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RESUMO

A estomatite por protese é uma doenca com etiologia complexa e multifatorial
usualmente relacionada com a presenca de Candida albicans que apresenta uma
participacdo bacteriana ainda ndo completamente definida. O objetivo desse estudo foi
investigar a composicdo microbiana do biofilme de pacientes usuérios de dentaduras
sem e com estomatite, usando técnicas moleculares independentes de cultivo, método
que pode ampliar o conhecimento sobre a diversidade bacteriana. Amostras foram
obtidas de pacientes sem estomatite (n=10) e de pacientes com estomatite (n=10). O
gene 16S rRNA bacteriano e a regido do 5,8S rRNA de eucariotos foram amplificados
por PCR a partir do DNA isolado do biofilme da superficie da dentadura e da area
correspondente no palato. Os amplicons foram clonados e seqlienciados. As sequéncias
obtidas foram comparadas com os dados do GenBank (algoritmo BlastN), alinhados
usando ClustalW e analisados filogeneticamente com o programa Mega versdo 2.1.
Foram analisados 1302 clones e identificadas 81 espécies diferentes de bactérias das
quais 21 foram filotipos aparentemente nao cultivaveis. Os dois biofilmes apresentaram
34 espécies comuns. 29 espécies foram encontradas apenas em pacientes com estomatite
e 18 foram encontradas soO entre pacientes sadios. Candida albicans foi encontrada em
ambos os biofilmes sendo o Unico fungo identificado no grupo com estomatite. Outras
espécies de Candida (Candida glabrata e Candida tropicalis) foram encontradas no
grupo sem estomatite. As diferengas encontradas na composi¢cao microbiana dos grupos
analisados sugerem que a estomatite por dentadura apresenta certa especificidade,
reforcando a importancia de estudos adicionais sobre a participacdo da populacdo
bacteriana nesta afeccdo. Esses dados contribuem para melhorar o entendimento dessa
doenca polimicrobiana e para a formulacdo de novas hipéteses de trabalho sobre sua

patogénese.

Palavras-chave: 16S rDNA, PCR, estomatite por dentadura, biofilmes

polimicrobianos.



ABSTRACT

Denture stomatitis is a disease with a complex multifactorial etiology usually associated
with the presence of Candida albicans although the role played by the bacterial
population in the biofilm has not been properly clarified. The aim of this study was to
investigate the microbial composition of this biofilm from denture wearers without and
with denture stomatitis, using cultured-independent molecular methods, a procedure that
can expand the knowledge of microbial diversity. Samples were obtained from healthy
denture wearers (n=10) and from denture wearers with denture stomatitis (n=10). 16S
rRNA and 5.8S rRNA genes were amplified from biofilm DNA taken at the denture
surface and palatal mucosa of the subjects. The amplicons were cloned and sequenced.
The sequences obtained were compared with the GenBank database (BlastN algorithm),
aligned using ClustalWw and phylogenetically analysed using the MEGA software
version 2.1. Were analysed 1302 clones and identified 81 bacterial species from which
21 were putative uncultured phylotypes. The composition of both biofilms was the same
for 34 species. 29 species were found specifically associated with subjects with denture
stomatitis, and 18 were specifically associated with healthy subjects. Candida albicans
was found in both biofilms and was the only fungi found into the group with stomatitis.
Other Candida species (Candida glabrata e Candida tropicalis) were found in the
group without stomatitis.The differences found in the microbial composition of the
groups analyzed suggest that the denture stomatitis’ biofilm has some specific
components supporting the convenience of additional studies about the role of the
bacterial population in this condition. This data contributes towards a better
understanding of this polymicrobial disease and will help the formulation of testable

new hypothesis about its pathogenesis.

Key-words: 16S rDNA, PCR, denture stomatitis, polymicrobial diseases.
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1. INTRODUCAO

A estomatite por dentadura € uma lesdo eritematosa dos tecidos recobertos por
préteses totais muco-suportadas (PTMS) especialmente o palato duro (RENNER et al.,
1979; WALTER; FRANK, 1985; ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN;
LIN, 1992; WILSON, 1998). Essa alteragdo acomete com freqiiéncia, pacientes
portadores deste tipo de prétese dentaria (KUC et al., 1999; REICHART, 2000) sendo
relatada com prevaléncia em mulheres (ARENDORF; WALKER, 1987; WILSON,
1998). Sua etiologia inclui trauma, infecgdo bacteriana e fungica (Candida albicans) e
provavelmente uma alteracdo no mecanismo de defesa do paciente, contando ainda,
com fatores coadjuvantes sisttmicos como diabetes, medicamentos e fumo, e locais
como uso continuo e ma-higiene da protese (ARENDORF; WALKER, 1987;
CUMMING et al., 1990; JEGANATHAN; LIN, 1992; DOROCKA-BOBKOWSKA et
al., 1996; FENLON et al., 1998; WILSON, 1998; MARKOVIC et al., 1999; VITKOV
et al., 1999; GUGGENHEIMER et al., 2000). Entretanto, segundo alguns autores, a
placa depositada sobre a area basal das PTMS, associada a hiperplasia inflamatoria e
candidiase cronica, é inquestionavelmente o maior fator etiologico relacionado a
patogénese da estomatite (ABELSON, 1981; CHANDRA et al., 2001).

Essa placa € uma pelicula composta de bactérias, células epiteliais descamadas e
fungos - principalmente C. albicans do serotipo A (McMULLAN-VOGEL et al.,1999).
Juntos, esses componentes formam um complexo biofilme definido como uma
comunidade estruturada de microorganismos que produzem uma matriz polimérica
aderente a uma superficie inerte ou viva, que funciona como um reservatério protetor
dos microorganismos orais associados a esta doenca (CHANDRA et al.,, 2001;
JENKINSON; DOUGLAS, 2002; KUMAMOTO, 2002; DOUGLAS, 2003). Em 2001,
CHANDRA et al. demonstram que as espécies de C. albicans, quando parte de um
biofilme, apresentam-se mais resistentes aos antiflngicos do que isoladamente, o que
também é suportado por outros estudos (KOLENBRANDER, 2000; DRAKE;
BROGDEN, 2002; JENKINSON & DOUGLAS, 2002; KUMAMOTO, 2002;
DOUGLAS, 2003; PRAY, 2003). Diante da constatacdo de que as infeccOes

oportunistas, incluindo as diversas candidoses orais, tém ressurgido devido ao



aparecimento do virus da imunodeficiéncia humana e ao aumento de individuos
imunocomprometidos, o crescimento de variedades de organismos resistentes a
antifangicos € alarmante (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2000).

O fungo dimorfico, C. albicans, comumente associado a etiologia da estomatite
(ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; IMAI, TAMAKI, 1999; CHOW et al., 1999;
McMULLAN-VOGEL et al., 1999) parece apresentar caracteristicas favoraveis que
suportam esse intimo relacionamento com a referida lesdo dentre as quais se destacam a
adesdo e a hidrofobicidade (RADFORD et al., 1999). Associadas a rugosidade da
superficie basal das proteses, essas caracteristicas sdo de extrema importancia para a
formacdo do biofilme, colonizagdo conjunta com bactérias, instalagdo e manutencdo da
estomatite (MONSENEGO, 2000; KUMAMOTO, 2002, DOUGLAS, 2003).

Apesar de muitos autores basearem-se na hipotese de ser a C. albicans o
microorganismo causador da lesdo (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; IMAI,
TAMAKI, 1999; CHOW et al., 1999; McMULLAN-VOGEL et al., 1999), esta teoria
sobre a etiologia da estomatite ndo é a Unica, uma vez que outros dados sugerem que
seu aparecimento pode estar relacionado a uma placa ndo especifica (ARENDORF;
WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; RADFORD et al., 1999) com extensa
participacdo bacteriana (VAN REENEN, 1973; THEILADE; BUDTZ-JORGENSEN,
1980; BUDTZ-JORGENSEN et al., 1983; THEILADE et al., 1983; GUSBERTI et al.,
1985; WALTER; FRANK, 1985; THEILADE; BUDTZ-JORGENSEN, 1988;
KOOPMANS et al., 1988; KULAK, et al., 1997; MONSENEGO, 2000) conferindo
uma caracteristica multifatorial e polimicrobiana a estomatite.

O tratamento deve, portanto, incluir a desorganizacdo mecanica do biofilme
formado através de higiene meticulosa e remoc¢do noturna da PTMS (ARENDOREF,;
WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; FENLON et al., 1998; WILSON, 1998;
MARKOVIC et al., 1999; BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000; PIRES, et al., 2002) e a
utilizacdo cautelosa de antifungicos (BUDTZ-JORGENSEN et al., 1983; ARENDORF;
WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998; ELLEPOLA;
SAMARANAYAKE,1998), eventualmente, associada a condicionadores teciduais
(CHOW et al., 1999).

Tendo em vista o carater polimicrobiano da lesdo, o estudo da comunidade que

se estabelece é dificil uma vez que muitos dos microorganismos mostram-se de dificil



ou impossivel cultivo através dos métodos microbioldgicos tradicionais. Esse desafio
tem encontrado amparo na analise filogenética baseada na seqiiéncia do RNA
ribossomal, na qual, empregando-se métodos independentes de cultivo, tem-se
confirmado as especulacbes a respeito da existéncia de grande diversidade de
microorganismos ndo cultivaveis (WARD et al., 1990; RELMAN; FALKOW, 1992;
RELMAN, 1993; AMANN et al., 1995; KROES et al., 1999; RELMAN, 1999;
KOLENBRANDER, 2000; PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 2003; SONG et al.,
2003). Nos ultimos anos, essa metodologia tem sido empregada na odontologia
expandindo os achados referentes a identificacdo de diversos microorganismos (KROES
etal., 1999; KOLENBRANDER, 2000; PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 2003).
Segundo o exposto, seria importante avaliar, no biofilme presente na regido
afetada pela estomatite por dentadura e nas areas de contato livres desta condicdo, a
diversidade dos microrganismos presentes. Esta estimativa foi realizada, no presente
trabalho, utilizando métodos moleculares baseados no seqiienciamento de acidos
nucléicos, capazes de identificar mesmo os organismos de dificil cultivo. Esta analise
comparativa entre a diversidade existente no biofilme de pacientes usuarios de PTMS
portadores de estomatite e naqueles individuos, também usuarios de PTMS, porém
livres de tal lesdo poderd contribuir para um conhecimento mais completo da
composicao deste nicho ecoldgico na doenga e na saude. Este conhecimento podera
abrir perspectivas para levantar e testar novas hipéteses quanto aos microrganismos que
integram esta comunidade e seu papel nos estados patoldgicos, bem como a eventual

identificacdo de microorganismos ainda desconhecidos e habitantes da cavidade oral.



2. REVISAO DE LITERATURA

A presente revisdo da literatura sera dividida em duas secdes, referentes a
etiologia e tratamento da estomatite por dentadura, e aos métodos moleculares para

identificacdo de microorganismos.

2.1. Etiologia e Tratamento da Estomatite por Dentadura

A estomatite por dentadura é o termo utilizado para descrever mudancas
patoldgicas caracterizadas por uma inflamacéo eritematosa localizada na mucosa oral
(principalmente palato duro) recoberta pela PTMS (RENNER et al., 1979; WALTER,;
FRANK, 1985; ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992;
WILSON, 1998). Acometendo comumente pacientes portadores de PTMS (THEILADE
et al., 1983; BUDTZ-JORGENSEN et al., 1983; ARENDORF; WALKER, 1987
JEGANATHAN; LIN, 1992; FENLON et al., 1998; WILSON, 1998; KUC et al., 1999;
REICHART, 2000), apresenta prevaléncia variando entre 11 e 67% (THEILADE;
BUDTZ-JORGENSEN, 1980; WALTER; FRANK, 1985; ARENDORF; WALKER,
1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; FENLON et al., 1998; WILSON, 1998) e maior
incidéncia em pacientes do sexo feminino (ARENDORF; WALKER, 1987
JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998; RADFORD et al., 1999). Em pacientes
idosos a estomatite é extremamente frequente o que enfatiza a necessidade da
implementacdo de rigorosos métodos de controle e prevencdo da doenca (FENLON et
al., 1998; CHOW et al. 1999; KUC et al., 1999; MARKOVIC et al., 1999; REICHART,
2000). Esse fato é bem relatado no estudo de BUDTZ-JORGENSEN et al.(2000), no
qual os autores comprovaram a eficacia de um programa preventivo de higiene oral na
reducéo da colonizagdo da mucosa e da PTMS por Candida, melhorando a condicdo de
saude oral.

Essa inflamacao oral tem sido classificada em 3 tipos (classificagdo de Newton):
Tipo | que é caracterizada por inflamag&o localizada que atinge discretamente algumas
regides do palato, tendo etiologia associada a infec¢do, trauma e uma alteracdo no
mecanismo de defesa do paciente; Tipo Il que apresenta um eritema generalizado

envolvendo a area recoberta pela protese; e, finalmente, Tipo Il na qual ocorre uma



hiperplasia das papilas na regido do palato (WALTER; FRANK, 1985; ARENDOREF;
WALKER, 1987 E JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998). As duas ultimas,
devido ao carater difuso das lesdes, parecem apresentar etiologia multifatorial
(ARENDORF; WALKER, 1987). No entanto, recentemente essa classificacdo foi
contestada pelo estudo de BARBEAU et al. (2003). Nesse estudo, os autores
reavaliaram a ligagdo entre C. albicans e a estomatite em usuarios de PTMS, baseados
em critérios clinicos como o tipo de inflamacgdo e extensdo dos tecidos afetados, bem
como no uso de técnicas microbioldgicas tradicionais. Concluiram que a presenca de
diferentes espécies de Candida mostrou-se mais freqiiente em pacientes com estomatite
sendo mais associada a extensdo da inflamagcdo do que aos critérios definidos pela
classificacdo de Newton. Seus dados sugerem que o processo inflamatorio pode
favorecer a colonizagdo de Candida o que pode trazer novas implicagcbes para o
diagnostico e tratamento dessa afecgéo oral.

De acordo com a literatura, tanto fatores sistémicos como diabetes, uso de
medicamentos e tabagismo (ARENDORF; WALKER, 1987; DOROCKA-
BOBKOWSKA et al., 1996; VITKOV et al., 1999; GUGGENHEIMER et al., 2000),
quanto fatores locais como uso continuo de PTMS, trauma associado a protese, ma-
higiene da proétese, deficiéncias nutricionais, reacOes alérgicas aos materiais da base da
prétese atuam como coadjuvantes na etiologia desta lesdo contribuindo a sua
prevaléncia (ARENDORF; WALKER, 1987; CUMMING et al., 1990;
JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998; MARKOVIC et al., 1999;
GUGGENHEIMER et al., 2000). Porém, esses fatores ndo representam uma
unanimidade uma vez que PHELAN e LEVIN (1986) ndo encontraram relagdo entre
estomatite e diabetes mellitus e FENLON et al. (1998) também ndo a relacionaram com
fatores sistémicos. E também controversa a relacdo entre habitos relacionados ao
consumo de tabaco e a estomatite uma vez que, embora fortemente apontado como fator
coadjuvante a instalacdo da estomatite, o tabaco parece provocar alteragdes na mucosa
oral aumentando o grau de queratinizacdo desses tecidos (MOSADOMI et al., 1978;
BALAEZ et al., 1989), conferindo protecdo as estomatites aftosas e a mucosa oral
(GRADY et al., 1992).

Vaérios estudos afirmam que sua etiologia esté relacionada a infeccdo fungica -
principalmente Candida albicans — (ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN;



LIN, 1992; ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; WILSON, 1998; IMAI;
TAMAKI, 1999; CHOW et al., 1999; McMULLAN-VOGEL et al., 1999). Em um
estudo experimental para verificar a participacdo desse fungo na etiologia da leséo,
RENNER et al. (1979) encontraram uma concentracdo deste organismo cem vezes
maior em pacientes portadores de estomatite frente a individuos saudaveis.
McMULLAN-VOGEL et al. (1999), detectaram que 70% dos pacientes com sinais
clinicos de estomatite por dentadura exibiram crescimento fungico e a Candida albicans
representou a espécie mais comum (75%). Dos isolados de C. albicans, 75% eram do
serotipo A e 25% do serotipo B, representando um aumento significativo do serotipo B
se comparado a um grupo controle. A notavel presenca de C. albicans no biofilme da
estomatite pode estar apoiada na alta capacidade de adesdo e na hidrofobicidade desse
fungo aliada as condicGes favoraveis apresentadas pela superficie basal das dentaduras
que propiciam também a colonizagéo bacteriana naquele sitio (RADFORD et al, 1999).
Estudos utilizando andlise por microscopia de transmissdo eletrénica, afirmam que as
rugosidades e porosidades verificadas na superficie das dentaduras favorecem a
formagdo de uma pelicula de espessura variada que se apresenta aumentada em
individuos portadores de estomatite (THEILADE; BUDTZ-JORGENSEN, 1980;
WALTER; FRANK, 1985). Além de destacar o papel da rugosidade da prétese na
agregacdo microbiana, MONSENEGO (2000), relata que a formacdo da pelicula
observada naqueles estudos é iniciada pela absor¢do de proteinas da saliva pela base da
dentadura seguida da adesdo microbiana. Segundo o autor, esse processo de absor¢do
pode ser mais importante no estabelecimento da referida pelicula do que as retencdes do
sitio em questao.

Além dos relatos referentes ao envolvimento da C. albicans, dados sugerem que
0 aparecimento da estomatite pode estar relacionado a uma placa ndo especifica
(ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; RADFORD et al.,
1999), sugerindo uma caracteristica multifatorial e polimicrobiana para esta patologia.
Para ABELSON (1981), a placa depositada sobre a area basal das PTMS é
inquestionavelmente o maior fator etiolégico na patogénese da estomatite por
dentadura, bem como da hiperplasia inflamatdria e candidiase cronica. Esta placa é uma
pelicula composta de bactérias, fungos e células epiteliais descamadas, que compdem

um complexo biofilme, definido como uma comunidade estruturada de



microorganismos circundados por uma matriz polimérica produzida pelo proprio
biofilme, aderente a uma superficie inerte ou viva. Os biofilmes formados sobre a
PTMS servem como um reservatorio protetor para 0S microorganismos orais
(CHANDRA et al., 2001; JENKINSON; DOUGLAS, 2002; KUMAMOTO, 2002;
DOUGLAS, 2003). A dinamica de formacdo de um biofilme passa pela adesdo
reversivel da célula ao substrato seguida de uma adesdo irreversivel e formagdo da
matriz de polissacarideos onde os microorganismos formam microcolénias, que sob
fluxo, levardo a maior agregacédo das células e a maturacdo do biofilme. Desse ponto em
diante, pode ocorrer diferenciagdo das células que voltam a ser planctnicas
expressando fimbrias, tornado-se mdéveis e sendo dispersas (KOLENBRANDER, 2000).
Essa dispersdo deve controlar o numero de microorganismos dentro do biofilme para
que ndo haja auséncia de nutrientes visando a manutencdo da estrutura dessa
comunidade. Nesse sentido sdo ainda descritos como mecanismos de controle o suicidio
celular ou também chamada morte celular programada (apoptose) na qual as bactérias
podem inclusive liberar toxinas (PRAY, 2003). Provavelmente, a conformacdo do
biofilme confere vantagens a seus habitantes uma vez que as células permanecem
imersas em uma matriz exopolimérica, protegidos da predacdo e com alto intercambio
de nutrientes (sintrofia) e de material genético. Essa dindmica, deve ser responsavel pela
riqueza de caracteristicas dos microorganismos de um biofilme frente a suas formas
plactdnicas (natantes ou livres). Recentemente, tem sido relatado um mecanismo
bacteriano denominado ““quorum sensing” (populagdo dependente da expressédo de
genes) no qual moléculas sinalizam e regulam genes de modo que novas caracteristicas,
como fimbrias, toxinas ou enzimas, sejam expressas (DOUGLAS, 2003; PRAY, 2003).
Esse fendmeno ainda ndo foi verificado em biofilmes de Candida sp. ou biofilmes
mistos (fungos e bactérias), porem, ha suspeitas de que essa sinalizacdo intercelular
deva ser bastante complexa e crucial no desenvolvimento, diversidade e distribuicdo dos
microorganismos neles presentes (DOUGLAS, 2003).

Outra caracteristica importante dos consorcios microbianos (biofilmes) é que,
dentro deles, os microrganismos parecem se comportar de modo diferente expressando
genes gque ndo sao expressos em suas formas planctonicas. Isso é verificado, por
exemplo, atraves dos relatos de que as espécies de C. albicans quando pertencendo a um

biofilme apresentam-se mais resistentes aos antifingicos do que isoladamente



(KOLENBRANDER, 2000; CHANDRA et al., 2001; DRAKE; BROGDEN, 2002;
JENKINSON; DOUGLAS, 2002; KUMAMOTO, 2002; DOUGLAS, 2003; PRAY,
2003). Esse mecanismo de resisténcia parece estar ligado a uma série de alteracdes
mutacionais ou epigenéticas nos fungos que levam a insensibilidade ao fluconazol
(WANG, et al., 1999 e KAKEYA, et al., 2000) ou ainda a grande interacdo existente
entre células procari6ticas e eucariéticas dentro de “biofilmes mistos” compostos por
Candida sp. e por espécies bacterianas (KOLENBRANDER, 2000; DRAKE;
BROGDEN, 2002; JENKINSON; DOUGLAS, 2002; DOUGLAS, 2003; PRAY, 2003).
Ja para KUMAMOTO (2002), a alta resisténcia a antifingicos apresentada por espécies
de C. albicans é devida a um estado fisioldgico especial (alteragdes epigenéticas, por
exemplo) adotado pelos organismos associados a esta estrutura e por ela protegidos. Em
adicdo a essas teorias, estudos relacionados a susceptibilidade a drogas revelam que
celulas fungicas podem modular a acdo de agentes antibacterianos e que bactérias
podem afetar a atividade de agentes antifungicos nesses biofilmes (DOUGLAS, 2003).
JENKINSON; DOUGLAS (2002), observando biofilmes compostos por C. albicans e
Streptococcus orais (Streptococcus gordonii e Streptococcus salivarius) em proteses,
verificou que tanto o fungo quanto as bactérias citadas podem aumentar a resisténcia
desses organismos aos medicamentos.

N&o raro, os biofilmes sdo de composicdo mista (bactérias e fungos)
apresentando uma combinacdo de géneros, espécies, linhagens e até sublinhagens,
coabitando a mesma localizacdo do hospedeiro. Desse modo, uma vez que bactérias e
fungos vivem lado a lado como comensais na microflora natural de individuos sadios
ndo é surpresa que ambos, sendo patdgenos oportunistas, sejam isolados em sitios
infectados quando de doengas polimicrobianas (SOLL, 2002). Nos dltimos anos o
estudo das doencas polimicrobianas tem ganhado forca devido a importancia crescente
deste tipo de infeccdo que consiste em manifestacdes clinicas e patoldgicas induzidas
pela presenca de multiplos microorganismos, geralmente, de dificil tratamento e
estabelecimento de etiologia. Nelas encontramos 5 mecanismos de patogénese
representados pela: a) predisposicdo do hospedeiro (mediada por mudancas fisicas,
fisiolégicas e metabolicas); b) mudangcas na mucosa provocadas por um organismo
favorecendo a colonizacdo de outros; c) producdo de citocinas que aumentam com a

severidade da leséo, reativam infeccOes latentes ou favorecem a colonizacdo de outros



microorganismos; d) microrganismos agindo sinergicamente e promovendo atividades
diferentes daquelas produzidas individualmente; e) alteragdes no sistema imune que
podem promover a colonizagao de microorganismos (BROGDEN, 2002).

Embora seja relatado que o numero de col6nias de C. albicans aumenta com a
severidade da inflamacdo (BUDTZ-JORGENSEN et al., 1983; THEILADE; BUDTZ-
JORGENSEN, 1988; SANTARPIA et al., 1990; EDGERTON; LEVINE, 1992;
KULAK, et al., 1997) e este fungo seja vastamente apontado como o principal agente
etioldgico da estomatite (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; IMAI; TAMAKI,
1999; CHOW et al., 1999; McMULLAN-VOGEL et al., 1999), ha indicios de uma
possivel e importante participacdo bacteriana na iniciacdo e manutengdo do biofilme
dessa inflamacdo uma vez que estudos indicam que ele é composto principalmente por
bactérias (THEILADE; BUDTZ-JORGENSEN, 1980; THEILADE et al., 1983;
BUDTZ-JORGENSEN et al.,1983; GUSBERTI et al., 1985 ; WALTER; FRANK,
1985; HUGHES et al., 1988; KOOPMANS et al., 1988; KULAK, et al., 1997).
BUDTZ-JORGENSEN et al. (1983), sugerem que o biofilme da estomatite possa ser
iniciado e mantido pela acdo dos fungos presentes aliado a irritacdo causada pelas
toxinas produzidas pelo rico biofilme da regido, ndo excluindo, ainda, a possibilidade de
grande envolvimento das bactérias presentes como patdgenos importantes. KULAK, et
al., em 1997, suportam esses dados afirmando que a combinacdo entre C. albicans e
outros microrganismos presentes nesse biofilme podem ser os responsaveis pela
estomatite por prétese. Ja em 1973, VAN REENEN enfocava a extensa participacéo de
componentes bacterianos nessa afeccdo oral relatando sucesso com a utilizacdo de
antibioticos em seu tratamento. Mais tarde, estudos baseados em métodos
microbioldgicos tradicionais, imunolégicos, bioguimicos e em microscopia eletronica
suportaram esses achados verificando a existéncia de pequeno nimero de espécies de
Candida frente a grande maioria de espécies bacterianas (entre 11 e 30 espécies
diferentes) tais como Streptococcus, Staphylococcus, Actinomyces, Lactobacillus e
coccus Gram-negativos (THEILADE; BUDTZ-JORGENSEN, 1980; BUDTZ-
JORGENSEN et al.,1983; THEILADE et al., 1983; GUSBERTI et al., 1985 ;
WALTER; FRANK, 1985; THEILADE et al., 1988; KOOPMANS et al., 1988;
KULAK, et al., 1997; MONSENEGO, 2000) nos biofilmes de pacientes portadores de

PTMS com e sem estomatite. Nesses estudos, ambos biofilmes apresentaram



composicdo bacteriana semelhante diferindo apenas no crescente nimero de C. albicans
apresentado pelos pacientes portadores de estomatite frente aos pacientes sem
estomatite. Estudos utilizando microscépio eletrdnico para verificar a ultraestrutura e a
composicdo do biofilme depositado sobre PTMS, evidenciaram a predominante
presenca de especies de bactérias frente a presenca de fungos (representados
principalmente pela C. albicans), porém sem nenhuma diferenca entre a composi¢do
dos biofilmes de pacientes sadios e pacientes com estomatite. Além disso, 0s mesmos
estudos relatam que as C. albicans desenvolvem-se apenas em areas com total auséncia
Ou pequena presenca de bactérias, e que, quando rodeadas por bactérias, apresentam
sinais citologicos de degeneracdo evidenciando uma competicdo pelo nicho ecolégico
(THEILADE; BUDTZ-JORGENSEN, 1980; GUSBERTI et al., 1985; WALTER;
FRANK, 1985).

Embora apresente-se quase que assintomatica, a estomatite por prétese deve
receber atencdo e tratamentos especiais uma vez que pode evoluir para quadros como
hiperplasias somente removidas cirurgicamente, glossites, queilite angular e extensa
colonizagdo de Candida sp. que, combinada com tabaco, representa um importante
agente etioldgico de leucoplasias com potencial de malignidade (THEILADE; BUDTZ-
JORGENSEN, 1988; JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998; JENKINSON;
DOUGLAS, 2002). Seu tratamento deve, portanto, incluir higiene meticulosa (para a
desorganizacdo mecanica do biofilme formado), remocdo noturna da PTMS, correcéo
de falhas ou troca da protese, uma vez que esses procedimentos dificultam a
colonizacao da protese pelos microorganismos e diminuem o tempo de agressao destes
junto a mucosa (ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992;
FENLON et al., 1998; WILSON, 1998; MARKOVIC et al., 1999; BUDTZ-
JORGENSEN et al., 2000; PIRES, et al., 2002). A implantacdo de uma educacgéo de
higiene oral é coadjuvante no tratamento, e visa também a manutencdo da saude geral
do individuo, importante quando se trata de pacientes geriatricos, grande parte deles
portadores de proteses totais (MATEAR, 1999; MCNALLY et al., 1999; MARKOVIC
et al., 1999; BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000). A utilizagdo de antifingicos também
ndo é excluida na terapia dessa afeccdo oral (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998 e
2000), sendo que a anfotericina B e a nistatina parecem exercer maior efeito

comparados ao miconazol (ABU-ELTEEN, 2000), porém sua utilizacdo é questionavel



e deve ser realizada com cautela (BUDTZ-JORGENSEN et al., 1983; ARENDORF;
WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998). E também indicada a
associacao de antiflngicos a condicionadores teciduais, que tornam a adaptacdo das
préteses e a transmisséo de esforcos aos rebordos mais aceitaveis (CHOW et al., 1999).
Porém, o uso de condicionadores de tecidos deve ser monitorado pois acredita-se que a
pelicula formada sobre esses materiais pode potencializar a colonizacéo de C. albicans
(NIKAWA et al., 1993; WILSON, 1998).

2.2. Métodos moleculares para identificagdo de microorganismos

Uma vez que a etiologia da estomatite parece assumir um carater multifatorial
ligado a um biofilme polimicrobiano pode-se prever que seu estudo seja complexo
principalmente pela existéncia de muitos microorganismos habitantes da cavidade oral
de dificil ou impossivel cultivo pelos métodos microbioldgicos tradicionais, pela
dificuldade em se estabelecer meios de cultura e condigdes adequadas para o cultivo, e
também, devido as limitadas diferencas fenotipicas entre 0s microorganismos passiveis
de verificagdo ao microscopio (WARD et al., 1990; RELMAN; FALKOW, 1992;
RELMAN, 1993; AMANN et al., 1995; KROES et al., 1999; RELMAN, 1999;
KOLENBRANDER, 2000; PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 2003; SONG et al.,
2003). Nesse contexto, de acordo com AMANN et al. (1995), a freqliente discrepancia
entre a contagem direta em microscopio e 0 nimero de bactérias cultivaveis ja indicava
que se conhecia apenas a menor parte da diversidade de microorganismos existentes.
Desse modo, estima-se que apenas cerca de 20% dos microorganismos tenham sido
descobertos até 0 momento, e que 0s métodos de cultura sdo inadequados para 0 seu
estudo completo (WARD et al., 1990). Esse fato tornou-se um desafio que encontrou
amparo na analise filogenética baseada na sequéncia do gene do RNA ribossomal,
quando, empregando-se métodos independentes de cultivo, tem-se confirmado as
especulacOes a respeito da existéncia de grande diversidade de microorganismos nédo
cultivaveis (WARD et al., 1990; RELMAN & FALKOW, 1992; RELMAN, 1993;
AMANN et al., 1995; KROES et al., 1999; RELMAN, 1999; KOLENBRANDER,
2000; PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 2003; SONG et al., 2003).



Frente a crescente necessidade de se conhecer melhor os constituintes de uma
comunidade microbiolégica, RELMAN E FALKOW (1992) demonstraram que a
combinagéo da reagdo em cadeia de polimerizagdo de DNA ou PCR (Polymerase Chain
Reaction) com o sequienciamento seguido de filogenia molecular baseada no gene do
RNA ribossomal 16S, permitiu um novo enfoque para a identificagdo de patdgenos que
ndo podem ser cultivados pelos métodos tradicionais. Deste modo, a extensa
composicdo destas comunidades (biofilmes) poderia ser melhor elucidada, novos
agentes potencialmente patogénicos poderiam ser descobertos e eventualmente, doencas
até entdo idiopaticas, poderiam ter seus agentes etiologicos conhecidos. Essa
metodologia € fortemente dependente dos programas desenvolvidos na bioinformatica,
conferindo o rigor necessario as analises comparativas e filogenéticas entre 0s genes
identificados (DEVULDER et al., 2003). Nesse contexto, uma das ferramentas
comumente utilizadas é o BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) que oferece o recurso de
comparar um fragmento de DNA (por exemplo) a uma base de dados de seqléncias.
Nela, os segmentos sdao emparelhados de maneira arbitraria até que seja determinado o
melhor indice (“escore”) de alinhamento (GIBAS; JAMBECK, 2001). Os genes
codificadores da subunidade menor do RNA ribossomal apresentam regibes com
sequéncias altamente conservadas a0 mesmo tempo que abrigam A&reas bastante
variaveis de organismo para organismo, o que os tornam moléculas-chave nos estudos
envolvendo identificacdo e seqlienciamento de bactérias e fungos (EDWARDS et al,
1989). Sua utilizacdo levou a maior descoberta recente sobre a diversidade ancestral da
vida, quando CARL WOESE (2000) utilizou estas seqiiéncias para demonstrar a
distincdo entre Bacteria, Archaea e Eukaria. Para o estudo de populacGes bacterianas
tém-se empregado comumente a amplificacdo dos genes do rRNA 16S (WARD et al.,
1990; RELMAN; FALKOW, 1992; RELMAN, 1993; AMANN et al., 1995; KROES et
al., 1999; RELMAN, 1999; KOLENBRANDER, 2000; PASTER et al., 2001; SONG et
al., 2003) enquanto que nos estudos envolvendo fungos, e especialmente Candida sp.,
busca-se a amplificacdo dos genes do rRNA 28S, do rRNA 18S bem como do rRNA
5,8S (WHITE, et al., 1990; FUJITA et al., 1995).

RELMAN (1999) mostrou que a distribuicdo e diversidade de microorganismos
no mundo é bem maior do que se podia prever anteriormente aos métodos de

identificacdo moleculares, baseados na seqiiéncia de acidos nucléicos. Esta metodologia



ndo sé pode demonstrar a participacdo de agentes microbianos em doengas até entdo
consideradas ndo infecciosas, como também permitir um novo enunciado para a relagdo
causal entre microorganismos e doencas (postulados de Koch molecular). SONG et al.,
em 2003, demonstraram que a analise dos genes do rRNA 16S promove maior precisdo
na identificacdo de importantes linhagens clinicas de coccus anaerobios Gram-positivos
frente a andlise fenotipica tradicional. KOLENBRANDER (2000), também relata que
essa nova tecnologia para investigacdo da populagéo bacteriana oferece a possibilidade
do estudo do arranjo espacial dos participantes dos biofilmes orais bem como de seu
desenvolvimento e interacéo.

Aplicando os métodos moleculares independentes de cultivo a um raspado de
placa subgengival, KROES et al., em 1999, puderam identificar microorganismos nédo
caracterizados previamente em um nicho microbiologico exaustivamente estudado: o
sulco gengival. PASTER et al.,, em 2001, confirmou e expandiu estes achados
identificando centenas de microrganismos em raspados de placa subgengival de
diferentes patologias por meio do sequenciamento de 2522 clones de uma amostra
individual composta por 31 pacientes. Nesse estudo, avaliando a diversidade microbiana
de sitios orais em diferentes situacdes e periodontopatias, foram sequenciados 42 clones
por individuo sadio, 46 clones por individuo com periodontite, 126 clones por paciente
com peridontite refrataria, 104 clones por paciente sem doencas sistémicas porém com
regies orais ulceradas ou necréticas e 17 clones por paciente portador de HIV o que
possibilitou estimar o nimero total provavel de habitantes deste nicho natural (cerca de
500 espécies distintas), ampliando consideravelmente o nimero de microorganismos
descritos como presentes na cavidade oral. Recentemente, KAZOR et al. (2003),
determinaram a diversidade bacteriana no dorso da lingua de pacientes e compararam as
bactérias predominantes (incluindo espécies ndo cultivaveis) em pacientes com e sem
halitose através do sequenciamento de 714 clones de uma amostra individual de 9

pacientes variando entre 46 a 102 clones por individuo.



3. OBJETIVOS

Pretende-se, com este estudo, buscar o objetivo geral de investigar a diversidade
microbiologica existente no biofilme de usuarios de préteses totais muco suportadas
(PTMS) portadores de estomatite e livres dessa lesdo.

Como objetivos especificos para este trabalho de mestrado pretende-se:

1 Usando iniciadores especificos para o gene do RNA ribossomal
16S bacteriano e para o gene do RNA ribossomal 5,8S (fungos) e regides
ITS (Internal Transcribed Spacer) adjacentes, amplificar por PCR o material
obtido de lesdes de estomatite por dentadura e de regides de contato de
individuos com dentadura e sem lesdo;

2 Clonar em vetores apropriados o produto das amplificacGes e
sequenciar no minimo algumas centenas de clones para amostrar a
diversidade microbiologica presente nas lesoes;

3 Comparar as sequiéncias obtidas e identificar seu grau de
identidade/similaridade com a informacdo existente nas bases de dados para
0S genes acima citados;

4  Sequenciar completamente 0s genes que porventura indiquem
novas variantes ou para confirmar espécies conhecidas quando necessario;

5 Construir arvores filogenéticas com os resultados obtidos e
analisar os dados;

6 Caracterizar os biofilmes e tracar hipdteses para o estudo

continuado dos mecanismos de patogenicidade na estomatite por protese.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populacgéo analisada

Foram selecionados 20 pacientes dentre aqueles que procuraram tratamento na
Clinica de Protese Total da Universidade de Taubaté e da Universidade do Vale do
Paraiba sob a supervisdo do Prof. Dr. Vicente de Paula Prisco da Cunha, responsavel
pela disciplina de Prétese Total da UNIVAP de Prétese Total e Oclusdo da UNITAU. A
média de idade dos pacientes selecionados foi de 54,9 anos sendo que 35% eram do
sexo masculino e 65% do sexo feminino (Anexo I). Todos os pacientes tiveram seus
dados clinicos registrados em fichas apropriadas mediante anamnese detalhada e exame
clinico minucioso (Anexo Il). Foram selecionados apenas 0s pacientes que ndo
relataram a utilizacdo de antibi6ticos ou antifingicos num periodo de 3 meses antes das
coletas. Os procedimentos realizados para a coleta das amostras ndo trazem dor,
desconforto ou risco de espécie alguma ao paciente, que foi conscientizado do intuito da
pesquisa e deu seu consentimento livre e esclarecido mediante a assinatura em
formulério préprio (Anexo Ill). Para a realizacdo do presente trabalho, foi obtida a
aprovacdo dos Comités de Etica em Pesquisa da UNIVAP, UNESP e UNITAU para
este estudo (Anexos 1V).

4.2 Coleta das amostras

Os pacientes selecionados foram divididos em 2 grupos contendo 10 individuos
cada um: Grupo | (Controle) composto por pacientes usuarios de dentaduras e
clinicamente livres de estomatite e Grupo Il (Experimental) composto por pacientes
portadores de estomatite por dentadura clinicamente detectada. A divisdo dos grupos
baseou-se em critérios clinicos nos quais foram considerados livres de estomatite
aqueles individuos que apresentavam mucosa oral com aspecto de normalidade,
coloracdo résea e auséncia de alteracdo clinica. Ja os individuos portadores de
estomatite apresentavam aspecto fora da normalidade, intenso vermelhdo na mucosa e
perda da textura normal da mesma.

Apos a selecdo e a divisdo dos pacientes em grupos, amostras da placa

depositada sobre a base da PTMS e da area correspondente na mucosa (palato) foram



coletadas com swabs estéreis (Catch-All, Epicentre, USA), durante a primeira consulta

de todos os pacientes.

4.3 Processamento laboratorial

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Genética Molecular e Genomas do Instituto de Pesquisa & Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), com a colaboracgédo da Profa. Dra. Luciana
Campos Paulino, do Prof. Leonardo Marchini, e sob a orientacdo do Prof. Dr. Francisco
Gorgonio da Nobrega.

a) Extracdo do DNA (lise das amostras): Cada uma das 20 amostras
coletadas foram adicionadas a 500ul de solucdo de extracdo (Kit QuickExtract,
Epicentre, Madison, WI) e aplicou-se o protocolo de extracdo segundo as
recomendac0es do fabricante: agitar em agitador tipo vortice por 10 segundos e incubar
a 65°C por 30 minutos, agitar em vértice por mais 15 segundos e incubar a 98°C por 08
minutos (2 vezes), agitar em vortice por 15 segundos e armazenagem a -20 ou -80°C.

b) Grupos de Trabalho: Apos extracdo, as amostras de cada individuo, foram
reunidas em 2 grandes grupos, seguindo os critérios ja descritos: Grupo | (sem
Estomatite) e Grupo Il (com Estomatite). Cada grupo era composto por 10ul de cada um
dos 10 pacientes previamente selecionados, perfazendo um volume total de 100ul por
grupo. Seguiu-se a precipitacdo com 4pul de glicogénio (Img/ml), 5ul de 5M NaCl e
300ul de etanol 100%, armazenamento a -20°C por 30 minutos e centrifugacdo em
microcentrifuga a 13.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado por
inversdo e procedeu-se duas lavagens com 500ul de etanol 80% e centrifugacdo a
13.000 rpm por 5 minutos. Ap0s secagem a vacuo, 0s grupos foram ressuspensos em
20l de solucdo de extracdo (Kit QuickExtract, Epicentre, Madison, WI). A distribuigéo
dos grupos de trabalho pode ser verificada no Anexo I.

¢) Amplificacdo do gene do 16S rRNA bacteriano, e do gene 5,8S
rRNA de fungos e regides ITS vizinhas: Os iniciadores (“primers”) utilizados no
estudo estdo relacionados no Anexo |. Apo6s as amplificacbes, descritas a seguir,
aliquotas de 3ul dos produtos p6s-PCR foram analisadas, por eletroforese com tampéo
1X TBE (80mM Tris; 113mM é&cido bérico e 2,5mM EDTA, pH entre 8,0 a 8,3), em gel



de agarose 1% corado com brometo de etidio (10mg/ml) e fotografadas sob luz
ultravioleta em transiluminador.

c.1) Amplificacdo dos genes de 16S rRNA utilizando iniciadores
genéricos e iniciadores especificos para bactérias (Bacteroidetes sp. e
Espiroquetas sp.): A amplificacdo dos fragmentos de aproximadamente 1500 bases,
foi realizada em 50ul de volume final para cada um dos grupos. Em cada amostra
tinhamos 3-4pul de DNA molde da amostra, 20 pmoles de cada iniciador, 40nMoles dos
desoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs), 1ul de MgSO, (50mM), 5ul de solugédo
tampé&o (10X Pfx Amplification Buffer - Life Technologies) e 0,4ul da enzima Platinum
(1U/pl, Pfx DNA Polymerase - Life Technologies). Um protocolo hot start foi utilizado
em ciclador Hybaid modelo PCR Express: 95°C, 8 minutos; e 30 ciclos com 95°C por
45 segundos; 60°C por 45 segundos; 72°C por 1,5 minutos com a adigdo de 5 segundos
por ciclo. No final foi feita incubacdo a 72° C por 10 minutos (PASTER et al., 2001).

c.2) Amplificacdo do gene do 5,8S rRNA e regides ITS utilizando
iniciadores genéricos para fungos: A amplificacdo dos fragmentos de
aproximadamente 400 bases, foi realizada em 50l de volume final para cada um dos
grupos. Em cada amostra tinhamos 3-4ul de DNA molde da amostra, 20 pmoles de cada
iniciador, 40nMoles dos desoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs), 1ul de MgSO,4
(50mM), 1pl de solugdo tampéo (10X Pfx Amplification Buffer - Life Technologies) e
0,25ul da enzima Platinum (1U/ul, Pfx DNA Polymerase - Life Technologies). Um
protocolo hot start foi utilizado em ciclador Hybaid modelo PCR Express: 30 ciclos
com 95°C, 1 minuto; 55°C por 1 minuto e 72°C por 1,5 minutos. Apés o Gltimo ciclo foi
realizada uma extensdo a 72° C por 5 minutos (FUJITA et al., 1995).

d) Purificacdo dos produtos de PCR: Seguiu-se, entdo, a purificacdo das
bandas obtidas por eletroeluicdo (BIRNBOIM, 1983). Neste procedimento as bandas
desejadas de DNA foram cortadas do gel preparativo de agarose 1%, sob luz UV de
baixa intensidade, e colocadas em “bags” de dialise com solugdo tampéo (TBE 1:10).
Essas foram levadas a uma cuba de eletroforese ligada a uma fonte de corrente continua
de 500V por 5 minutos (Power PAC 3000 — BioRad) para que o DNA eletroeluido da
agarose ficasse em solucdo no tampdo. Esta solugdo foi coletada com cuidado e

acrescentou-se a ela 1/20 de seu volume total de solucdo de 1M Tris, pH 8,0. Apds



agitacdo em vortice foi realizada a extracdo com v/v de fenol, agitacdo por inversao e
centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos. Coletou-se a fase aquosa e realizou-se, em
capela, 2 extragcdes v/v com éter seguidas de novas centrifugagdes por 5 minutos a
13.000 rpm. Segui-se a purificacdo do DNA por precipitacdo com etanol absoluto, 1/20
do volume de 5M NaCl; 0,01ug de glicogénio por microlitro de solucdo de DNA e
incubacdo em —80°C por 30 minutos. Apds centrifugacdo por 15 minutos a 13000rpm, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado de DNA foi lavado duas vezes com 80%
etanol; ImM EDTA centrifugando-se nas mesmas condi¢Oes acima. O precipitado de
DNA foi seco a vacuo, redissolvido em 20ul de TE (10mM Tris pH 8,0; 1ImM EDTA,
pH 8,0) e teve sua concentracdo verificada em gel de agarose 1%.

e) Adicdo de adenina terminal: Para todos os grupos, foi realizada uma
incubacgédo a 70°C por 10 minutos (PTC-100 - MJ Research, Inc) com DNA polimerase
comum para a inclusdo da base adenina a extremidade 3’ dos fragmentos de DNA
eluido e facilitagdo das posteriores clonagens j& que a polimerase utilizada na reacéo de
amplificacéo € de alta fidelidade e ndo adiciona adeninas terminais. Para tal utilizou-se
uma aliquota de 4ul do DNA eletroeluido purificado; 0,2ul de Tag DNA polimerase
(Life Technologies, USA); 0,4ul MgCly; 0,2ul de dATP (10mM, Life Technologies,
USA); 1ul de solucdo tampédo para a enzima (10X PCR Buffer, Life Technologies,
USA) e 4,2ul H,Odd, perfazendo um total de 10ul para cada amostra.

f) Geracao das bibliotecas: Para as clonagens e as manipulagdes respectivas
com DNA foi utilizado o sistema TOPO" TA (Invitrogen, Life Technologies, USA),
seguindo as recomendacdes do fabricante. O vetor de expressdo usado foi o pCR 4-
TOPO" que apresenta cerca de 3957 nucleotideos, contém o gene ccdB fusionado ao
fragmento LacZa que somente permite o crescimento de recombinantes positivos
(colbnias com fragmento de DNA amplificado) realizando dessa forma a selecdo das
colbnias desejadas (Invitrogen Ltd., 2002). Também é possivel a selecdo de clones com
insertos utilizando-se X-Gal (20mg/ml). A vantagem deste sistema reside na eficiéncia
da ligacdo entre os fragmentos de PCR com adi¢édo de adeninas (3') terminais e o vetor
ja preparado com extensdes complementares contendo timina e ja ativados com a
enzima topoisomerase. Portanto a rea¢do ndo necessita adi¢do da ligase ja que a enzima

estd covalentemente ligada ao vetor. Para a construgdo da biblioteca genémica seguiu-se



a “ligacdo” (unido dos fragmentos de DNA ao vetor de clonagem) utilizando 1pl de
solugdo salina (1,2M NaCl, 0,06M MgCl,), 0,5ul de solucdo contendo vetor de
clonagem (pCR 4-TOPO"), 2,5l de agua estéril e 2pl de DNA, perfazendo um volume
total de 6pul. Os componentes foram agitados brevemente em vértice e incubados por 30
minutos em temperatura ambiente. As “transformacdes” de bactérias (inclusdo do
conjunto fragmento do DNA+vetor de clonagem dentro de bactérias) foram feitas, em
fluxo laminar, utilizando 3ul da ligagcdo adicionados ao tubo contendo 50pul da linhagem
competente “TOP10 One shot” de E. coli (Invitrogen, Life Technologies, USA). Apos
incubacgéo, em gelo, por 30 minutos levou-se as amostras ao banho-maria a 42°C por 30
segundos voltando imediatamente para o gelo. A seguir, todo o contetdo foi adicionado
em 250ul de meio LB (1%Triptona, 0,5% extrato de levedura; 5%NaCl e 0,1% glicose
pH 7,0) e incubado em incubadora de plataforma giratoria (New Brunswick modelo
Classic C24 - Edison, NJ, USA) a 37°C, 200rpm por 1h. A selecdo foi feita em placas
de Petri contendo o meio de LA e X-Gal (20mg/ml), seguindo protocolos classicos
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

g) Armazenamento dos clones e preparacdo de DNA plasmidial: As
coldnias selecionadas foram armazenadas, a -80°C, em microplacas para 96 amostras
contendo meio CircleGrow com glicerol 8% e ampicilina apos crescimento pela noite a
37°C. Todos os procedimentos para a preparacdo de DNA plasmidial foram realizados
em duplicatas nas quais, aliquotas das amostras armazenadas foram inoculadas em
placas, de 96 amostras, tipo "deep well" contendo meio CircleGrow (40g/l) e ampicilina
(50mg/ml). Seguiu-se a incubacdo, para o crescimento das colonias, a 37°C, 220 rpm
por um periodo entre 18-24 horas em incubadora de plataforma giratoria (New
Brunswick modelo Classic C24 - Edison, NJ, USA). Apds esse periodo as amostras
foram centrifugadas a 3000rpm, 20°C por 10 minutos (Eppendorf Centrifuge 5804R
rotor A-2-MTP), o sobrenadante desprezado e adicionado, ao precipitado, 25ul de
H,Odd sob agitacdo em vortice por cerca de 10 minutos (Agitador de tubos MA 162
MARCONI). Adicionou-se as amostras 14ml de uma solugdo composta por Tween 20
(5M NacCl, 5% v/v Tween 20, ImM EDTA pH 8,0; 1M Tris HCI pH 8,0), 0,6 mg/ml
lisozima e 266ul de RNAse (10mg/ml) seguida de uma incubagdo por 5 minutos em
temperatura ambiente. As placas foram levadas 3 vezes ao forno de microondas em alta

poténcia por cerca de 30 segundos, e, imediatamente ap0s, seguiu-se a adi¢do de 300yl



de H,Odd, agitacdo em vortice por 15 segundos e incubacdo em gelo por 10 minutos.
Procedeu-se a centrifugacdo por 30 minutos, 4000rpm, 4°C (Eppendorf Centrifuge
5804R rotor A-2-MTP) e, em seguida 180ul do sobrenadante foi coletado em mini
placas, de 96 amostras, contendo 110ul de isopropanol e 10ul de 5M NH4OAc. Estas
foram mantidas a —80°C por 30 minutos e centrifugadas por 40 minutos, 4000rpm, 4°C.
Ap0s desprezar o sobrenadante o precipitado de pDNA foi lavado 2 vezes com 200ul de
etanol 80%, centrifugado por 20 minutos, 4000rpm, 4°C, levado para secagem a vacuo e
redissolvido em 25ul de TE (10mM Tris pH 8,0; 1ImM EDTA) (MARRA et al, 1999).
Ao final, as amostras foram analisadas em gel de agarose 1% conforme ja descrito no
“item c”.

h) Sequenciamento dos genes do 16S rRNA e do segmento contendo
0s genes do 5,85 rRNA e regifes ITS: O seglienciamento processou-se com 0
sistema Big Dye Terminator em volume final de 10ul para cada reagdo. A reagao
continha aproximadamente 20ng DNA, 3 pmoles de “primer” especifico para
sequenciamento 78SS e 79SR (Anexo 1), 2ul de “Big Dye” versdo 3.1 (kit que relne a
AmpliddTag DNApolymerase Fs; os quatro deoxinucleotideos trifosfato (ANTPS) e o0s
dideoxi terminadores (A-dR6G; C-dROX; G-dR110 e T-dTAMRA)] e 2,2ul de tampéo
Save Money (10mM Tris pH 7,5 e 1uM EDTA). As ciclagens foram realizadas em um
ciclador (PTC-100 - MJ Research, Inc) com 35 ciclos: 96°C por 10 segundos;
anelamento e extensdo a 50°C por 5 segundos e elongacéo a 60°C por 4 minutos. Apos a
reacao, seguiu-se a precipitacdo do DNA adicionando-se 5ul NG (1mg de Glicogénio
dissolvidos em 1ml 5M NH,OAc), 50ul de 100% etanol e deixando-se a -80°C por
aproximadamente 30 minutos ou pela noite (“over-night”). O precipitado foi
centrifugado por 30 minutos, 4000rpm, 4°C e o sobrenadante desprezado. Procedeu-se 2
lavagens com 110pul de 80% etanol e centrifugacdo por 15minutos, a 4000 rpm. Apos a
lavagem o DNA passou por secagem & vacuo e redissolvido em 2ul de formamida para
0 seqlienciamento. As reagdes de sequenciamento foram analisadas em sequenciador
automatico ABI 3100.



4.4 Tratamento e Analise dos dados

Os dados gerados a partir do sequenciamento dos clones foram analisados
inicialmente por meio dos primeiros 500 pares de bases obtidos para identificacdo e
localizacdo aproximada da origem da sequéncia. Todas as sequéncias foram processadas
em formato “fasta” sendo consideradas para analise apenas aquelas que apresentavam
no minimo 400 bases de boa qualidade, procedendo-se a analise do cromatograma e
remoc&o de seqiiéncias do vetor com o auxilio dos programas Sequencer 3.1 para MAC,
e Lasergene (DNASTAR, Inc.).

As sequiéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados nr (néo-
redundante) do GenBank (NCBI), usando o algoritmo BlastN que compara uma
sequéncia de nucleotideos contra uma base de dados de sequéncias nucleotidicas
(PERTSEMLIDIS.; FONDON, 2001) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e
alinhadas utilizando o programa ClustalW (http://clustalw.genome.ad.jp/f} THOMPSON
et at., 1994). Utilizando o programa MEGA versao 2.1 (KUMAR et al., 2001), arvores
filogenéticas foram construidas utilizando o método “neighbor-joining” (SAITOU e
NEI, 1987), matriz de distancia Jukes-Cantor (JUKES e CANTOR, 1969) e teste de
inferéncia com “bootstrap” (1000 replicacdes). Em relagcdo as bacterias identificadas,

foram construidas 3 arvores: uma arvore representando o agrupamento das espécies de
bactérias comuns a ambos os biofilmes analisados (denominado “biofilme
fundamental™) e outras duas arvores contendo as espécies encontradas exclusivamente
no biofilme sadio (grupo I) e no biofilme com estomatite (grupo I1). Ja em relacdo aos
fungos, devido ao pequeno nimero de espécies identificadas, apenas uma arvore foi
construida na qual encontram-se todas as espécies encontradas em ambos os biofilmes

analisados.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://clustalw.genome.ad.jp/

5. RESULTADOS

Em relagdo as caracteristicas dos pacientes selecionados nesse estudo obtidas
por meio de anamnese e exame clinico, observamos que no grupo | (sem estomatite) a
média de idade dos pacientes foi de 52,7 anos sendo que destes, 70% eram do sexo
feminino. Apenas 1 paciente era portador de diabetes e 50% eram usuarios de algum
tipo de medicamento. Quanto aos habitos dos pacientes e estado das préteses, henhum
dos individuos relatou o consumo de alcool, 30% deles eram fumantes, 70% apresentam
préteses antigas e 50% estavam em condi¢fes inadequadas de higiene. J& no grupo Il
(com estomatite), a média de idade dos pacientes foi de 57,1 anos sendo a maioria do
sexo feminino (60%). Nenhum paciente relatou ser portador de diabetes e 70% eram
usuarios de algum tipo de medicamento. Nenhum dos pacientes relatou habitos como
tabagismo e etilismo. Porém, 80% deles portavam proteses antigas e em condicdes
insatisfatorias de higiene. Esses dados podem ser verificados, mais detalhadamente, na
Figura 5.1.
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Medicamentos

Fumantes

Préteses Antigas

Ma higiene
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B Sem estomatite @ Com estomatite

Figura 5.1. Gréafico da frequéncia (%) das caracteristicas encontradas nos pacientes

selecionados de acordo com o grupo experimental.

Os resultados de todas as amplificacOes realizadas no presente estudo (utilizando

iniciadores genéricos para rDNA 16S de procariotos, especificos para Bacteroidetes sp.



e Espiroquetas sp., e genéricos para rDNA 5,8S e regides ITS de eucariotos) podem ser

verificados nas figuras 5.2 e 5.3, a sequir.
STD 1E" 1E" 2E 2E' 3E 3E'

15 kb LEGENDA:

1E- primers genéricos bactérias
1E" primers genéricos bactérias
2E- primers Bacteriodetes sp.
2E" primers Bacteriodetes sp.
3E- primers Espiroquetas sp.
3E" primers Espiroquetas sp.

1.575 bp

Figura 5.2. Produtos de amplificacdo por PCR com ~1.500bp (16S rDNA de bactérias),
onde STD: padrdo molecular de tamanho; E™: sem estomatite; E*: com estomatite.

STD E' FE

15 kb

1.575 bp

457 bp

288 bp

Figura 5.3. Produtos de amplificacdo por PCR com ~ 400bp (5,8S rDNA e regides ITS
de fungos), onde STD: padrdo molecular de tamanho; E: sem estomatite; E*: com
estomatite.

Os resultados obtidos da anélise dos 1302 clones foram comparados com 0s
dados pertencentes ao GenBank (NCBI), algoritmo BlastN, obtidos no periodo de
outubro a dezembro de 2003. As sequéncias parciais analisadas apresentaram no
minimo 400 bases (bactérias) e 200 bases (fungos), e-value muito proximo de zero (0,0)
e, em sua maioria, um percentual de identidade > 98,5%. De acordo com os critérios de

PASTER et al. 2001, as sequéncias que nao apresentam tal percentual de identidade



podem ndo pertencer a mesma espécie indicada por meio do algoritmo BlastN e sdo
denominadas filotipos. Baseados nesse critério, foi realizado o sequenciamento
completo das sequéncias que mostraram percentual de identidade inferior a 98,5%,
utilizando primers internos (Anexo I), para posterior submissdo ao banco de dados do
NCBI, correta verificacdo da identidade e possivel identificacdo molecular de novas
variantes (organismos).

Em relacdo as bactérias foram analisados um total de 1110 clones, dos quais 342
clones foram gerados pela amplificacdo com iniciadores especificos para Bacteroidetes
sp. e Espiroquetas sp., e 768 clones foram gerados da amplificagdo com iniciadores
genéricos (Anexo I). Foram identificadas 81 espécies diferentes e dentre elas 21 foram
classificadas como ndo-cultivaveis ou ndo-identificadas. 34 espécies foram comuns a
ambos os grupos (“biofilme fundamental”), 18 foram encontradas apenas no grupo |
(sem estomatite) e 29 apareceram apenas no grupo Il (com estomatite). Algumas
espécies foram comuns a ambos os grupos (“biofilme fundamental”) mas, apresentaram
linhagens exclusivamente no grupo | ou exclusivamente no grupo Il. Por esse motivo
ndo foram contadas como espécies identificadas nesses grupos conforme pode ser
verificado nas arvores filogenéticas representadas nas Figuras 5.4, 5.5 e 5.6. De um
modo geral, o biofilme sadio seria caracterizado pela presenca de Dialister,
Actinomyces, Actinobacillus, Eubacterium, Lachnospiraceae, Veillonella, Streptococcus
e menor variedade de bactérias ndo-cultivaveis. O biofilme da estomatite, por sua vez,
apresentaria composicdo representada por Abiotrophia, Cryptobacterium, Olsenella,
Streptococcus, Lactobacillus, Prevotella e uma grande variedade de bactérias ndo-
cultivaveis e ndo-identificadas. De acordo com esses resultados, pode-se verificar que o
Grupo Il (com estomatite) apresentou maior diversidade de bactérias frente ao Grupo |
(sem estomatite) mostrando, ainda, um certa grau de especificidade.

Quanto aos fungos, observamos que, nos 192 clones analisados, o fungo
Candida albicans foi comum a ambos os grupos analisados (“biofilme fundamental”).
O grupo Il (com estomatite) apresentou somente C. albicans enquanto que o grupo |
(sem estomatite) apresentou outras espécies de Candida (Candida glabrata e Candida
tropicalis). Desse modo, inverteu-se o resultado obtido com a analise da composicao

bacteriana dos biofilmes analisados, uma vez que, em relagdo aos fungos identificados,



0 Grupo | (sem estomatite) apresentou maior diversidade frente ao Grupo Il (com
estomatite).

As arvores filogenéticas representando as bactérias e os fungos identificados nos
biofilmes analisados sdo apresentadas logo a seguir (Figuras 5.4, 5.5, 5.6 e 5.7). Foram
geradas 4 arvores demonstrando, respectivamente, as bactérias pertencentes
exclusivamente ao grupo | (sem estomatite), as bactérias comuns a ambos 0s grupos
(“biofilme fundamental), as bactérias exclusivamente relacionadas ao grupo Il (com
estomatite) e os fungos identificados em ambos os grupos desse estudo. Nelas podem
ser verificadas as diferencas na composicdo microbiana encontradas nesse estudo bem
como 0 numero de clones que apresentaram similaridade aos dados depositados no

banco consultado (GeneBank, NCBI — algoritmo BlastN).



Espécies ou filotipos, linhagens
ou ID (identidade do clone);
n° acesso no GenBank;

66

11

Streptococcus anginosus strain VAMC3075; AF169358.1; (6)
Streptococcus gordonii; AF003931.1; (20)

29 L,*Streptococcus sp. oral strain 7A; AY005040.1; (19)

Uncultured bacterium clone OLDB-D1; AB099798.1; (13)
Streptococcus sanguis; AF003928.1; (6)
— Streptococcus oralis ATCC 9811; AY281079.1; (20)

Streptococcus sp. oral strain 12F; AY134908.1; (4)

Lactobacillus sp. oral clone CX036; AY005048.1; (2)

Dialister sp. ADV 04.01; AF473837.1; (11)

Veillonella parvula; X84005.1; (26)

Dialister invisus; AY162469.1; (16)

Megasphaera sp. oral clone BU057; AF385566.1; (6)

Eubacterium sp. oral clone DO008; AF385508.1; (2)

99 [ Eubacteriumsp. oral clone DO016; AF385510.1; (7)

100 L Lachnospiraceae genomosp. C1; AY278618.1; (3)

Actinobacillus pleuropneumoniae MCCM 00189; AF224283.1; (5)

Actinomyces sp. oral clone IP073; AY349365.1; (12)

Actinomyces gerencseriae; X80414.1; (7)

n° total de clones ou isolados (). 9
99
84
86
56
2
44 6
] 98
90
91
‘ 100
R —
0.05

Prevotella sp. oral clone AA020; AY005057.1; (3)

Figura 5.4. Arvore filogenética das espécies bacterianas ou filotipos identificados no biofilme dos pacientes sem estomatite (Grupo ).



73rUncultured Veillonella sp. clone NB2F1; AB064857; (2); (5)0
861 Unidentified oral bacterium RP55-2; AB028412; (3); (5)0

Espéci filoti linh 100 |Uncultured Veillonella sp. clone BU083; AF366266; (22); (35)0

Species ou THOtIPOS, linhagens .

ou 1D (identidade do clone); , Uncultured Veillonella sp. clone 007(01); AJ320168; (5); (13)0

n° acesso no GenBank; !
o .

rI]D total ge clones ou isolados (). 98| 4% Veillonella sp. oral clone AA050; AF287782; (20); (5)0
etectados em: .

< pacientes sem estomatite o ’, Uncultured bacterium clone ABLCf8; AF499900; (12); (16)0

O pacientes com estomatite

° Uncultured bacterium clone OLDC-E3; AB099776; (17); (40)0

— Uncultured bacterium inhufecA-11; AY328359; (5); (9)O

—L— Unidentified oral bacterium RP55-5; AB028414; (3); (7)O

92 (98 [ Selenomonas noxia; AF287799; (1)g; (1)o
1

00 selenomonas noxia-like sp. oral clone CI002; AF287798; (1)g; (3)O

Atopobium parvulum; AF292372; (39); (54)0
64 — Neisseria meningitidis serogroup A strain Z2491; AL162758; (6)1; (4)O

85 Porphyromonas sp. oral clone CW034; AY008310; (2); (1)O
99 _,— Prevotella oulora; L16472; (4); (10)C

100 |_[~Prevotella sp. oral clone FM005; AF432133; (2)01; (50)0
i 100 |_Prevotella melaninogenica; AY323525; (8); (3)O

_|:Lactobacil|us salivarius; AF420311; (5)g; (5)0
%6 P Lactobacillus gasseri strain ATCC 33323; AF519171; (7)g; (8)0
Gemella haemolysans; L14326; (2); (10)0

31

— Streptococcus mutans UA159; AE015006; (7); (7)O
— Streptococcus mitis isolate 2Du; AF393760; (5); (8)0
94 | 59/ Unidentified oral bacterium RP55-19; AB028427; (4); (6)0
Uncultured Streptococcus sp. clone NB2G5; AB064835; (3); (2)O
i Streptococcus sp. oral clone AG008; AY134909; (5)0; (5)T
Streptococcus parasanguinis; AF543299; (4)o; (3)0
39

— Streptococcus salivarius strain ATCC 7073; AY188352; (5)0; (12)O
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Figura 5.5. Arvore filogenética das espécies bacterianas ou filotipos comuns a ambos os biofilmes

analisados (“Biofilme Fundamental”). A barra representa 20% de diferencas nas sequéncias de
nucleotideos.
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Figura 5.6. Arvore filogenética das

Prevotella sp. oral clone DO039; AF385513; (4)
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biofilme dos pacientes com estomatite (Grupo I1).






Espécies ou filotipos, linhagens
ou ID (identidade do clone);
n° acesso no GenBank;
n° total de clones ou isolados ().
Detectados em:
<3 pacientes sem estomatite
m biofilme fundamental
O pacientes com estomatite

991 Candida albicans isolate wh175; AF455531.1; (34) O
%] L candida albicans 18S: AY196001.1; (22)
91 | Candida albicans isolate wb199; AF455524.1; (29) '
Candida albicans isolate wh304; AF455483.1; (28) O
86 L Candida albicans strain ATCC 36232; AY217024.1 (28)
Candida tropicalis strain ATCC 750T; AF218992.1 (11) O
Candida glabrata strain BCH2120; AF441198; (14) 0

Candida glabrata strain UWFP-192 5.8S; AF218995.1; (26) [

100

0.05

Figura 5.7. Arvore filogenética das espécies ou filotipos de fungos identificados nos biofilmes analisados.



6. DISCUSSAO

Os dados levantados por meio de anamnese e exame clinico dos individuos
pertencentes a esse estudo descritos nos resultados e constantes do Anexo | indicam que
0S mesmos apresentam caracteristicas semelhantes. A maioria dos pacientes é do sexo
feminino, com média de idade de 54,9 anos e algumas diferencas marcadas pela maior
ocorréncia de pacientes portadores de proteses antigas ou em condigdes insatisfatorias
de higiene no Grupo Il. Esse dado é extremamente relevante no que concerne a
instalacdo e desenvolvimento da doenca estomatite protética, uma vez que condi¢cOes
adequadas de higiene e conservacdo das proteses sdo, sabidamente, fatores de
fundamental importancia para a manutencdo da saude do individuo portador desse tipo
de aparelho reabilitador sendo, ainda, adotados como medidas no tratamento dessa
patologia (ARENDORF; WALKER, 1987; MARKOVIC et al., 1999; MATEAR, 1999;
MCNALLY et al., 1999; BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000 e PIRES et al., 2002).
Aliados a fatores sistémicos, habitos inadequados de higiene sdo apontados como
coadjuvantes na etiologia dessa afeccdo oral (VITKOV et al., 1999; GUGGENHEIMER
et al., 2000; FENLON et al., 1998; MARKOVIC et al., 1999).

Em relacdo aos habitos dos pacientes pertencentes ao estudo, ndao pdde ser
estabelecida uma relagéo positiva entre o tabagismo e a estomatite. Embora o fumo seja
vastamente referido na literatura como fator coadjuvante a instalacdo da estomatite por
protese (ARENDORF; WALKER, 1987; CUMMING et al., 1990; FENLON et al.,
1998; GUGGENHEIMER et al., 2000; BARBEAU et al., 2003), na amostra analisada,
verificou-se que nenhum paciente portador dessa afeccdo oral era fumante, enquanto
que 30% dos pacientes que ndo apresentavam estomatite faziam uso de tabaco. Esses
dados sugerem que o tabaco e a queratinizacdo verificada na mucosa de pacientes
fumantes (MOSADOMI et al., 1978; BALAEZ et al., 1989), pode conferir protecdo aos
tecidos e dificultar a instalacdo da estomatite por protese, assim como € relatado no caso
de estomatites aftosas (GRADY et al., 1992).

As informac0es referentes as condicdes sistémicas dos pacientes foram obtidas
através de entrevistas anamnéticas sem a utilizacdo de exames comprobatorios. A Unica
doenca citada foi diabetes e dentre os individuos, apenas um (Grupo I) relatou ser
portador da mesma. Embora os fatores sisttmicos, como diabetes, sejam apontados



como importantes agentes coadjuvantes no estabelecimento da estomatite, a literatura, é
ainda controversa a esse respeito. PHELAN e LEVIN (1986), ndo conseguiram
estabelecer relacdo positiva entre diabetes e a estomatite, porém, de acordo com outros
estudos (ARENDORF E WALKER, 1987; DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 1996;
VITKOV et al., 1999 e GUGGENHEIMER et al., 2000), pacientes que apresentam
diabetes mostram maior predisposi¢éo a estomatite por dentadura frente aqueles que néo
apresentam tal doenca, o0 que, no entanto, ndo determina o estado de doenca ou saude da
cavidade oral. Assim, a auséncia de exames que comprovem a veracidade das
informacoes relatadas pelos pacientes ndo deve interferir no estabelecimento dos grupos
desse estudo, uma vez que os fatores levados em consideracdo para a divisdo dos
mesmos foram referentes aos caracteres clinicos da regido avaliada. Os aspectos
sisttémicos auxiliaram na melhor caracterizacdo dos individuos pertencentes ao estudo
somando-se aos dados relatados na literatura.

Pouco se sabe, ainda, sobre a composicao do biofilme da estomatite e esse fato
se deve as limitacGes inerentes aos métodos microbioldgicos tradicionais limitados,
fundamentalmente, pela existéncia de muitos organismos de dificil ou impossivel
cultivo (WARD et al., 1990; RELMAN; FALKOW, 1992; RELMAN, 1993; AMANN
et al.,, 1995; KROES et al.,, 1999; RELMAN, 1999; KOLENBRANDER, 2000;
PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 2003; SONG et al., 2003). Frente a essas
dificuldades e buscando conhecer melhor esse complexo biofilme este estudo foi o
primeiro, nesta afeccdo oral, a utilizar métodos moleculares independentes de cultivo
empregando andlise em grande escala de clones obtidos por PCR. Como primeiro passo,
optou-se por reunir as amostras individuais em 2 grandes grupos (““pools’) compostos
por pacientes criteriosamente selecionados de acordo com aspectos clinicos. Dessa
forma, buscou-se acessar de forma mais geral os dados pertencentes & populacéo
avaliada em relagdo ao biofilme nos estados de saude (sem estomatite) e de doenga
(com estomatite) sequenciando 1302 clones. Se comparada a amostragem de 2522
clones analisada no estudo de PASTER et al. (2001) para a determinacéo da diversidade
microbiana de cinco diferentes estados (entre salde e diferentes patologias), nossa
amostra, embora ndo seja individual como a deste estudo, parece ser bastante robusta
uma vez que analisou apenas 2 estados (saude e doenca) e referiu-se a apenas uma

patologia — a estomatite por dentadura. Ndo é excluida, no entanto, a necessidade da



realizacdo de um proximo estudo para a andlise individual do biofilme nos estados de
salde e de doenca pois ela poderda complementar e confirmar os resultados da presente
investigacao.

Visando a verificagdo da diversidade microbiana nos biofilmes sadio e com
estomatite realizou-se a amplificacdo da regido do 16S rDNA por ser bastante
conservada e largamente utilizada em estudos de identificacdo de bactérias (WARD et
al., 1990; RELMAN; FALKOW, 1992; RELMAN, 1993;AMANN et al., 1995; KROES
et al., 1999; RELMAN, 1999; KOLENBRANDER, 2000; PASTER et al., 2001,
KAZOR et al., 2003; SONG et al., 2003), e do 5,8S rDNA e regides ITS adjacentes do
rDNA para identificacdo dos fungos (WHITE, et al., 1990 e FUJITA, et al., 1995). Para
tal, conjuntos de iniciadores genéricos (““primers” universais) foram utilizados nas
amplificagdes dos fragmentos de interesse para acessar a diversidade bacteriana do sitio
em questdo e, em seguida, empregou-se iniciadores especificos (“primers™ seletivos
para Bacteroidetes sp. e Espiroquetas sp.) para 0 mesmo fim (PASTER, et al, 2001).
Bacteroidetes e espiroquetas também foram detectados quando do uso de iniciadores
genéricos, porém, em menor frequéncia, portanto, a utilizacdo de conjuntos de
iniciadores especificos evidenciou melhor os organismos pertencentes a esses grupos.
Para a identificacdo dos fungos presentes nos biofilmes analisados foram utilizados
apenas iniciadores genéricos a fim de acessar de forma mais geral 0s organismos em
questéo.

Para garantir fidelidade na amplificagdo por PCR optamos pela utilizagcdo da
enzima Platinum - Pfx DNA Polymerase — altamente corretiva (proof-reading). Por
possuir tal caracteristica, essa enzima gera insertos com pontas aparadas o0 que tornou
mais dificil os posteriores procedimentos de clonagem. Frente a baixa eficiéncia de
clonagem observada, passamos a incluir uma adenina ao término dos insertos
inicialmente obtidos. Esse procedimento foi realizado por meio de um ciclo de PCR
para a elongacdo da cadeia, utilizando a enzima Tag DNA polimerase que deixa uma
base A sobressalente (“overhang”) na extremidade 3’ dos insertos. Esse procedimento
facilitou grandemente a unido dos insertos aos plasmideos (vetores de clonagem) uma
vez que utilizamos um vetor que deixa bases T (timina) sobressalentes. As clonagens

foram entéo realizadas com o sistema TOPO" TA (Invitrogen) e a selecéo das colonias



por meio de X-Gal que revelou cerca de 5% de colbnias azuis (sem inserto) foi utilizada
para aumentar a precisdo na selecdo das bactérias com plasmideos recombinantes.

Em toda a amostra confrontada com os dados pertencentes ao banco de dados
GenBank (NCBI) e algoritmo BlastN, os clones apresentaram no minimo 400 pares de
bases, e-value muito préximo de zero (0,0) e, em sua maioria, um percentual de
identidade com as seqliéncias ja depositadas na base de dados igual ou maior a 98,5%.
Baseados nos critérios sugeridos por PASTER et al. (2001), as sequéncias que nao
apresentaram tal percentual de identidade foram sequienciadas completamente para a
determinacdo da identidade e posterior submissdo ao banco de dados do NCBI.
Fundamental é ressaltar que sem a adequada analise filogenética, os resultados gerados
a partir dos dados pertencentes ao GenBank (algoritmo BlastN) ndo sdo apropriados
para a identificacdo dos organismos (DEVULDER, et al., 2003) portanto, as arvores
filogenéticas, apresentadas nos resultados, foram construidas para representar
graficamente o agrupamento dos organismos identificados em nosso estudo (Figuras
5.4,55,5.6e5.7).

Apesar de muitos autores basearem-se na hipotese de ser a C. albicans o
microorganismo causador da lesdo (ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN;
LIN, 1992; ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; WILSON, 1998; IMAI,
TAMAKI, 1999; CHOW et al., 1999; McMULLAN-VOGEL et al., 1999), dados
sugerem a interacdo entre bactérias e fungos formando um biofilme misto e complexo
bastante caracteristico de doencas polimicrobianas. Até o momento, foram identificados
e relatados na literatura, entre 11 e 30 espécies diferentes nos biofilmes de pacientes
portadores de PTMS com e sem estomatite, e, de um modo geral, ambos sdo compostos
por Streptococcus, Staphylococcus, Actinomyces, Lactobacillus e coccus Gram-
negativos (THEILADE;BUDTZ-JORGENSEN, 1980; BUDTZ-JORGENSEN et al.,
1983; THEILADE et al., 1983; GUSBERTI et al., 1985 ; WALTER; FRANK, 1985;
THEILADE et al., 1988 e KOOPMANS et al., 1988; KULAK, et al., 1997). No
presente trabalho, os biofilmes analisados foram bem caracterizados e os resultados
(expressos em espécies, em subespécies e em linhagens) mostram o alto e preciso
alcance dos métodos moleculares na identificacdo de microorganismos. Comparados
aos relatos da literatura, o presente trabalho contribui grandemente no que se refere ao

numero de espécies identificadas, uma vez que 81 especies diferentes foram



encontradas. A semelhanca na composicdo dos biofilmes, também relatada na literatura,
ndo pdde ser verificada em nosso estudo. De acordo com nossos resultados verificamos
a existéncia de um “biofilme fundamental” composto de 34 espécies de bactérias
comuns a ambos 0s grupos e que aparentemente sustenta essa complexa comunidade e
uma maior diversidade mostrada pelo biofilme do grupo Il (com estomatite) frente ao
grupo | (sem estomatite) apresentando, respectivamente, 29 e 18 espécies diferentes de
bactérias. Em relacdo a composicdo flangica nossos resultados sdo também
significativos e, assim como observado para as bactérias, manteve-se a ocorréncia de
um biofilme fundamental composto apenas por C. albicans. Porém, o panorama
inverteu-se em relacdo a composicdo exclusiva dos biofilmes analisados: o fungo
dimorfico pertencente a flora comensal da cavidade oral - C. albicans - foi o Unico
representante identificado no biofilme do grupo Il (com estomatite). Ja o biofilme do
grupo Il (sem estomatite) mostrou maior diversidade apresentando além de C. albicans,
C. glabrata e C. tropicalis. De acordo com a literatura, C. albicans parece mesmo
compor o biofilme de pacientes com e sem estomatite (GUSBERTI et al., 1985;
KOOPMANS et al., 1988; CUMMING et al., 1990), porém, a existéncia de outras
espécies de Candida parece ser mais freqliente em pacientes com estomatite (BUDTZ-
JORGENSEN et al., 1982; CUMMING et al., 1990; BARBEAU et al., 2003) o que
discorda dos achados do presente estudo.

Assim como descrito nos resultados, as diferencas encontradas entre a
composicdo dos biofilmes sugerem que haveria um biofilme tipico da estomatite
composto, de um modo geral, por Abiotrophia (Granulicatella), Cryptobacterium,
Olsenella, Streptococcus, Lactobacillus, Prevotella e uma grande variedade de bactérias
ndo-cultivaveis. O biofilme sadio, por sua vez, seria composto por Dialister,
Actinomyces, Actinobacillus, Eubacterium, Lachnospiraceae, Veillonella, Streptococcus
e menor variedade de bactérias ndo-cultivaveis. E importante ressaltar, ainda, o grande
numero de espécies ou filotipos (21) que apresentaram similaridade com espécies orais
classificadas pelo banco de dados como ndo-cultivaveis e nao-identificadas
(“Uncultured” ou “Unidentified”). Esses achados suportam aqueles citados na literatura,
demonstram a utilidade dos métodos moleculares na identificagdo de patdgenos que ndo
podem ser cultivados por meio dos métodos microbioldgicos tradicionais e amplia o

conhecimento sobre a diversidade de microorganismos que habitam estas lesdes



(WARD et al., 1990; RELMAN; FALKOW, 1992; RELMAN, 1993; AMANN et
al.,1995; RELMAN, 1999; KROES et al., 1999; KOLENBRANDER, 2000; PASTER et
al., 2001; KAZOR et al., 2003 e SONG, et al., 2003). As especies Lactobacillus sp.,
Veillonella sp. e Streptococcus sp. identificadas em ambos os grupos (“biofilme
fundamental”) sdo descritas como habitantes da cavidade oral e parecem estar
associadas entre si, e também com outros microorganismos, caracterizando a ecologia
bacteriana neste sitio (HUGHES et al., 1988).

Como ja relatado na Figura 5.1 e discutido no inicio deste capitulo, as mas
condi¢des de higiene e conservagdo das proteses dos pacientes pertencentes ao grupo Il
(com estomatite) indicariam provavel diferenca na diversidade dos microorganismos
entre os grupos analisados. Nao obstante, observamos que as bocas menos higienizadas
dos pacientes desse grupo, de fato apresentaram maior diversidade microbioldgica
frente aqueles individuos pertencentes ao Grupo | (sem estomatite). Esse fato suporta a
hipbtese que a higiene deficiente é fator coadjuvante no surgimento da estomatite por
protese (ARENDORF; WALKER, 1987; MARKOVIC et al., 1999; MATEAR, 1999;
MCcNALLY etal., 1999; BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000; PIRES, et al., 2002).

Baseados nos resultados do presente estudo podemos tracar hipoteses
relacionadas a patogénese da estomatite. Primeiramente, é sabido que a cavidade oral é
um dos principais sitios assintomaticos de C. albicans, portanto, ndo é surpresa que
tenhamos encontrado esse fungo dimorfico em ambos os biofilmes. Porém a sua
presenca nos dois grupos, aliada as diferengas na composicao bacteriana dos biofilmes e
a maior diversidade bacteriana do biofilme do grupo Il (com estomatite), sugere um
carater especifico dessa inflamacdo oral e a importancia da participacdo bacteriana no
seu estabelecimento. Adicionalmente, ja que C. albicans ¢ um habitante normal da
cavidade oral fica dificil estabelecer uma relacdo direta de causa e efeito entre esse
fungo e a estomatite levando ao questionamento de seu envolvimento patognomonico,
afirmacédo confirmada pelos relatos de WALTER e FRANK (1985) e GUSBERTI et al.
(1985). Desse modo, é possivel propor uma outra hipétese na qual C. albicans nao
esteja envolvida como causa da estomatite mas sim como conseqiiéncia da mesma uma
vez que é vastamente relatado que o numero desse fungo aumenta de acordo com a
severidade da inflamacdo (BUDTZ-JORGENSEN et al., 1983; THEILADE; BUDTZ-
JORGENSEN, 1988; SANTARPIA et al., 1990; EDGERTON; LEVINE, 1992;



KULAK, et al., 1997). Concordando com as afirmag0es de JENAGATHAN e LIN
(1992) pode-se questionar se a presenca de C. albicans € mesmo capaz de causar a
estomatite ou se ela apenas confere condi¢bes para que outros organismos exercam
efeitos patogénicos no processo inflamatério cronico. Nesse contexto, outro fator que
pode favorecer a colonizacdo e o referido aumento de C. albicans com a severidade da
lesdo, é a condicdo inflamatoria mantida pela presenca da variada composicao
bacteriana existente no biofilme da estomatite, o que também reforca a hipdtese de uma
importante participacdo bacteriana nesta afeccdo oral. Baseados nas hipdteses
levantadas, talvez a C. albicans deva ser o principal alvo em relagdo ao tratamento e ndo
necessariamente em relacdo a etiologia. Uma vez que seu dimorfismo esta
extremamente relacionado com viruléncia, quando o equilibrio entre o hospedeiro a
relacdo de comensalismo é rompida (na inflamacdo instalada), o risco de candidiases e
outras patologias ligadas as espécies de Candida é aumentado. Deve-se ressaltar que a
relacdo de equilibrio é fortemente ligada as caracteristicas individuais e imunologicas
do hospedeiro, que podem modular a instalacdo ou ndo da estomatite, desempenhando
assim um importante papel na patogénese da estomatite.

Outro fator importante e que poderia levar a infecgdes de dificil tratamento, sdo
as ricas caracteristicas adquiridas pelos microorganismos envolvidos no biofilme como
resisténcia aos antimicrobianos o que reforca a tese de que grande enfoque deva ser
dado ao tratamento das doencgas envolvendo C. albicans. As outras espéecies de Candida
identificadas no biofilme de pacientes sem estomatite podem reforcar a hipotese da
importante participacdo bacteriana na estomatite, pois mesmo com a sua presenga 0S
individuos ndo desenvolveram estomatite. Esse fato demonstra também que as
diferencas relacionadas as bactérias identificadas nos biofilmes devam exercer um papel
chave na estomatite podendo até sobrepujar a participacdo das diferentes Candida sp.
encontradas. Contudo, mesmo diante das hipOteses levantadas referentes a
predominante identificacdo bacteriana, a etiologia da estomatite ndo é clara, e nao é
descartada a possibilidade de que aliada ao rico biofilme bacteriano apresentado pelos
individuos portadores de estomatite a C. albicans exerca um papel importante na
patogénese dessa doenca fato que deve ser evidenciado com outros estudos mais
detalhados.



Espera-se que 0 crescente interesse em estudos envolvendo biofilmes
polimicrobianos venha contribuir a elucidacdo do desenvolvimento e manutencdo de
diversas patologias orais, incluindo a estomatite por prétese, que se relacionam com
esse panorama. Uma vez que a estomatite apresenta caracteristicas polimicrobianas é
necessario que os estudos que abordem essa afec¢do oral levem em consideracdo a agdo
conjunta dos microorganismos pertencentes ao de seu biofilme. Assim, os métodos
desenvolvidos para o estudo dessas complexas comunidades devem esclarecer
particularmente as interacfes entre os membros da flora residente de um sitio, fatores
que envolvem a transicdo de um biofilme comensal a um biofilme patogénico
relacionados com o hospedeiro, bem como os modos de ativacdo de antimicrobianos
(KOLENBRANDER, 2000; DRAKE; BROGDEN, 2002; KUMAMOTO, 2002;
DOUGLAS, 2003; PRAY, 2003).

Grande dificuldade, encontrada no presente estudo, foi a determinagdo do
numero de clones a serem seqlienciados para que a amostragem se apresentasse
consistente. Acreditamos que identificar, na totalidade, os componentes de um nicho
polimicrobiano como o da estomatite por dentadura € um objetivo dificil, uma vez que
as sequéncias que ali se encontram vao sendo identificadas por amostragem aleatoria,
caminhando-se para um nivel de saturacdo de maneira assintotica & medida que o
numero de clones seqlienciados aumenta. A dificuldade reside em encontrar esse “ponto
de saturacdo” na amostra a ser analisada. Portanto, reunindo as amostras em ““pools”
objetivamos ampliar o espectro de nossa analise para aproximarmo-nos de uma
amostragem representativa da grande maioria da populagdo. Perdemos, no entanto, as
contribuicdes individuais que uma amostragem realizada com 0s pacientes
separadamente poderia nos trazer, e por esse motivo - como ja comentado anteriormente
nessa discussdo - sugerimos a realizacdo de um estudo ampliando o nimero de clones
analisados que envolva amostras individuais. Mesmo diante das dificuldades,
acreditamos que nossa amostragem tenha cumprido o objetivo de, por meio de
comparacdo, identificar a variabilidade de microorganismos presentes nos estados de
doenca e de satde dos pacientes analisados.

Embora nossa analise ndo seja quantitativa, foram apresentados os nimeros de
clones relativos a cada espécie identificada nesse estudo. E importante ressaltar que

esses numeros sugerem a prevaléncia de determinadas espécies mas podem néo



representar, fielmente, a quantidade de organismos presentes nos biofilmes estudados
pois existem fatores que podem interferir na amplificacdo tais como: a) diferenca ou
dificuldade na lise das células e liberagdo do DNA de algumas espécies; b) existéncia de
espécies com seqliéncias variaveis principalmente na extremidade 3’ dos iniciadores
utilizados, impedindo a amplificacéo por PCR.

Dessa forma e nas condigdes do presente estudo (analise em “pool” dos
pacientes), a simples presenca ou auséncia de uma dada especie foi considerada um
indicador da especificidade do biofilme da estomatite. Baseado no fato de que um
biofilme ndo se caracteriza pelo nimero de unidades formadoras de coldnias (inclusive
sabendo da pequena proporcdo de espécies cultivaveis existentes na natureza) mas sim
pela  configuracdo  “microorganismos/adesdo/matriz exopolimérica/fluxo”, e,
considerando que a estomatite por prétese encaixa-se nesse contexto, estamos
confiantes da relevancia dos resultados obtidos bem como na consisténcia e
confiabilidade da amostragem.

De um modo geral, podemos dizer que as diferencas encontradas na composicao
dos biofilmes e a maior diversidade verificada no biofilme da estomatite sugerem que
sua etiologia esteja ligada a uma placa de carater polimicrobiano que guarda uma certa
especificidade. Ainda assim, a interagdo entre C. albicans e a rica composi¢do
bacteriana pode ter papel fundamental e determinante na etiologia da estomatite e outros
estudos deverdo abordar mais profundamente as interacGes que ocorrem e sua
importancia no processo patologico. Destacamos também a possibilidade, talvez crucial,
de condigdes de suscetibilidade individual do hospedeiro frente ao biofilme, o que pode
mediar a instalacdo ou ndo da estomatite por protese.

Futuramente alguns dos organismos identificados em nosso estudo poderdo ser
apontados como agentes patoldgicos importantes na etiologia da estomatite, porém,
tudo indica que essa inflamacdo deva mesmo apresentar uma etiologia multifatorial
mediada pela complexa interagdo entre 0s organismos presentes em seu biofilme
polimicrobiano e pela participacdo de caracteristicas individuais de suscetibilidade ao
biofilme. Desse modo, esperamos que a presente caracterizagdo microbiana do biofilme
da estomatite por prétese venha contribuir para um conhecimento mais completo dessa

comunidade, auxiliando a compreensédo da biologia deste agregado polimicrobiano, na



proposicdo de novas hipoteses sobre a etiologia da doenca, bem como na busca de

tratamentos mais especificos e eficazes.



7. CONCLUSAO

Buscando avaliar a diversidade microbiolégica dos biofilmes analisados e frente

as condicdes do presente estudo foi possivel concluir que:

1. Em relagdo a composicdo bacteriana, o biofilme da estomatite apresentou
maior diversidade (29 espécies) frente ao biofilme sadio (18 espécies);

2. Quanto a composicdo fangica, observou-se o inverso: o biofilme da estomatite
apresentou menor diversidade (apenas Candida albicans) frente ao biofilme sadio que
mostrou, além de C. albicans, outras duas espécies de Candida (Candida glabrata e
Candida tropicalis);

3. Foi sugerida, tanto para as bactérias quanto para os fungos, a existéncia de um
“biofilme fundamental” compostos por organismos comuns a ambos 0s biofilmes. Estes
foram representados por 34 espécies bacterianas e somente por C. albicans, em relacao
aos fungos;

4. A identificacdo de varias espécies (21) classificadas como néo-cultivaveis ou
ndo-identificadas demonstra que a utilizacdo de métodos moleculares independentes de
cultivo permite ampliar o conhecimento da microflora oral;

5. As diferencas encontradas entre os grupos analisados e a grande variedade
bacteriana sugerem um carater especifico ao biofilme da estomatite e uma possivel

participacdo bacteriana na etiologia dessa afecc¢éo oral.
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9. ANEXOS

Anexo |: Tabelas

Tabela an.1. Caracteristicas gerais dos pacientes do Grupo | (Sem Estomatite)

Nome | Idade* | Tempo* | Par | Higiene | Noite | Base | Medicamento [ Tabaco Alcool
iabetes
AS 52 8 N IN N D N N S N
ITE 49 3 S AD N D S S N N
HIV 51 9 S AD N D N N N N
BLO 61 5 S AD S D S N N N
ZFC 48 20 N IN N D S N N N
GGM 59 10 S IN N D N N N N
AS 38 14 N IN N D N N S N
MNDPS 55 9 S AD N D S N S N
MOL 48 2 S IN N D N N N N
IAS 66 15 S AD S D S N N N

*Valorem anos;  S=Sim; N=Nao; AD= Adequada; IN= Inadequada; D= Dura;
R= Resiliente

Tabela an.2. Caracteristicas gerais dos pacientes do Grupo Il (Com Estomatite)

Nome | ldade* | Tempo* | Par | Higiene | Noite | Base | Medicamento O Tabaco | Alcool
iabetes
JAC 38 18 S IN N D S N N N
FBG 63 30 S IN N D N N N N
JP 70 16 S AD N D S N N N
CMLM | 42 15 N IN N D N N N N
MCS 47 06 S IN S D S N N N
AS 61 15 S IN S D S N N N
CSC 62 35 N IN N D N N N N
MABJ 64 30 S IN N D S N N N
LRL 65 10 N IN N D S N N N
MGMC| 59 1 S AD S D S N N N

*Valor em anos;  S=Sim; N= Ndo; AD= Adequada; IN= Inadequada; D= Dura;
R= Resiliente

Tabela an.3 Grupos de Trabalho

N° pacientes/grupo Grupo I:Sem Estomatite (E-) Grupo I1:Com Estomatite (E+)
10 1E- (primers genéricos bactérias) 1E+ (primers genéricos bactérias)
10 2E- (primers Bacteriodetes sp.*) 2E+ (primers Bacteriodetes sp.*)
10 3E- (primers Espiroquetas sp. *) 3E+ (primers Espiroguetas sp.*)
10 4E- (primers genéricos fungos) 4E+ (primers genéricos fungos)




* primers especificos para bactérias utilizados no estudo.

Tabela an.4. Iniciadores (“primers”) utilizados no estudo.

ID Posicao Info. Sequéncia

D88 7-27 p,f, g 5" GAG AGT TTG ATY MTG GCT CAG &

E94 1525-1541 p,r, g 5'GAA GGA GGT GWT CCARCC GCA 3

C9o0 1483-1503 p, r,sp 5 GTT ACGACTTCACCCTCCT3

FO1 1487-1508 p, r, ba 5 CCTTGTTACGACTTAGCCCZ

B34 344-358 s, f, g 5" ACG GGA GGC AGC AGY &

F20 1226-1242 s, 1, g 5CCATTGTARCACGTGTG ¥

ITS3 5,8S rDNA p, g, f fg 5 GCATCG ATG AAGAACGCAGC 3

ITS4 28S rDNA p,g,r fg 5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’
78SS* s, f, g 5 GTAAAACGACGGCCAGT 3
79SR* s, 1,9 5 CAG GAAACAGCTATGAC Y3

p: iniciador para PCR; s: iniciador para sequenciamento; f: orientagdo direta; r:

orientacdo reversa; g: genérico; sp: Spirochaetes; ba: Bacteroidetes; (PASTER et al.,
2001); fg: Fungos; (FUJITA et al., 1995) *78SS e 79SR “primers™ tradicionalmente

utilizados para sequenciamento.







Anexo I1: Ficha clinica

FICHA CLINICA
Avaliagdo molecular dos microorganismos presentes no biofilme de pacientes

portadores de estomatite por dentadura

Datadacoleta: [/ [/

Identificacdo:

Idade: Estado civil:
Profisséo:

Endereco: CEP:
Bairro:

Cidade:

Telefone para contato:

Zonarural ( ) Zonaurbana ()

Tempo que usa protese: Idade da protese atual:
Usaopar? ( )S ()N

Higiene da proétese: ( )adequada ( ) inadequada

Remove a protese durante a noite? ( )S ( )N

Tipo da base da protese: () resiliente permanente ( ) resiliente provisoria ( ) dura
Fez uso de antibi6ticos nos Gltimos 3 meses? ( )S ( )N SE POSITIVO, NAO
COLETAR

Faz uso de algum medicamento? () S () N
Qual?
Tem diabetes? ( )S ( )N
Fuma? ( )S ( )N

Consome alcool? ( )S ( )N




Anexo I11: Termo de consentimento
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, R.G.
abaixo assinado, declaro que fui informado, em linguagem acessivel, sobre a minha
participacio no “Projeto de pesquisa UTILIZACAO DE TECNICAS MOLECULARES
INDEPENDENTES DE CULTIVO EM MICROBIOLOGIA ORAL”, do qual tomei

pleno conhecimento e consinto na coleta das amostras necessérias, ndo-invasivas e

indolores.

Portanto, estou ciente de que serdo coletadas pequenas amostras de bactérias presentes
na minha cavidade bucal ou geradas em aerossOis causados pelo tratamento
odontoldgico necessdrio a minha condicdo de saude bucal. Da mesma forma, fui
informado da possibilidade de desistir a qualquer tempo da minha participacdo na
pesquisa, sem que meu tratamento sofra qualquer descontinuidade.

Concordo também com a utilizacdo de radiografias, fotografias, entrevistas, fichas
clinicas, modelos de gesso e desenhos como material didatico e de pesquisa, desde que
seja resguardada a minha privacidade e ndo devendo expor as minhas condicGes bucais
desnecessariamente. Estes documentos, cujos originais pertencem ao Curso de
Odontologia da UNIVAP, poderdo ser solicitados por mim a qualquer tempo, onde
arcarei com os custos das copias.

Sem mais, assino o presente dando pleno consentimento para minha participacdo no
projeto supra-citado.

Sao José dos Campos, de de
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