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RESUMO

A estomatite por prótese é uma doença com etiologia complexa e multifatorial

usualmente relacionada com a presença de Candida albicans que apresenta uma

participação bacteriana ainda não completamente definida. O objetivo desse estudo foi

investigar a composição microbiana do biofilme de pacientes usuários 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 região do 5,8S rRNA de eucariotos foram amplificados

por PCR a partir do DNA isolado do biofilme da superfície da dentadura e da área

correspondente no palato. Os amplicons foram clonados e seqüenciados. As seqüências

obtidas foram comparadas com os dados do GenBank (algoritmo BlastN), alinhados

usando ClustalW e analisados filogeneticamente com o programa Mega versão 2.1.

Foram analisados 1302 clones e identificadas 81 espécies diferentes de bactérias das

quais 21 foram filotipos aparentemente não cultiváveis. Os dois biofilmes apresentaram

34 espécies comuns. 29 espécies foram encontradas apenas em pacientes com estomatite

e 18 foram encontradas só entre pacientes sadios. Candida albicans foi encontrada em

ambos os biofilmes sendo o único fungo identificado no grupo com estomatite. Outras

espécies de Candida (Candida glabrata e Candida tropicalis) foram encontradas no

grupo sem estomatite. As diferenças encontradas na composição microbiana dos grupos

analisados sugerem que a estomatite por dentadura apresenta certa especificidade,

reforçando a importância de estudos adicionais sobre a participação da população

bacteriana nesta afecção. Esses dados contribuem para melhorar o entendimento dessa

doença polimicrobiana e para a formulação de novas hipóteses de trabalho sobre sua

patogênese.

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 ClustalW 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. INTRODUÇÃO

A estomatite por dentadura é uma lesão eritematosa dos tecidos recobertos por

próteses totais muco-suportadas (PTMS) especialmente o palato duro (RENNER et al.,

1979; WALTER; FRANK, 1985; ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN;

LIN, 1992; WILSON, 1998). Essa alteração acomete com freqüência, pacientes

portadores deste tipo de prótese dentária (KUC et al., 1999; REICHART, 2000) sendo

relatada com prevalência em mulheres (ARENDORF; WALKER, 1987; WILSON,

1998). Sua etiologia inclui trauma, infecção bacteriana e fúngica (Candida albicans) e

provavelmente uma alteração no mecanismo de defesa do paciente, contando ainda,

com fatores coadjuvantes sistêmicos como diabetes, medicamentos e fumo, e locais

como uso contínuo e má-higiene da prótese (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 área basal das PTMS, associada à hiperplasia inflamatória e

candidíase crônica, é inquestionavelmente o maior fator etiológico relacionado à

patogênese da estomatite (ABELSON, 1981; CHANDRA et al., 2001).

Essa placa é uma película 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 superfície inerte ou viva, que funciona como um reservatório protetor

dos microorganismos orais associados a esta doença (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 antifúngicos 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 constatação de que as infecções

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



aparecimento do vírus da imunodeficiência humana e ao aumento de indivíduos

imunocomprometidos, o crescimento de variedades de organismos resistentes a

antifúngicos é alarmante (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2000).

O fungo dimórfico, C. albicans, comumente associado à etiologia da estomatite

(ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; IMAI, TAMAKI, 1999; CHOW et al., 1999;

McMULLAN-VOGEL et al., 1999) parece apresentar características favoráveis que

suportam esse íntimo relacionamento com a referida lesão dentre as quais se destacam a

adesão e a hidrofobicidade (RADFORD et al., 1999). Associadas à rugosidade da

superfície basal das próteses, essas características são de extrema importância para a

formação do biofilme, colonização conjunta com bactérias, instalação e manutenção da

estomatite (MONSENEGO, 2000; KUMAMOTO, 2002, DOUGLAS, 2003).

Apesar de muitos autores basearem-se na hipótese de ser a C. albicans o

microorganismo causador da lesão (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; IMAI;

TAMAKI, 1999; CHOW et al., 1999; McMULLAN-VOGEL et al., 1999), esta teoria

sobre a etiologia da estomatite não é a única, uma vez que outros dados sugerem que

seu aparecimento pode estar relacionado a uma placa não específica (ARENDORF;

WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; RADFORD et al., 1999) com extensa

participação 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 característica multifatorial e polimicrobiana à estomatite.

O tratamento deve, portanto, incluir a desorganização mecânica do biofilme

formado através de higiene meticulosa e remoção noturna da PTMS (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) e a

utilização cautelosa de antifúngicos (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 caráter polimicrobiano da lesão, o estudo da comunidade que

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



ou impossível cultivo através dos métodos microbiológicos tradicionais. Esse desafio

tem encontrado amparo na análise filogenética baseada na seqüência do RNA

ribossomal, na qual, empregando-se métodos independentes de cultivo, tem-se

confirmado as especulações a respeito da existência de grande diversidade de

microorganismos não cultiváveis (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 últimos anos, essa metodologia tem sido empregada na odontologia

expandindo os achados referentes à identificação de diversos microorganismos (KROES

et al., 1999; KOLENBRANDER, 2000; PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 2003).

Segundo o exposto, seria importante avaliar, no biofilme presente na região

afetada pela estomatite por dentadura e nas áreas de contato livres desta condição, a

diversidade dos microrganismos presentes. Esta estimativa foi realizada, no presente

trabalho, utilizando métodos moleculares baseados no seqüenciamento de ácidos

nucléicos, capazes de identificar mesmo os organismos de difícil cultivo. Esta análise

comparativa entre a diversidade existente no biofilme de pacientes usuários de PTMS

portadores de estomatite e naqueles indivíduos, também usuários de PTMS, porém

livres de tal lesão poderá contribuir para um conhecimento mais completo da

composição deste nicho ecológico na doença e na saúde. Este conhecimento poderá

abrir perspectivas para levantar e testar novas hipóteses quanto aos microrganismos que

integram esta comunidade e seu papel nos estados patológicos, bem como a eventual

identificação de microorganismos ainda desconhecidos e habitantes da cavidade oral.



2. REVISÃO DE LITERATURA

A presente revisão da literatura será dividida em duas seções, referentes à

etiologia e tratamento da estomatite por dentadura, e aos métodos moleculares para

identificação de microorganismos.

2.1. Etiologia e Tratamento da Estomatite por Dentadura

A estomatite por dentadura é o termo utilizado para descrever mudanças

patológicas caracterizadas por uma inflamação 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 prevalência 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

incidência 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

implementação de rigorosos métodos de controle e prevenção da doença (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 eficácia de um programa preventivo de higiene oral na

redução da colonização da mucosa e da PTMS por Candida, melhorando a condição de

saúde oral.

Essa inflamação oral tem sido classificada em 3 tipos (classificação de Newton):

Tipo I que é caracterizada por inflamação localizada que atinge discretamente algumas

regiões do palato, tendo etiologia associada a infecção, trauma e uma alteração no

mecanismo de defesa do paciente; Tipo II que apresenta um eritema generalizado

envolvendo a área recoberta pela prótese; e, finalmente, Tipo III na qual ocorre uma



hiperplasia das papilas na região do palato (WALTER; FRANK, 1985; ARENDORF;

WALKER, 1987 E JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998). As duas últimas,

devido ao caráter difuso das lesões, parecem apresentar etiologia multifatorial

(ARENDORF; WALKER, 1987). No entanto, recentemente essa classificação foi

contestada pelo estudo de BARBEAU et al. (2003). Nesse estudo, os autores

reavaliaram a ligação entre C. albicans e a estomatite em usuários de PTMS, baseados

em critérios clínicos como o tipo de inflamação e extensão dos tecidos afetados, bem

como no uso de técnicas microbiológicas tradicionais. Concluíram que a presença de

diferentes espécies de Candida mostrou-se mais freqüente em pacientes com estomatite

sendo mais associada à extensão da inflamação do que aos critérios definidos pela

classificação de Newton. Seus dados sugerem que o processo inflamatório pode

favorecer a colonização de Candida o que pode trazer novas implicações para o

diagnóstico e tratamento dessa afecção oral.

De acordo com a literatura, tanto fatores sistêmicos 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 contínuo de PTMS, trauma associado à prótese, má-

higiene da prótese, deficiências nutricionais, reações alérgicas aos materiais da base da

prótese atuam como coadjuvantes na etiologia desta lesão contribuindo a sua

prevalência (ARENDORF; WALKER, 1987; CUMMING et al., 1990;

JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998; MARKOVIC et al., 1999;

GUGGENHEIMER et al., 2000). Porém, esses fatores não representam uma

unanimidade uma vez que PHELAN e LEVIN (1986) não encontraram relação entre

estomatite e diabetes mellitus e FENLON et al. (1998) também não a relacionaram com

fatores sistêmicos. É também controversa a relação entre hábitos relacionados ao

consumo de tabaco e a estomatite uma vez que, embora fortemente apontado como fator

coadjuvante à instalação da estomatite, o tabaco parece provocar alterações na mucosa

oral aumentando o grau de queratinização desses tecidos (MOSADOMI et al., 1978;

BALAEZ et al., 1989), conferindo proteção às estomatites aftosas e à mucosa oral

(GRADY et al., 1992).

Vários estudos afirmam que sua etiologia está relacionada a infecção fúngica -

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 participação desse fungo na etiologia da lesão,

RENNER et al. (1979) encontraram uma concentração deste organismo cem vezes

maior em pacientes portadores de estomatite frente a indivíduos saudáveis.

McMULLAN-VOGEL et al. (1999), detectaram que 70% dos pacientes com sinais

clínicos de estomatite por dentadura exibiram crescimento fúngico 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 notável presença de C. albicans no biofilme da

estomatite pode estar apoiada na alta capacidade de adesão e na hidrofobicidade desse

fungo aliada às condições favoráveis apresentadas pela superfície basal das dentaduras

que propiciam também a colonização bacteriana naquele sítio (RADFORD et al, 1999).

Estudos utilizando análise por microscopia de transmissão eletrônica, afirmam que as

rugosidades e porosidades verificadas na superfície das dentaduras favorecem a

formação de uma película de espessura variada que se apresenta aumentada em

indivíduos portadores de estomatite (THEILADE; BUDTZ-JORGENSEN, 1980;

WALTER; FRANK, 1985). Além de destacar o papel da rugosidade da prótese na

agregação microbiana, MONSENEGO (2000), relata que a formação da película

observada naqueles estudos é iniciada pela absorção de proteínas da saliva pela base da

dentadura seguida da adesão microbiana. Segundo o autor, esse processo de absorção

pode ser mais importante no estabelecimento da referida película do que as retenções do

sítio em questão.

Além dos relatos referentes ao envolvimento da C. albicans, dados sugerem que

o aparecimento da estomatite pode estar relacionado a uma placa não específica

(ARENDORF; WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; RADFORD et al.,

1999), sugerindo uma característica multifatorial e polimicrobiana para esta patologia.

Para ABELSON (1981), a placa depositada sobre a área basal das PTMS é

inquestionavelmente o maior fator etiológico na patogênese da estomatite por

dentadura, bem como da hiperplasia inflamatória e candidíase crônica. Esta placa é uma

película composta de bactérias, fungos e células epiteliais descamadas, que compõem

um complexo biofilme, definido como uma comunidade estruturada de



microorganismos circundados por uma matriz polimérica produzida pelo próprio

biofilme, aderente a uma superfície inerte ou viva. Os biofilmes formados sobre a

PTMS servem como um reservatório protetor para os microorganismos orais

(CHANDRA et al., 2001; JENKINSON; DOUGLAS, 2002; KUMAMOTO, 2002;

DOUGLAS, 2003). A dinâmica de formação de um biofilme passa pela adesão

reversível da célula ao substrato seguida de uma adesão irreversível e formação da

matriz de polissacarídeos onde os microorganismos formam microcolônias, que sob

fluxo, levarão à maior agregação das células e à maturação do biofilme. Desse ponto em

diante, pode ocorrer diferenciação das células que voltam a ser planctônicas

expressando fímbrias, tornado-se móveis e sendo dispersas (KOLENBRANDER, 2000).

Essa dispersão deve controlar o número de microorganismos dentro do biofilme para

que não haja ausência de nutrientes visando a manutenção da estrutura dessa

comunidade. Nesse sentido são ainda descritos como mecanismos de controle o suicídio

celular ou também chamada morte celular programada (apoptose) na qual as bactérias

podem inclusive liberar toxinas (PRAY, 2003). Provavelmente, a conformação do

biofilme confere vantagens a seus habitantes uma vez que as células permanecem

imersas em uma matriz exopolimérica, protegidos da predação e com alto intercâmbio

de nutrientes (sintrofia) e de material genético. Essa dinâmica, deve ser responsável pela

riqueza de características dos microorganismos de um biofilme frente a suas formas

plactônicas (natantes ou livres). Recentemente, tem sido relatado um mecanismo

bacteriano denominado “quorum sensing” (população dependente da expressão de

genes) no qual moléculas sinalizam e regulam genes de modo que novas características,

como fímbrias, toxinas ou enzimas, sejam expressas (DOUGLAS, 2003; PRAY, 2003).

Esse fenômeno ainda não foi verificado em biofilmes de Candida sp. ou biofilmes

mistos (fungos e bactérias), porém, há suspeitas de que essa sinalização intercelular

deva ser bastante complexa e crucial no desenvolvimento, diversidade e distribuição dos

microorganismos neles presentes (DOUGLAS, 2003).

Outra característica importante dos consórcios microbianos (biofilmes) é que,

dentro deles, os microrganismos parecem se comportar de modo diferente expressando

genes que não são expressos em suas formas planctônicas. Isso é verificado, por

exemplo, através dos relatos de que as espécies de C. albicans quando pertencendo a um

biofilme apresentam-se mais resistentes aos antifúngicos do que isoladamente



(KOLENBRANDER, 2000; CHANDRA et al., 2001; DRAKE; BROGDEN, 2002;

JENKINSON; DOUGLAS, 2002; KUMAMOTO, 2002; DOUGLAS, 2003; PRAY,

2003). Esse mecanismo de resistência parece estar ligado a uma série de alterações

mutacionais ou epigenéticas nos fungos que levam à insensibilidade ao fluconazol

(WANG, et al., 1999 e KAKEYA, et al., 2000) ou ainda à grande interação existente

entre células procarióticas e eucarióticas dentro de “biofilmes mistos” compostos por

Candida sp. e por espécies bacterianas (KOLENBRANDER, 2000; DRAKE;

BROGDEN, 2002; JENKINSON; DOUGLAS, 2002; DOUGLAS, 2003; PRAY, 2003).

Já para KUMAMOTO (2002), a alta resistência a antifúngicos apresentada por espécies

de C. albicans é devida a um estado fisiológico especial (alterações epigenéticas, por

exemplo) adotado pelos organismos associados à esta estrutura e por ela protegidos. Em

adição a essas teorias, estudos relacionados à susceptibilidade a drogas revelam que

células fúngicas podem modular a ação de agentes antibacterianos e que bactérias

podem afetar a atividade de agentes antifúngicos nesses biofilmes (DOUGLAS, 2003).

JENKINSON; DOUGLAS (2002), observando biofilmes compostos por C. albicans e

Streptococcus orais (Streptococcus gordonii e Streptococcus salivarius) em próteses,

verificou que tanto o fungo quanto as bactérias citadas podem aumentar a resistência

desses organismos aos medicamentos.

Não raro, os biofilmes são de composição mista (bactérias e fungos)

apresentando uma combinação de gêneros, espécies, linhagens e até sublinhagens,

coabitando a mesma localização do hospedeiro. Desse modo, uma vez que bactérias e

fungos vivem lado a lado como comensais na microflora natural de indivíduos sadios

não é surpresa que ambos, sendo patógenos oportunistas, sejam isolados em sítios

infectados quando de doenças polimicrobianas (SOLL, 2002). Nos últimos anos o

estudo das doenças polimicrobianas tem ganhado força devido à importância crescente

deste tipo de infecção que consiste em manifestações clínicas e patológicas induzidas

pela presença de múltiplos microorganismos, geralmente, de difícil tratamento e

estabelecimento de etiologia. Nelas encontramos 5 mecanismos de patogênese

representados pela: a) predisposição do hospedeiro (mediada por mudanças físicas,

fisiológicas e metabólicas); b) mudanças na mucosa provocadas por um organismo

favorecendo a colonização de outros; c) produção de citocinas que aumentam com a

severidade da lesão, reativam infecções latentes ou favorecem a colonização de outros



microorganismos; d) microrganismos agindo sinergicamente e promovendo atividades

diferentes daquelas produzidas individualmente; e) alterações no sistema imune que

podem promover a colonização de microorganismos (BROGDEN, 2002).

Embora seja relatado que o número de colônias de C. albicans aumenta com a

severidade da inflamação (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

etiológico da estomatite (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; IMAI; TAMAKI,

1999; CHOW et al., 1999; McMULLAN-VOGEL et al., 1999), há indícios de uma

possível e importante participação bacteriana na iniciação e manutenção do biofilme

dessa inflamação 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 ação dos fungos presentes aliado a irritação causada pelas

toxinas produzidas pelo rico biofilme da região, não excluindo, ainda, a possibilidade de

grande envolvimento das bactérias presentes como patógenos importantes. KULAK, et

al., em 1997, suportam esses dados afirmando que a combinação entre C. albicans e

outros microrganismos presentes nesse biofilme podem ser os responsáveis pela

estomatite por prótese. Já em 1973, VAN REENEN enfocava a extensa participação de

componentes bacterianos nessa afecção oral relatando sucesso com a utilização de

antibióticos em seu tratamento. Mais tarde, estudos baseados em métodos

microbiológicos tradicionais, imunológicos, bioquímicos e em microscopia eletrônica

suportaram esses achados verificando a existência de pequeno número 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



composição bacteriana semelhante diferindo apenas no crescente número de C. albicans

apresentado pelos pacientes portadores de estomatite frente aos pacientes sem

estomatite. Estudos utilizando microscópio eletrônico para verificar a ultraestrutura e a

composição do biofilme depositado sobre PTMS, evidenciaram a predominante

presença de espécies de bactérias frente à presença de fungos (representados

principalmente pela C. albicans), porém sem nenhuma diferença entre a composição

dos biofilmes de pacientes sadios e pacientes com estomatite. Além disso, os mesmos

estudos relatam que as C. albicans desenvolvem-se apenas em áreas com total ausência

ou pequena presença de bactérias, e que, quando rodeadas por bactérias, apresentam

sinais citológicos de degeneração evidenciando uma competição pelo nicho ecológico

(THEILADE; BUDTZ-JORGENSEN, 1980; GUSBERTI et al., 1985; WALTER;

FRANK, 1985).

Embora apresente-se quase que assintomática, a estomatite por prótese deve

receber atenção e tratamentos especiais uma vez que pode evoluir para quadros como

hiperplasias somente removidas cirurgicamente, glossites, queilite angular e extensa

colonização de Candida sp. que, combinada com tabaco, representa um importante

agente etiológico 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

desorganização mecânica do biofilme formado), remoção noturna da PTMS, correção

de falhas ou troca da prótese, uma vez que esses procedimentos dificultam a

colonização da prótese pelos microorganismos e diminuem o tempo de agressão destes

junto à 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 implantação de uma educação de

higiene oral é coadjuvante no tratamento, e visa também a manutenção da saúde geral

do indivíduo, importante quando se trata de pacientes geriátricos, grande parte deles

portadores de próteses totais (MATEAR, 1999; MCNALLY et al., 1999; MARKOVIC

et al., 1999; BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000). A utilização de antifúngicos também

não é excluída na terapia dessa afecção 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 utilização é questionável



e deve ser realizada com cautela (BUDTZ-JORGENSEN et al., 1983; ARENDORF;

WALKER, 1987; JEGANATHAN; LIN, 1992; WILSON, 1998). É também indicada a

associação de antifúngicos a condicionadores teciduais, que tornam a adaptação das

próteses e a transmissão de esforços aos rebordos mais aceitáveis (CHOW et al., 1999).

Porém, o uso de condicionadores de tecidos deve ser monitorado pois acredita-se que a

película formada sobre esses materiais pode potencializar a colonização de C. albicans

(NIKAWA et al., 1993; WILSON, 1998).

2.2. Métodos moleculares para identificação de microorganismos

Uma vez que a etiologia da estomatite parece assumir um caráter multifatorial

ligado a um biofilme polimicrobiano pode-se prever que seu estudo seja complexo

principalmente pela existência de muitos microorganismos habitantes da cavidade oral

de difícil ou impossível cultivo pelos métodos microbiológicos tradicionais, pela

dificuldade em se estabelecer meios de cultura e condições adequadas para o cultivo, e

também, devido às limitadas diferenças fenotípicas entre os microorganismos passíveis

de verificação ao microscópio (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 freqüente discrepância

entre a contagem direta em microscópio e o número de bactérias cultiváveis já 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 o momento, e que os métodos de cultura são inadequados para o seu

estudo completo (WARD et al., 1990). Esse fato tornou-se um desafio que encontrou

amparo na análise filogenética baseada na seqüência do gene do RNA ribossomal,

quando, empregando-se métodos independentes de cultivo, tem-se confirmado as

especulações a respeito da existência de grande diversidade de microorganismos não

cultiváveis (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 à crescente necessidade de se conhecer melhor os constituintes de uma

comunidade microbiológica, RELMAN E FALKOW (1992) demonstraram que a

combinação da reação em cadeia de polimerização de DNA ou PCR (Polymerase Chain

Reaction) com o seqüenciamento seguido de filogenia molecular baseada no gene do

RNA ribossomal 16S, permitiu um novo enfoque para a identificação de patógenos que

não podem ser cultivados pelos métodos tradicionais. Deste modo, a extensa

composição destas comunidades (biofilmes) poderia ser melhor elucidada, novos

agentes potencialmente patogênicos poderiam ser descobertos e eventualmente, doenças

até então idiopáticas, poderiam ter seus agentes etiológicos conhecidos. Essa

metodologia é fortemente dependente dos programas desenvolvidos na bioinformática,

conferindo o rigor necessário às análises comparativas e filogenéticas entre os 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 seqüências.

Nela, os segmentos são emparelhados de maneira arbitrária até que seja determinado o

melhor índice (“escore”) de alinhamento (GIBAS; JAMBECK, 2001). Os genes

codificadores da subunidade menor do RNA ribossomal apresentam regiões com

seqüências altamente conservadas ao mesmo tempo que abrigam áreas bastante

variáveis de organismo para organismo, o que os tornam moléculas-chave nos estudos

envolvendo identificação e seqüenciamento de bactérias e fungos (EDWARDS et al,

1989). Sua utilização levou à maior descoberta recente sobre a diversidade ancestral da

vida, quando CARL WOESE (2000) utilizou estas seqüências para demonstrar a

distinção entre Bacteria, Archaea e Eukaria. Para o estudo de populações bacterianas

têm-se empregado comumente a amplificação 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 amplificação 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 distribuição e diversidade de microorganismos

no mundo é bem maior do que se podia prever anteriormente aos métodos de

identificação moleculares, baseados na seqüência de ácidos nucléicos. Esta metodologia



não só pode demonstrar a participação de agentes microbianos em doenças até então

consideradas não infecciosas, como também permitir um novo enunciado para a relação

causal entre microorganismos e doenças (postulados de Koch molecular). SONG et al.,

em 2003, demonstraram que a análise dos genes do rRNA 16S promove maior precisão

na identificação de importantes linhagens clínicas de coccus anaeróbios Gram-positivos

frente a análise fenotípica tradicional. KOLENBRANDER (2000), também relata que

essa nova tecnologia para investigação da população bacteriana oferece a possibilidade

do estudo do arranjo espacial dos participantes dos biofilmes orais bem como de seu

desenvolvimento e interação.

Aplicando os métodos moleculares independentes de cultivo a um raspado de

placa subgengival, KROES et al., em 1999, puderam identificar microorganismos não

caracterizados previamente em um nicho microbiológico 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 sítios orais em diferentes situações e periodontopatias, foram sequenciados 42 clones

por indivíduo sadio, 46 clones por indivíduo com periodontite, 126 clones por paciente

com peridontite refratária, 104 clones por paciente sem doenças sistêmicas porém com

regiões orais ulceradas ou necróticas e 17 clones por paciente portador de HIV o que

possibilitou estimar o número total provável de habitantes deste nicho natural (cerca de

500 espécies distintas), ampliando consideravelmente o número de microorganismos

descritos como presentes na cavidade oral. Recentemente, KAZOR et al. (2003),

determinaram a diversidade bacteriana no dorso da língua de pacientes e compararam as

bactérias predominantes (incluindo espécies não cultiváveis) 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 indivíduo.



3. OBJETIVOS

Pretende-se, com este estudo, buscar o objetivo geral de investigar a diversidade

microbiológica existente no biofilme de usuários de próteses totais muco suportadas

(PTMS) portadores de estomatite e livres dessa lesão.

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

1 Usando iniciadores específicos para o gene do RNA ribossomal

16S bacteriano e para o gene do RNA ribossomal 5,8S (fungos) e regiões

ITS (Internal Transcribed Spacer) adjacentes, amplificar por PCR o material

obtido de lesões de estomatite por dentadura e de regiões de contato de

indivíduos com dentadura e sem lesão;

2 Clonar em vetores apropriados o produto das amplificações e

seqüenciar no mínimo algumas centenas de clones para amostrar a

diversidade microbiológica presente nas lesões;

3 Comparar as seqüências obtidas e identificar seu grau de

identidade/similaridade com a informação existente nas bases de dados para

os genes acima citados;

4 Seqüenciar completamente os genes que porventura indiquem

novas variantes ou para confirmar espécies conhecidas quando necessário;

5 Construir árvores filogenéticas com os resultados obtidos e

analisar os dados;

6 Caracterizar os biofilmes e traçar hipóteses para o estudo

continuado dos mecanismos de patogenicidade na estomatite por prótese.



4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1 População analisada

Foram selecionados 20 pacientes dentre aqueles que procuraram tratamento na

Clínica de Prótese Total da Universidade de Taubaté e da Universidade do Vale do

Paraíba sob a supervisão do Prof. Dr. Vicente de Paula Prisco da Cunha, responsável

pela disciplina de Prótese Total da UNIVAP de Prótese Total e Oclusão 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 clínicos registrados em fichas apropriadas mediante anamnese detalhada e exame

clínico minucioso (Anexo II). Foram selecionados apenas os pacientes que não

relataram a utilização de antibióticos ou antifúngicos num período de 3 meses antes das

coletas. Os procedimentos realizados para a coleta das amostras não 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

formulário próprio (Anexo III). Para a realização do presente trabalho, foi obtida a

aprovação dos Comitês de Ética em Pesquisa da UNIVAP, UNESP e UNITAU para

este estudo (Anexos IV).

4.2 Coleta das amostras

Os pacientes selecionados foram divididos em 2 grupos contendo 10 indivíduos

cada um: Grupo I (Controle) composto por pacientes usuários de dentaduras e

clinicamente livres de estomatite e Grupo II (Experimental) composto por pacientes

portadores de estomatite por dentadura clinicamente detectada. A divisão dos grupos

baseou-se em critérios clínicos nos quais foram considerados livres de estomatite

aqueles indivíduos que apresentavam mucosa oral com aspecto de normalidade,

coloração rósea e ausência de alteração clínica. Já os indivíduos portadores de

estomatite apresentavam aspecto fora da normalidade, intenso vermelhão na mucosa e

perda da textura normal da mesma.

Após a seleção e a divisão dos pacientes em grupos, amostras da placa

depositada sobre a base da PTMS e da área 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 Laboratório de

Genética Molecular e Genomas do Instituto de Pesquisa & Desenvolvimento da

Universidade do Vale do Paraíba (UNIVAP), com a colaboração da Profa. Dra. Luciana

Campos Paulino, do Prof. Leonardo Marchini, e sob a orientação do Prof. Dr. Francisco

Gorgônio da Nobrega.

a) Extração do DNA (lise das amostras): Cada uma das 20 amostras

coletadas foram adicionadas à 500µl de solução de extração (Kit QuickExtract,

Epicentre, Madison, WI) e aplicou-se o protocolo de extração segundo as

recomendações do fabricante: agitar em agitador tipo vórtice por 10 segundos e incubar

a 65ºC por 30 minutos, agitar em vórtice por mais 15 segundos e incubar a 98ºC por 08

minutos (2 vezes), agitar em vórtice por 15 segundos e armazenagem à -20 ou -80oC.

b) Grupos de Trabalho: Após extração, as amostras de cada indivíduo, foram

reunidas em 2 grandes grupos, seguindo os critérios já descritos: Grupo I (sem

Estomatite) e Grupo II (com Estomatite). Cada grupo era composto por 10µl de cada um

dos 10 pacientes previamente selecionados, perfazendo um volume total de 100µl por

grupo. Seguiu-se a precipitação com 4µl de glicogênio (1mg/ml), 5µl de 5M NaCl e

300µl de etanol 100%, armazenamento à -20ºC por 30 minutos e centrifugação em

microcentrífuga a 13.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado por

inversão e procedeu-se duas lavagens com 500µl de etanol 80% e centrifugação a

13.000 rpm por 5 minutos. Após secagem à vácuo, os grupos foram ressuspensos em

20µl de solução de extração (Kit QuickExtract, Epicentre, Madison, WI). A distribuição

dos grupos de trabalho pode ser verificada no Anexo I.

c) Amplificação do gene do 16S rRNA bacteriano, e do gene 5,8S

rRNA de fungos e regiões ITS vizinhas: Os iniciadores (“primers”) utilizados no

estudo estão relacionados no Anexo I. Após as amplificações, descritas a seguir,

alíquotas de 3µl dos produtos pós-PCR foram analisadas, por eletroforese com tampão

1X TBE (80mM Tris; 113mM ácido bórico e 2,5mM EDTA, pH entre 8,0 a 8,3), em gel



de agarose 1% corado com brometo de etídio (10mg/ml) e fotografadas sob luz

ultravioleta em transiluminador.

c.1) Amplificação dos genes de 16S rRNA utilizando iniciadores

genéricos e iniciadores específicos para bactérias (Bacteroidetes sp. e

Espiroquetas sp.): A amplificação dos fragmentos de aproximadamente 1500 bases,

foi realizada em 50µl de volume final para cada um dos grupos. Em cada amostra

tínhamos 3-4µl de DNA molde da amostra, 20 pmoles de cada iniciador, 40nMoles dos

desoxinucleotídeos trifosfatados (dNTPs), 1µl de MgSO4 (50mM), 5µl de solução

tampão (10X Pfx Amplification Buffer - Life Technologies) e 0,4µl da enzima Platinum

(1U/µl, Pfx DNA Polymerase - Life Technologies). Um protocolo hot start foi utilizado

em ciclador Hybaid modelo PCR Express: 95ºC, 8 minutos; e 30 ciclos com 95ºC por

45 segundos; 60ºC por 45 segundos; 72ºC por 1,5 minutos com a adição de 5 segundos

por ciclo. No final foi feita incubação a 72º C por 10 minutos (PASTER et al., 2001).

c.2) Amplificação do gene do 5,8S rRNA e regiões ITS utilizando

iniciadores genéricos para fungos: A amplificação dos fragmentos de

aproximadamente 400 bases, foi realizada em 50µl de volume final para cada um dos

grupos. Em cada amostra tínhamos 3-4µl de DNA molde da amostra, 20 pmoles de cada

iniciador, 40nMoles dos desoxinucleotídeos trifosfatados (dNTPs), 1µl de MgSO4

(50mM), 1µl de solução tampão (10X Pfx Amplification Buffer - Life Technologies) e

0,25µl da enzima Platinum (1U/µl, Pfx DNA Polymerase - Life Technologies). Um

protocolo hot start foi utilizado em ciclador Hybaid modelo PCR Express: 30 ciclos

com 95ºC, 1 minuto; 55ºC por 1 minuto e 72ºC por 1,5 minutos. Após o último ciclo foi

realizada uma extensão a 72º C por 5 minutos (FUJITA et al., 1995).

d) Purificação dos produtos de PCR: Seguiu-se, então, a purificação das

bandas obtidas por eletroeluição (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 diálise com solução tampão (TBE 1:10).

Essas foram levadas a uma cuba de eletroforese ligada a uma fonte de corrente contínua

de 500V por 5 minutos (Power PAC 3000 – BioRad) para que o DNA eletroeluído da

agarose ficasse em solução no tampão. Esta solução foi coletada com cuidado e

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



agitação em vórtice foi realizada a extração com v/v de fenol, agitação por inversão e

centrifugação a 13.000 rpm por 15 minutos. Coletou-se a fase aquosa e realizou-se, em

capela, 2 extrações v/v com éter seguidas de novas centrifugações por 5 minutos a

13.000 rpm. Segui-se a purificação do DNA por precipitação com etanol absoluto, 1/20

do volume de 5M NaCl; 0,01µg de glicogênio por microlitro de solução de DNA e

incubação em –80°C por 30 minutos. Após centrifugação por 15 minutos a 13000rpm, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado de DNA foi lavado duas vezes com 80%

etanol; 1mM EDTA centrifugando-se nas mesmas condições acima. O precipitado de

DNA foi seco a vácuo, redissolvido em 20µl de TE (10mM Tris pH 8,0; 1mM EDTA,

pH 8,0) e teve sua concentração verificada em gel de agarose 1%.

e) Adição de adenina terminal: Para todos os grupos, foi realizada uma

incubação a 70ºC por 10 minutos (PTC-100 - MJ Research, Inc) com DNA polimerase

comum para a inclusão da base adenina à extremidade 3’ dos fragmentos de DNA

eluído e facilitação das posteriores clonagens já que a polimerase utilizada na reação de

amplificação é de alta fidelidade e não adiciona adeninas terminais. Para tal utilizou-se

uma alíquota de 4µl do DNA eletroeluído purificado; 0,2µl de Taq DNA polimerase

(Life Technologies, USA); 0,4µl MgCl2; 0,2µl de dATP (10mM, Life Technologies,

USA); 1µl de solução tampão para a enzima (10X PCR Buffer, Life Technologies,

USA) e 4,2µl H2Odd, perfazendo um total de 10µl para cada amostra.

f) Geração das bibliotecas: Para as clonagens e as manipulações respectivas

com DNA foi utilizado o sistema TOPO  TA (Invitrogen, Life Technologies, USA),

seguindo as recomendações do fabricante. O vetor de expressão usado foi o pCR 4-

TOPO  que apresenta cerca de 3957 nucleotídeos, contém o gene ccdB fusionado ao

fragmento LacZα que somente permite o crescimento de recombinantes positivos

(colônias com fragmento de DNA amplificado) realizando dessa forma a seleção das

colônias desejadas (Invitrogen Ltd., 2002). Também é possível a seleção de clones com

insertos utilizando-se X-Gal (20mg/ml). A vantagem deste sistema reside na eficiência

da ligação entre os fragmentos de PCR com adição de adeninas (3') terminais e o vetor

já preparado com extensões complementares contendo timina e já ativados com a

enzima topoisomerase. Portanto a reação não necessita adição da ligase já que a enzima

está covalentemente ligada ao vetor. Para a construção da biblioteca genômica seguiu-se



a “ligação” (união dos fragmentos de DNA ao vetor de clonagem) utilizando 1µl de

solução salina (1,2M NaCl, 0,06M MgCl2), 0,5µl de solução contendo vetor de

clonagem (pCR 4-TOPO ), 2,5µl de água estéril e 2µl de DNA, perfazendo um volume

total de 6µl. Os componentes foram agitados brevemente em vórtice e incubados por 30

minutos em temperatura ambiente. As “transformações” de bactérias (inclusão do

conjunto fragmento do DNA+vetor de clonagem dentro de bactérias) foram feitas, em

fluxo laminar, utilizando 3µl da ligação adicionados ao tubo contendo 50µl da linhagem

competente “TOP10 One shot” de E. coli (Invitrogen, Life Technologies, USA). Após

incubação, em gelo, por 30 minutos levou-se as amostras ao banho-maria a 42ºC por 30

segundos voltando imediatamente para o gelo. A seguir, todo o conteúdo foi adicionado

em 250µl 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 giratória (New Brunswick modelo

Classic C24 - Edison, NJ, USA) a 37°C, 200rpm por 1h. A seleção foi feita em placas

de Petri contendo o meio de LA e X-Gal (20mg/ml), seguindo protocolos clássicos

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

g) Armazenamento dos clones e preparação de DNA plasmidial: As

colônias selecionadas foram armazenadas, a -80ºC, em microplacas para 96 amostras

contendo meio CircleGrow com glicerol 8% e ampicilina após crescimento pela noite a

37ºC. Todos os procedimentos para a preparação de DNA plasmidial foram realizados

em duplicatas nas quais, alíquotas 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 incubação, para o crescimento das colônias, a 37ºC, 220 rpm

por um período entre 18-24 horas em incubadora de plataforma giratória (New

Brunswick modelo Classic C24 - Edison, NJ, USA). Após esse período 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, 25µl de

H2Odd sob agitação em vórtice por cerca de 10 minutos (Agitador de tubos MA 162

MARCONI). Adicionou-se às amostras 14ml de uma solução composta por Tween 20

(5M NaCl, 5% v/v Tween 20, 1mM EDTA pH 8,0; 1M Tris HCl pH 8,0), 0,6 mg/ml

lisozima e 266µl de RNAse (10mg/ml) seguida de uma incubação por 5 minutos em

temperatura ambiente. As placas foram levadas 3 vezes ao forno de microondas em alta

potência por cerca de 30 segundos, e, imediatamente após, seguiu-se a adição de 300µl



de H2Odd, agitação em vórtice por 15 segundos e incubação em gelo por 10 minutos.

Procedeu-se a centrifugação por 30 minutos, 4000rpm, 4°C (Eppendorf Centrifuge

5804R rotor A-2-MTP) e, em seguida 180µl do sobrenadante foi coletado em mini

placas, de 96 amostras, contendo 110µl de isopropanol e 10µl de 5M NH4OAc. Estas

foram mantidas a –80°C por 30 minutos e centrifugadas por 40 minutos, 4000rpm, 4°C.

Após desprezar o sobrenadante o precipitado de pDNA foi lavado 2 vezes com 200µl de

etanol 80%, centrifugado por 20 minutos, 4000rpm, 4°C, levado para secagem a vácuo e

redissolvido em 25µl de TE (10mM Tris pH 8,0; 1mM EDTA) (MARRA et al, 1999).

Ao final, as amostras foram analisadas em gel de agarose 1% conforme já descrito no

“item c”.

h) Seqüenciamento dos genes do 16S rRNA e do segmento contendo

os genes do 5,8S rRNA e regiões ITS: O seqüenciamento processou-se com o

sistema Big Dye Terminator em volume final de 10µl para cada reação. A reação

continha aproximadamente 20ng DNA, 3 pmoles de “primer” específico para

sequenciamento 78SS e 79SR (Anexo I), 2µl de “Big Dye” versão 3.1 (kit que reúne a

Ampli Taq DNApolymerase Fs; os quatro deoxinucleotídeos trifosfato (dNTPs) e os

dideoxi terminadores (A-dR6G; C-dROX; G-dR110 e T-dTAMRA)] e 2,2µl de tampão

Save Money (10mM Tris pH 7,5 e 1µM EDTA). As ciclagens foram realizadas em um

ciclador (PTC-100 - MJ Research, Inc) com 35 ciclos: 96ºC por 10 segundos;

anelamento e extensão a 50ºC por 5 segundos e elongação a 60ºC por 4 minutos. Após a

reação, seguiu-se a precipitação do DNA adicionando-se 5µl NG (1mg de Glicogênio

dissolvidos em 1ml 5M NH4OAc), 50µl de 100% etanol e deixando-se a -80ºC por

aproximadamente 30 minutos ou pela noite (“over-night”). O precipitado foi

centrifugado por 30 minutos, 4000rpm, 4ºC e o sobrenadante desprezado. Procedeu-se 2

lavagens com 110µl de 80% etanol e centrifugação por 15minutos, a 4000 rpm. Após a

lavagem o DNA passou por secagem à vácuo e redissolvido em 2µl de formamida para

o seqüenciamento. As reações de seqüenciamento foram analisadas em seqüenciador

automático ABI 3100.



4.4 Tratamento e Análise dos dados

Os dados gerados a partir do seqüenciamento dos clones foram analisados

inicialmente por meio dos primeiros 500 pares de bases obtidos para identificação e

localização aproximada da origem da seqüência. Todas as seqüências foram processadas

em formato “fasta” sendo consideradas para análise apenas aquelas que apresentavam

no mínimo 400 bases de boa qualidade, procedendo-se a análise do cromatograma e

remoção de seqüências do vetor com o auxílio dos programas Sequencer 3.1 para MAC,

e Lasergene (DNASTAR, Inc.).

As seqüências obtidas foram comparadas com o banco de dados nr (não-

redundante) do GenBank (NCBI), usando o algoritmo BlastN que compara uma

seqüência de nucleotídeos contra uma base de dados de seqüências nucleotídicas

(PERTSEMLIDIS.; FONDON, 2001) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e

alinhadas utilizando o programa ClustalW (http://clustalw.genome.ad.jp/, THOMPSON

et at., 1994). Utilizando o programa MEGA versão 2.1 (KUMAR et al., 2001), árvores

filogenéticas foram construídas utilizando o método “neighbor-joining” (SAITOU e

NEI, 1987), matriz de distância Jukes-Cantor (JUKES e CANTOR, 1969) e teste de

inferência com “bootstrap” (1000 replicações). Em relação às bactérias identificadas,

foram construídas 3 árvores: uma árvore representando o agrupamento das espécies de

bactérias comuns a ambos os biofilmes analisados (denominado “biofilme

fundamental”) e outras duas árvores contendo as espécies encontradas exclusivamente

no biofilme sadio (grupo I) e no biofilme com estomatite (grupo II). Já em relação aos

fungos, devido ao pequeno número de espécies identificadas, apenas uma árvore foi

construída 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 relação às características dos pacientes selecionados nesse estudo obtidas

por meio de anamnese e exame clínico, observamos que no grupo I (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 usuários de algum

tipo de medicamento. Quanto aos hábitos dos pacientes e estado das próteses, nenhum

dos indivíduos relatou o consumo de álcool, 30% deles eram fumantes, 70% apresentam

próteses antigas e 50% estavam em condições inadequadas de higiene. Já no grupo II

(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

usuários de algum tipo de medicamento. Nenhum dos pacientes relatou hábitos como

tabagismo e etilismo. Porém, 80% deles portavam próteses antigas e em condições

insatisfatórias de higiene. Esses dados podem ser verificados, mais detalhadamente, na

Figura 5.1.
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Figura 5.1. Gráfico da freqüência (%) das características encontradas nos pacientes

selecionados de acordo com o grupo experimental.

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

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



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

verificados nas figuras 5.2 e 5.3, a seguir.

      STD 1E-  1E+   2E-   2E+   3E-   3E+

Figura 5.2. Produtos de amplificação por PCR com ~1.500bp (16S rDNA de bactérias),

onde STD: padrão molecular de tamanho; E-: sem estomatite; E+: com estomatite.

        STD    E+      E-

Figura 5.3. Produtos de amplificação por PCR com ~ 400bp (5,8S rDNA e regiões ITS

de fungos), onde STD: padrão molecular de tamanho; E-: sem estomatite; E+: com

estomatite.

Os resultados obtidos da análise dos 1302 clones foram comparados com os

dados pertencentes ao GenBank (NCBI), algoritmo BlastN, obtidos no período de

outubro a dezembro de 2003. As seqüências parciais analisadas apresentaram no

mínimo 400 bases (bactérias) e 200 bases (fungos), e-value muito próximo 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 seqüências que não apresentam tal percentual de identidade

15 kb
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1E- primers genéricos bactérias
1E+ primers genéricos bactérias
2E- primers Bacteriodetes sp.
2E+ primers Bacteriodetes sp.
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3E+ primers Espiroquetas sp.
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podem não pertencer a mesma espécie indicada por meio do algoritmo BlastN e são

denominadas filotipos. Baseados nesse critério, foi realizado o seqüenciamento

completo das seqüências que mostraram percentual de identidade inferior a 98,5%,

utilizando primers internos (Anexo I), para posterior submissão ao banco de dados do

NCBI, correta verificação da identidade e possível identificação molecular de novas

variantes (organismos).

Em relação às bactérias foram analisados um total de 1110 clones, dos quais 342

clones foram gerados pela amplificação com iniciadores específicos para Bacteroidetes

sp. e Espiroquetas sp., e 768 clones foram gerados da amplificação com iniciadores

genéricos (Anexo I). Foram identificadas 81 espécies diferentes e dentre elas 21 foram

classificadas como não-cultiváveis ou não-identificadas. 34 espécies foram comuns a

ambos os grupos (“biofilme fundamental”), 18 foram encontradas apenas no grupo I

(sem estomatite) e 29 apareceram apenas no grupo II (com estomatite). Algumas

espécies foram comuns a ambos os grupos (“biofilme fundamental”) mas, apresentaram

linhagens exclusivamente no grupo I ou exclusivamente no grupo II. Por esse motivo

não foram contadas como espécies identificadas nesses grupos conforme pode ser

verificado nas árvores filogenéticas representadas nas Figuras 5.4, 5.5 e 5.6. De um

modo geral, o biofilme sadio seria caracterizado pela presença de Dialister,

Actinomyces, Actinobacillus, Eubacterium, Lachnospiraceae, Veillonella, Streptococcus

e menor variedade de bactérias não-cultiváveis. O biofilme da estomatite, por sua vez,

apresentaria composição representada por Abiotrophia, Cryptobacterium, Olsenella,

Streptococcus, Lactobacillus, Prevotella e uma grande variedade de bactérias não-

cultiváveis e não-identificadas. De acordo com esses resultados, pode-se verificar que o

Grupo II (com estomatite) apresentou maior diversidade de bactérias frente ao Grupo I

(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 II (com estomatite) apresentou somente C. albicans enquanto que o grupo I

(sem estomatite) apresentou outras espécies de Candida (Candida glabrata e Candida

tropicalis). Desse modo, inverteu-se o resultado obtido com a análise da composição

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



o Grupo I (sem estomatite) apresentou maior diversidade frente ao Grupo II (com

estomatite).

As árvores filogenéticas representando as bactérias e os fungos identificados nos

biofilmes analisados são apresentadas logo a seguir (Figuras 5.4, 5.5, 5.6 e 5.7). Foram

geradas 4 árvores demonstrando, respectivamente, as bactérias pertencentes

exclusivamente ao grupo I (sem estomatite), as bactérias comuns a ambos os grupos

(“biofilme fundamental”), as bactérias exclusivamente relacionadas ao grupo II (com

estomatite) e os fungos identificados em ambos os grupos desse estudo. Nelas podem

ser verificadas as diferenças na composição microbiana encontradas nesse estudo bem

como o número de clones que apresentaram similaridade aos dados depositados no

banco consultado (GeneBank, NCBI – algoritmo BlastN).



Espécies ou filotipos, linhagens
ou ID (identidade do clone);
no acesso no GenBank;
no total de clones ou isolados ( ).

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

 Streptococcus anginosus strain VAMC3075; AF169358.1; (6)

 Streptococcus gordonii; AF003931.1; (20)

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)

 Eubacterium sp. oral clone DO016; AF385510.1; (7)

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)

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

100

100

90

99

98

62

91

44

56

84

86

66

39

99

11

22

0.05



Espécies ou filotipos, linhagens
ou ID (identidade do clone);
no acesso no GenBank;
no total de clones ou isolados ( ).
Detectados em:
! pacientes sem estomatite
◆  pacientes com estomatite

Figura 5.5. Árvore filogenética das espécies bacterianas ou filotipos comuns a ambos os biofilmes

analisados (“Biofilme Fundamental”). A barra representa 20% de diferenças nas seqüências de

nucleotídeos.

Uncultured Veillonella sp. clone NB2F1; AB064857; (2) ; (5)◆

 Unidentified oral bacterium RP55-2; AB028412; (3) ; (5)◆

Uncultured Veillonella sp. clone BU083; AF366266; (22) ; (35)◆

 Uncultured Veillonella sp. clone 007(01); AJ320168; (5) ; (13)◆

Uncultured bacterium clone OLDC-E3; AB099776; (17) ; (40)◆

 Veillonella sp. oral clone AA050; AF287782; (20) ; (5)◆

Uncultured bacterium clone ABLCf8; AF499900; (12) ; (16)◆

 Uncultured bacterium inhufecA-11; AY328359; (5) ; (9)◆

Unidentified oral bacterium RP55-5; AB028414; (3) ; (7)◆

 Selenomonas noxia; AF287799; (1) ; (1)◆

Selenomonas noxia-like sp. oral clone CI002; AF287798; (1) ; (3)◆

 Atopobium parvulum; AF292372; (39) ; (54)◆

Neisseria meningitidis serogroup A strain Z2491; AL162758; (6) ; (4)◆

 Porphyromonas sp. oral clone CW034; AY008310; (2) ; (1)◆

Prevotella oulora; L16472; (4) ; (10)◆

Prevotella sp. oral clone FM005; AF432133; (2) ; (50)◆

Prevotella melaninogenica; AY323525; (8) ; (3)◆

Lactobacillus salivarius; AF420311; (5) ; (5)◆

Lactobacillus gasseri strain ATCC 33323; AF519171; (7) ; (8)◆

Gemella haemolysans; L14326; (2) ; (10)◆

 Streptococcus mutans UA159; AE015006; (7) ; (7)◆

 Streptococcus mitis isolate 2Du; AF393760; (5) ; (8)◆

 Unidentified oral bacterium RP55-19; AB028427; (4) ; (6)◆

 Uncultured Streptococcus sp. clone NB2G5; AB064835; (3) ; (2)◆

 Streptococcus sp. oral clone AG008; AY134909; (5) ; (5)◆

 Streptococcus parasanguinis; AF543299; (4) ; (3)◆

 Streptococcus salivarius strain ATCC 7073; AY188352; (5) ; (12)◆

 Streptococcus cristatus  strain ATCC 51100; AY188347; (5) ; (9)◆

 Streptococcus mitis strain 209; AJ295853; (10) ; (10)◆

 Streptococcus pneumoniae TIGR4; AE007495; (3) ; (4)◆

 Unidentified oral bacterium AP60-55; AB028407; (3) ; (2)◆

 Streptococcus mitis; AF003929; (2) ; (7)◆

 Streptococcus mitis isolate 5Ki; AF393763; (2) ; (5)◆

 Streptococcus anginosus strain 1093; AF145244; (8) ; (3)◆

Lactobacillus salivarius subsp. salivarius; AF089108; (3) ; (3)◆

Selenomonas sp. oral clone FT050; AY349403; (3) ; (1)◆

 Megasphaera genomosp. C1; AY278622; (3) ; (1)◆

 Veillonella sp. oral clone X042; AF287781; (26) ; (32)◆
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Espécies ou filotipos, linhagens
ou ID (identidade do clone);
no acesso no GenBank;
no total de clones ou isolados ( ).

Figura 5.6. Árvore filogenética das espécies bacterianas ou filotipos identificados no

biofilme dos pacientes com estomatite (Grupo II).

Uncultured Streptococcus sp.; AY256519; (8)

Uncultured bacterium clone t025; AF422599; (15)

Uncultured bacterium clone KM46; AY216449; (5)

 Streptococcus sp. oral clone EK048; AF385574; (9)

 Streptococcus mitis isolate 4Wa; AF393762; (4)

 Streptococcus vestibularis strain ATCC 49124; AY188353; (10)

Streptococcus sp. oral strain T4-E3; AF385526; (3)

 Uncultured bacterium clone BM89MF5BH9; AF365536; (6)

 Streptococcus mitis ATCC 903; AY281078; (6)

 Streptococcus genomosp. C6; AY278634; (4)

Uncultured Streptococcus sp. clone NB5C1; AB064839; (4)

Unidentified oral bacterium AP60-15; AB028374; (5)

Abiotrophia (Granulicatella) elegans; AF016390; (16)

 Lactobacillus sp. TMW 1.666; AJ250074; (3)

Lactobacillus sp. oral clone HT070; AY349383; (5)

Uncultured Lactobacillus sp. clone LabS1; AF335914; (12)

 Selenomonas flueggei-like sp. clone AH132; AF287804; (5)

 Atopobium rimae; AF292371; (31)

 Uncultured bacterium clone p-3423-SwA2; AF371712; (16)

 Olsenella genomosp. C1; AY278623; (3)

Cryptobacterium curtum; AB019260; (5)

 Prevotella sp. oral clone ID019; AY349400; (5)

Prevotella denticola; AY323524; (6)

 Prevotella sp. oral clone AO036; AY005054; (6)

Prevotella denticola ATCC 33185; L16466; (10)

 Prevotella pallens strain 9423; Y13106; (8)

Prevotella sp. oral clone GI032; AY349396; (6)

Prevotella sp. oral clone BE073; AF385551; (36)

Prevotella sp. oral clone DO027; AF385511; (3)

 Eubacterium sp. oral clone IR009; AY349376; (1)

Uncultured Clostridiales bacterium clone 9-1-7; AY423746; (3)

 Prevotella sp. oral clone DO039; AF385513; (4)
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Figura 5.7. Árvore filogenética das espécies ou filotipos de fungos identificados nos biofilmes analisados.

 Candida albicans isolate wb175; AF455531.1; (34)   ◆

 Candida albicans 18S; AY196001.1; (22)   ′

 Candida albicans isolate wb199; AF455524.1; (29)  ′

 Candida albicans isolate wb304; AF455483.1; (28) ◆

 Candida albicans strain ATCC 36232; AY217024.1; (28) ′

 Candida tropicalis strain ATCC 750T; AF218992.1 (11)  

 Candida glabrata strain BCH2120; AF441198; (14)   

 Candida glabrata strain UWFP-192 5.8S; AF218995.1; (26)   100
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6. DISCUSSÃO

Os dados levantados por meio de anamnese e exame clínico dos indivíduos

pertencentes a esse estudo descritos nos resultados e constantes do Anexo I indicam que

os mesmos apresentam características semelhantes. A maioria dos pacientes é do sexo

feminino, com média de idade de 54,9 anos e algumas diferenças marcadas pela maior

ocorrência de pacientes portadores de próteses antigas ou em condições insatisfatórias

de higiene no Grupo II. Esse dado é extremamente relevante no que concerne à

instalação e desenvolvimento da doença estomatite protética, uma vez que condições

adequadas de higiene e conservação das próteses são, sabidamente, fatores de

fundamental importância para a manutenção da saúde do indivíduo 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 sistêmicos, hábitos inadequados de higiene são apontados como

coadjuvantes na etiologia dessa afecção oral (VITKOV et al., 1999; GUGGENHEIMER

et al., 2000; FENLON et al., 1998; MARKOVIC et al., 1999).

Em relação aos hábitos dos pacientes pertencentes ao estudo, não pôde ser

estabelecida uma relação positiva entre o tabagismo e a estomatite. Embora o fumo seja

vastamente referido na literatura como fator coadjuvante à instalação da estomatite por

prótese (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 afecção oral era fumante, enquanto

que 30% dos pacientes que não apresentavam estomatite faziam uso de tabaco. Esses

dados sugerem que o tabaco e a queratinização verificada na mucosa de pacientes

fumantes (MOSADOMI et al., 1978; BALAEZ et al., 1989), pode conferir proteção aos

tecidos e dificultar a instalação da estomatite por prótese, assim como é relatado no caso

de estomatites aftosas (GRADY et al., 1992).

As informações referentes às condições sistêmicas dos pacientes foram obtidas

através de entrevistas anamnéticas sem a utilização de exames comprobatórios. A única

doença citada foi diabetes e dentre os indivíduos, apenas um (Grupo I) relatou ser

portador da mesma. Embora os fatores sistêmicos, como diabetes, sejam apontados



como importantes agentes coadjuvantes no estabelecimento da estomatite, a literatura, é

ainda controversa a esse respeito. PHELAN e LEVIN (1986), não conseguiram

estabelecer relação 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 predisposição à estomatite por dentadura frente àqueles que não

apresentam tal doença, o que, no entanto, não determina o estado de doença ou saúde da

cavidade oral. Assim, a ausência de exames que comprovem a veracidade das

informações relatadas pelos pacientes não deve interferir no estabelecimento dos grupos

desse estudo, uma vez que os fatores levados em consideração para a divisão dos

mesmos foram referentes aos caracteres clínicos da região avaliada. Os aspectos

sistêmicos auxiliaram na melhor caracterização dos indivíduos pertencentes ao estudo

somando-se aos dados relatados na literatura.

Pouco se sabe, ainda, sobre a composição do biofilme da estomatite e esse fato

se deve às limitações inerentes aos métodos microbiológicos tradicionais limitados,

fundamentalmente, pela existência de muitos organismos de difícil ou impossível

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 afecção oral, a utilizar métodos moleculares independentes de cultivo

empregando análise 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 clínicos. Dessa

forma, buscou-se acessar de forma mais geral os dados pertencentes à população

avaliada em relação ao biofilme nos estados de saúde (sem estomatite) e de doença

(com estomatite) sequenciando 1302 clones. Se comparada à amostragem de 2522

clones analisada no estudo de PASTER et al. (2001) para a determinação da diversidade

microbiana de cinco diferentes estados (entre saúde e diferentes patologias), nossa

amostra, embora não seja individual como a deste estudo, parece ser bastante robusta

uma vez que analisou apenas 2 estados (saúde e doença) e referiu-se a apenas uma

patologia – a estomatite por dentadura. Não é excluída, no entanto, a necessidade da



realização de um próximo estudo para a análise individual do biofilme nos estados de

saúde e de doença pois ela poderá complementar e confirmar os resultados da presente

investigação.

Visando a verificação da diversidade microbiana nos biofilmes sadio e com

estomatite realizou-se a amplificação da região do 16S rDNA por ser bastante

conservada e largamente utilizada em estudos de identificação 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 regiões ITS adjacentes do

rDNA para identificação dos fungos (WHITE, et al., 1990 e FUJITA, et al., 1995). Para

tal, conjuntos de iniciadores genéricos (“primers” universais) foram utilizados nas

amplificações dos fragmentos de interesse para acessar a diversidade bacteriana do sítio

em questão e, em seguida, empregou-se iniciadores específicos (“primers” seletivos

para Bacteroidetes sp. e Espiroquetas sp.) para o mesmo fim (PASTER, et al, 2001).

Bacteroidetes e espiroquetas também foram detectados quando do uso de iniciadores

genéricos, porém, em menor freqüência, portanto, a utilização de conjuntos de

iniciadores específicos evidenciou melhor os organismos pertencentes a esses grupos.

Para a identificação dos fungos presentes nos biofilmes analisados foram utilizados

apenas iniciadores genéricos a fim de acessar de forma mais geral os organismos em

questão.

Para garantir fidelidade na amplificação por PCR optamos pela utilização da

enzima Platinum - Pfx DNA Polymerase – altamente corretiva (proof-reading). Por

possuir tal característica, essa enzima gera insertos com pontas aparadas o que tornou

mais difícil os posteriores procedimentos de clonagem. Frente a baixa eficiência 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 elongação da cadeia, utilizando a enzima Taq DNA polimerase que deixa uma

base A sobressalente (“overhang”) na extremidade 3’ dos insertos. Esse procedimento

facilitou grandemente a união dos insertos aos plasmídeos (vetores de clonagem) uma

vez que utilizamos um vetor que deixa bases T (timina) sobressalentes. As clonagens

foram então realizadas com o sistema TOPO  TA (Invitrogen) e a seleção das colônias



por meio de X-Gal que revelou cerca de 5% de colônias azuis (sem inserto) foi utilizada

para aumentar a precisão na seleção das bactérias com plasmídeos recombinantes.

Em toda a amostra confrontada com os dados pertencentes ao banco de dados

GenBank (NCBI) e algoritmo BlastN, os clones apresentaram no mínimo 400 pares de

bases, e-value muito próximo de zero (0,0) e, em sua maioria, um percentual de

identidade com as seqüências já depositadas na base de dados igual ou maior a 98,5%.

Baseados nos critérios sugeridos por PASTER et al. (2001), as seqüências que não

apresentaram tal percentual de identidade foram seqüenciadas completamente para a

determinação da identidade e posterior submissão ao banco de dados do NCBI.

Fundamental é ressaltar que sem a adequada análise filogenética, os resultados gerados

a partir dos dados pertencentes ao GenBank (algoritmo BlastN) não são apropriados

para a identificação dos organismos (DEVULDER, et al., 2003) portanto, as árvores

filogenéticas, apresentadas nos resultados, foram construídas para representar

graficamente o agrupamento dos organismos identificados em nosso estudo (Figuras

5.4, 5.5, 5.6 e 5.7).

Apesar de muitos autores basearem-se na hipótese de ser a C. albicans o

microorganismo causador da lesão (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 interação entre bactérias e fungos formando um biofilme misto e complexo

bastante característico de doenças 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 são 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 identificação de microorganismos. Comparados

aos relatos da literatura, o presente trabalho contribui grandemente no que se refere ao

número de espécies identificadas, uma vez que 81 espécies diferentes foram



encontradas. A semelhança na composição dos biofilmes, também relatada na literatura,

não pôde ser verificada em nosso estudo. De acordo com nossos resultados verificamos

a existência de um “biofilme fundamental” composto de 34 espécies de bactérias

comuns a ambos os grupos e que aparentemente sustenta essa complexa comunidade e

uma maior diversidade mostrada pelo biofilme do grupo II (com estomatite) frente ao

grupo I (sem estomatite) apresentando, respectivamente, 29 e 18 espécies diferentes de

bactérias. Em relação à composição fúngica nossos resultados são também

significativos e, assim como observado para as bactérias, manteve-se a ocorrência de

um biofilme fundamental composto apenas por C. albicans. Porém, o panorama

inverteu-se em relação à composição exclusiva dos biofilmes analisados: o fungo

dimórfico pertencente à flora comensal da cavidade oral - C. albicans - foi o único

representante identificado no biofilme do grupo II (com estomatite). Já o biofilme do

grupo II (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 existência de outras

espécies de Candida parece ser mais freqüente 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 diferenças encontradas entre a

composição dos biofilmes sugerem que haveria um biofilme típico da estomatite

composto, de um modo geral, por Abiotrophia (Granulicatella), Cryptobacterium,

Olsenella, Streptococcus, Lactobacillus, Prevotella e uma grande variedade de bactérias

não-cultiváveis. O biofilme sadio, por sua vez, seria composto por Dialister,

Actinomyces, Actinobacillus, Eubacterium, Lachnospiraceae, Veillonella, Streptococcus

e menor variedade de bactérias não-cultiváveis. É importante ressaltar, ainda, o grande

número de espécies ou filotipos (21) que apresentaram similaridade com espécies orais

classificadas pelo banco de dados como não-cultiváveis e não-identificadas

(“Uncultured” ou “Unidentified”). Esses achados suportam aqueles citados na literatura,

demonstram a utilidade dos métodos moleculares na identificação de patógenos que não

podem ser cultivados por meio dos métodos microbiológicos tradicionais e amplia o

conhecimento sobre a diversidade de microorganismos que habitam estas lesões



(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 espécies Lactobacillus sp.,

Veillonella sp. e Streptococcus sp. identificadas em ambos os grupos (“biofilme

fundamental”) são descritas como habitantes da cavidade oral e parecem estar

associadas entre si, e também com outros microorganismos, caracterizando a ecologia

bacteriana neste sítio (HUGHES et al., 1988).

Como já relatado na Figura 5.1 e discutido no início deste capítulo, as más

condições de higiene e conservação das próteses dos pacientes pertencentes ao grupo II

(com estomatite) indicariam provável diferença na diversidade dos microorganismos

entre os grupos analisados. Não obstante, observamos que as bocas menos higienizadas

dos pacientes desse grupo, de fato apresentaram maior diversidade microbiológica

frente àqueles indivíduos pertencentes ao Grupo I (sem estomatite). Esse fato suporta a

hipótese que a higiene deficiente é fator coadjuvante no surgimento da estomatite por

prótese (ARENDORF; WALKER, 1987; MARKOVIC et al., 1999; MATEAR, 1999;

McNALLY et al., 1999; BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000; PIRES, et al., 2002).

Baseados nos resultados do presente estudo podemos traçar hipóteses

relacionadas à patogênese da estomatite. Primeiramente, é sabido que a cavidade oral é

um dos principais sítios assintomáticos de C. albicans, portanto, não é surpresa que

tenhamos encontrado esse fungo dimórfico em ambos os biofilmes. Porém a sua

presença nos dois grupos, aliada às diferenças na composição bacteriana dos biofilmes e

à maior diversidade bacteriana do biofilme do grupo II (com estomatite), sugere um

caráter específico dessa inflamação oral e a importância da participação bacteriana no

seu estabelecimento. Adicionalmente, já que C. albicans é um habitante normal da

cavidade oral fica difícil estabelecer uma relação direta de causa e efeito entre esse

fungo e a estomatite levando ao questionamento de seu envolvimento patognomônico,

afirmação confirmada pelos relatos de WALTER e FRANK (1985) e GUSBERTI et al.

(1985). Desse modo, é possível propor uma outra hipótese na qual C. albicans não

esteja envolvida como causa da estomatite mas sim como conseqüência da mesma uma

vez que é vastamente relatado que o número desse fungo aumenta de acordo com a

severidade da inflamação (BUDTZ-JORGENSEN et al., 1983; THEILADE; BUDTZ-

JORGENSEN, 1988; SANTARPIA et al., 1990; EDGERTON; LEVINE, 1992;



KULAK, et al., 1997). Concordando com as afirmações de JENAGATHAN e LIN

(1992) pode-se questionar se a presença de C. albicans é mesmo capaz de causar a

estomatite ou se ela apenas confere condições para que outros organismos exerçam

efeitos patogênicos no processo inflamatório crônico. Nesse contexto, outro fator que

pode favorecer a colonização e o referido aumento de C. albicans com a severidade da

lesão, é a condição inflamatória mantida pela presença da variada composição

bacteriana existente no biofilme da estomatite, o que também reforça a hipótese de uma

importante participação bacteriana nesta afecção oral. Baseados nas hipóteses

levantadas, talvez a C. albicans deva ser o principal alvo em relação ao tratamento e não

necessariamente em relação à etiologia. Uma vez que seu dimorfismo está

extremamente relacionado com virulência, quando o equilíbrio entre o hospedeiro a

relação de comensalismo é rompida (na inflamação instalada), o risco de candidíases e

outras patologias ligadas às espécies de Candida é aumentado. Deve-se ressaltar que a

relação de equilíbrio é fortemente ligada às características individuais e imunológicas

do hospedeiro, que podem modular a instalação ou não da estomatite, desempenhando

assim um importante papel na patogênese da estomatite.

Outro fator importante e que poderia levar à infecções de difícil tratamento, são

as ricas características adquiridas pelos microorganismos envolvidos no biofilme como

resistência aos antimicrobianos o que reforça a tese de que grande enfoque deva ser

dado ao tratamento das doenças envolvendo C. albicans. As outras espécies de Candida

identificadas no biofilme de pacientes sem estomatite podem reforçar a hipótese da

importante participação bacteriana na estomatite, pois mesmo com a sua presença os

indivíduos não desenvolveram estomatite. Esse fato demonstra também que as

diferenças relacionadas às bactérias identificadas nos biofilmes devam exercer um papel

chave na estomatite podendo até sobrepujar a participação das diferentes Candida sp.

encontradas. Contudo, mesmo diante das hipóteses levantadas referentes à

predominante identificação bacteriana, a etiologia da estomatite não é clara, e não é

descartada a possibilidade de que aliada ao rico biofilme bacteriano apresentado pelos

indivíduos portadores de estomatite a C. albicans exerça um papel importante na

patogênese dessa doença fato que deve ser evidenciado com outros estudos mais

detalhados.



Espera-se que o crescente interesse em estudos envolvendo biofilmes

polimicrobianos venha contribuir à elucidação do desenvolvimento e manutenção de

diversas patologias orais, incluindo a estomatite por prótese, que se relacionam com

esse panorama. Uma vez que a estomatite apresenta características polimicrobianas é

necessário que os estudos que abordem essa afecção oral levem em consideração a ação

conjunta dos microorganismos pertencentes ao de seu biofilme. Assim, os métodos

desenvolvidos para o estudo dessas complexas comunidades devem esclarecer

particularmente as interações entre os membros da flora residente de um sítio, fatores

que envolvem a transição de um biofilme comensal a um biofilme patogênico

relacionados com o hospedeiro, bem como os modos de ativação de antimicrobianos

(KOLENBRANDER, 2000; DRAKE; BROGDEN, 2002; KUMAMOTO, 2002;

DOUGLAS, 2003; PRAY, 2003).

Grande dificuldade, encontrada no presente estudo, foi a determinação do

número de clones a serem seqüenciados para que a amostragem se apresentasse

consistente. Acreditamos que identificar, na totalidade, os componentes de um nicho

polimicrobiano como o da estomatite por dentadura é um objetivo difícil, uma vez que

as seqüências que ali se encontram vão sendo identificadas por amostragem aleatória,

caminhando-se para um nível de saturação de maneira assintótica à medida que o

número de clones seqüenciados aumenta. A dificuldade reside em encontrar esse “ponto

de saturação” na amostra a ser analisada. Portanto, reunindo as amostras em “pools”

objetivamos ampliar o espectro de nossa análise para aproximarmo-nos de uma

amostragem representativa da grande maioria da população. Perdemos, no entanto, as

contribuições individuais que uma amostragem realizada com os pacientes

separadamente poderia nos trazer, e por esse motivo - como já comentado anteriormente

nessa discussão - sugerimos a realização de um estudo ampliando o número de clones

analisados que envolva amostras individuais. Mesmo diante das dificuldades,

acreditamos que nossa amostragem tenha cumprido o objetivo de, por meio de

comparação, identificar a variabilidade de microorganismos presentes nos estados de

doença e de saúde dos pacientes analisados.

Embora nossa análise não seja quantitativa, foram apresentados os números de

clones relativos a cada espécie identificada nesse estudo. É importante ressaltar que

esses números sugerem a prevalência de determinadas espécies mas podem não



representar, fielmente, a quantidade de organismos presentes nos biofilmes estudados

pois existem fatores que podem interferir na amplificação tais como: a) diferença ou

dificuldade na lise das células e liberação do DNA de algumas espécies; b) existência de

espécies com seqüências variáveis principalmente na extremidade 3’ dos iniciadores

utilizados, impedindo a amplificação por PCR.

Dessa forma e nas condições do presente estudo (análise em “pool” dos

pacientes), a simples presença ou ausência de uma dada espécie foi considerada um

indicador da especificidade do biofilme da estomatite. Baseado no fato de que um

biofilme não se caracteriza pelo número de unidades formadoras de colônias (inclusive

sabendo da pequena proporção de espécies cultiváveis existentes na natureza) mas sim

pela configuração “microorganismos/adesão/matriz exopolimérica/fluxo”, e,

considerando que a estomatite por prótese encaixa-se nesse contexto, estamos

confiantes da relevância dos resultados obtidos bem como na consistência e

confiabilidade da amostragem.

De um modo geral, podemos dizer que as diferenças encontradas na composição

dos biofilmes e a maior diversidade verificada no biofilme da estomatite sugerem que

sua etiologia esteja ligada a uma placa de caráter polimicrobiano que guarda uma certa

especificidade. Ainda assim, a interação entre C. albicans e a rica composição

bacteriana pode ter papel fundamental e determinante na etiologia da estomatite e outros

estudos deverão abordar mais profundamente as interações que ocorrem e sua

importância no processo patológico. Destacamos também a possibilidade, talvez crucial,

de condições de suscetibilidade individual do hospedeiro frente ao biofilme, o que pode

mediar a instalação ou não da estomatite por prótese.

Futuramente alguns dos organismos identificados em nosso estudo poderão ser

apontados como agentes patológicos importantes na etiologia da estomatite, porém,

tudo indica que essa inflamação deva mesmo apresentar uma etiologia multifatorial

mediada pela complexa interação entre os organismos presentes em seu biofilme

polimicrobiano e pela participação de características individuais de suscetibilidade ao

biofilme. Desse modo, esperamos que a presente caracterização microbiana do biofilme

da estomatite por prótese venha contribuir para um conhecimento mais completo dessa

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



proposição de novas hipóteses sobre a etiologia da doença, bem como na busca de

tratamentos mais específicos e eficazes.



7. CONCLUSÃO

Buscando avaliar a diversidade microbiológica dos biofilmes analisados e frente

às condições do presente estudo foi possível concluir que:

1. Em relação à composição bacteriana, o biofilme da estomatite apresentou

maior diversidade (29 espécies) frente ao biofilme sadio (18 espécies);

2. Quanto à composição fúngica, 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 existência de um

“biofilme fundamental” compostos por organismos comuns a ambos os biofilmes. Estes

foram representados por 34 espécies bacterianas e somente por C. albicans, em relação

aos fungos;

4. A identificação de várias espécies (21) classificadas como não-cultiváveis ou

não-identificadas demonstra que a utilização de métodos moleculares independentes de

cultivo permite ampliar o conhecimento da microflora oral;

5. As diferenças encontradas entre os grupos analisados e a grande variedade

bacteriana sugerem um caráter específico ao biofilme da estomatite e uma possível

participação bacteriana na etiologia dessa afecção oral.
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9. ANEXOS

Anexo I: Tabelas

Tabela an.1. Características gerais dos pacientes do Grupo I (Sem Estomatite)

Nome Idade* Tempo* Par Higiene Noite Base Medicamento D
iabetes

Tabaco Álcool

AS 52 8 N IN N D N N S N
ITE 49 3 S AD N D S S N N
HJV 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

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

Tabela an.2. Características gerais dos pacientes do Grupo II (Com Estomatite)

Nome Idade* Tempo* Par Higiene Noite Base Medicamento D
iabetes

Tabaco Álcool

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= Não;     AD= Adequada; IN= Inadequada;     D= Dura;
R= Resiliente

Tabela an.3 Grupos de Trabalho

No pacientes/grupo Grupo I:Sem Estomatite (E-) Grupo II: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 Espiroquetas sp.*)

10 4E- (primers genéricos fungos) 4E+ (primers genéricos fungos)



* primers específicos para bactérias utilizados no estudo.

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

ID Posição Info. Seqüência

D88 7-27 p, f, g 5’ GAG AGT TTG ATY MTG GCT CAG 3’

E94 1525-1541 p, r, g 5’GAA GGA GGT GWT CCA RCC GCA 3’

C90 1483-1503 p, r, sp 5’ GTT ACG ACT TCA CCC TCC T 3’

F01 1487-1508 p, r, ba 5’ CCT TGT TAC GAC TTA GCC C 3’

B34 344-358 s, f, g 5’ ACG GGA GGC AGC AGY 3’

F20 1226-1242 s, r, g 5’ CCA TTG TAR CAC GTG TG 3’

ITS3 5,8S rDNA p, g, f, fg 5’ GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC 3’

ITS4 28S rDNA p, g, r, fg 5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’

78SS* s, f, g 5’ GTA AAA CGA CGG CCA GT 3’

79SR* s, r, g 5’ CAG GAA ACA GCT ATG AC 3’

p: iniciador para PCR; s: iniciador para seqüenciamento; f: orientação direta; r:

orientação 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 II: Ficha clínica

FICHA CLÍNICA

Avaliação molecular dos microorganismos presentes no biofilme de pacientes

portadores de estomatite por dentadura

Data da coleta:___/___/____

Identificação:___________________

Idade:_________     Estado civil:_______________

Profissão:______________________

Endereço:___________________________________________ CEP:_______________

Bairro:______________________

Cidade:____________________________________

Telefone para contato:____________

Zona rural (  )  Zona urbana  (  )

Tempo que usa prótese:______________  Idade da prótese atual:________________

Usa o par? (  )S  (  )N

Higiene da prótese: (  )adequada  (  ) inadequada

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

Tipo da base da prótese: (  ) resiliente permanente  (  ) resiliente provisória  (  ) dura

Fez uso de antibióticos nos últimos 3 meses? ( )S ( )N SE POSITIVO, NÃO

COLETAR

Faz uso de algum medicamento?             ( ) S  ( ) N

Qual?_________________________________

Tem diabetes? (  )S  (  )N

Fuma? (  )S  (  )N

Consome álcool? (  )S  (  )N



Anexo III: Termo de consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,____________________________________________ R.G.___________________

abaixo assinado, declaro que fui informado, em linguagem acessível, sobre a minha

participação no “Projeto de pesquisa UTILIZAÇÃO DE TÉCNICAS MOLECULARES

INDEPENDENTES DE CULTIVO EM MICROBIOLOGIA ORAL”, do qual tomei

pleno conhecimento e consinto na coleta das amostras necessárias, não-invasivas e

indolores.

Portanto, estou ciente de que serão coletadas pequenas amostras de bactérias presentes

na minha cavidade bucal ou geradas em aerossóis causados pelo tratamento

odontológico necessário a minha condição de saúde bucal. Da mesma forma, fui

informado da possibilidade de desistir a qualquer tempo da minha participação na

pesquisa, sem que meu tratamento sofra qualquer descontinuidade.

Concordo também com a utilização de radiografias, fotografias, entrevistas, fichas

clínicas, modelos de gesso e desenhos como material didático e de pesquisa, desde que

seja resguardada a minha privacidade e não devendo expor as minhas condições bucais

desnecessariamente. Estes documentos, cujos originais pertencem ao Curso de

Odontologia da UNIVAP, poderão ser solicitados por mim a qualquer tempo, onde

arcarei com os custos das cópias.

Sem mais, assino o presente dando pleno consentimento para minha participação no

projeto supra-citado.

São José dos Campos, ___ de _____________de _______

___________________________________
Assinatura do Paciente ou responsável legal

RG________________________________


