alves Lamounier

Coordenador do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Salde
Saide da Crianga e do Adolescente
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Anexo II - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e Termo de Assentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,_ , responsavel pelo(a) menor , afirmo estar ciente dos objetivos da
pesquisa “ A presenca do biofilme na citologia nasal interfere na resposta aos corticoides
topicos nasais? Estudo dos pacientes respiradores orais com rinossinusite cronica,
acompanhados no Ambulatorio do Respirador Bucal do Hospital das Clinicas — Universidade
Federal de Minas Gerais.” e dou meu consentimento para que os procedimentos sejam
realizados, os dados sejam coletados e que as informacdes de prontudrio sejam analisadas.

As razdes e motivos da realizagao desta pesquisa foram explicados de maneira clara e
foram entendidos por mim. Estou ciente de que ndo sou obrigado (a) a dar essa autorizacao e,
se o fago, ndo me sinto coagido(a) a fazé-lo. Além disso, sei que a ndo autorizagdo nao me trard

nenhum prejuizo e nem ao menor pelo qual sou responsdvel no atendimento médico prestado.

(assinatura do responsavel)

(assinatura pesquisador)

Belo Horizonte, (data)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO (responsaveis)

INTRODUCAO

Seu filho(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que sera realizada no
Ambulatorio do Respirador Oral do Hospital das Clinicas da UFMG. Antes de decidir sobre a
participacgao de seu (sua) filho(a), queremos que vocé conhega essa pesquisa.

Este documento ¢ chamado de termo de consentimento livre e esclarecido, pois, seu
consentimento s6 ¢ valido se for dado apods ter sido plenamente esclarecido sobre todos os
aspectos relevantes do estudo, bem como riscos e beneficios que ele pode proporcionar. A
equipe conversard com vocé sobre estas informagdes e vocé podera fazer perguntas a qualquer
momento.

Se entender o que foi explicado e concordar que seu (sua) filho(a) participe deste estudo,
pediremos que assine duas vias deste documento. Uma via sua e nos guardaremos a outra.

Antes de decidir sobre a participagdo de seu filho(a) neste estudo, € necessario entender
que:

- A participagdo ¢ completamente voluntaria;

- Vocé pode decidir que seu (sua) filho(a) deixe o estudo a qualquer momento sem que
tenha qualquer perda ao acesso aos cuidados médicos e cuidados de rotina relacionados ao

ambulatorio de respiradores orais do Hospital das Clinicas da UFMG.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A rinossinusite cronica ¢ uma das causas da respira¢dao bucal e leva a significativas
perdas na qualidade de vida e a gastos importantes. Sabe-se que muitos pacientes que tem
rinossinusite cronica possuem biofilme na mucosa nasal.

Biofilmes sdo um “agrupamento” de microrganismos na mucosa do nariz, encobertos
por uma “camada protetora”. A presenga deles estd relacionada ao aumento da sobrevivéncia
desses microrganismos, ou seja, rinossinusites cronicas mais graves e mais dificeis de
tratamento.

Assim, o objetivo ¢ identificar quais pacientes respiradores orais € com rinossinusite
cronica possuem biofilme na mucosa do nariz e verificar se isso acarreta em pior resposta ao
tratamento proposto. Diante disso, proporcionar um tratamento mais direcionado e adequado

ao paciente.
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O QUE DEVO FAZER COMO PARTICIPANTE DESTE ESTUDO?
Primeira consulta do estudo (Consulta de triagem)

Na primeira consulta do estudo, faremos perguntas sobre a vida de seu(sua) filho(a),
historico médico, estado de satde e exposi¢do a fatores ambientais.

Seu(sua) filho(a) sera avaliado(a) por uma equipe multidisciplinar que envolve docentes
e pesquisadores dos departamentos de otorrinolaringologia, alergia e imunologia,
fonoaudiologia, odontologia e fisioterapia. Sera realizado anamnese (entrevista médica) e
exame fisico otorrinolaringologico e alergologico, teste alérgico cutdneo, rinomanometria
anterior ativa, pico de fluxo inspiratorio nasal (PFIN) , citologia nasal e fibronasolaringoscopia.
Também serd solicitado exames de sangue (anti HIV) e outros que forem necessarios, para

afastar possiveis causa de imunodeficiéncia (“baixa imunidade™).

Outras consultas do estudo.

Durante outras consultas do estudo, os médicos fardo perguntas adicionais sobre a saude
de seu(sua) filho(a) e exposicdes ambientais. Também sera avaliado pelos profissionais da
equipe multidisciplinar que ainda forem necessarios para o melhor tratamento dele(a). Em toda
consulta de retorno uma nova citologia nasal sera realizada por meio da rinoscopia anterior, que
¢ um procedimento que causa incomodo minimo e de facil execugao.

Vocé também responderd aos questionarios para verificarmos o uso correto do
medicamento e a melhora da rinossinusite cronica de seu(sua) filho(a). Além disso, em todas
as consultas sera refor¢ado o uso correto da medicagao.

Também pediremos que vocé leve as consultas de retorno os frascos (mesmos que
vazios) do medicamento que seu(sua) filho(a) usa para tratar a rinossinusite, para verificarmos

a duragdo da medicacao de acordo com a dose preconizada para seu(sua) filho(a).

Se seu filho(a) ndo responder a medicacdo proposta

Caso seu(sua) filho(a) ndo melhore com o tratamento proposto, trocaremos a medicagao
e ele(ela) sera excluido do estudo. No entanto, ndo haverd qualquer prejuizo para ele(a).
Seu(sua) filho(a) continuara sendo acompanhado pela equipe multidisciplinar do respirador

oral.

QUANTAS CRIANCAS PARTICIPARAO DESTE ESTUDO?

Participardo desse estudo 105 criangas.



129

POR QUANTO TEMPO SEU (SUA) FILHO(A) FICARA NO ESTUDO?

Ele(ela) ficara no estudo durante o periodo de um ano.

QUAIS SAO OS RISCOS DO ESTUDO?

Riscos da coleta de sangue

A coleta de sangue pode causar um pouco de desconforto, tonteira, sangramento, mancha roxa
ou inchago no local onde a agulha entra no corpo, e raramente pode causar desmaios ou
infec¢do. Um pequeno codgulo podera se formar no local onde o sangue tenha sido coletado,
ou podera haver inchago na drea. Se ocorrerem hematomas, estes sdo temporarios. Funcionarios
experientes do local (técnicos de pesquisa, laboratorio e enfermeiras) realizarao coletas de

sangue para diminuir este risco.

Riscos da fibronasolaringoscopia

A fibronasolaringoscopia ¢ um exame feito pelo otorrinolaringologista, com ajuda de
aparelhos dotados de camera e uma iluminagao especial. Durante o exame, a camera penetra a
cavidade nasal gerando imagem em um monitor, no qual ¢ examinado as estruturas da laringe
e da cavidade nasal, em busca de alteragdes.

Esse exame pode causar um pouco de desconforto e sangramento durante o
procedimento. Otorrinolaringologistas experientes realizam o procedimento para diminuir esse
risco. O procedimento ¢ realizado com a crianga do colo do responsdvel para que ela se sinta

mais segura, facilitando a execu¢do e diminuindo ainda mais os riscos.

Riscos da citologia nasal

A citologia nasal sera realizada durante a fibronasolaringoscopia na primeira consulta e
nas consultas de acompanhamento pelo exame do nariz com uma illuminagdo adequada, mas
sem introducdo de cdmeras. Em ambas as situagdes sera coletado raspados do nariz, utilizando
uma cureta de plastico apropriada. O material coletado sera transferido para uma lamina de
vidro.

Embora seja um exame com minimo desconforto, indolor, pode causar agitacao durante

o procedimento. Profissionais experientes realizardo o exame diminuindo esse risco.

Riscos da rinomanometria

A rinomanometria € um exame indolor. Coloca-se um sensor na narina e solicita-se que
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o0 paciente respire para aferir a pressdo. Cada narina serd mensurada separadamente. Apds o
registro adequado de uma narina, os instrumentos sao invertidos para se registrar o outro lado.
Em geral, ¢ um exame bem tolerado, mas pode causar um minimo desconforto.

Profissionais experientes realizardo o exame diminuindo esse risco.

Riscos do teste alérgico cutdneo

O teste ¢ realizado no antebrago, onde ¢ pingada uma gota dos extratos alergénicos e
dos controles para validagdo do teste. E feita uma pequena e superficial puntura na pele no local
da gota, e aguarda-se 15 minutos para a leitura do didmetro da elevagao da papula.

O teste alérgico cutaneo pode causar um pouco de desconforto, coceira no local da
puntura e raramente anafilaxia (reagdo alérgica grave). Profissionais experientes realizardo o
exame diminuindo esse risco. Também ¢ realizado em ambiente adequado para tratar quaisquer
reagdes que possam surgir. A equipe médica € treinada em tratar anafilaxia, diminuindo o risco

do procedimento.

HA BENEFICIOS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Vocé recebera os resultados de todos os exames e procedimentos que forem realizados
em seu(sua) filho(a). Esse conhecimento poderd ajudar vocé e seu médico a respeito das
escolhas sobre o tratamento mais adequado para seu(sua) filho(a). Os conhecimentos obtidos
por meio deste estudo poderdo auxiliar os médicos a oferecerem no futuro melhores cuidados
para respiradores orais com rinossinusite cronica.

Apo6s o final do estudo, os resultados serdo divulgados a todos os que possam se

beneficiarem desse conhecimento.

E A CONFIDENCIALIDADE?

Os investigadores e o pessoal do estudo estdo empenhados em assegurar a
confidencialidade e a privacidade dos dados de seu(sua) filho(a), de acordo com as regras
brasileiras. A equipe do estudo assinard um documento no qual se compromete a proteger suas
informacgdes. O nome dele(a) sera substituido por um codigo numérico especial de identificagdo
do participante (PID). O codigo sera usado em todas as suas amostras e documentos do estudo
para proteger a identidade dele(a). A conexdo entre o cddigo € o nome serd guardada em local
trancado, localizado no centro do estudo, e separado do prontudrio. Os arquivos em papel
também serao mantidos em local trancado dentro do centro da pesquisa. Os arquivos eletronicos

serdo protegidos por senhas. O acesso a todas as informagdes ficara limitado as pessoas que
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trabalham no estudo. Nenhum dado escrito ou publicado mencionard o nome de seu(sua)
filho(a).

Pessoas que poderdo analisar os registros nio identificados incluem o Comité de Etica
da UFMG, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), o Ministério de Saude do
Brasil e outras agéncias regulatorias no pais, bem como a equipe de estudo, monitores do estudo
e representantes. Estes individuos e agéncias s6 poderdo analisar os prontudrios ndo
identificados se o consentimento tiver sido dado por vocé, pelo médico do estudo e o
investigador principal e se a permissio for obtida do Comité de Etica da UFMG, com base nas
normas do cédigo de ética.

Quando o médico e a equipe do estudo concordarem, e cumprindo o Cédigo de Etica do
Conselho Federal de Medicina e as leis brasileiras que protegem os participantes de estudos,
suas informagdes poderdo ser vistas pelo Comité de Etica do Ministério da Satde, bem como
por outras agéncias brasileiras que também garantem a prote¢ao de seus direitos e seguranga.
Faremos todo o possivel para manter a confidencialidade das informag¢des de seu (sua) filho(a).

No entanto, ha sempre um risco de que as informagdes possam ser comprometidas.

O QUE ACONTECE SE MEU(MINHA) FILHO(A) SE LESIONAR OU SOFRER ALGUM
DANO?

Nao antecipamos que seu(sua) filho(a) se lesione ou sofra algum dano em consequéncia
dos procedimentos que serdo executados neste estudo. Se ele(ela) ficar lesionado(a) em
consequéncia de participar neste estudo, os médicos dardo o tratamento imediato e necessario.

Se ele(ela) sofrer algum dano pelos procedimentos feitos neste estudo, cuidados serdo
dados sem nenhum custo para vocé. Vocé ndo estard renunciando a nenhum dos direitos de

seu(sua) filho(a) ao assinar este termo de consentimento.

QUAIS SAO OS CUSTOS PARA MIM?

Nao hé nenhum custo para vocé, para a participagdo neste estudo. O centro de pesquisa
sera responsavel por todas as despesas decorrentes de sua participacao, exceto os custos para
os cuidados de rotina previstos, ou seja, regulares para o tratamento da rinossinusite cronica de
seu(sua) filho(a); tais como medidas de controle ambiental, medicamentos e transporte para

consultas.

RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO?

Vocé nado recebera pagamentos pela participagdo de seu(sua) filho(a) nessa pesquisa.
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QUAIS SAO OS DIREITOS DE MEU (MINHA) FILHO(A) COMO PARTICIPANTE DE
PESQUISA?

Participar neste estudo ¢ completamente voluntario. Vocé podera optar por ndo
participar deste estudo ou sair do estudo a qualquer momento. Ele(a) sera tratada da mesma

maneira, ndo importando o que vocé decidir.

POR QUE O MEDICO PODERIA RETIRAR MEU(MINHA) FILHO(A) DESTE ESTUDO
ANTES DO FINAL?

O médico podera precisar tirar voce do estudo antes da conclusio pelos motivos listados
abaixo. Se isto acontecer, nenhuma informacao adicional sera recolhida e nenhuma consulta de
estudo ou testes laboratoriais serao feitos. As informagdes que vocé ja havia nos informado
permanecerao neste estudo.

1) O médico determinaria que a participagdo adicional seria prejudicial a saude ou ao
bem-estar. Neste caso, ele ou ela se comunicara imediatamente com a Comissdo de Etica que
tenha aprovado este estudo e avaliara a necessidade de adaptar ou suspender a sua participacao
no estudo. O Comité de Etica é responsavel por garantir a seguranga e¢ os direitos dos
participantes da pesquisa.

2) O estudo ¢ cancelado pelo Departamento de Protecdo de Pesquisas Humanas, o
Comité de Etica da UFMG, a CONEP ou outras agéncias governamentais. Um Comité de Etica
¢ um comité que cuida da seguranca e dos direitos dos participantes da pesquisa.

3) Seu filho(a) ndo for capaz de comparecer as consultas do estudo.

4)Se seu(sua) filho(a) for diagnosticado como portadores de causas de imunossupressao,
a saber: pacientes com imunodeficiéncia secundaria a infecgdes, tais como infectados pelo HIV
ou outras doencas cronicas, imunossupressdao induzida por drogas e imunodeficiéncias
primarias;

5)Se vocé ou seu(sua) filho(a) recusar a realizar os exames diagndsticos, a saber: teste
alérgico cutaneo, citologia nasal, fibronasolaringoscopia, rinomanometria ¢ exames de sangue

para pesquisar imunodeficiéncias.

O QUE DEVO FAZER SE EU TIVER DUVIDAS OU PROBLEMAS?
Se vocé tiver alguma duvida sobre este estudo ou algum dano decorrente do estudo,

entre em contato com:
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Dra Lorena Nascimento Girardi Madeira ou Professor Jorge Andrade Pinto

Telefones: 31 3409 9111 ou 31 3409 9822 ou 31 31975431582

Enderego: Faculdade de Medicina da UFMG. Avenida Alfredo Balena 190 — 1° andar- Sala
166. Belo Horizonte — MG. CEP: 30130-100

Se quiser fazer qualquer pergunta sobre os direitos de seu(sua( filho(a) como

participante de pesquisa, entre em contato com:

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

Telefone: 31 3409-4592

Enderecgo: Avenida Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II — 2° andar
— Sala 2005. Campus Pampulha. Belo Horizonte/MG CEP:31270-901

E-mail: coep@prpq.ufmg.br
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Termo de assentimento para crianga e adolescente (maiores de 8 anos e menores de 18
anos)

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “A presenga do biofilme na
citologia nasal interfere na resposta aos corticoides topicos nasais? Estudo dos pacientes
respiradores orais com rinossinusite cronica, acompanhados no Ambulatorio do Respirador
Oral do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.” Seus pais (ou
responsaveis) permitiram que vocé participe.

Queremos verificar a prevaléncia de biofilmes na mucosa nasal dos respiradores orais
com rinossinusite cronica e observar se a presenca desses biofilmes interfere na resposta aos
corticoides topicos nasais. Ou seja, queremos descobrir se 0s pacientes que possuem ‘“‘bactérias
protegidas por uma camada protetora” (os biofilmes) possuem o tratamento da rinossinusite
cronica prejudicado.

As criangas que irdo participar desta pesquisa t€ém de 2 a 12 anos de idade. Vocé ndo
precisa participar se ndo quiser, ¢ um direito seu e ndo tera nenhum problema se desistir.

A pesquisa sera feita no/a Ambulatorio do Respirador Oral do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde as respondera a algumas perguntas
breves para descobrir se podem participar do estudo. Também solicitaremos um exame de
sangue (anti-HIV) para descartar essa doenca e evitar que gere fatores de confusdo na pesquisa.
Outros exames para afastar outras causas de imunodeficiéncia poderao ser solicitados se houver
alguma suspeita que vocé possui alguma imunodeficiéncia (“baixa imunidade”).

Se vocé concordar em participar deste estudo, vocé sera acompanhado durante o periodo
de um ano. Seré realizado uma consulta presencial a cada trés meses e serd feito contato
telefonico mensal para verificarmos se estd usando a medicacdo corretamente e se estd
apresentando melhora da rinossinusite (sera verificado tudo isso por meio de dois questionarios
que voceé respondera por telefone).

Vocé recebera orientagdes por escrito de como usar a medicagdo e nas consultas
presenciais responderd os questionarios para que possamos avaliar a melhora da rinossinusite e
o uso correto da medicagao.

Além disso, em todas as consultas sera refor¢cado o uso correto do medicamento.

Também pediremos que vocé leve as consultas de retorno os frascos (mesmos que
vazios) do medicamento que usa para tratar a rinossinusite, para verificarmos a duragdo da
medicagdo de acordo com a posologia preconizada para voceé.

Todos os exames a serem realizados sao considerados seguros, mas ¢ possivel ocorrer

riscos como: um pouco de desconforto, tonteira, sangramento, mancha roxa ou inchago no local
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onde a agulha entra no corpo, e raramente pode causar desmaios ou infec¢do ou mesmo reagao
alérgica grave (teste alérgico). Funciondrios experientes do local (técnicos de pesquisa,
laboratério, médicos e enfermeiras) realizardo os exames para diminuir esse risco. A equipe

médica ¢ treinada em tratar reagdes alérgicas, diminuindo o risco do procedimento.

Mas ha coisas boas que podem acontecer como:

Vocé receberd os resultados de todos os exames e procedimentos que forem realizados.
Esse conhecimento podera ajudar vocé e seu médico a respeito das escolhas sobre o tratamento
mais adequado para vocé. Os conhecimentos obtidos por meio deste estudo poderdo auxiliar os
médicos a oferecerem no futuro melhores cuidados para respiradores orais com rinossinusite
cronica.

Apo6s o final do estudo, os resultados serdo divulgados a todos os que possam se
beneficiarem desse conhecimento.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas,
nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser
publicados, mas sem identificar as criangas que participaram.

Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar. Segue os telefones para contato:

Dra Lorena Nascimento Girardi Madeira ou Professor Jorge Andrade Pinto

Telefones: 31 3409 9111 ou 31 3409 9822 ou 31 31975431582

Endereco: Faculdade de Medicina da UFMG. Avenida Alfredo Balena 190 — 1° andar- Sala
166. Belo Horizonte — MG. CEP: 30130-100
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CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu aceito

participar da pesquisa “A presenca do biofilme na citologia nasal interfere na resposta aos
corticoides topicos nasais? Estudo dos pacientes respiradores orais com rinossinusite cronica,
acompanhados no Ambulatorio do Respirador Oral do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais.”

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer
“ndo” e desistir e que ninguém vai ficar furioso.

Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e conversaram com 0s meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Belo Horizonte, de_de .

Assinatura do menor Assinatura do(a) pesquisador(a)
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Anexo III: Ficha de atendimento no Ambulatério Respirador Oral do Hospital das Clinicas -

Universidade Federal de Minas Gerais

AMBULATORIO DO RESPIRADOR ORAL - HC / UFMG

Nome: DN
FROTOCOLO

OTORENOLARINGOLOGLA

EA qormetos I:I mOTImEE I:l alterados
Septo I:l:enn'iﬁn:ln I:I com desvio

OroAP Dir gram AF Esq gram I:I tromze Andio/impedancio

Adenoide Dir % Esq |:| salicitada Polissoncerafia

Ot Dlrl:l mormal I:I alterads ‘ Esq I:I normal I:I alterado

Conduta 1" consulta:
FONOAUDIOLOGIA / [ ] oml

I:I Postura alterada I:I Tanus: alterads |:| Omssdes/Substtmgdes

Mastizacio | | I:I Arteulagdo nmpreciza

Degluticio | | FALA 4 I:I Aspera
Lanngo-farmgea

VOI I:I Mentra I:I Rouca I:I Soprosa -
Sigmat. mterdental

| |Equi]il}rada Hipermasal Hip-onasal . .
|:| |:| Sizmiat. lateral

CONDUTA/ Terapia | |

Retorne sugeride em: {mes) / (amo)
ATFRGIA
_ I:lR:Lmte I:l.—'!.s.ma I:I Derma. Atopica I:I Otros

DIAGNOSTICD

_-‘!.Ilflpitul | | |.i-r=:-:5.| |Bnr:t=|5 I:Ifum:um I:lflmgns
TRATAMENTO | |

ORTODONTIA

SAGITAL VERTICAL TEANSVERSAL CONDUTA- Eetorne suzerido em:
Classe T E Mordida normal [ ] Mormal [ ] (més)/___ (amo)
Classe IT Mordida aberta [ ] Cruzade[ ]

Classe II[ ] Mordida profunda[ |

BING  Data ) ) PATENCTA NASAT% FNIT FEIN

VASOCOmSIT. SEM COM SEM COM

N DIE

FN ESQ
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AMBULATORIO DO RESPIRADOR ORAL - HC / UFMG

PROTOCOLO N® SAME
DATA:
Nome:
Data de nascimento: ! ! Idade na 17 consulta:
Sexo: Masculino |:| Feminino
Endereco:
Cep:

Cidade: Estado:
Telefones de contato:
Escolaridade da crianca: |:| Manha |:| Tarde

|:| Nenhuma |:|1° oral incompleto
Nome da mae:
Idade: Profissio: Escolaridade:

|:|'_\'euhuma 1° grau incompleto 1° grau completo

|:| 2® orau incompleto |:| 2% arau completo |:| 3" arau completo
Nome do pai:
Idade: Profissio: Escolaridade:

|:F\'euhuma 1° grau incompleto 1° grau completo

|:| 2® orau incompleto 2% arau completo 3" arau completo

Acompanhante na 1%, Consulta e observacoes:




Nuamero do protocolo: Data: _ __ f __ _ [ _ _

AVALIACAO OTORRINOLARINGOLOGICA
Sintomas relacionados

1. Sew filho § sua filha respira de boca aberta™ |rc5p:i.1.1|.§.§.|:| oral] __

I-de dia Z-de nodte F-de dia = de noite +-nega Senio sabe informor

1-Sim I2-Nas  9-Nao sabe informar
2. Sew filho [ cus filhs scta apresentando roncos A noite?

3. Beu filho § sua filha apresenta pausas respiratorias § paradas da respimgaoc
durant= o sono? Inpné:iﬂ do sono)

4 Sew filho / cua filha tem sono durames o dia? [sonoléncia divrma) __

5. Sew filho J sua filha tem o sono agitado™ __

6. Sew filho [/ cus filha urins ns cama A noite? [emuress noturna)

7. Sew filho § sua filha rangs os dentes enguanto dorme? (brodsmo)

B. Seu filho [/ cua Alha acorda no meis do cono toda moite™

9. Seu filho [/ cua Alha “bakba”™ durante o sono™ Isi.-n].nn'éia.:l _

10, Seun filho / sua filha apresenta afundamento do torax guando dorme? _
11. Sen filho § sua filha tem dificuldade para acordar de mankha? __

12, Seu filho § sua filha aprecenta muita coriza clara & f ou =cpirros & J ou prurido
nasal guando tem contato com poeirta, mofo, dgarre = pelos de animais | penacs de
avesT (hiperreatividade nasal] __

*Seu filho f sua filha apresenta, com fregquencia;
Prurido nazal?™ __

Espirros™ __

Fimorreia®™

Obctrugao nasalfcongestan?
Hiposmia® __

Gotejamento pos nasal? __
Sindrome alsrgia oral (=ritema agicedema d= labics, Enpua, palato apds ingsstac de
frutac freccas § vegetais)® __

Prurido ocular? __

Hipersmia ocular™

Lacrimejamento? __

Edema periorbitario? __

13, Seu filho § sua filha “chia o peito™ __
14, Seu filho / sua filha tosse com fregiencia® __

15. Seu filko / sua filha tem muitas infecgdes repetidas, precisando de tratamento
com antbioticos, como amigdalites, otites, simusites®

I-Sim I-WNao 9-Nao sabe informoar

1
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16. Sen filho f sua filha tem dificuldade para sscutar? Eccuta mal? (hipoacusia)
17. Seu filho fsua filha tem dificuldades para engolir alimentos colidos, carnes PexT
18, Seu filho f sua filha fica rouco|a] com frequencia®™ __

19.1 Seu filho § sua filha tem dificuldades para pronunciar as palasras?™ __
192 Seu Alho / sua filhs far trocas de= letras™ _
19.3 Seu filho  cua filha ja fez fonotarapia para inguagem?®
19.3.1 Por gquanto tempo®
19.4 Cuando seu filho/filha inicou a fala®
0 amtes de 1 ano (balbuco] O depoic de 1 ano

20. Seu filho  sua filha gqueixa dor d= cabega com freguencia® __

21, Seu filho § sua filhas tem dificuldade d= aprendizado na sscola®™ __

“Ma cus vicao, o cintomacs acima:

Sao perturbadores? __

Caucam um cono num?™ _

Prejudicam as atividades diarim=? __

Prejudicam as atividades escolares™ __

*Alerpia madicamentosa 1-5im  2-Nae  P-Nao sabe imfbrmar

*“Uco d= medicameantos [lembrar da: blog. alfa adrenargicos, inibidorss d= ECA,

acpirina, AIMNEz, descongectonantes topicos, hormonics, ATB:, anti-histaminicos,
corticoide topico ou oral...)

*Cutros diagnosticos (doenga autcimune, dosnga hematologica, distarbio
ne=urcligico, dermartits atopica, acma, ...}

*Hictoria familiar [atopia, asma , rinite, dermatite, .. )

*Feside sm caza ou apartamento?
O guarto tem cortinas, carpete, sofd/ =stofado, bichos d= pehicia?

Ha animaic em casa?® Quais?
Ha mofo em caza® I-%m  2-Nac S-Nao sabes informar
Convivancia com fumantecs?

%]
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MNuamero do protocolo: __ Data: __ __ [ _ __ [ _ __

Peso __ __,__ _ kg Altura Z-acore

—_— ——

Ectoscopia
I-Sim I-Nao S-Nas aualiado

22, Fascies tipica adenoldiana

23. Olheira (sombreamento infracrbitaro) __
24, Saudagdo alérgica

25. Labios entreabertos __

26. Afundamento do torax __

. Il-brilhante = transiicida
Otoscopia D-com Eguido =m suwidos medio
4-pom hiperemia radiada
27. MT duwreita S-retrodda

28. MT esquerda __ __ IE-opacificada
GZ2-com tmpanosclerose
Gd-com TV
128-com perfuracdo central

255-nao auralizda

Rinoscopia anterior

1-Septo centralizade 2-Desvio de septo 9-nao visibilizads

29, Septo do narlzs __
[ para direxta _| para esquerda

30. Corneto inferior direito

J-=utrofics Z-hip=rtrofiade S-noo aealiado

31. Cornsto inferior esquerdo

32. Mucosa nasal __ I-mormuzi S-congesta
Z-hipereminda 15-polipoide
H-palida 32-nao aualiada
. e e J-musenie
33. Secregao naszal & direita Desgronn
34. Secregdo nasal A esguerda J-muceide

4-mucopiTuiemnia / purulensy
A-ndp mvalizds
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#

Oroscopia

35, Amigdala palatina dir. __ I-Amigdalas criptiogs ow grow T
I-FEpertrofic amigadaliong grau 0
J-FEperrofia amigdaliona grau IT
+Hiperirofic amigdatiana grome IT7
S-noo aualizdas

36. Amigdala palatina esqg.

37. Palato ogival __ 1-Sim  2-Néo S-ndn aualicds

38. Mallampat modificado ___

.{EJ:&]J. |{—‘ 5 Y r D

Endoscopia

Cavidsde nasal direita 1-Sim  I2-Nas 9-Néo visibilizods

39.
440,
41.
42,
43.
44,

45.

Mucosa nasal congesta

Mucosa nasal hiperepuada

Secregdo mucdide em assoalho

Secregio mucdide evidente em MM __
Secregdo mucopur. /purul. em assoalho __
Secregio mucopur. fpurul. evidente MM __

Ostio tubaric . 1-lwre J-obstruids S-parciglmente obstruids 9-néo aualiads

Cavidade nasal esguerda 1-S5im Z-Naoc 9-Nfo visibilizado

46,
47.
45,
49,
50,
al.

2.

Mucosa nasal congesta __

Mucosa nasal hiperepuada

Secregdo mucdide em assoalho

Secregdo mucdoide evidente em MM __
Secregio mucopur. fpurul. em assoalho __
Secregdo mucopur. /purul. evidente MM __

Ostio tubario . 1-lwe J-obstruids S-parciglmente obstruido $-néo aualiads
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53. Adendide & dir. __

54 Adendde & esq. [

56, Orofaringe __

57. Laringe __

Andiometria

38, Owndo diverfo

59, Ounade esqguerdo

II__,EP

3%

l-Amigdalas nas ohstrutivas

1-inre

2-Adendide = 60%

F-Adendide enme 80 @ 70 ajwoci)
4-Adendide enme 70 e 80P afexcl
F-Ademaide enme 50 & 0% a2 woci)
d-Adenaide = ou = 4%

A-ndo avaliada

Z-Amigdalas parecem obstrutivas
S-ndo avaliados

I-INormal
Z-lesdes nodulan=s

4-sinmis d= RGE/REFL

S-outros

18-nas aualiade

I-marmal

2-dizacusia de fransmissao

3-DNS

B-mido realizads

Impedanciometria

60, Cuwndo direito curva

Bl. Ouwide esqguerdeo curva __

4-dizacusia mishy

I-Curvm A
I-Curva B
F-Curva &
F-irueoralu shss
S-nio realizads

62, Sonda Cuvido direito J reflexo esq

63. Sonda Cuvido esoguerdo /reflexo dir __

Refleros contra-inr presemres am
I-500Hz

2-1D00HE

4-2000H:

5-2000H:

I Gmusemtes em todas as frag.

3 2-nio realizada

Teste cutaneo-alérgico para inalantes [papula/eritemsa em mm)

B4

B3

Bi6.

BT.

B5.

B9,

. Controle Negatvo !
. Controle Positive [histamina) J
Der f / 71.Blag /
Derp ! T2.Pera /
Blo t ! 73. Barata mix !
Alta / T4. Can f !
CAspf / T5.Feld /
. Conchacfo: resultadao o Positivn o Negativa
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Conclusioc ORL
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Fespirador oral por:

Chutros diapndsticos:

Conduta OFL:
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AMEBEULATORIO DO EESFIRADOE ORAL

1 Nomse: I Daca de maccimescs
3. Respozivel: 4 Protocole RO S Protecols SAME 6.5¢T0
{ 1} Frmininn
{ 2 ) Mascubing
T.Conduia da 1" Avaliaclo Feavaliaclo 1 Eeavaliacio 2
Fema
Dais ! ! Diata i i Diata i !
{1} Raarvaliar PO/'medicacio { 1) Faavaliar PO {1} FRaavaliar PPJ
{2 ) Tarapia {2) Tarapia {2) Tarapia
{3} Amuardar ORL { 37 Asguardar ORL {3} ar ORL
{4 ) W30 necessita terapia { 4) Mo mecwsidta terapia {4 ) W30 necassita terapia
{3} Cutra { 57 0utra {3} Cutra
Cual: Grual: Craall:
Profizzional respomssvel: Profizsions] responsavel: Profizsonal rezponsivel:
ANAMNESE
S Consizobmcia armal | 9. Masdigacho - 10, M astigacho - 11 Ligurdos na refeiclo 12 Dior ATAI
dos alimentos Velecidade Vedamento para suxilio do belo {1} Sim
{1} Pastoso (1) Bapida {1} Lahios zhartos (1) 5dm (2 Mo
(2} Loguide [Z) Nommal {2} Lahios Sechados (2] o [ Ndc sabe infommar
(3} Salida {3} Lanta {¥) M3 sabs mbormar (¥) No sabs infornear
(4] Todas {9} Mo saba informar
13 Desluticio 14 Sein 15, Chupeea 16 Mamadeira 17.Deds
{1} Mormal (1) S {1} Sim (1) Sim {1} Sim
(2} Alsrado. Como® | (2) Mo {2 Mo (21 Hia {2 Mo
Ats gmamde™ Inicia: Imicia: Imdcin:
(%) W30 sabe nformor | Fxclnsive an? At quaznda? Apt guande”
Ajd guande?
18.Eange | aperta dentes 19 Omicofasia I0.Aforde objecsc™ Il.Fala:
{1} Sim {1} Sins {1} Sim Alreraces de fala
{2} Mo {2} Mo {2} Nl {1} Sims
Inscia: Inscia: Omais? (I} Nao
At quasde? Ant quasde? Inicie: Qmmiz?
At gmands?
AVALIACAO0 FONOAUDIOLOGICA
1! Ansula nazalabial 23 Lakdos —Aspecios 14, Labio: — Postura | 15 Bachechas - I6. Labios Alobilidade
morfeloricn: hakirual Aspectas merfolesico:
{1y 50" (1) Sas albars; das {1} Oclusdos {1} Som aboragbes {1} Adeqreada
(2) Menor que 20" (2) Alwragio de colorago {2) Ochusdos com {2) Volemosas {2) Imadeqmada
(3} Maior qua 50° (3} Assimétrice tedo 3} Assimedricas

imcsives

{ } Crufros

{#) Cobre menos 23

(5} Infedor com svarsdo

fackadics

(3) Entrealbarton

{4) Oz abarios om Oratros:

p
{5) Abarios

{4 Marcas intarmas

17. Bacbecha: — Mobdidade 15 Laspua - Mobdlidade 19, Libinz — Tenzlo | 30 Bochechas - 31 Meniwal - cemslo
(1} Adequads (1) Adsgeada {1} Mornzal Tenz s {1} Neorzal
(2) Inadegeda (2) Inadaquada {2} Aursaniada {1} Mormal {2) Azmeninda
(3) Diminuida {2} Aunsantada {3 Drimizida
(3} Dimmuids

3! Linmas — Temsfo 33 Linpua — Aspectos 34 Lingma — Pazsicle | 35 Frésmle 3§ A andibuls -Postura
{1} MNormal morfeligion: hakirual: {1 Pormal habitasl
(2} Aumantada (1) Sar= albarag Zas {1} Mo obsan-aval {2} Antericrirads {1} Neqmal
(3} Dizinusda (2 Marcas do demdes {2} Mz assoalho {3} Curin [T Robaizads

[3) Ceogatca'Euumada (3} Do alts {4} Carto @ {3) Desviada para D

Chatmos: {4} Antericrizads antericrizado [4) Dasviada para E
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317, KM andibmls -Abertara 35 Mandibzla - 30 Bl azsecer 40.Tapo Facial
{1} Morpal Laterslieacho’ protrusio {1} Adequado
{2} Com desvic I (1) Adegaxda (2} Assimetriz {1 } Carto
{31 Com deswic E (2] [madedquada tamanho (2 ) Madio
{4) Estalo Ohs: (3} Assimetriz {3 ) Loogo
{7} Crepitacis centacio
41 Palato mole (1) Simsétrico 42 Palate duro {1} MNomzal [2) Large
(2} Assiméizico (31 Albo'profendo {4} Estruito
FUNCOES OROFACIATS
43, Rezpirago — hModo 44. Mzt agho - Mordida 45, Mastigacdo -Padrie 46, Movimesh: mandibulare:
(1} Masal {11 Frontal {11 Bilatara] altwrzada = macescio
(2} Oral (2) Latazal {Z) Bilabarz] sixm=ltinea (1) Varticais
(3) Cronasal (3) Parte com a mio {3) Unilateral 2 D (¥ Varticais & rotatinios
{4) Unilatural 2 E
[¥) Amazameato
47. Mastigagio - Velmme: 45 Tempo até deglucgio final: 48 Veloaidade do ciclo ). Pecrura de labios ma
{1 yAdequado (1) Meormal masEpattrie mastzacio
2 ) Grande [2) Lozt {1} Norzml (1) Oiclmidos
(3 } Pesguano (3) Rapido {2 Lanio (2 Abartors
{3) Rapido {3 Entreabarios
21 Dor'estales durante a 21 Degluticlo - Moy associados 53.Posrara de labdo: ms deglodclo | 54 Fuwds durante deslutcis
maztgags (1) Ansdncia de mov msociados {1} Oclmdos. (1) Sim
{1} Sim (2] Imhurpeoicde da lingna {2} Alsartos {2 Mo
{2) M3 (3) Imterposigio da Labics {3) Extreaberios — -
(4] Mo, periorais :':'.&uh:rﬂ de alimenias
() Mov. de menraal (1) Sz
(8] Mo, da cabsaga Cnda
{2 Mo
Zf.Fala 3TNz
(1} Adequads Crnalidade Vacal:
(2} Om=duslas R B ASI
{3} Substini;fas Eemonincia
{4} Cocsdn amterior [ Eguilitrada {)}Baxa (| )Hpomaal | JHipemscal
() Cecedo bxbaral Pitch
{6} Projecdo amterior 4 Ingua [ Vdequade (l4mde {1G@aw™
{7} Salivacio Londness
(8} Artcolagio fmvada {1Adequade (Reduride  MAnmentade
(%) Vilocidads - lexta TAIF
(19} Valecidads - mpida a g 1 R W W
{11} Duswio mandibular & WE T WeE T g
S04 { |

28, Excape stres oo Expelbo de Clatzel

{ ) Simatrico {

) Dirsit puador

| ) Esquarda mmicr

Omira: mformacde::

Av DREL-

Av Dirba:

Feavalisclo:
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