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I RESUMO

Para melhor compreender o papel dos micro-organismos nas
doencas da cavidade bucal, € necessario inicialmente avaliar a diversidade
microbiana naturalmente existente em individuos saudaveis, além de sua
distribuicdo espacial na cavidade bucal. Muitos estudos sdo conduzidos
elucidando o papel do biofilme e das bactérias na saude bucal, porém poucas
pesquisas focaram na atuacdo das leveduras. Neste sentido, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a diversidade e distribuicdo de leveduras do
género Candida na microbiota bucal de individuos saudaveis. Foram coletadas
amostras da boca pacientes adultos saudaveis. Foram obtidas amostras de 9
diferentes habitats da boca: bochechas direita e esquerda, assoalho da boca,
palato, lingua dorsal, lingua ventral, dente molar, vestibulo labial e saliva.
Foram avaliados 100 pacientes com uma média de 28 dentes. Quarenta e nove
individuos apresentaram leveduras na sua microbiota bucal. Candida albicans
foi o micro-organismo mais prevalente (49%), seguido de Candida krusei,
Candida parapsilosis, Meyerozyma guilliermondii (C. guilliermondii), Candida
glabrata, Candida tropicalis e Candida dubliniensis. A associagdo das
leveduras encontradas e o0s habitats bucais sugeriu que comunidades
leveduriformes podem distinguir-se entre os diferentes tecidos da cavidade
bucal. A lingua (dorsal e ventral) apresentou colonizacdo especifica,
caracterizada pelas espécies C. tropicalis e C. dubliniensis. De forma
semelhante, a microbiota dos habitats revestidos por mucosa foi analoga. A
microbiota da lingua e dos tecidos duros assemelhou-se entre si em menor
intensidade. Estes resultados introduzem a dimensdo espacial desta
diversidade microbiana que vem sendo estudada, complementando as
informacgdes obtidas nos estudos do microbioma humano.

1Dissertagéo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia de Alimentos, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. Junho, 2015.
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1 ABSTRACT

To better understand the role of microorganisms in the diseases of the oral
cavity, first it is necessary to evaluate the natural microbial diversity in healthy
individuals, as well as their spatial distribution in the oral cavity. Many studies
are conducted elucidating the role of biofilms and bacteria in oral health, but few
research has focused on the yeast’s performance. In this sense, the objective of
this study was to evaluate the diversity and distribution of Candida species in
the oral microbiota of healthy individuals. Samples were colleted from the mouth
of healthy adults. Samples of 9 different mouth habitats were obtained: right and
left cheeks, floor of the mouth, palate, dorsal tongue, ventral tongue, molar
tooth, labial vestibule and saliva. We evaluated 100 patients with an average of
28 teeth. Forty-nine subjects had yeasts in their oral microbiota. Candida
albicans was the most prevalent microorganism (49%), followed by Candida
krusei, Candida parapsilosis, Meyerozyma guilliermondii (C. guilliermondii),
Candida glabrata, Candida tropicalis and Candida dubliniensis. The association
found between the yeasts and oral habitats suggested that communities can be
distinguished by the different tissues of the oral cavity. The tongue (dorsal and
ventral) presented specific colonization, characterized by the species C.
tropicalis, and C. dubliniensis. Similarly, the microbiota of the mucous habitats
was similar. The microbiota of the tongue and hard tissue resembled each other
in a lesser degree. These results introduce the spatial dimension of the
microbial diversity that has been studied, complementing the information
obtained in the human microbiome research.

IMaster of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. June, 2015.
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1. INTRODUCAO

A superficie da cavidade bucal possui uma area de
aproximadamente 215 cm? com superficies mucosas e duras contendo
diferentes tipos de epitélio. Estas diferentes superficies propiciam substratos
para a formacao de biofilmes microbianos, compostos por misturas de espécies
de bactérias e leveduras, sendo irrigadas pela saliva, que atua como fonte de
nutrientes para 0s micro-organismos e também como veiculo de disseminacédo
dos mesmos (Mager et al., 2003; Socransky & Haffajee, 2005).

Alguns dos trabalhos mais influentes sobre ecologia microbiana na
cavidade bucal foram conduzidos por um grupo de pesquisadores que, focando
em bactérias, propuseram uma classificacdo destes micro-organismos
encontrados na cavidade bucal em grupos designados por cores. Essa
classificacao foi inicialmente proposta por Socransky et al. (1998) durante o
estudo de complexos bacterianos em placa subgengival, na tentativa de definir
as comunidades bacterianas utilizando técnicas de clustering (UPGMA) e de
ordenacéo (analise de componentes principais e analise de correspondéncia).
As espécies de bactérias foram divididas em cinco grupos principais, sendo
gue dois deles correlacionavam com quadros clinicos de periodontite (bactérias

dos grupos laranja e vermelho). A abordagem da ecologia de comunidades



microbianas na cavidade bucal baseada na interacdo entre complexos de
espécies facilitou enormemente a compreensédo do papel das bactérias no
ecossistema bucal.

Este trabalho foi muito bem aceito pela comunidade cientifica e o
grupo do Dr. Socransky estendeu as andlises para placas supra gengivais
(Haffajee et al.,, 2008), chegando a mesma conclusdo de que as espécies de
bactérias encontradas podiam ser agrupadas em grupos designados por cores,
porém neste trabalho os autores detectaram a presenca de seis complexos de
espécies.

Apesar de existirem propostas de esquemas de classificacdo de
bactérias em grupos correlacionados com o grau de associacdo com doencas
periodontais, 0 mesmo ndo ocorre com as leveduras. Existem poucos estudos
experimentais abordando o papel das leveduras na patogénese das infeccfes
bucais.

Ao contrario do grande conhecimento acerca da composicdo de
espécies de bactérias que fazem parte da microbiota normal da cavidade bucal,
pouco é conhecido sobre as leveduras. E geralmente aceito que 50% dos
individuos sao portadores de Candida albicans na sua forma comensal
(Williams et al., 2011). Segundo Sanita et al. (2011), os niveis de glicose na
saliva de pacientes favorecem o crescimento de leveduras, aumentando a
aderéncia de C. albicans.

A retencdo do micro-organismo na boca é promovida pela aderéncia
as superficies mucosas causada pela hidrofobicidade da superficie celular da

levedura e presenca de adesinas. C. albicans isoladas de pacientes com



periodontite cronica demonstraram maior aderéncia a células epiteliais do que
C. albicans isoladas de pacientes saudaveis (Machado et al., 2010). Por outro
lado, Barbot et al. (2011) observaram que a saliva promoveu a sobrevivéncia e
o crescimento de C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis em agua da
torneira, demonstrando que € um fator importante para a colonizacdo por
leveduras.

Os escassos registros na literatura que reportam a presenca de
leveduras na cavidade bucal humana tém como foco pacientes com algum fator
predisponente para candidoses, em especial pacientes infectados por HIV. Dos
controles saudaveis utilizados nesses trabalhos, foram isolados C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis. A prevaléncia de leveduras em pacientes HIV
positivos pediatricos e adultos é de cerca de 60% nos diferentes estudos
(Domaneschi et al., 2011; Nweze & Ogbonnaya, 2011; Wu et al., 2011). De
uma forma geral, a levedura predominante nos diferentes estudos foi Candida
albicans, seguida por diferentes espécies de Candida (C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, C. intermedia, etc.). Alguns estudos reportaram a
presenca de C. dubliniensis, enquanto ela ndo foi encontrada em outros
(Domaneschi et al., 2011). Wu et al. (2011), estudando a colonizacdo da
orofaringe por leveduras em pacientes infectados com HIV em Taiwan,
obtiveram que 81,3% dos pacientes eram colonizados por apenas uma
espécie, 13% por duas espécies e 5,7% por mais de duas espécies de
leveduras.

Alguns dos estudos mencionados acima abordam a resisténcia a

agentes antifingicos pelas leveduras isoladas de cavidade bucal. Nweze e



Ogbonnaya (2011) encontraram 11,7% das leveduras isoladas de pacientes
HIV positivos resistentes a fluconazol, 8,3% a flucitosina, 7,5% ao itraconazol, e
1,7% ao voriconazol, tendo todos os isolados sido suscetiveis a a anfotericina
B. A descoberta de isolados resistentes aos agentes antifUngicos demonstra a
importancia do teste de susceptibilidade a esses agentes. Furlaneto-Maia e
colaboradores (2008) encontraram predominancia de Candida nao-albicans
(88,9% dos isolados) em individuos idosos saudaveis em comparagdo com C.
albicans. As espécies de Candida ndo-albicans encontradas foram C. tropicalis
(33,3%), C. glabrata (27,8%) e C. krusei (16,7%). Investigando os fatores de
viruléncia dos isolados obtidos, encontraram proteinases extracelulares em
17% dos isolados, todos os isolados foram hemoliticos, 56% formaram biofilme
e a maioria foi sensivel ao fluconazol.

Como mencionado acima, os trabalhos citados focam na
microbiota leveduriforme de pacientes com fatores predisponentes para
candidoses, porém o papel das leveduras na cavidade bucal de pacientes
saudaveis permanece largamente inexplorado. Assim, o objetivo do presente
estudo foi explorar colonizacdo por leveduras da cavidade bucal de pessoas
aparentemente saudaveis, visando definir as espécies do género Candida
presentes, sua distribuicdo no ambiente bucal e possiveis interacdes entre
espécies e habitats. Esse conhecimento da ecologia de leveduras no
ecossistema bucal de pessoas saudaveis € imprescindivel para que o papel

desses micro-organismos nas doencgas bucais seja corretamente avaliado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ecologia € a ciéncia que estuda as interacdes entre seres vivos e
fatores abidticos em um determinado ambiente. Assim, um ecossistema
consiste numa comunidade de organismos se relacionando em um local, que
proporciona sua sobrevivéncia através do fornecimento de elementos fisicos e

guimicos que afetam a sobrevivéncia dos mesmos (Marcotte & Lavoie, 1998).

Os habitats sdo esses locais, espacos naturais que apresentam
caracteristicas biologicas e ambientais definidas que proporcionam o
aparecimento de uma comunidade microbiana — ou seja, os locais onde o0s
organismos vivem. Ja 0S organismos que vivem em um habitat particular
constituem uma comunidade microbiana, formada por populacbes de uma
mesma ou de varias espécies. O nicho é definido como a funcdo de um
organismo, em um habitat particular: assim, o nicho ndo é a localizacao fisica
de um organismo, mas sim seu papel dentro da comunidade (Masch & Martin,
2009). Este papel é ditado pelas propriedades biolégicas de cada populacao
microbiana. Espécies com funcdes idénticas em um mesmo habitat vao
competir para 0 mesmo nicho, enquanto a coexisténcia de muitas espécies em
um habitat é devido a cada populacao ter um papel diferente (nicho), evitando

assim a concorréncia (Socransky & Haffajee, 2005; Masch & Martin, 2009).



Transferindo esse conceito ecolégico para o corpo humano,
verificou-se que o homem € um grande conjunto de ecossistemas e,
independente da variacdo entre as comunidades instaladas nos diferentes
habitats do individuo, o comportamento destes grupos de micro-organismos €
compativel com os habitantes dos ecossistemas ambientais (Masch & Martin,

2009; Dewhirst et al., 2010; Lamont & Jenkinson, 2010; Zhou et al., 2013).

Os dentes, saliva, fluido gengival e mucosas especializadas de
revestimento sdo atributos que diferenciam a cavidade bucal de outras areas
do corpo humano, caracterizando-a como um ecossistema distinto no
organismo. Essa constituicdo especifica confere diferentes habitats mesmo
dentro da boca, cada um dos quais ira favorecer o crescimento de uma
comunidade microbiana caracteristica devido as suas caracteristicas bioldgicas

particulares (Marsch & Martin, 2009).

Portanto, os habitantes sdo o0s micro-organismos ali existentes,
distribuidos nos habitats que sdo os diferentes locais anatbmicos da boca,
como os dentes, gengivas, vestibulo, lingua, assoalho da boca, bochechas,
palato e saliva (Aas et al, 2005; Dewhirst et al., 2010; Lamont & Jenkinson,
2010; Zarco et al., 2012; Cho et al., 2014). Essas populacdes que compdem a
comunidade microbiana residente da cavidade bucal ndo séo encontradas com
frequéncia idéntica em toda a boca. A composi¢cdo destas comunidades varia
em superficies distintas devido a diferencas nas propriedades biolégicas e

fisicas de cada local (Lamont & Jenkinson, 2010)



Os micro-organismos colonizam as superficies na boca através da
retencdo nesses habitats (Marcotte & Lavoie, 1998). A adesao por
especificidade, em conjunto com processos metabdlicos, determina a
capacidade de um micro-organismo para colonizar um hospedeiro animal. Na
cavidade bucal, colonizadores bem sucedidos devem resistir a acdo de
lavagem de fluxo salivar em conjunto com as forcas de cisalhamento
mecanicas da lingua e dos dentes (Lamont & Jenkinson, 2010). Ainda assim,
cada habitat apresentara uma biodiversidade caracteristica e uma abundancia

taxondmica diferente (Zhou et al., 2013).

Os dentes, por mais que sejam uma superficie dura e diferente dos
demais locais da boca, oferecem sitios diferentes de retencdo além da
superficie, como na area de transicdo com a gengiva (Marcotte & Lavoie,
1998). A natureza da comunidade bacteriana varia dependendo do dente em
questao e do grau de exposicdo ao ambiente: superficies lisas sdo colonizadas

por um namero menor de espécies do que nas fissuras (Samaranayake, 2013).

A colonizacdo microbiana das superficies mucosas € menos
abundante do que as superficies dentais (Lamont & Jenkinson, 2010). Em
contraste, a mucosa bucal oferece uma descamacao continua de suas células
epiteliais, o que permite rapida renovacdo dos nutrientes nesse habitat, bem
como maior capacidade de adesdo para firmar colénias ali pela intensa
irrigacdo sanguinea. Esta mucosa é diferente da que reveste o palato, que

apresenta epitélio ndo queratinizado (Marcotte & Lavoie, 1998).



Por fim, a lingua, com a sua superficie papilar, proporciona sitios de
colonizacdo que sao protegidos contra a remoc¢ado mecanica da escovacao
(Marcotte & Lavoie, 1998). Essa caracteristica confere baixo potencial redox a
lingua, promovendo também o crescimento de microbiota anaerdbia neste

habitat (Samaranayake, 2013).

As comunidades microbianas que se desenvolvem nas superficies,
como destes habitats citados, sdo denominadas biofilmes. Uma caracteristica
dos biofilmes € que as células microbianas integrantes podem coexistir mesmo
com necessidades metabdlicas diferentes. A forca coletiva de uma comunidade
microbiana estabelecida em um biofilme € tdo superior aos micro-organismos
isolados que o biofilme pode ser considerado como uma unidade evolutiva

(Lemont & Jenkinson, 2010).

A saliva interage com todos esses biofiimes e habitats do
ecossistema bucal, através de secrecdo das glandulas salivares maiores
(pardtidas, submandibular e sublingual) e menores (labial, lingual, bucal e
palatal), fazendo a manutencdo do pH local. Apesar de sua composicao
principal ser agua, constitui numa mistura complexa de ions inorganicos,
incluindo sédio, potassio, calcio, cloro, bicarbonato e fosfato. Os principais
constituintes organicos da saliva sdo proteinas e glicoproteinas. A
concentracéo desses ions varia diariamente com a intensidade do fluxo salivar

(Marcotte & Lavoie, 1998; Samaranayake, 2013).

O pH médio para a saliva ndo estimulada é entre 6,75 e 7,25. O

palato tem um pH médio de 7,34, enquanto o pH médio da lingua, do assoalho



da boca e da mucosa bucal é de 6,8, 6,5 e 6,3, respectivamente. Geralmente,
um ligeiro aumento na taxa da sua secrec¢ao leva a um incremento em saédio,
bicarbonato e pH e uma diminuicdo do potéassio, calcio, fosfato, cloreto, ureia e
proteinas. Essas alteracdes na composicéo da saliva sdo capazes de provocar
modificacdes nos habitats bucais (Marcotte & Lavoie, 1998; Kolenbrander et al.,

2010).

As flutuacBes transitérias fisiologicas da saliva - especialmente no
seu pH, oferta de ions e proteinas - modulam a colonizagdo por diferentes

organismos por meio dos seguintes mecanismos:

. criacdo de uma pelicula salivar nas superficies dos
dentes - um filme condicionante que facilita a adesdo de micro-
organismos. A pelicula formada nas areas queratinizadas e nao
queratinizadas é diferente, assim como pode proporcionar adesao
de diferentes micro-organismos. Uma vez formada, sua composicao

e estrutura pode ser modificada em contato com os habitats;

. agregacdo de micro-organismos, facilitando sua

remocao da boca ou deposicdo em superficies;

. inibicdo do crescimento de organismos exégenos por
fatores de defesa ndo especificos, como lisozima, lactoferrina e
histatinas, que sdo bactericidas e fungicidas, e fatores de defesa

especificos como as imunoglobulinas;



. através de sua capacidade tamponante (pH),
mantém o crescimento das comunidades ja estabelecidas (Marcotte

& Lavoie, 1998; Lamont & Jenkinson, 2010; Samaranayake, 2013).

A saliva também contém uma série de compostos antimicrobianos
gque podem restringir a acumulacao de placa e diminuir populagdes: lisozimas,
peroxidases, lactoferrinas, cistatinas, cromogranina A, fatores antivirais e
histatinas. Mas ndo é somente a atividade salivar que influencia o crescimento
e adesdo dos micro-organismos na boca, muitos outros fatores detém esta
capacidade. A temperatura, por exemplo, € capaz de regular a expressao de
algumas das principais proteases, bem como do gene que codifica para a
proteina da subunidade principal de fimbrias e da sintese de superéxido
dismutase (neutralizacdo de metabdlitos de oxigénio téxicos) (Lamont &

Jenkinson, 2010).

A perturbacdo do potencial redox num habitat também pode ter um
impacto significativo sobre o metabolismo e composicdo da comunidade
microbiana. Muitos microrganismos requerem um pH por volta da neutralidade
para o crescimento e sdo sensiveis a extremos de pH acido ou alcalino. Depois
do consumo do acucar, por exemplo, o pH em um biofilme supragengival (placa
dentéaria) pode cair rapidamente abaixo de pH 5,0 com a producdo de acidos -

acido lactico predominantemente (Lamont & Jenkinson, 2010).

Assim, a composicdo e o0 metabolismo do microbioma num
determinado local vao ser influenciados pela taxa de fluxo e propriedades da

saliva, o estilo de vida do individuo (em particular, habito de tabaco, natureza
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da dieta e exposicdo medicamentosa) e a integridade das defesas do
hospedeiro. Além das mudancas provocadas por estas variacdes, a ecologia
da boca também vai mudar ao longo do tempo devido a erupcao ou extracao
de dentes, a insercdo de bandas ortodonticas ou dentaduras, ou ainda
qualquer tratamento dentario, incluindo raspagem e restauracbes (Marsch &

Martin, 2009).

Dentro de um ecossistema, o desenvolvimento de uma comunidade
em geral envolve uma sucessédo de populacdes. A boca é geralmente estéril ao
nascimento. A aquisicdo da microbiota bucal segue uma progressao ecolégica
especifica de um pequeno nimero de espécies pioneiras a uma comunidade
climax diversificada, contendo inclusive muitos anaerobicos. A partir dai,
estabelece-se uma relacdo dinamica entre o hospedeiro, habitats e a
microbiota residente, conforme exposto na Figura 1 (Marcotte & Lavoie, 1998;

Lamont & Jenkinson, 2010).

Transmisséo — Aquisicéo e colonizacdo — Espécies pioneiras
Modificacdo ambiental >
Climax Aumento da ¢ Sucessédo

diversidade de espécies microbiana

Figura 1 - Estagios ecolégicos do estabelecimento da comunidade microbiana
na cavidade bucal. Adaptado de Lamont & Jenkinson, 2010.
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A formacdo da microbiota indigena do individuo depende da
transmissdo de micro-organismos para a cavidade bucal e seu potencial de
colonizacdo. Inicialmente, na boca, ha inoculacdo passiva pela mae e por
outros individuos com proximidade fisica ao bebé, além da ingestdo de agua e
leite. Aquisicdo de leveduras e lactobacilos do canal de parto em si pode ser
apenas transitéria, mas o0 que é estabelecido € que a saliva tem papel

determinante nesta selecao (Lamont & Jenkinson, 2010).

A sucessdao termina quando nenhum nicho adicional esta disponivel
para novas populagdes (climax). O climax é independente da homeostase, 0
que implica mecanismos compensadores para manter condicbes de estado
estacionario. Isto é, ele pode ser interrompido por forcas exdgenas ou

endogenas (Marcotte & Lavoie, 1998; Socransky & Haffajee, 2005).

De toda forma, o equilibrio tende a ser restaurado quando o habitat
retorna ao seu estado original. Em certas ocasides, esses ambientes podem
ser irreversivelmente alterados (como com a extracdo de um dente, por
exemplo), o que implicard num climax diferente. Isso porque a medida que
existem inlmeros nichos ou fungdes potenciais, especialmente quando ha um
entrelacamento de cadeias alimentares, muitos grupos de organismos
diferentes podem coexistir indefinidamente (Socransky & Haffajee, 2005; Zarco

et al., 2012).

2.1 Microbioma bucal

O termo microbioma foi cunhado por Joshua Lederberg para

determinar a comunidade comensal e simbibtica que literalmente compartilha
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um determinado espaco do corpo humano. Neste sentido, o microbioma bucal
consiste em todos 0s micro-organismos que se encontram no interior da boca e
suas extensbes contiguas, até o esodfago distal (Dewhirst, 2010). A
caracterizacdo e identificacdo do microbioma que habita os ecossistemas do
corpo € essencial para entender a associacao entre saude e doenca (Zhou et

al., 2013).

A maioria dos ecossistemas contém um grande ndmero de micro-
organismos distintos geneticamente e a cavidade bucal humana néo é diferente
(Kolenbrander et al., 2012). Os organismos presentes na boca sao uma mistura
entre comensais e patogénicos. A microbiota bucal residente é diversa e
consiste de uma vasta gama de virus, micoplasmas, bactérias, leveduras e até,
em certas ocasifes, protozodrios que vivem em harmonia nos habitats da boca,
incluindo dentes, sulco gengival, lingua, bochecha, palatos duro e mole. Os
micro-organismos distribuidos nos biofilmes, como a placa dentéria, ndo detém
vantagem de crescimento, permitindo a coexisténcia de muitas espécies em
harmonia. Esta condicdo também permite que organismos com maiores
exigéncias para desenvolvimento possam sobreviver e crescer como parte de
uma cultura mista em condi¢bes que seriam incapazes de tolerar se em cultura
pura (Marsch & Martin, 2009; Ghannoum et al, 2010; Kolenbrander et al., 2010;

Lamont & Jenkinson, 2010; Samaranayake, 2013).

Assim, cada corpo humano contém inUmeras comunidades
microbianas que sdo essenciais para a manutencdo da saude do individuo,
mas também capazes de provocar doencas em situagdes distintas (Zarco et al.,

2012). As doencas bucais ocorrem quando o balanco do ecossistema €

13



interrompido. A hipotese da placa ecologica sustenta que mudancas nas
proporcdes relativas de organismos podem ser O precursor para o
desenvolvimento da doenca, conforme esquematizado na Figura 2 (Lamont &

Jenkinson, 2010).

Modificacdes no
ambiente

Comunidade comensal Comunidade patogénica

| Constricio de patdgenos r‘ I Expulsio de patdgenos | | Proliferacio de patégenos |

Figura 2. Representacdo de comunidades microbianas comensais e
patogénicas. Em comunidades comensais, patdogenos (azul) podem estar
presentes, mas limitados ou excluidos pelos comensais. O painel da direita
reflete a hipétese ecolégica em que as condicdes mudam de tal forma que a
populacdo de patdégenos pode tornar-se dominante. Adaptado de Lamont &
Jenkinson, 2010.

Além disso, os individuos cujos sistemas imunoldgicos nao estao
funcionando de forma ideal, ou seja, imunocomprometidos, ficam suscetiveis
as infeccbes por micrébios que sdo comensais em individuos saudaveis. Séo
0s chamados patdégenos oportunistas (Lamont & Jenkinson, 2010; Cho et al.,

2014).

Neste contexto, fica claro que o microbioma bucal € uma das
comunidades microbiologicas mais complexas dentre as associadas ao corpo
humano (Eren et al., 2014). A grande variedade de habitats da cavidade bucal
com diferentes condi¢cdes ambientais torna ainda mais dificil o estudo da

microbiologia da boca (Zarco et al., 2012). As bactérias sdao o grupo
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predominante ali presente, onde ja foram catalogadas mais de 700 espécies ou
filotipos orais comuns. Destes, estima-se que apenas 50-60% sao cultivaveis
(Aas et al., 2005; Socransky & Haffajee, 2005; He & Shi, 2009; Samaranayake,
2013; Diaz et al., 2012 ). A microbiota ndo cultivavel restante esta sendo
identificada atualmente por métodos moleculares (Socransky & Haffajee, 2005;

Samaranayake, 2013).

Dentre os principais filos bacterianos isolados da boca de individuos
saudaveis, estdo Streptococcus, Gemella, Eubacterium, Selenomonas,
Veillonella, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes e Fusobacteria (Aas
et al., 2005; Lamont & Jenkinson, 2010; Kolenbrander et al., 2010). A Figura 3

sugere um modelo espaco-temporal de colonizacéo bacteriana da boca.

L. Streptococcus aralis and
Streptococcus sanguinis

2. Streptococcus mitis

3, Streptococcus gordonii

4. Copnocytophaga ochrocea

S. Propionibacterium acnes

6. Hoemophilus parainfluenzoe

7. Prevotella loescheii

8. Veitlonella spp.

9. Actinomyces oris and
Actinomyces naestundii

10. Ekenella corrodens

. Actinomyces israeli

12. Copnocytophaga gingivalis

13. Capnocytophaga sputigena

H. Fusobacterium nucleatum

5. Prevotella denticola

16. Aggregotibacter
actinomycetemcomitans

7. Eubacterium spp.

18. Treponema denticola

19. Tannerella forsythia

Colonizadores tardios

Colonizadores iniciais

i Muci Aglutinin S

J Estaterina M Fragmenos M ucinss | | Aghutinines u a-amilase 20. Porphyromonas gingivolis
21. Prevotella intermedia
Pelicula salivar 22. Selenomonas flueggei

Superficie dental

Figura 3. Representacdo do desenvolvimento da colonizagdo dos habitats
bucais. Comecando na parte inferior, colonizadores iniciais, Streptococcus
gordonii, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e Streptococcus sanguinis,
se ligam a receptores complementares salivares na pelicula disposta na
superficie do dente. Colonizadores tardios ligam-se as bactérias anteriormente
vinculadas (coagregacao): Fusobacterium nucleatum, por exemplo. Os
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estreptococos exibem ampla coagregacdo intragenérica (por exemplo, S.
gordonii e S. oralis), bem como as parcerias intraespecificas (por exemplo, S.
gordonii e DL1 S. gordonii 38). Cada estirpe bacteriana apresenta
especificidade em parceiros. Adaptado de Kolenbrander et al., 2010.

Sabe-se que as leveduras também fazem parte deste ecossistema.
As bactérias estdo presentes na maioria dos sitios da boca em concentracdes
muito mais elevadas do que as leveduras, e assim estas células devem
competir na adeséo de cada sitio e pela utilizacdo dos nutrientes, mas também
estdo expostas a toxinas bacterianas e seus derivados (Cannon & Chaffin,
1999). Avancos recentes da microbiologia jA demonstraram que as bactérias
sao capazes de interferir nas comunidades fungicas e vice-versa (Kraneveld et
al., 2012)

Ainda assim, faltam estudos que demonstrem o comportamento dos
fungos em condi¢cdes normais do ambiente bucal (Samaranayake, 2013).
Estima-se que 80% das leveduras isoladas na boca sejam do género Candida.
Outras leveduras, como Saccharomyces spp, Malassezia spp,
Paracoccidioides spp, e Cryptococcus spp também ja foram encontradas (Aas
et al., 2005; Lamont & Jenkinson, 2010 ; Ghannoum et al., 2010; Dupuy et al.,
2014). Na tabela 1 séo elencados os principais fungos encontrados na boca ja
relatados na literatura (Cannon & Chaffin, 1999; Liguori et al., 2007; Lamont &
Jenkinson, 2010 ; Ghannoum et al., 2010; Williams & Lewis, 2011; Dupuy et al.,

2014).

Tabela 1: Principais espécies fungicas isoladas da cavidade bucal

humana
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Espécies de Candida

Outros géneros/espécies

Candida albicans

Candida glabrata

Candida tropicalis

Candida kefyr
(Kluyveromyces marxianus)

Candida parapsilosis

Candida guillermondii
(Meyerozyma guilliermondii)

Candida krusei

Candida lusitaniae
(Clavispora lusitaniae)

Candida dubliniensis

Candida famata

Paracoccidioidis brasiliensis
Aspergillus spp

Cryptococcus neoformans
(Filobasidiella neoformans)

Histoplasma capsulatum

Mucor spp

Saccharomyces spp

Geotrichum spp

Rhizopus spp

Malassezia spp
Cladosporium spp
Fusarium spp
Pichia spp
Mycosphaerella spp
Lysurus spp

Alternaria spp

2.2 Fisiopatologia do género Candida no ambiente bucal

Cento e noventa e sete espécies de Candida sdo conhecidas e

classificadas como pertencentes ao Reino Fungi (Samaranayake, 2013), porém

apenas poucas espécies sao encontradas em associacdo com o ser humano.

As espécies de Candida sdo componentes normais da microbiota humana, cuja

presenca é registrada amplamente na literatura cientifica como habitante da

pele e mucosa de individuos sadios. Estas leveduras sédo detectadas momento

ap0s o nascimento na cavidade bucal do recém-nascido (Williams & Lewis,
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2011; Kraneveld et al., 2012; Samaranayake, 2013). Inclusive ja € consenso
que leveduras deste género sdo predominantes na boca da maioria dos

individuos.

As leveduras do género Candida encontradas na cavidade bucal sdo
anaerobias facultativas e toleram pH baixo, tendo habilidade para colonizar o
epitélio bucal e a propria lingua, também sendo encontradas em lesbes
cariogénicas (Martinz & Lacaz, 1980; Socransky & Haffajee, 2005; Lamont &
Jenkinson, 2010; Dupuy et al, 2014; Cho et al, 2014). Porém, o papel das
espécies de Candida no microbioma bucal ainda ndo é muito bem elucidado

(Cho et al., 2014).

A relevancia de nomear as espécies desta levedura presentes no
ecossistema bucal € calcada na informacgéo de que este género emergiu para o
sexto patégeno responsavel por infeccdes hospitalares, salientando-se a
substituicdo de C. albicans por outras espécies. A importancia desses achados
reside sobretudo na resisténcia antifiungica aumentada entre as espécies nao-
albicans, especialmente das espécies C. glabrata e C. krusei (Gasparetto et al.,

2005; Lamont & Jenkinson, 2010).

Em termo de prevaléncia na boca, ha predominio de C. albicans,
seguido de C. glabrata, C. krusei, C tropicalis, C. guilliermondii, C. kefyr e C.
parapsilosis. Uma das razdes para esta preponderancia entre espécies sao 0s
fatores de viruléncia de cada espécie, que permitem que cada micro-organismo
interaja de forma distinta com o hospedeiro. Um dos fatores de viruléncia de

algumas das leveduras do género Candida é a aptiddo em aderir as células de
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superficie. Essa propriedade permite que determinadas espécies se fixem de
tal forma a impedir sua remocao por meio do fluxo salivar e degluticdo, tanto no
tecido bucal quanto em biomateriais, como as proteses (Lamont & Jenkinson,

2010).

Outra propriedade que confere resisténcia a remocéao de Candida
das superficies colonizadas € sua habilidade de formacdo de hifas. Uma vez
ligada aos receptores da superficie em questdo, estas leveduras tém a
capacidade de alternar sua morfologia de levedura para uma forma filamentosa
a fim de promover a penetracdo do epitélio e aumentar a resisténcia das
células a fagocitose por células imunitarias do hospedeiro (Lamont &

Jenkinson, 2010).

Um certo niumero de genes foi sugerido como controlador positivo da
producao de hifas em C. albicans, incluindo HGC1 que codifica para uma
proteina citoplasmatica imprescindivel na formacéo de hifas. Os estudos que
examinaram os mutantes de C. albicans incapazes de expressar HGC1
evidenciaram que as cepas nao-filamentosas sdo menos virulentas (Lamont &

Jenkinson, 2010).

Além de proporcionar a diversidade do microbioma bucal, sua
presenca no corpo humano propicia a ocorréncia de infecgdes, jA que 0s
fatores de viruléncia de Candida contribuem para desequilibrar o ecossistema
microbiolégico da boca. Como ja citado anteriormente, com a proliferacéo de
alguns micro-organismos em preponderancia a outras espécies, ha instalacdo

de um professo infeccioso. No caso de Candida, esse processo ocorre
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especialmente em pacientes imunocomprometidos, mas lesées mecanicas na
boca, fluxo salivar inadequado e higiene insuficiente também séo fatores que

predispdem a candidoses.

Tabela 2: Fatores de viruléncia associados a Candida albicans

(Lamont & Jenkinson, 2010).

Fator de viruléncia Efeito
Superficie hidrofobica Aderéncia nao especifica

Expressdo de adesinas na superficie Ativacdo de mecanismos de adesédo
celular especificos

Frequéncia de alteracao fenotipica Modificagdo antigénica através de
mudancas na superficie celular

Desenvolvimento de hifas Reducdo da fagocitose, facilidade de
escapar do fagocito, facilitador da
invasao do epitélio oral

Secrecdo de aspartil proteinase Secrecdo de IgA pelo hospedeiro,
destruicdo da matriz celular

Ligacao nas moléculas do “Mascara” antigénica
complemento
Producéao de fosfolipases Destruigéo de células do hospedeiro

O ecossistema microbiano bucal é particularmente vital para a
manutencdo da saude do corpo (Zarco et al., 2012). As infeccBes causadas
por Candida com origem bucal podem ser superficiais ou sistémicas — as
superficiais envolvem os tecidos mucocutaneos locais e as sistémicas

envolvem multiplos 6rgéos, conforme descrito nos paragrafos abaixo.

As lesdes da mucosa mais comuns causadas por estas leveduras

sdo estomatite e queilite angular — que também podem envolver bactérias na
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sua fisiopatologia. Isso é causado pelo fato de que as células de C. albicans
tém a capacidade de coaderir a varias espécies bacterianas, incluindo S.
gordonii, S. mutans, S. oralis, S. sanguis, S. salivarius e também espécies de
Actinomyces (Cannon & Chaffin, 1999; Lamont & Jenkinson, 2010). Mukherjee
e colaboradores (2014), em recente estudo de correlacéo entre o bacterioma e
0 micobioma, comprovaram as associac0es estatisticamente significantes entre

estes micro-organismos (Figura 4).

Figura 4. Interacdes entre micro-organismos na boca de pacientes nédo
infectados pelo HIV. Circulos vermelhos = correlacdo positiva, circulos azuis =
correlacdo negativa. O diametro dos circulos é a correlacdo absoluta. Adaptado
de Mukherjee et al. (2014).

Na atualidade as atencdes voltam-se principalmente para a

candidiase sistémica. As leveduras podem adentrar na corrente sanguinea,
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modular as respostas imunologicas especificas e desregular mediadores
inflamatorios e assim causar doenca em diversos 6rgaos (Zarco et al. , 2012).
A mortalidade dentre os individuos com candidiase sistémica é na faixa de 30%
a 50% (Williams & Lewis, 2011). Essa condicdo tem aumentado nas ultimas
décadas, especialmente relacionadas a espécies C. albicans, C. dubliniensis,

C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata (Lamont & Jenkinson, 2010).

2.3 ldentificacdo de leveduras do género Candida

Os micro-organismos do género Candida tém a capacidade de
crescer em varios estados morfolégicos, como brotamento - incluindo células
de levedura, pseudohifas e também em hifas verdadeiras (Lamont & Jenkinson,
2010).

As técnicas laboratoriais convencionais para identificacdo das
leveduras do género Candida sdo baseadas principalmente em métodos
bioguimicos, como fermentacao e assimilacdo de carboidratos, associadas as
analises morfoldgicas do micro-organismo (Araujo et al., 2005). Em meio sdlido
contendo &gar Sabouraud dextrose, as leveduras deste género se apresentam
em col6nias Umidas, cremosas, de aspecto liso ou rugoso e coloragdo branco-
amarelada.

A identificacdo de Candida através da andlise morfologica se da na
avaliacdo da producéao ou ndo de tubo germinativo (em geral leitura 2h apos
inoculacdo) e micromorfologia. Microscopicamente, as células séo ovaladas ou
ovalada-alongadas. Ao microcultivo em agar “corn-meal’, ha formacdo de

pseudomicélios, podendo ser encontrados miceélios verdadeiros e
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clamidésporos. A formacédo de tubos germinativos ocorre em cultivos com
soros de animais a 37°C (ANVISA, 2013).

O uso de meios cromégenos de cultura com capacidade de
diferenciar algumas espécies de Candida e outras leveduras de interesse
clinico tem sido difundido. Esses meios tém como fundamento a alteracéo na
cor desenvolvida pelas colbnias através de indicadores de pH e fermentacao
de compostos especificos ou substratos cromégenos (Araujo et al, 2005).

Neste trabalho, utilizamos o meio BBL CHROMagar Candida Difco
para identificacdo presuntiva das espécies desta levedura provenientes de
amostras bucais. Este meio, assim como 0s demais meios cromogénicos, se
baseia na utilizagdo do substrato 8 glicosaminidase e diferencia as leveduras
de acordo com a morfologia e a cor das colbnias. Assim, € possivel discernir as
colonias de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.krusei e C. dubliniensis
pela diferenca em sua coloracédo e morfologia (Araujo et al., 2005, Murray et al.,
2005; Zimbro et al, 2009).

O Chromagar também tem sido utilizado na intencdo de diminuir o
tempo de diagnostico e identificacdo de agentes patogénicos (Daef et al.,
2014). Seu uso também tem contribuido para as associa¢des entre leveduras e
doencas bucais em outros estudos (Beighton et al., 1995). A confiabilidade
desta técnica ja foi amplamente testada, com resultados em niveis de
concordancia proximos a 100%, conforme uma compilacdo de resultados
cientificos apresentados por Daef e colaboradores em 2014. Inclusive, em
evidéncias exibidas por Merseguel e colaboradores em 2015, 300 amostras de

leveduras do género Candida foram avaliadas pela identificagdo presuntiva no

23



Chomagar Candida e molecular (regido ITS 1 e ITS 2), remetendo a 100% de

concordancia entre os resultados fenotipicos e genéticos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e coleta

Apo6s autorizacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (sob o nimero 18147, conforme anexo 1), foram
coletadas amostras da cavidade bucal de 100 adultos entre 18 e 60 anos
recrutados no servi¢o odontoldgico da UFRGS.

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados através de
questionario dirigido e consentimento livre e esclarecido conforme anexo 2,
objetivando eleger somente pacientes saudaveis. Os critérios adotados para
caracterizar tal condicdo foram: auséncia de patologias bucais visiveis,
individuos ndo fumantes, no minimo 20 dentes erupcionados; auséncia de
aparelho ortodéntico ou préteses; auséncia de condicbes de imunossupressao
e Diabetes ou xerostdmicos. Os participantes declararam nao ter utilizado
medicamentos tOpicos ou sistémicos das classes de antifungicos, antibiéticos
ou corticoides nos ultimos trés meses antecedentes a coleta. Previamente, um
cirurgido dentista avaliou a saude bucal destes pacientes, excluindo doencas
odontoldgicas no momento da coleta da amostra. Os voluntarios pertenciam a

ambos os sexos. Os referidos critérios de inclusdo e exclusdo foram avaliados



através de questionarios e avaliacdo odontoldgicas, registrados em formulario

especifico, disposto no anexo 3.

As amostras foram obtidas através de friccdo de swab estéril em oito
locais distintos da cavidade bucal: lingua dorsal, lingua ventral, assoalho da
boca, palato duro/mole, bochecha direita/esquerda, vestibulo/ldbio, gengivas e
no ultimo dente molar inferior da direita. Também foram coletadas amostras
salivares por succédo através de uma pipeta Pasteur, totalizando nove amostras
por paciente. Os swabs e a saliva foram transportados para o laboratorio de
Micologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da

UFRGS imersos em agua peptonada 1%, visando posterior processamento.

3.2 Isolamento das leveduras

As nove amostras obtidas de cada paciente foram inoculadas em
placas de Petri contendo meio seletivo e diferencial BBL CHROMagar Candida
Difco (Zimbro et al, 2009). A semeadura foi realizada em duplicata através da
técnica de esgotamento com o préprio swab utilizado na coleta. A agua
peptonada contendo saliva foi semeada da mesma forma, apds a imersdo de

um swab estéril para tal fim.

Apés inoculacao, as placas foram incubadas por até 48h a 35 + 2° C.
A coloracdo das colbnias leveduriformes apds crescimento no meio seletivo
diferencial permitiu a identificacdo presuntiva da espécie de levedura, segundo

as orientacdes do fabricante (Tabela 3).
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Tabela 3: Identificacdo das espécies de leveduras conforme a

coloracdo das colénias em Chromagar Candida (Zimbro et al., 2009; Araujo et

al., 2005).

Coloracgéo das colbdnias Identificacao

Verde claro ou verde médio Candida albicans
Rosa claro arosa pink Candida krusei

Azul marinho ou azul metélico Candida tropicalis
Lilas Candida glabrata
Verde malva Candida dubliniensis

Isolados que ndo apresentaram reacdes caracteristicas no
Chromagar Candida foram encaminhados para sequenciamento das regifes
D1/D2 da subunidade grande ribosomal 26S, visando sua identificacdo

molecular.

3.2.1 Identificacdo molecular

Para extracado de DNA, cada cepa foi cultivada em meio GYP (0.5%
extrato de levedura, 2% glicose, 1% peptona) a 30°C por 18 horas. Depois de
centrifugar e lavar com agua destilada, a biomassa de cada cultivo foi
ressuspendida em 400uL de tampao de lise (NaCl 0.5M, EDTA 10mM, SDS
2%, Tris-HCI 50mM; pH 8) e incubada por 60min a 65°C. Imediatamente
depois, foi adicionado 200uL de Acetato de Potassio (5M, pH 4.8) e as
amostras foram mantidas por 30min em banho de gelo. As amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 5min, o sobrenadante foi transferido para outro

tubo e de novo centrifugado a 14.000 rpm por 5min.
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O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e foi adicionado
1mL de isopropanol a -20°C, agitando suavemente o0s tubos durante
5min. Depois de centrifugar a 14.000 rpm por 10min, o pellet foi lavado com
etanol 70% (v/v) e centrifugado novamente a 14.000 rpm por 5min. Os pellets
secos foram ressuspendidos em 50uL de tampédo TE (Tris-EDTA, pH 7.4).
Depois de incubar as amostras a 37°C durante 30min com 3uL de RNAse
(10mg/mL), as amostras de DNA foram armazenadas a -20°C. A qualidade do
DNA extraido foi analisada em géis de agarose 1% (p/v).

O dominio D1/D2 da subunidade grande ribosomal 26S rRNA foi
amplificado com os primers NL1 e NL4 (O’'Donnell, 1993). As condigcbes de
amplificacdo foram as seguintes: um ciclo inicial de 94 ° C durante 5 min , 35
ciclos a 94 ° C durante 15 s, 55 ° C durante 45 s, 72 ° C durante 90 s, e um
ciclo de extensao final a 72 ° C para 6 min. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese num gel de agarose a 1,5 % a 100 V durante 45
minutos e coradas com GelRed ® para visualizacdo sob luz UV. A captura de
imagem digital foi realizada através do gelDoc Sistema Geni2 (Syngene,
Cambridge, UK).

As sequéncias foram obtidas com o sequenciador automéatico ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer, usando os protocolos da Ludwig Biotecnologia
localizado em Alvorada, Brasil, e comparadas com as sequéncias das cepas
cadastradas na base de dados Genbank, por meio do algoritmo BLAST.
Identidade igual ou superior a 99% foi o critério para identificacdo no nivel
taxondmico de espécie (Ramirez-Castrillon et al., 2014).

3.3 Controle de qualidade
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Os procedimentos de controle de qualidade seguiram as
recomendacdes da Anvisa para avaliacdo de amostras clinicas (ANVISA, 2006)

e intervencdes visando padronizacao dos experimentos:

o A avaliacdo odontologica dos participantes, bem

como a coleta, foi realizada por um unico cirurgido dentista.

. Todas as amostras, devidamente identificadas,

foram semeadas em duplicata no referido meio de cultura.

o O agar foi preparado de acordo com as instrucdes

do fabricante e as placas foram estocadas no escuro.

o A esterilidade do meio foi controlada pelo teste de

incubacdo em 10% de cada lote de Chromagar Candida preparado.

o O funcionamento do &gar foi testado através da
semeadura de cepas ATCC das espécies C. tropicalis (ATCC 750);
C. krusei (ATCC 6258); C. albicans (ATCC 10231); e verificagdo da

coloracdo produzida conforme as instrucoes do fabricante.

. As placas foram utilizadas antes de uma semana de

fabricacéao.

3.4 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no Nucleo de Assessoria

Estatistica do Instituto de Matematica da Universidade Federal do Rio Grande
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do sul. A significancia das variaveis do grupo amostral foi verificada pelo teste

T de Student, considerando o nivel de significancia p<0,05.

Visando verificar se existe correlacdo entre espécies de leveduras e
sitio da boca de onde foram isoladas, os resultados foram avaliados pelo
método de Andlise de Cluster, através do Método de Ward e distancia métrica
de Chebychev. Este teste estatistico permite que, através de diferentes

algoritmos, elementos sejam agrupados de acordo com sua semelhanca.

A analogia foi computada por meio do coeficiente de similaridade
minima (Socransky et al., 1982) e os agrupamentos foram expressos em
dendrogramas, onde os dados sdo apresentados de forma aglomerativa e
hierarquica. O dendrograma é um gréafico em forma de arvore onde é possivel
alteracdes dos niveis de similaridade para as sucessivas etapas do
agrupamento. A medida que o grafico avanca para a direita no diagrama,
aumentando as distancias de conexdo, agrupamentos cada vez maiores sao

formados, com mais diversidade e menos similaridade.

A diversidade de espécies e seus respectivos habitats também

foram submetidos a Andlise de Frequéncia Multivariada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A anatomia da boca e a caracterizagdo fisico-quimica distinta entre
os tecidos bioldégicos que a compbem permitem que o0 espaco bucal se
comporte como um ecossistema, apresentando diferentes habitats de
colonizagdo. Cada um destes habitats € caracterizado por propriedades
diferentes, inclusive entre individuos, proporcionando o crescimento de uma
extensa comunidade microbiana distinta (Marcotte & Lavoie, 1998; Kolenbrand

et al., 2010; Berezow & Darveau, 2011).

Ha teorias baseadas em que as doencas bucais séo influenciadas
pela atividade destas comunidades de micro-organismos e nao pela acédo de
patdogenos em particular (Kolenbrand et al., 2010). Estudos evidenciando a
variabilidade de espécies fungicas jA comprovaram que as leveduras também
fazem parte deste ecossistema, porém faltam evidéncias que demonstrem o
comportamento  destes  micro-organismos em  condicbes  normais

(Samaranayake, 2013).

Alguns estudos recentes ja relacionaram a biodiversidade bacteriana
e os habitats da cavidade bucal, bem como ja elencaram algumas espécies
fungicas componentes do microbioma normal da boca (Socransky & Haffajee,

2005; Mager et al.,, 2003; Ghannoum et al., 2010; Zhou et al., 2014). Neste



sentido, propusemos, através deste estudo, avaliar a colonizacdo de leveduras
do género Candida no ecossistema bucal de pessoas sadias. Além de
distinguir as espécies de Candida, averiguamos sua distribuicdo e possiveis

interac@es entre espécies e sitios de coloniza¢do no interior na boca.
4.1 Grupo amostral e variabilidade de espécies

A tabela 4 apresenta as caracteristicas gerais dos integrantes da
pesquisa, onde a alta média do numero de dentes entre 0s pacientes atestou
que o grupo amostral foi de individuos saudaveis, uma vez que a preservacao
de elementos dentérios esta intimamente ligada a qualidade de vida, incidéncia

e prevaléncia de doencas odontoldgicas (Silva, 2007).

Tabela 4. Descricéo do grupo amostral.

Caracteristicas amostrais

Total da amostra 100 pacientes
Pacientes colonizados por 63%
Candida sp.

Maxima: 51
Idade

Minima: 18

Média: 27

71, 4% feminino

Género .
28,6% masculino
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Continuacao Tabela 4:

Dentes erupcionados Minimo: 20
Maximo: 32

Média: 27

Ao final dos experimentos, 1800 placas de petri foram avaliadas
guanto ao seu crescimento leveduriforme (oriundas de 100 pacientes, nove
amostras de cada um e cada amostra semeada em duplicata). Os dados do
grupo amostral, quando submetidos ao teste T de Student, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante. Dentre as amostras analisadas através
do Chromagar Candida, foram identificadas as seguintes espécies de Candida:
C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata e C. dubliniensis. Duas
leveduras, caracterizadas por colénias marrons e creme, respectivamente, nao
puderam ser identificadas presuntivamente pelo Chromagar Candida, tendo
sido encaminhadas para sequenciamento, conforme descrito na metodologia.
As leveduras de coloracdo creme foram identificadas molecularmente como
Candida parapsilosis e as com colénias marrons como Meyerozyma

guilliermondii — forma anamorfa de C. gulliermondii.

Todas estas espécies citadas ja foram isoladas em amostras da
boca de pacientes saudaveis e doentes, conforme ja descrito na literatura
cientifica (Liguori et al., 2007; Lamont & Jenkinson, 2010; Williams & Lewis,
2011; Dupuy et al., 2014). Todavia, em estudo metagenémico pioneiro do

microbioma bucal humano, Ghannoum e colaboradores (2010) avaliaram 20
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pacientes, dos quais isolaram C. khmerhensis e C. metapsilosis, néao
encontradas na presente pesquisa. Em congruéncia aos nossos achados,
estudo com criancas e adolescentes também normais, conduzido por Martins e
colaboradores (2011), também relatou a espécie C. glabrata, o que nao foi

observado pelo grupo liderado por Ghannoum.

Apesar da metodologia de coleta amostral utilizada por Ghannoum e
colaboradores (2010) parecer mais eficiente, uma vez que a técnica de
enxague bucal permite maior oportunidade de contato com todas estruturas e
habitats da boca, a presente pesquisa identificou duas espécies a mais do que
0os autores citados. Esse resultado também indica que a técnica de
identificacdo utilizada em nossa pesquisa, mesmo que inferior — se comparada
com a técnica molecular de técnica de pirosequenciamento multitag (MTPS)
utilizada por Ghannoum et al. (2010) - foi eficaz e néo restringiu a variabilidade

de espécies de Candida.

Uma das causas desta diferenca no nimero de espécies encontrada
pode ter sido a origem dos pacientes, que implica numa microbiota indigena
possivelmente distinta em funcdo dos habitos. Ainda comparando os dois
estudos, apontamos o baixo nimero amostral no estudo de Ghannoum et al.
(2010), em contraste com o presente estudo, também pode ter influenciado nos

resultados.

Ja confrontando as diferentes espécies de Candida isoladas em
individuos doentes (Mager et al., 2003; Liguori et al.,2007; Mukherjee et al.,

2014) e as encontradas no presente estudo, é possivel afirmar que a
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variabilidade de espécies de Candida no microbioma bucal de individuos
sadios e com doenca bucal € semelhante — mesmo considerando a técnica de
coleta, que pode ter limitado a diversidade de leveduras encontradas. Esse

achado reforgca o comportamento oportunista das leveduras investigadas.

Por outro lado, ao examinar o comportamento de outros géneros
fungicos nos individuos saudaveis e portadores do HIV, Mukherjee e
colaboradores (2014) verificaram que o micobioma dos pacientes com o virus
era diferente dos individuos ndo infectados. Foram encontradas até nove
géneros diferentes em amostras obtidas através de enxague bucal: dentre os
infectados, os géneros mais comuns foram Candida (92%), Epicoccum (33%) e
Alternaria (25%); enquanto nos pacientes isentos do virus houve predominio

de Candida (58%), Pichia (33%) e Fusarium (33%).

C. albicans foi a espécie mais incidente em nossa pesquisa, em
concordancia aos dados recentes apresentados em estudo do microbioma
bucal (Ghannoum et al, 2010; Mukherjee et al 2014), que também verificaram a
predominancia de C. albicans na boca de pacientes saudaveis (40% e 58%

respectivamente).

Outras espécies observadas como predominantes na boca no
presente estudo foram C. krusei e C. parapsilosis. Em estudo com pacientes
saudaveis (Ghannoum et al., 2010), Candida parapsilosis foi encontrada com
frequéncia de 15%, caracterizando a segunda espécie de Candida mais

frequente. Liguori e colegas (2007) também registraram C. krusei como uma
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das trés mais frequentes em estudos com pacientes com doencas

odontoldgicas.

4.2 AssociacOes e distribuicdo no ambiente bucal

Todos os sitios da boca examinados foram colonizados por mais de
uma espécie de Candida. A lingua dorsal e a lingua ventral foram os pontos de
maior diversidade dentre os habitats avaliados, apresentando todas as
espécies encontradas nesta pesquisa. A Figura 5 (A, B, C) ilustra, em
proporcdo aproximada, a colonizagdo média pelas diferentes espécies de

Candida nos pacientes do presente estudo.
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Figura 5: Representagao das leveduras do género Candida encontradas nos
nove habitats da boca avaliados. As ilustragdes simulam a colonizagéo da boca
de um individuo saudavel, considerando a média de colonizacdo das espécies
de Candida encontradas neste estudo. Os graficos laterais demonstram as
proporcdes entre cada espécie, onde a cor branca representam areas isentas
de colonizagao leveduriforme no referido habitat. A cor verde representa
colénias de Candida albicans, areas amarelas indicam Candida parapsilosis,
areas pretas correspondem a Meyerozyma guilliermondii, coloracao rosa indica
Candida kruseli, cor violeta corresponde a Candida glabrata, azul marinho s&o
colonias de Candida tropicalis e verde claro sdo areas cobertas por Candida
dubliniensis. Habitats avaliados: (A) bochecha direita e ultimo molar; (B)
bochecha esquerda, lingua dorsal e saliva e (C) palato, lingua ventral, assoalho
da boca e vestibulo. llustracdes: Gabriel Camerini.

Aas e colaboradores (2005), em pesquisa que associou bactérias e
nichos do ecossistema bucal, também observou maior variabilidade de
espécies nas amostras da lingua. A fisiologia que descreve a adesédo de
espécies de Candida no dorso da lingua explica o porqué desta variabilidade
nos referidos nichos. A aderéncia bucal de Candida ocorre principalmente na
gueratina mole das papilas verdadeiras, local que oferece protecdo aos micro-
organismos ali instalados da acdo mecéanica da escovacao, favorecendo a

coloniza¢do na lingua (Marcotte & Levoie, 1998; Rangel et al., 2001).

Estes fatores anatbmicos também influenciam a colonizacdo nos
demais habitats, especialmente naqueles que propiciam acumulo de leveduras,
como os sulcos formados topografia dos dentes e todos os locais de dificil
acesso para lavagem salivar. Assim, os tratamentos odontologicos também
podem determinar espacos de colonizagdo, como na ocasiao de restauracdes
mal adaptadas (Samarayake, 2013).

Pela sua caracteristica que nao permite superficie de adesao, a
saliva apresentou menor diversidade entre todos habitats, oportunizando

somente a colonizacdo de C. albicans, C. parapsilosis e C. krusei. Estas
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espécies apresentaram comportamento semelhante na colonizacdo do
ecossistema bucal, ja que foram capazes de crescer em todos os habitats da
boca, mesmo que em frequéncias distintas e com predominio impar de C.
albicans, conforme exposto na Tabela 5 e observado anteriormente na Figura

5.

Tabela 5. Percentual médio das frequéncias encontradas de C.
albicans, C parapsilosis e C. krusei no ecossistema bucal em relagdo ao

numero de colbnias totais isoladas em cada habitat.

Habitat Frequiéncia média de colonizagdao em %
Candida albicans Candida Candida krusei
parapsilosis

Saliva 14,3% 10% 4,1%
Ultimo molar 46,9% 12% 2%
Vestibulo labial 10,2% 6% 4,1%
Palato 24.5% 8% 6,1%
Lingua dorsal 46,9% 12% 12,2%
Lingua ventral 18,4% 8% 6,1%
Bochecha esquerda 32,7% 4% 4,1%
Bochecha direita 34,7% 6% 1%
Assoalho da boca 14,3% 4% 2%

A preponderancia de C. albicans foi um dos resultados esperados no
trabalho, j& que é consenso cientifico a alta frequéncia desta levedura na boca.
Além disso, sabe-se que esta espécie possui maior capacidade de adesao as
células epiteliais que as demais espécies de Candida, o que sugere uma maior
amplitude de distribuicdo (Rangel, 2001; Ghannoum et al., 2010; Lamont &

Jenkinson, 2010; Samaraynake, 2013; Mukherjee et al., 2014).

Submetendo os resultados da diversidade e distribuicdo de

espécies, associacbes e abundéncia a anlise estatistica, evidenciou-se

39



interacdo entre 0s micro-organismos identificados e os locais de coleta
propostos como habitats (Figura 6). A figura € baseada na analise de cluster
que emprega coeficientes de similaridade descritos na metodologia. A analise
de clusters resultou na formacéao de dois grandes clusters. O cluster 1 agrupou
a saliva e areas revestidas de mucosa: palato, assoalho da boca, vestibulo e
bochechas. O segundo cluster agrupou o tecido duro e muscular (Ultimo molar,

lingua ventral e lingua dorsal).
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Figura 6. Dendograma gerado pela analise de agrupamento, mensurando a
semelhanca entre espécies de micro-organismos, abundancia e os habitats do
ecossistema bucal.

O resultado disposto na Figura 6 demonstra que dois grandes
grupos formados: um primeiro grupo, com maior semelhanca, mostrou perfil
leveduriforme similar entre a saliva, palato e tecidos moles e o grupo numero 2
agrupou o dente e a lingua da cavidade bucal (ultimo molar, lingua dorsal e

ventral).
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Estas diferencas entre a abundancia de micro-organismos e sua
relacdo com os habitats de um mesmo ecossistema bucal ja foram focos de
alguns estudos com bactérias desenvolvidos na ultima década (Mager et al.,
2003; Socransky & Haffajee, 2005; Dupuy et al., 2014; Eren et al., 2014). Em
pesquisas lideradas pelo Dr Socransky (Mager et al., 2003; Socransky &
Haffajee, 2005) ja foi demonstrado que além da abundancia distinta entre
habitats bucais, ha também diferencas nas frequéncias de géneros bacterianos

entre individuos de nacionalidades diferentes.

4.2.1 Cluster 1 — saliva, palato/assoalho + bochechas, vestibulo

Avaliando os micro-organismos encontrados em cada local de
coleta, fica claro que o primeiro cluster foi agrupado pela semelhanga na
frequéncia de cada espécie em cada habitat. Isso porque os habitats deste
primeiro cluster ndo apresentaram colonizacdo exatamente pelas mesmas
espécies, como visualizado na Figura 5 (A, B, C). Além das trés espécies que
colonizaram todo ecossistema (C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis), alguns
habitats apresentaram também C. glabrata (palato), M. guilliermondii (assoalho
e ambas bochechas). Avaliando estes dados, sugere-se que a carga
leveduriforme pode ter sido o principal elo de semelhanga entre estes clusteres.

Em estudo que utilizou técnica de oligotipagem no microbioma bucal,
Eren e colaboradores (2014) descreveram semelhanga nas comunidades
bacterianas do dorso da lingua, tonsilas palatinas, garganta, palato e saliva.
Mesmo que tenham observado espécies distintas em cada habitat,
encontraram também, em congruéncia aos nossos achados, cargas de micro-

organismos semelhantes, quando do mesmo género, nos diferentes locais
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apontados.

A colonizacdo destes habitats também foi semelhante ao
comportamento observado em bactérias do género Streptococcus por Mager e
colaboradores (2003), onde quatro espécies deste género apresentaram
proporcdes semelhantes nos tecidos moles e saliva de pacientes também
saudaveis, porém, diferentes das demais regides da boca avaliadas, como
observado nestas leveduras no corrente estudo. Ainda avaliando os estudos de
Mager et al. (2003), se compararmos a distribuicdo de espécies de leveduras
apontada em nossa pesquisa com seus resultados em bactérias, percebe-se
que C. albicans se comportou da mesma forma que S. mitis, j& que ambos
micro-organismos tiveram a capacidade de colonizar todos os habitats bucais e

com abundancia predominante.

O grupamento similar de micro-organismos nas bochechas e
vestibulo pareceu ser relacionado ao epitélio mucoso de revestimento idéntico
nestes locais. Apesar de ser revestido por mucosa, o palato é formado por
epitélio ndo queratinizado, diferindo-se destes locais em sua composicao e, por

isso, ndo agrupando com maior similaridade com estas estruturas.

A disposicéo fisica destes habitats também pode ter colaborado para
este resultado, ja que sdo habitats conectados continuamente pela sua
composicao tecidual. Essas justificativas também se aplicam a equiparidade de
carga leveduriforme e variabilidade verificados nas duas bochechas, onde ha
area e composicdo equivalentes. Na pesquisa conduzida por Socransky e

Haffajee (2005), a microbiota bacteriana dos tecidos moles foi semelhante as
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bactérias encontradas na placa gengival e subgengival, o que reforcaria essa

hipotese histologica.

Ja o dorso da lingua e o palato duro entram em contato centenas de
vezes por dia e ainda assim esses habitats ndo apresentaram caracteristicas
de colonizagdo anéalogas entre si, conforme as Figuras 5 e 6. Novamente, estes
resultados se mostram congruentes ao observado nas bactérias (Socransky &
Haffajee, 2005), onde os micro-organismos que colonizaram estas superficies
também foram radicalmente diferentes em abundancia e propor¢cbes de

espécies nestes habitats.

Ao analisarmos detalhadamente o cluster que agrupou estas
estruturas, verificam-se dois pequenos grupos com maior similaridade foram
ligados. Um deles demonstra similaridade entre a comunidade de Candida
entre a saliva e o palato. Neste caso a semelhanca deve-se ao fato dos dois
habitats, diferentemente dos demais agrupados neste cluster, nao
apresentarem colonizacao por Meyerozyma guilliermondii. Contraditoriamente,
a saliva mostrou-se com colonizacdo mais préoxima ao dorso da lingua nos

estudos conduzidos com bactérias no ano 2003 (Mager et al., 2003).

Outro grupamento de maior semelhanca no cluster apresentado foi o
das bochechas esquerda e direita. Considerando que estes habitats
apresentaram as mesmas espécies, a paridade foi baseada na analogia da
carga leveduriforme, que foi praticamente idéntica (média aproximada do

namero de leveduras em cada individuo).
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4.2.2 Cluster 2 — Lingua e ultimo molar

O cluster que uniu o ultimo molar, lingua dorsal e lingua ventral foi
ligado pela diferenciacdo de espécies, ja que este grupo apresentou duas
especies que nao foram encontradas nos habitats do cluster 1. As espécies C.
dubliniensis e C. tropicalis estiveram intimamente relacionadas a este
grupamento. Apesar de serem capazes de colonizar a lingua dorsal e ventral
concomitantemente com todas as outras espécies identificadas neste estudo,
C. dublieniensis e C. tropicalis mostraram-se inabeis em fixar-se em outros
sitios do ecossistema bucal.

Contudo, as espécies que colonizaram o tecido duro (ultimo molar)
foram capazes de colonizar também os habitats revestidos por mucosa ou
tecidos moles, diferente das observagcées de Mager e colaboradores (2003),
que, mesmo de forma timida, verificaram colonizagao distinta de bactérias
nestas areas da boca.

A boca é uma unica parte do corpo que contém tecidos
mineralizados expostos (sob a forma de dentes). Estudos demonstraram que
as células de C. albicans nao tém propriedades de adesdo que permitam ligar-
se a um dos componentes destes tecidos (hidroxiapatita cristalina), o que sé
seria possivel por meio da lamina salivar que recobre os habitats bucais
(Cannon & Chaffin, 1999). Neste sentido, a variabilidade de espécies do habitat
dental e da saliva deveria ser a mesma, porém este dado nao foi confirmado na
presente pesquisa. A colonizacdo do ultimo molar apresentou a levedura M.

gulliermondii, o que nao foi observado na saliva.
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O tropismo especifico das espécies C. dublieniensis e C. tropicalis
pela lingua apresentado nestes resultados ja foi justificado fisiologicamente por
Eren e colaboradores (2014), em estudo do microbioma bucal. Segundo eles,
micro-organismos de um mesmo género, porém de espécies diferentes, podem

ter uma localizacéo espacial na boca drasticamente diferente.

Como ponto comum, C. tropicalis e C. dubliniensis sao produtoras
de biofiime e sdo as Unicas espécies, além de C. albicans, capazes de
produzirem hifas verdadeiras (Lamont & Jenkinson, 2010). Estudos in vitro e in
vivo comprovaram que C. dubliniensis demonstra essas capacidades, mas de
forma bem menos eficiente do que C. albicans, o que explicaria a menor
colonizacdo de habitats observada pela primeira espécie citada (Lamont &
Jenkinson, 2010; Moran et al., 2012; Paula et al., 2014). A incapacidade de C.
dubliniensis suportar temperaturas elevadas também é um fator que inibe sua

habilidade de colonizar certas areas.

A viruléncia de C. dubliniensis tem sido aceita cientificamente. Em
2014, Mukherjee e colaboradores, avaliando o microbioma de pacientes
infectados e ndo infectados pelo HIV, afirmaram que, ap6és C. albicans, C.
dubliniensis é a espécie mais recorrente tanto na boca de pacientes

imunocomprometidos quanto nas dos individuos normais.

Buscando comparar a producdo de fatores de viruléncia in vitro de
espécies patogénicas do género Candida, Roérig e colaboradores (2009)
avaliaram trés isolados de cada espécie de interesse e demonstraram que um

isolado de C. tropicalis e de C. dubliniensis tiveram capacidades idénticas de
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produzir fosfolipase, amilase e proteinase, diferindo somente na temperatura de
crescimento. Estudos recentes foram capazes de apontar outras semelhancas
entre as duas espécies associadas no habitat da lingua dorsal. Avaliando
leveduras oriundas da cavidade bucal de pacientes infectados pelo HIV, por
exemplo, pesquisadores verificaram que C. dubliniensis e C. tropicalis se
mostraram resistentes aos antifingicos e com comportamento hidrofébico

(Paula et al., 2014)

4.3 Carga leveduriforme

A caracteristica do género Candida que promove sua manifestacéo
infecciosa de forma oportunista também esté relacionada com a quantidade de
elementos leveduriformes colonizando o ambiente bucal (Kraneveld et al.,
2012).

A colonizagdo na cavidade oral foi distinta entre os sexos. O nimero
de colbnias totais isoladas foi expressivamente menor nos homens quando
comparado as mulheres: 38 colbnias ante a média de 130 colbnias,
respectivamente, conforme a figura 7, que apresenta um grafico de barra de

erro que mostra a meédia e os intervalos de confianca de 95% da média.
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Figura 7: Colonizacédo total média em homens e mulheres.

Os dentes molares e a lingua dorsal foram os locais de maior
colonizagdo nos individuos do sexo feminino, de forma bastante dispar perante
aos demais locais coletados, como é demonstrado na Tabela 6. Ja nos
participantes do sexo masculino a colonizacéo teve distribuicdo mais uniforme,

com maior niumero de coldnias na lingua dorsal, palato e saliva.

Tabela 6. Total de individuos que apresentaram maior niumero de col6nias no
referido habitat, de acordo com o género.

NUmero de individuos

Habitat Feminino Masculino
Saliva 5 5
Ultimo Molar 21 4
Vestibulo 9 1
Palato 9 5
Lingua dorsal 20 10
Lingua ventral 10 4
Bochecha Esquerda 14 2
Bochecha Direita 13 4
Assoalho da boca 7 0

Total: 49 individuos
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Kraneveld e colaboradores (2012), avaliando a carga de micro-
organismos do género Candida em idosos holandeses, verificaram correlacdes
entre a quantidade totais de leveduras presentes na saliva e bactérias
presentes no microbioma bucal. Um aumento na carga de Candida foi
relacionado com o aumento de Bacillus e com a diminuicdo de bactérias dos
géneros Fusobacteria, Flavobacteria e Bacteroidia. Com base nessas
descobertas, os autores concluiram que grandes cargas de Candida inibem a
diversidade bacteriana e favorecem o predominio de bactérias do género

Streptococcus, desequilibrando o ecossistema da boca.

Também catalogando a abundancia de Candida no microbioma
bucal, Socransky & Haffajee (2005) verificaram que a quantidade de micro-
organismos totais foi maior em pacientes com doenca periodontal do que nos

individuos com o perionto saudavel.

Ao relacionar o numero de colbnias isoladas entre as mulheres que
utilizavam anticoncepcional oral e as ndo usuarias deste tipo de contraceptivo
do nosso estudo, verificou-se uma diminuicdo gradativa no numero total de
colénias proporcionalmente ao aumento do tempo de uso do contraceptivo. Isto
€: guanto mais tempo de uso do medicamento, menos colbnias foram
detectadas, conforme o resultado de testes de andlise de frequéncia

multivariada (Figura 8).
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Figura 8: Histograma da relacdo entre o numero de colénias de Candida spp.
entre usuarias e ndo usudrias de anticoncepcional oral.

N&o ha registros na literatura que sugerem associacao direta entre o
uso de anticoncepcional e candidiase oral ou colonizacdo leveduriforme na
mucosa bucal. Porém, o conhecimento cientifico consolidado € que em
condicbes morbidas diversas e na dependéncia de fatores locais, eleva-se a
incidéncia de micro-organismos do género Candida no organismo. Assim,
casos de endocrinopatias podem causar predisposi¢éo a colonizagédo por estas
leveduras. Os desequilibrios de origem hormonal biodisponibilizam maiores
quantidades de glicose nos tecidos, e a adi¢cdo do agucar ao meio onde est a
colonizagéo leveduriforme reativa o crescimento da Candida (Martins & Lacaz,

1980).
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Neste sentido, um fator que poderia estar ligado ao grande numero
de colbnias isoladas no inicio do tratamento anticoncepcional € a incidéncia da
Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP), disturbio endocrino feminino
extremamente comum em adultos na idade reprodutiva (Yarak et al., 2005; Erol
et al., 2014; Sirmans & Pate, 2014). Nesta Sindrome, a resisténcia a insulina —
e consequente tolerancia glicémica aumentada — parece ser um dos
mecanismos fisiopatoldgicos principais do problema. Além disso, ela pode
desencadear alteracdo no metabolismo do cortisol, resultando em baixa
imunidade e maior suscetibilidade ao desenvolvimento de Candida (Yarak et

al., 2005; Sirmans & Pate, 2014).

Considerando que a primeira linha de tratamento da SOP é o uso de
anticoncepcionais, mas também trabalhando com a premissa de que as
participantes do estudo séo sadias e sofrem oscilagcbes hormonais em seu ciclo
menstrual normalmente, poderiamos sugerir que a associa¢ao inversa entre o
namero de colonias de Candida encontradas e o tempo de uso de
anticoncepcional pelas participantes do estudo pode ter emergido em
decorréncia de uma estabilizacdo hormonal nos habitats coletados ao longo do
tempo de utilizacdo do medicamento. Ao administrar os horménios uma dose
regular é ingerida, o feedback negativo do sistema enddcrino ajustaria-se para
esta quantidade de horménio administrada, anulando as grandes oscilacbes
destes metabdlitos hormonais nestes individuos, principalmente através de

regulacéo das adrenais (Yarak et al, 2005; Sirmans & Pate, 2014).

Porém, de forma contraditéria a este raciocinio, estudos relatam que

a utilizacdo prolongada de alguns agentes terapéuticos predispde ao
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aparecimento das candidiases, incluindo o uso de anticoncepcional (Martins &

Lacaz, 1980).

Nestes dominios apresentados e visualizando a discussdo dos
resultados demonstrados, abrimos precedentes para inUmeras perspectivas

dentro deste trabalho:

o A avaliacdo das espécies de Candida na boca frente
a hormonioterapia poderia explicar o fendmeno fisiolégico de

resposta das leveduras na utilizacdo de anticoncepcionais;

o Ponderando que a similaridade entre habitats
intrabucais deste estudo foi constatada principalmente na proporgéo
das espécies e ndo da diversidade de micro-organismos, a
complexidade da distribuicdo espacial pode ser melhor avaliada
através da interacdo das leveduras Candida com outros géneros de

leveduras;

o Apesar das evidéncias cientificas exporem
caracteristicas que relacionam C. dubliniensis e C. tropicalis, fazem-
se necessarios estudos direcionados a estas duas espécies para
melhor entender os mecanismos que levaram a sua associa¢cao ou

tropismo pelo habitat da lingua dorsal.
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5. CONCLUSOES

Num momento da ciéncia que a metagenbmica conduz o
microbioma humano e ambiental a novos percursos, a microbiota leveduriforme
que compbe a cavidade bucal de individuos saudaveis tem sido pouco
explorada. Nossos resultados introduzem a dimensdo espacial desta
diversidade microbiana que vem sendo estudada, complementado as
informacBes obtidas nos estudos do microbioma humano. Neste sentido,

listamos as principais conclusdes e contribui¢cdes deste trabalho:

o Candida albicans foi o micro-organismo mais
prevalente no presente estudo, seguido de Candida krusei, Candida
parapsilosis, Meyerozyma guilliermondii (C. guilliermondii), Candida

glabrata, Candida tropicalis e Candida dubliniensis.

o A associacdo entre as leveduras encontradas e 0s
habitats bucais sugeriu que comunidades leveduriformes podem
distinguir-se entre os diferentes locais da cavidade bucal. A principal
contribuicdo em definir o ecossistema bucal normal € a capacidade

de correlacionar associagdes especificas com as doencgas humanas.

o As espeéecies C. tropicalis e C. dubliniensis

apresentaram tropismo especifico pelo tecido lingual.



o A microbiota dos habitats revestidos por mucosa foi

analoga.

o A microbiota da lingua e dos tecidos duros

assemelhou-se entre si em menor intensidade.

o Mulheres apresentaram maior carga leveduriforme

de Candida em relacéo aos individuos do sexo masculino.

o Houve uma relacdo inversamente proporcional entre
o tempo de utilizacdo de anticoncepcional oral e o ndmero de

colbnias de Candida.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Documento de aprovacdo do comité de ética e pesquisa da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

UF R G S  PRO-REITORIA DE PESQUISA BROBE —

UNIVERSIDADE FEDERAL Comité De Etica Em Pesquisa Da Ufrgs
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comité De Etica Em Pesquisa Da Ufrgs analisou o projeto:

Numero: 18147
Jitloz EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZAGAO DE FUNGOS EMERGENTES ISOLADOS NO SUL DO

BRASIL

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:
ALEXANDRE MENEGHELLO FUENTEFRIA - coordenador desde 01/03/2010

- ADELINA MEZZARI - pesquisador desde 01/03/2010
PATRICIA VALENTE DA SILVA - pesquisador desde 01/03/2010

Equipe Externa:

Sydney Hartz Alves - pesquisador desde 01/03/2010

Comité De Etica Em Pesquisa Da Ufrgs aprovou o mesmo, em reuniao realizada em
16/12/2010 - Sala de Reuniées do 3° andar da PROPLAN, por estar adequado ética e
metodologicamente e de acordo com a Resolugdo 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Saude.

Porto Alegre, Quinta-Feira, 16 de Dezembro de 2010
~ ) (\

SE ARTUR BOGO CHIES
rdenador da comisséo de ética
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Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido oferecido aos voluntarios

do estudo.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “Composi¢cao de
espécies de leveduras na microbiota normal da cavidade bucal de pacientes
aparentemente saudaveis®. Sua participacdo n&o € obrigatéria, e, a qualquer
momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa
nao trara nenhum prejuizo em sua rela¢cado com o pesquisador (a) ou com a instituicao.

Este estudo tem como objetivo avaliar as leveduras normalmente
presentes na boca humana. O projeto possibilitard a coleta de informagbes que
poderdo posteriormente ser utilizadas para avaliagdo de risco de desenvolvimento de
doenca periodontal em que leveduras possam estar envolvidas.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em submeter-se a coleta de
material da boca (saliva, gengiva, bochecha e dente), sendo o material coletado com
cotonetes, submeter-se a uma andlise clinica odontoldgica e responder a questionario
sobre idade, uso de dentaduras, uso de inaladores com esteroides, uso de
anticoncepcionais, fluxo salivar, doengas e medicagdes ingeridas.

Na coleta serdo utilizados materiais esterilizados e a mesma sera realizada
por profissional da area odontoldgica. Os riscos sdo minimos, visto que a coleta sera
realizada com cotonete, 0 que ndo causara dor nem desconforto.

N&o haveré custos para o participante.

As informagBes contidas nesta pesquisa serdo confidenciais e
asseguramos sigilo sobre a sua participacdo. Os dados néo seréo divulgados de forma
a possibilitar sua identificagéo.

Vocé receberd uma copia deste termo, onde constam endereco e telefone
do pesquisador, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participagdo, agora
ou a qualquer momento.

Declaro que li e entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha
participacdo na pesquisa e concordo em participar.

Pesquisador responsavel: Dra. Maria Lucia Scroferneker
Laboratério de Micologia (lab. 210). Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia. Instituto de Ciéncias Basicas da Saude.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Rua Sarmento Leite 500. Centro. Porto Alegre — RS Tel: 51-33083934

Comiss&o de Etica em Pesquisa da UFRGS. Tel: 51-3308-3738
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Anexo 3. Questionario com termos de inclusdo e exclusédo dos participantes da

pesquisa.
Informagdes do paciente
Data da coleta: / / Primeiro nome:
Telefone para contato: ()
Data de Nascimentofidade: / / anos

SEN0. |:| ferminino |:| masculino
Mamen de dentes (no minimo 20):
Hi evidéncia de doenga odontoldgica? periodontite, candidfase, tumores. ..

[ ]sim [ InMsEo
Itens para inclusdo

O Sr(a) ja participou do presente estudo? |:| Sim |:| M&o
Utiliza prétese total, removivel ou aparetho ortodéntico? [ | Sim [ ] nao
Faz uso de inaladores com corticdides? [ ] sim [] nao
Apresenta xerostomia? [ 1 sim [ Nso
E portador de Diabetes? [ ] sim [ Inso
E portador de doenga ou condighes que causam imunossupressSo7?

[] mader vine [] teo da cotinestardides [ ] Doengada Cushing

[] Tramsgiartade [ | Quimicterspia o radioderagia [ | lupus [ ] Outro Quai?

Est4 administrando antibistico ou antifingico? [ | Sim [ IN&o
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Anexo 4. Lista de micro-organismos representativos provenientes deste estudo.

Area coletada

Coloracéao

Chromagar Candida

Identificacao

28.

2B

2C

2D

2E

2F

2G

3A

3B

3C

3D

3E

3F

3G

3H

3l

3J

3L

3M

3N

30

Vestibulo labial
Lingua dorsal
Molar
Bochecha Esquerda
Molar (placa duplicata)
Bochecha direita
Lingua ventral
Lingua ventral
Molar
Lingua dorsal

Lingua dorsal

Lingua dorsal

Bochecha direita
Bochecha esquerda
Vestibulo labial
Assoalho da boca
Bochecha direita (duplicata)

Bochecha esquerda
(duplicata)

Lingua ventral (duplicata)
Molar (duplicata)

Vestibulo labial (duplicata)

Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde médio
Verde médio
Verde claro

Marrom claro

Marrom escuro

Verde médio/escuro
Verde médio/escuro
Verde claro
Verde claro
Verde médio/escuro

Verde escuro

Verde escuro
Verde escuro

Verde escuro

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Meyrozyma
guilliermondii

Meyrozyma
guilliermondii

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida albicans

Candida albicans
Candida albicans

Candida albicans
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3P
3Q
3R
4A
5A
5B
5C
6A
6B
6E
6F
7A
7B
7C
8A
8B
8C
8D
8E
8F
8G
8H

8l

8J
8L

8M

Lingua dorsal (duplicata)
Lingua dorsal (duplicata)
Assoalho da boca (duplicata)
Vestibulo labial
Molar
Lingua dorsal
Palato
Palato
Bochecha Direita
Molar
Lingua dorsal
Lingua dorsal (duplicata)
Saliva
Lingua dorsal
Saliva
Palato
Assoalho da boca
Molar (duplicata)
Molar (duplicata)
Bochecha direita
Lingua ventral
Bochecha esquerda

Bochecha esquerda
(duplicata)

Lingua dorsal
Lingua dorsal (duplicata)

Lingua dorsal (duplicata)

Verde claro
Verde claro
Verde claro
Creme
Verde médio
Verde claro
Creme
Creme
Verde médio
Verde médio
Verde médio
Creme
Creme
Creme
Verde claro
Verde médio
Verde médio
Verde médio
Verde claro
Verde médio
Verde claro
Verde escuro

Verde médio

Creme
Verde médio

Creme

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida albicans

Candida parapsilosis
Candida albicans

Candida parapsilosis
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10A

10B

10C

10D

10E

10F

10G

10H

101

13 A

14 A

14B

14C

14D

14E

14F

15A

15B

15C

16 A

17 A

19A

19B

24 A

24B

24C

24D

Saliva
Bochecha esquerda
Vestibulo labial
Lingua ventral (duplicata)
Assoalho da boca
Lingua dorsal
Molar
Bochecha direita
Palato
Molar
Bochecha esquerda
Molar
Lingua dorsal (duplicata)
Lingua ventral
Palato (duplicata)
Bochecha direita
Bochecha esquerda
Palato
Lingua dorsal
Palato
Lingua dorsal
Bochecha direita
Molar
Saliva
Bochecha direita
Molar

Lingua dorsal

Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde médio
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Rosa claro
Verde médio
Rosa claro
Verde médio
Verde claro
Verde claro
Verde médio
Verde médio
Verde médio

Verde claro

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida krusei
Candida albicans
Candida krusei
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida albicans
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24E

24F

25 A

26 A

26B

26C

27 A

31A

31B

31C

31D

31E

36 A

368

36C

38A

38B

38C

38D

41 A

41B

41C

42 A

42B

42C

43 A

Bochecha esquerda
Lingua ventral
Lingua dorsal

Molar
Molar (duplicata)
Palato

Palato

Bochecha esquerda
Lingua dorsal
Molar

Bochecha direita

Bochecha direita (duplicata)

Bochecha direita
Lingua ventral
Lingua ventral (duplicata)
Palato
Saliva
Bochecha direita
Lingua dorsal
Lingua dorsal
Lingua dorsal (duplicata)
Molar
Lingua dorsal
Molar
Palato

Molar

Verde claro
Verde claro
Azul escuro
Verde médio
Verde médio
Verde médio

Rosallilas

Verde médio
Verde médio
Verde médio
Verde médio
Verde claro
Verde médio
Verde claro
Verde claro
Verde médio
Verde médio
Verde médio
Verde médio
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro

Verde médio

Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida
krusei/glabrata

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida albicans
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43B
43C
43D
44 A
44B
47 A
48 A
48B
49 A
49B
49C
49D
49E
49F
49G
50 A
50B
50C
55 A
558
55C
55D
55E
55pP
55Q
57 A

57B

Palato
Lingua dorsal
Bochecha esquerda
Molar
Lingua dorsal
Saliva
Molar
Bochecha esquerda
Lingua dorsal
Palato
Saliva
Assoalho da boca
Bochecha esquerda
Molar
Lingua ventral
Bochecha esquerda
Vestibulo labial
Bochecha direita
Molar
Vestibulo labial
Vestibulo labial (duplicata)
Bochecha esquerda
Bochecha direita
Palato
Lingua dorsal
Lingua ventral

Lingua dorsal (duplicata)

Verde médio
Verde claro
Verde médio
Verde médio
Verde claro
Rosa
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
verde médio
Verde médio
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde médio
Verde claro
Azul escuro

Azul escuro

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida krusei
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis

Candida tropicalis
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57C

60 A

61B

61C

61D

66 A

67 A

69 A

69B

69C

69D

69E

69F

69G

71 A

72 A

72B

74 A

76 A

76B

76C

76D

76E

77 A

85 A

89 A

89B

Lingua dorsal (duplicata)
Molar
Lingua ventral
Saliva
Vestibulo labial
Molar
Bochecha direita
Molar
Lingua ventral
Vestibulo labial
Assoalho da boca
Bochecha direita
Lingua dorsal
Bochecha esquerda
Lingua dorsal
Vestibulo labial
Molar
Lingua dorsal
Bochecha direita
Molar
Saliva
Lingua dorsal
Bochecha esquerda
Lingua ventral
Lingua dorsal
Lingua dorsal

Lingua ventral

Creme
Creme
Lilas
Creme
Creme
Verde médio
Verde médio
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde claro
Verde médio
Verde claro
Verde claro
Verde médio
Creme
Creme
Verde médio
Verde médio
Verde médio
Verde claro
Verde médio
Verde médio
Rosa claro
Lilas
Verde malva

Verde malva

Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida Krusei
Candida glabrata
Candida dublieniensis

Candida dublieniensis
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90 A

91A

91B

91C

91D

96 A

Assoalho da boca
Assoalho da boca
Bochecha esquerda
Lingua dorsal
Molar

Lingua dorsal

Lilas
Rosa claro
Verde médio
Verde médio
Rosa claro

Rosa claro

Candida glabrata
Candida Krusei
Candida albicans
Candida albicans
Candida Krusei

Candida Krusei
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Anexo 7. Autorizacdo de direito de uso de imagem.

AUTORIZACAO

Eu, Gabriel Francesco Camerini, portador da identidade n°51088463290, CPF n°
838.947.050-00, residente e domiciliado, cito, Rua Joao Victério Zatt, n° 46, apto
101, Bairro Sao Roque, Bento Gongalves-RS, autorizo Carla Zanellato, portadora
da identidade n° 8070941821, CPF n° 809.949.030-49, residente e domiciliada,
cito, rua Saldanha Marinho, n° 469, apto 103 Bairro Centro, Bento Gongcalves-RS,
a utilizar, para devidos fins, a ilustracdo impressa neste documento, abaixo,

desenvolvida pela minha pessoa, sem quaisquer énus e restricoes.

Bento Goncalves - RS, 15 de Maio de 2015.

f A »
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