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MARQUETI, AC. Proéteses totais removiveis como reservatorio de
microrganismos oportunistas. 81f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2011.

Resumo

Este estudo avaliou a ocorréncia de leveduras do género Candida sp além dos
principais microrganismos periodontopatogénicos e enterobactérias na saliva, em
mucosa e no biofilme aderido a prétese total, correlacionando com aspectos clinicos e
condicao de higiene bucal de 90 individuos edéntulos e portadores de protese total,
por meio de métodos moleculares (PCR). Espécimes clinicos intrabucais foram
coletados desses individuos apds avaliacdo das condigdes sécio-econdmicas e
comportamentais. A microbiota bucal dos pacientes foi caracterizada por meio da
obtencdo de amostras de biofilme aderido as préteses totais, mucosa e saliva, as
quais foram processadas, por meio de PCR. As inter-relacées entre os diferentes
microrganismos foram determinadas por meio dos testes de Qui-quadrado e Mann-
Whitney. Verificaram-se diferencas na ocorréncia de Prevotella intermedia e
Enterobacteriaceae na saliva dos pacientes edéntulos, o0 mesmo ocorrendo com
Enterobacteriaceae, Camphylobacter rectus e género Pseudomonas no biofilme
aderido as proteses totais. As condi¢des de higiene bucal e estado de conservacao da
prétese total precarios favoreceram a ocorréncia de leveduras do tipo Candida sp, em
especial Candida albicans, em niveis estatisticamente significante nas amostras de
mucosa e biofilme aderido a prétese total, tornando este dispositivo protético um
potencial reservatorio de leveduras e bactérias entéricas que podem ser de relevancia

na patogénese das infec¢des oportunistas.

Palavras-chave: Enterocateriaceae; Leveduras; PCR; Infec¢des oportunistas.



MARQUETI, AC. Removable total prostheses as reservoir of Oportunists
Microrganisms. 81f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2011.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the occurrence of major
periodontopathogenic microorganisms and Enterobacteriaceae and biofilm
adhered to the denture, mucosa and saliva in 90 edentulous subjects with
complete dentures, using molecular methods (PCR). Clinical specimens were
collected from these individuals after assessing the socio-economic
circumstances and behavioral. The oral microbiota of patients was
characterized by obtaining samples of the biofilm adhered to the dental
prothesis and saliva, for detection of major pathogens using PCR. The
possibility of inter-relationships between different microorganisms was
determined using the chi-square test and Mann-Whitney test. There were
differences in the occurrence of Prevotella intermedia and Enterobacteriaceae
in the saliva of edentulous patients, likewise, Enterobacteriaceae,
Pseudomonas, Camphylobacter rectus and the biofilm attached to denture
patients. The conditions for oral hygiene and stat of preservation of prosthesis
total precarious favored the occurrence of yeasts of the Candida sp, particularly
Candida albicans, statistically significant levels in samples of mucosa and
biofilm acceded to total prosthesis, prothetic device, making it a potential
reservoir of enteric bacteria and yeasts that may be of relevance in the
pathogenesis of opportunistic infections.

Key word: Enterobacteriacea,Yeasts; PCR; Opportunistic infections.
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1- INTRODUCAO

A boca vem sendo considerada um importante reservatorio para
patégenos oportunistas, sendo o ponto fraco no controle de infec¢coes de
carater nosocomial, visto que o acesso do cirurgido-dentista ao ambiente
hospitalar €, por vezes, vedado, além de que as peculiaridades da microbiota
bucal escapam ao conhecimento médico convencional%3*.

Esses microrganismos sao 0s principais responsaveis pela pneumonia
nosocomial, que é a segunda infeccao mais comum em hospitais e instituicées
publicas®, representando em cerca de 10 a 15% do total de infeccdes’,
envolvendo pneumonia por ventilagdo mecanica, osteomielietes, doenca
pulmonar obstrutiva crénica entre outras®’, que por meio da aspiragdo de
secre¢des contaminadas, evoluem para pneumonia podendo levar a ébito 20 a

50% dos pacientes afetados’®% %"

, principalmente os portadores de epilepsia,
acometidos por acidentes vasculares cerebrais, portadores de doenca de
Parkinson e dependentes quimicos, que favorecem a aspiracdo de patdogenos
orais ou secrecdes orofaringeas'?®.

Na boca, os sitios anatbmicos envolvidos por processos infecciosos
crdnicos, como o periodonto, podem se tornar reservatérios de microrganismos
associados a esses quadros sépticos, destacando-se, além daqueles
associados as infeccdes de cabeca e pescoco, como 0s géneros Bacteroides,
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Aggregatibacter, Selenomonas,

12,13,14,15

Eikenella, Streptococcus e Campylobacte , outros microrganismos de
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importancia médica, como Staphylococcus, Enterococcus, membros da familia

Enterobacteriacea e pseudomonados, dentre outros®'6:17:18:19:20

Outros fatores, como a higiene precaria, podem resultar em maior
concentracdo e patégenos na saliva e no biofilme, podendo ser aspirados ou

adentrar a corrente sanguinea ap6s pequenos traumas, resultando em

infeccdes sérias, por vezes fatais®'%!"1%2,

Logo, a despeito da grande énfase dada a participacdo de
microrganismos presentes na boca, mesmo que oriundos de outros ambientes,
varios quadros patoldgicos podem estar ligados a esses microrganismo s,

como septicemias, infec¢des uterinas, abscessos hepaticos e cerebrais, dentre

2,19,22

outros , principalmente em pacientes com baixa reatividade imunoldgica,

como idosos e institucionalizados, onde a transmissdo dos patdégenos é

17,23

facilitada pelas condicbes ambientais'~“°. Além desses aspectos, deve-se

ressaltar que a ocorréncia de quadros infecciosos graves, principalmente

pneumonias, é uma das trés principais causas de ébitos em idosos® %",

Em pacientes idosos de paises em desenvolvimento, o edentulismo
frequentemente associado a extracdo precoce dos elementos dentais, €

bastante comum, variando entre 27 e 69% da populacdo acima de 60 anos?®,

23,24

sendo geralmente reparada pelo uso de dispositivos proteticos“™<", os quais

recebem pouca énfase em termos de manutencao e higiene'”?*.

Desta forma, a superficie de resina acrilica dessas préteses constitui

ambiente extremamente favoravel a colonizagdo microbiana, particularmente

25,26

para leveduras do género Candida e microrganismos bucais, inclusive os

3,15,27,28

anaeroébios , atuando como fator agravante, assim como as proprias

caracteristicas da boca, banhada por saliva, que facilita a precipitacao
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constante de proteinas e acaba por exacerbar a formacao de biofilme sobre a
protese’ 2%,

Em pacientes institucionalizados, idosos, por vezes sem atendimento
odontolégico regular, essas condicbes de uso e manutengdo das proteses
tendem a se deteriorar, possibilitando, pelo menos teoricamente, o

9,17,24 Esse

desenvolvimento de biofilmes microbianos, calcificados ou nao
fendbmeno é relevante quando se verifica que a simples melhora nos padrbes
de higiene bucal leva a uma significativa reducdo da prevaléncia da
colonizagdo bucal e de orofaringe dos principais patégenos associados as
infeccdes oportunistas’.

Muitos desses microrganismos endoégenos da boca e outros presentes,
de forma transitéria, como microrganismos entéricos, podem ser portadores de
genes de resisténcia a agentes antimicrobianos e os podem espalhar a
populagdo microbiana de infec¢bes nosocomiais, em funcdo destes grupos
bacterianos estarem comumente envolvidos em infeccdes sistémicas®'?'4.
Entretanto, a despeito de alguns dados sugerirem que as proteses totais sejam
o principal reservatorio bucal dessas bactérias e que a boca seja a rota quase

obrigatéria para a disseminacdo desses patégenos'®!

, poucas sao as
informagdes disponiveis sobre a contaminagdo microbiana presente nas

proteses e na mucosa desses pacientes edéntulos.
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2- Revisao de Literatura

2.1- Microbiota bucal e resina acrilica: principios teodricos

ligados a colonizacao bucal.

A literatura se refere ao biofilme como uma comunidade séssil onde as
células sado organizadas em microcolénias que se encontram aderidas a uma
superficie ou substrato ou, ainda, umas as outras em carater irreversivel e
envolvidas em uma matriz extracelular de substancias poliméricas,
representando um padrdo de crescimento microbiano predominante na
natureza, sendo de suma importancia no desenvolvimento de infecgcdes, ja que
sdao verdadeiros nichos de retencdo de agentes patogénicos e estao

associados a altos niveis de resisténcia a antimicrobianos®?3,

Na boca, em recém-nascidos, ja foram encontrados microrganismos
como Prevotella melaninogenica, Fusobacterium nucleatum, Veillonella sp e
espécie ndo pigmentadas do género Prevotella em maior frequéncia entre as

criancas analisadas, atribuindo-se & microbiota materna®’*.

Quanto a colonizagdo da boca por Streptococcus mutans e espeécies
afins, Sachdeo et al. (2008)?” sugeriram haver a necessidade de superficies
duras para sua adesao, sendo detectados em individuos dentados, em baixos
niveis sobre o tecido mole. Quando todos os dentes foram extraidos, tem
reaparecido em superficies duras como as dentaduras. Fenémeno semelhante
foi descrito para Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas
gingivalis, destacando-se que 0s mesmos nao reaparecem em superficies de
dentaduras sugerindo sua dependéncia em relacdo a superficie dental e sulco

gengival®®.
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Sachdeo et al. (2008)?” avaliaram a microbiota de biofilmes presentes
em dentaduras, em tecidos moles orais e na saliva de pacientes edéntulos,
concluindo que periodontopatégenos, como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis, foram encontrados em
nuamero significativo no biofilme sobre a prétese e tecidos moles. Outros
microrganismos, como 0S géneros Streptococcus, Staphylococcus,
Bacteroides, Neisseria e Lactobacillus podem colaborar com a formagao do

biofilme sobre esses dispositivos protéticos®®’.

Gaetti-Jardim Junior et al. (2008)° isolaram microrganismos entéricos de
biofilme subgengival de pacientes HIV-positivos com periodontite necrosante,
destacando-se enterobactérias como Enterobacter sakazakii, Enterobacter
cloacae, Serratia liquefaciens, Klebsiella oxytoca e Enterococcus spp, além de
leveduras como Candida albicans, evidenciando que esses patdgenos

mostravam nitida associagdo com quadros de imunossupressao e estomatites.

Segundo Paiva et al. (2009)*® as bactérias podem ser agentes
facilitadores da ades&o de leveduras do género Candida, principalmente C.
albicans, as superficies internas das proteses, através do fenémeno de
coagregacao e sao comumente encontradas no biofilme microbiano associado
as bases de préteses em resina acrilica. Espécies menos virulentas como
Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida
parapilosis, Candida dubliniensis e Candida krusei que tém sido isoladas
recentemente de bases de préteses e associada a estomatite protética, devido
ao fato desses microrganismos penetrarem e sobreviverem na resina acrilica a
uma profundidade que varia de 1,0 a 2,0 micrébmetros, produzindo reinfeccéo,

mesmo apds o controle do biofilme da prétese e higienizagdo bucal®®.
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A prevaléncia de Candida spp varia de 11 a 67%, com maior incidéncia
nos pacientes usuarios de proéteses totais mucossuportadas, género feminino.
Essa levedura estd associada a estomatite por dentadura, hiperplasia fibrosa
inflamatéria e queilite angular, reforcando assim a necessidade de
implementagdo de métodos de controle e prevengdo dessas enfermidades.
Estudo realizado por Ramage et al. (2004)*° comprovaram a eficicia de um
protocolo preventivo a base de fluconazol e de higiene oral na redugédo da
colonizagdo da mucosa e da protese total mucossuportada por Candida spp,

melhorando a condigao de higiene oral*'.

Além dos estudos que relatam o envolvimento de Candida albicans com
a etiologia da estomatite protética, autores como Paiva et al. (2009)%, Jorge et
al. (2007)*° e Sesma et al. (2005)** sugerem que o aparecimento dessa
enfermidade possa estar vinculado a presenca de um biofilme néo especifico,
sugerindo ainda uma caracteristica multifatorial e polimicrobiana para esta

alteracdo de mucosa, mas sempre com a participagao de leveduras.

Os fungos desenvolveram a habilidade de se aderir as resinas das
préteses totais, de maneira direta ou por meio de uma camada intermediaria
formada pela matriz do biofilme onde, inicialmente, as células de Candida
albicans aderem a superficie da lamina de polimetacrilato da resina, formando
microcolénias logo nas primeiras onze horas, seguida por uma fase
intermediaria marcada pela emergéncia e predominancia de substancias
poliméricas extracelulares, assemelhando-se a um filme que cobre as
microcolénias do fungo, enquanto que na fase de maturacdo, a quantidade de

substancia polimérica extracelular se intensifica, associada ao tempo de
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incubacgao, favorecendo com que as comunidades de Candida albicans sejam

completamente cobertas por essa substancia®.

Quanto a viruléncia desses fungos oportunistas e suas manifestacdes,
em especial o género Candida, encontram-se associados fatores
predisponentes intrinsecos do hospedeiro, como idade avangada, gravidez,
prematuridade, neoplasias, hemopatias, endocrinopatias e outras
enfermidades, que também levam a significativa queda de imunidade. Ha
também os fatores extrinsecos como o uso de antibacterianos, corticéides,
antineoplasicos, terapia intravenosa prolongada, intervengdes cirurgicas, acao
de agentes fisicos e quimicos, além daqueles ligados aos fatores de viruléncia

do préprio fungo***°.

2.2 Adesao microbiana

Entre os microrganismos e a resina acrilica, a adesdo microbiana se da
por meio de uma pelicula que se forma sobre a protese, principalmente no lado
que esta em contato com o rebordo residual. A ades&o inicial pode ser
reversivel ou irreversivel, onde os microrganismos sao fixados nas células
epiteliais e na resina acrilica por meio de interagcées especificas, ocorrendo
processos de colonizagdo microbiana com consequente formagéo do biofilme

microbiano'” 3846

As resinas termopolimerizaveis, por micro-ondas apresentaram
adaptacdo e propriedades semelhantes as termopolimerizaveis em banho de
agua. Além disso, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes
quanto a porosidade, sugerindo que ndo ha diferencga significante em relacéo a

aderéncia dos microrganismos em relagdo ao tipo de resina acrilica utilizada®*”.
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Gongalves et al. (2008)*, através da microscopia eletronica de
varredura, demonstraram uma maior porosidade superficial em resina
autopolimerizavel em relacao as duas resinas termopolimerizaveis avaliadas,
sugerindo que os poros aumentavam a retencao de biofilme na superficie da
resina acrilica e o manchamento de algumas partes das préteses e que a maior
porosidade beneficiaria microrganismos como leveduras e bactérias que seriam

protegidas contra as forcas de cisalhamento da limpeza mecanica®.

Vitkov et al. (2002)*° relataram que bactérias e fungos, em especial
Candida albicans possuem varios habitats preferenciais dentro do ambiente
bucal, principalmente as células epiteliais da mucosa, lingua, bem como
superficie dos dentes e das préteses fixas ou removiveis. A presencga de outros
microrganismos que ja colonizam inicialmente estas superficies produz uma
ancoragem para as pseudohifas, permitindo o seu crescimento e

desenvolvimento nesse ambiente.

Abraham, Beachey, Simpson (1983)°" e Hasty, Simpson (1987)%
estudaram a relacdo entre o0 processo da adesdo microbiana e evidenciaram
que a fibronectina atua como receptor facilitando o processo de adesado de
bactérias como estreptococos do grupo A as células do epitélio bucal, porém,
inibe a adesdo de bactérias Gram negativas, como E. coli e Pseudomonas

aeruginosa.

A adesdo as superficies celulares constitui o evento primario e
necessario a colonizacdo bucal e desenvolvimento da enfermidade®, sendo
que para iniciar a doenca propriamente dita, a Candida albicans adere as

células epiteliais da mucosa bucal e, posteriormente, invade e destréi essas
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células, promovendo deformacdo dos queratinécitos do hospedeiro durante a

sua penetracdo>?.

Ainda em relacdo ao processo de adesdo dos microrganismos, outros
fatores relacionados ao processo de viruléncia dos fungos patogénicos dizem
respeito a producao de enzimas histoliticas, como a aspartil proteinase (SAP),
enzimas fosfolipase B e lipases** e, ainda, sua forma filamentosa, que é
controlada pelos genes que regulam a morfologia das hifas e sao
correguladores dos genes que codificam outros processos de viruléncia como

as proteases e adesinas®.

2.3 Métodos de desinfeccao da peca protética

O processo de higienizagdo e desinfeccdo da peca protética € de
fundamental importancia e a escovagcdo com dentifricio se destaca como o
método mais utilizado para limpeza das préteses, embora seja insuficiente para
um controle efetivo do biofilme presente nas bases acrilicas das préteses

removiveis®.

Nesse particular, métodos como a imersdao noturna em solugdo de
hipoclorito de soédio (0,02%) e clorexidina (1%) tém sido recomendados,
embora o risco de manchamento da resina acrilica possa ocorrer, fazendo com
gue a escovacgao associada ao protocolo de desinfeccdo em micro-ondas seja

uma alternativa viavel'®°.

De acordo com Peracini (2008)*° a respeito da utilizacdo de micro-ondas

para a descontaminacao de proteses, o tempo de exposicao de seis minutos a
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poténcia média resultou favoravel, sendo consequéncia de um efeito térmico,
sugerindo ainda que outros mecanismos relativos a interacdo do campo
eletromagnético poderiam estar envolvidos, associados a mudancas

intracelulares especificas induzidas pelas micro-ondas nos microrganismos.

Na tentativa de explicar o0 mecanismo de acdo do micro-ondas como
método de desinfeccdo, Neppelenbroek (2005)°" relatou fenémenos
envolvendo a parede celular bacteriana, onde alteragdes na permeabilidade
possivelmente produziriam clivagem da célula, embora essa teoria ndo tenha
sido comprovada, naquele momento e a presenca de agua tanto no meio
circundante quanto no interior da célula, poderiam influenciar as alteracbes

celulares produzidas pelas micro-ondas.

Esse método, como sugerido por Pavan (2006)%, levaria ao
aquecimento de moléculas polares, como a agua, gorduras, 0s aminoacidos e
as proteinas que oscilariam devido ao desequilibrio elétrico existente nessas
moléculas, onde a vibracdo molecular produziria calor e, possivelmente,
degradacao das moléculas afetadas, sendo um processo rapido e que nao

alteraria as moléculas nao polares como as das resinas acrilicas >°.

A adicdo de agua durante a exposicao as micro-ondas promove um
aquecimento uniforme do material e é considerada adequada para eliminar a
viabilidade microbiana, mesmo daqueles presentes nos poros dos materiais

que compde a base das proteses totais**°*°%°".

Dentre os métodos difundidos para desinfeccao das proteses em resina
acrilica, destaca-se a utilizacdo da imersdo e do spray com solucdes

desinfetantes, com preferéncia para o0 método de imersédo, o qual provoca a
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eliminacdo da maioria dos microrganismos vegetativos, embora a redugao
eficaz dos niveis de contaminagcdo microbiana dependa do tipo de agente
quimico, concentracdo, tempo de contato, espectro de atividade

antimicrobiana, temperatura e reutilizagao**%>%,

Como caracteristicas de um agente quimico para controle de biofilme,
destacam-se o amplo espectro de acao (microrganismos e virus) ndo ser
afetado por fatores como matéria organica ou sabdes, detergentes ou demais
substancias quimicas, concentragdo da substancia quimica ativa, o tempo de
exposi¢do, a quantidade de residuos organicos acumulados, a natureza do
objeto (presenca de poros), além do pH da solugdo, ser atoxico, inodoro,
econ6mico, de facil utilizacdo e ndo produzir alteragées superficiais que
causem danos ao objeto desinfetado, sendo consenso entre os autores que
nenhuma substancia desinfetante disponivel preencha todos os critérios
estabelecidos*+®2638485  considerando-se ainda que a eficacia dos

desinfetantes de superficie e de imersdo seja dependente de alguns fatores

como a concentracdo e o tipo de microrganismos.

Com base nesses critérios, a literatura destaca a solugdo aquosa de
hipoclorito de sdédio, como a substancia mais utilizada para a desinfeccao
quimica de préteses de resina acrilica, pelo fato de ser poderoso germicida,
nao ser prejudicial aos tecidos nas concentragbes comercializadas, ser de
amplo espectro de acdo, nao produzir residuos nocivos e nem alteracao de cor
da solucdo, ser de facil manuseio além de possuir baixo custo, entretanto,
exige cautela devido ao fato de produzir corroséo em determinados metais,

principalmente o aluminio®%>%°,
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A eficacia antimicrobiana desse agente reside na liberacéo de cloro ativo
como subproduto das interagdes entre o hipoclorito e a 4gua**, e sdo atribuidos
dois efeitos antimicrobianos ao cloro, como a inibicdo enzimatica e a formacao
de cloraminas, que ocorre por meio da reacdo do cloro com o0 grupamento
amina de proteinas citoplasmaticas induzindo a formagédo de cloraminas, cuja
toxicidade € reconhecida, interferindo rapidamente no metabolismo celular,
mesmo em baixas concentracdées e a oxidacao enzimatica, sendo este o
principal mecanismo de ag¢do envolvido na destruicio da célula

microbiana®* %%’

Estrela et al. (2002)%” indicaram o hipoclorito de sédio como agente
desinfetante para préteses totais porque este agente remove manchas,
dissolve a mucina e outros compostos organicos e € bactericida e fungicida.
Embora ndo dissolva o calculo, pode inibir sua formagdo em proteses por

dissolver a matriz organica do biofilme.

Machado et al. (2009)%® consideraram que, independentemente do tipo
do método de desinfeccao das proteses, dever-se-ia considerar o tempo de
imersao e a concentracdo do produto, baseando-se na eficacia da desinfeccao

e no menor dano causado ao material de confeccdo da base da dentadura.

2.4 - Antissepsia oral por meio de enxaguatorios.

O uso de produto enzimatico a base de lactoperoxidase foi relatado por
Santos et al. (2008) ® como meio auxiliar na redugéo do biofilme bucal, com a
vantagem de nao possuir substancia abrasiva (alcool, detergente ou corante)

que prejudique ainda mais a mucosa bucal, que ja se encontra comprometida,
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refor¢cado pela a presenca da lactoferrina, interagem com a saliva, reduzindo a
incidéncia de leveduras do género Candida spp, em particular, Candida
albicans na mucosa oral.

Lamfon et al.(2005)° avaliaram a susceptibilidade de leveduras do
género Candida spp, em pacientes usuarios proteses totais com manifestacao
clinica da estomatite protética, em relacdo ao fluconazol, miconazol e
digluconato de clorexidina, constatando que os antifungicos utilizados
isoladamente e em concentragcbes terapéuticas viaveis foram incapazes de
impedir o crescimento de leveduras do género Candida, entretanto, a
associagcdo do miconazol com a clorexidina reduziu o crescimento dessas
leveduras.

Bambace et al.(2003)"" se refere as maneiras como a clorexidina pode
ser utilizada, destacando-se como desinfetante de campo cirurgico, de canais
radiculares, higienizacao de proéteses, degermante para maos, além de sua
acao reduzir o risco de carie e doenga periodontal, sendo utilizada ainda na

forma de gel, dentifricios, colutérios, irrigacoes, chicletes e spray.

Khan et al.(2008)" relataram que o uso de clorexidina 0,12% em
antisséptico bucal permitiu reduzir o indice de pneumonia em pacientes
hospitalizados variou de 65 a 71% dos casos analisados, associados a
controle mecéanico do biofilme, sugerindo que a implantagdo deste tipo de
protocolo contribuira para diminui¢cdo dos indices de morbidade e mortalidade
em pacientes institucionalizados, principalmente em ambientes de terapia

intensiva.
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3 PROPOSICOES

Considerando-se a inter-relagdo existente entre a presenca de préteses
totais mucossuportadas, a ma higienizacdo bucal e a ocorréncia de infec¢des
oportunistas em pacientes edéntulos usuarios dessas préteses, o presente
estudo teve por objetivos:

1) Avaliar as condi¢ées de saude sistémicas, bucais, socio-econémicas e
comportamentais de uma populacdo usudria de préteses totais
mucossuportadas, procurando correlacionar o uso da prétese, as
condi¢bes dos tecidos moles de suporte e a condicdo de higienizagédo

bucal desses pacientes.

2) Avaliar, por meio de PCR, a microbiota de superficie das proteses em
resina acrilica, nas mucosas chapeaveis, bem como a contaminacao

microbiana salivar nesses pacientes.
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4- CASUISTICA E METODOS

Todos os individuos envolvidos no presente estudo assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido para a realizagdo do trabalho,

obedecendo-se a orientacao ética vigente.

4.1- Populacao estudada

A amostra estudada se constituiu de noventa pacientes usuarios de
prétese total, em pelo menos uma das arcadas. Foram incluidos na amostra
pacientes com idade igual ou superior a sessenta anos, edéntulos e usuarios
de, pelo menos, uma prétese total removivel por no minimo um ano, e que

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram excluidos os pacientes que receberam medicagdo toépica ou
sistémica com atividade antimicrobiana nos quatro meses que precederam as
coletas dos espécimes clinicos para analise da microbiota, que fizeram uso de
medicamentos que afetavam o fluxo salivar ou que possuiam doencas
sistémicas debilitantes adicionais que poderiam comprometer a realizacao dos

exames clinicos intra e extrabucais’?.

4.2- Exame Clinico.

O exame clinico compreendeu o exame fisico intra e extrabucal, bem
como a coleta de dados através da anamnese. Inicialmente, realizou-se a
anamnese em formularios padronizados, constando a identificacdo do paciente,

idade, aspectos étnico-raciais, histéria da doenca atual, médica e familiar.
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Como parte da anamnese, aplicou-se um questiondrio para a avaliagao
de fatores sdcio-econémicos, culturais, comportamentais e uso de
medicamentos pelos pacientes. Os fatores sdcio-econémicos e culturais
incluiram idade, género, nivel de escolaridade, profissdo e renda familiar
mensal. Os fatores comportamentais englobaram os habitos de higiene bucal,
namero de escovagdes diarias, idade em que o individuo recebeu a primeira
prétese total, frequéncia ao dentista, dieta alimentar, uso de medicamentos em
particular os psicoativos, antimicrobianos e anti-inflamatérios, presenca de
enfermidades sistémicas e percepc¢ao dos individuos sobre a manutengédo dos

dispositivos protéticos e sua relevancia para a saude sistémica.

A sequir, procedeu-se o exame fisico intrabucal para avaliar a ocorréncia
de algum tipo de lesdo ou desvio de normalidade em tecidos moles, em
especial, mucosa palatina, jugal, assoalho de boca e dorso lingual, bem como
verificar a presencga de sinais sugestivos de comprometimento sistémico ou dos

tecidos duros.

4.3- Coleta dos espécimes clinicos

As coletas de saliva ndo estimulada foram realizadas imediatamente antes
do exame clinico das condi¢des bucais dos pacientes. A saliva foi coletada
com pipetas Pasteur plasticas, esterilizadas, e transferida para microtubos

contendo agua ultrapura Milli Q.

As amostras oriundas das mucosas bucais foram coletadas,
individualmente e por regido, por meio de zaragatoas alginatadas

suavemente friccionadas contra o dorso da lingua, assoalho de boca, palato
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duro e mucosa jugal, além dos tecidos dos rebordos alveolares que serviam
de suporte para os dispositivos protéticos. A seguir, as zaragatoas foram
transferidas para tubos contendo agua ultrapura Milli Q, para extracdo de

DNA e detecc¢éo dos patdgenos por PCR.

As amostras oriundas das préteses foram coletadas de forma similar a
descrita para as mucosas bucais, por meio de zaragatoas alginatadas, que
foram friccionadas contra a superficie da prétese que ganhava contato com
os tecidos dos pacientes, bem como da superficie vestibular e sobre os
dentes dos dispositivos protéticos. A seguir, as zaragatoas foram

transferidas para tubos contendo agua ultrapura Milli Q.

Todas as amostras coletadas foram imediatamente acondicionadas
em meio de transporte contendo neve carbbnica e enviados para o
laboratério para analise, sendo que, quando a extragcdo do DNA microbiano
néao podia ser realizada imediatamente, os microtubos eram armazenados a

-20°C por, no maximo, 60 dias, até a extragcdo do DNA microbiano.
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4.4- Deteccao, por meio de PCR, dos principais microrganismos alvo

associados a infeccoes bucais e oportunistas.

4.4.1- Extracao do DNA bacteriano e determinacao de sua concentracao

O DNA das amostras clinicas nos tubos com agua Milli Q foi extraido
através do kit QIAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo as
recomendacgdes do fabricante.

As concentragcdes dos DNA bacterianos foram determinadas em
espectrofotometro (Beckman, Modelo DU-640), com leitura da absorbancia

(A260 nm)-

4.4.2- Deteccao dos microrganismos alvo por PCR

A presenca de diferentes espécies do género Candida foi avaliada
através de “semi-nested” PCR, enquanto Helicobacter pylori foi detectado por
“‘nested” PCR. A presenca da familia Enterobacteriaceae, Enterococcus spp e
Enterococcus faecalis, foi avaliada pela amplificagdo do DNA por PCR,
empregando-se iniciadores e condicoes especificas para cada agente
microbiano'®'3'1% " A presenca de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Pseudomonas spp, Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter rectus, Eikenella
corrodens, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevogella
intermedia, Tannerella forsythia e Treponema denticola foi avaliada por PCR
convencional, seguindo metodologia previamente utilizada no laboratério

segundo Gaetti-Jardim Junior et al. (2010)"°.
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A amplificagédo do DNA foi realizada em volumes de 25 ul, contendo 2,5
ul de 10 X tampéo PCR, 1,25 ul de MgCl, (50 mM), 2,0 ul de dNTP (10 mM),
0,25 ul de Tag DNA polimerase (5 U/ul), 1,0 ul de cada iniciador (0,4 uM), 7 ul
de agua ultrapura “Milli-Q” esterilizada e 10 ul de DNA (ng). A amplificagao foi
realizada em termociclador de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System
2400) programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); 30 a 36 ciclos de 94°C (1
min), temperatura de anelamento de cada iniciador por um tempo que variou de
30s a 2 min., 72°C (30 s a 2 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.), para a extensao

final da cadeia de DNA.

Nas reacOes de “nested” PCR, 5 uL do produto final da amplificacéo
inicial do DNA, utilizando-se iniciadores externos, foram submetidos a um
segundo conjunto de ciclos de amplificagdo se empregando iniciadores
internos. Nas reacbes de “semi-nested” PCR, 2 pL o produto final da
amplificacdo inicial do DNA, com os iniciadores para Candida spp., foram
submetidos a nova série de ciclos de amplificagdo empregando-se o iniciador
reverso (5-TCT TTT CCT CCG CTT ATT GAT ATG C-3') associado ao

iniciador especifico para cada espécie de levedura a ser detectada.

Os iniciadores e a temperatura de anelamento dos diferentes iniciadores

séo apresentados nas tabelas 1 e 2.

Em todas as reagdes foi utilizado, como controle positivo, DNA de cepas
de referéncia dos microrganismos estudados. Os produtos da amplificagao pelo
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com
brometo de etidio (0,5 ug/ml) e fotografados sobre transiluminador Raio UV,

com camara Kodak (Eletrophoresis Documentation and Analyses System 120).
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Como padrdo de peso molecular foi utilizado o marcador 1Kb DNA ladder

(Gibco, SP).
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Tabela 1: Iniciadores especificos utilizados para detecgcao de diferentes
microrganismos autéctones da boca

Iniciadores especificos
P Temperatura de

Microrganismo s

Oligonucleotideos (5°'—3’) anelamento

Aggregatibacter CTA GGT ATT GCG AAACAATTT G

" . 60°C
actinomycetemcomitans
CCT GAA ATT AAG CTG GTAATC

TTT CGG AGC GTAAACTCC TTT TC
Campylobacter rectus 55°C

TTT CTG CAA GCA GAC ACT CTT

TCG CAT CGA TGA AGA ACG CAG C
Candida spp 60°C

TCT TTT CCT CCG CTT ATT GAT HTG C

TT GCT TGC GGC GGT AACGTC C
Candida albicans 60°C
TCT TTT CCT CCG CTT ATT GAT ATG C'

TAG GTT TTACCAACT CGGTGT T
Candida glabrata 60°C
TCT TTT CCT CCG CTT ATT GAT ATG C

ACA AAC TCC AAAACT TCT TCC A
Candida. parapsilosis 60°C
TCT TTT CCT CCG CTT ATT GAT ATG C

AAC GCT TAT TTT GCT AGT GGC C
Candida tropicalis 60°C

TCT TTT CCT CCG CTT ATT GAT ATG C

CTA ATA CCG CAT ACG TCC TAAG
Eikenella corrodens 45°C

CTA CTA AGC AAT CAAGTT GCC C

ATT GTG GCT AAAATT ATAGTT
Fusobacterium nucleatum 40°C

ACC CTC ACT TTG AGG ATT ATAG

TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAACC
Porphyromonas gingivalis 60°C

ACG TCATCC CCACCTTCCTC

TTT GTT GGG AGT AAA GCG GG
Prevotella intermedia 55°C

TTC AAC ATC TCT GTATCC TGC GT

GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA
Tanerella forsythia 60°C

TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T

TAATAC CGAATGTGC TCATTT ACAT
Treponema denticola 55°C

CAA AGA AGC ATT CCC TCT TCT TCT TA

AGA GTT TGA TCC TGG CTG AG
Universal 55°C

ACG GCT ACC TTG TTACGA CTT
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Tabela 2: Iniciadores especificos utilizados para detecgcdo de diferentes

microrganismos oportunistas ou exégenos a boca

Iniciadores especificos Temperatura
Microrganismos de
Oligonucleotideos (5’ —3’) anelamento

AAC CAGTTCCGC GTTGGC CTG G
Enterobacteriaceae 50°C
CCT GAACAACAC GCTCGGA

TAC TGA CAA ACC ATT CAT GAT G
Enterococcus spp 55°C
AAC TTC GTC ACC AAC GCG AAC

Enterococcus ATC AAG TAC AGT TAG TCT

f ° 47°C
aecails ACG ATT CAAAGC TAACTG

GAC GGG TGAGTAATGCCTA
Pseudomonas spp 54°C

CACTGG TGT TCC TTC CTATA

Pseudomonas GGG GGATCT TCG GAC CTC A

. 58°C
aeruginosa TCC TTA GAG TGC CCA CCC G

Helicobacter pylori CTG GAG AGA CTA AGC CCT CC iniciador. externo
55°C
AGG ATC AAG GTT TAAGGA TT iniciador externo

CTG GAG AGA CTA AGC CCT CC- iniciador interno 62°C
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4.5- ANALISE ESTATISTICA

As amostras permitiram, por meio de estatisticas pontuais e intervalos de
confianca, caracterizar os dois grupos experimentais quanto aos parametros
microbiologicos. Os dados foram tabulados e analisados em planilhas do software
SPSS. Prevaléncia e andlise de risco foram feitas utilizando-se o teste de Qui-
quadrado de Pearson para analise de proporcdes, quando as variaveis apresentavam
3 ou mais categorias, ou o teste de Mann-Whitney. Associa¢des entre a ocorréncia
dos diferentes microrganismos alvo foram avaliadas através do teste de correlacdes
de Spearman. Os niveis de significancia adotados nos testes foram sempre iguais a

5%.
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5- Resultados

Os resultados obtidos (Tab. 3) evidenciaram que as amostras de 90
individuos  portadores  proteses  totais  removiveis  apresentaram
homogeneidade em termos de idade (teste Qui-quadrado, p= 0,905) e
heterogeneidade quanto ao género (teste Qui-quadrado, p= 0,736). A
populacédo estudada apresentou média de idade de 70,7 anos (desvio padréo
8,3), refletindo as caracteristicas gerais e demograficas, dos pacientes que
recebem atendimentos nas disciplinas de graduacdo envolvidas, com
predominio do género feminino, pacientes de renda familiar inferior a 5
salarios minimos e baixo nivel de escolaridade. Os pacientes ou se
mostravam aposentados ou possuiam profissdes ligadas a atividade bragal,
ou setor primario, além de atividades domésticas.

No que se refere as condigbes de saude sistémicas (Tab. 4), obtidas
somente por meio da anamnese, observou-se elevada frequéncia de
hipertensdo arterial, diabetes, cardiopatias e artrites, que foram
estatisticamente mais prevalentes do que as demais doencgas relatadas (teste
de Qui-Quadrado, p<0,001). As ocorréncias bucais mais frequentes estédo
apresentadas na tabela 5, destacando-se a ocorréncia de xerostomia e
candidose detectadas clinicamente, que foram as mais prevalentes (Teste de
Qui-Quadrado, p=0,03), seguidas pela hiperplasia fibrosa inflamatéria e
estomatite associada ao uso de prétese total removivel. Seis pacientes
apresentaram lesdes brancas clinicamente compativeis com hiperceratose

friccional.
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Tabela 3: Aspectos socio-demograficos do grupo populacional

analisado. Dados obtidos através da anamnese

Caracteristicas do Grupo Analisado N (%)
Género
Masculino 35 (38,8)
Feminino 55 (61,1)
Caracterizacao racial autodeclarada
Branca 46 (51,1)
Parda 33 (36,6)
Negra 10 (11,1)
Asiaticos 1(1,1)
Habitos
Etilismo 28 (31,1)
Tabagismo 37 (41,1)
Renda familiar
Até 3 salarios minimos 29 (32,2)
De 3 a 5 salarios minimos 42 (46,6)
Acima de 5 salarios minimos 8 (8,8)
Nao Declarada 11 (12,2)
Profissdo’
Inativos (Aposentados) 31 (34,4)
Servigos Gerais 22 (24,4)
Comerciario 8 (8,8)
Pequeno empresario 4 (4,4)
Professor 3 (8,9
Do lar 22 (24,4)

Nivel de Instrucao formal

N&o alfabetizado 7 (7,7)
Fundamental incompleto 13 (14,4)
Fundamental completo 25 (27,7)
Médio incompleto 22 (24.,4)
Médio completo 19 (21,1)
Superior incompleto 1 (1,1)
Superior completo 3 (3,9

"Refere-se a profissdo em exercicio no momento do exame clinico;



Tabela 4: Condicoes de saude dos pacientes examinados
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Ocorréncias relatadas N (%)
Hipertenséao arterial 61 (67,8)
Diabete melito 38 (42,2)
Cardiopatia 37 (41,1)
Artrite 33 (36,7)
Alergia respiratoria 5 (5,6)
Enfisema pulmonar 3 (3,3)
Alergia a medicamentos 2(2,2)
Cirrose hepatica 2(2,2)
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Tabela 5: Condi¢des bucais dos pacientes examinados. Dados obtidos

por meio de exame fisico intrabucal.

Alteracoes ou enfermidades bucais

N (%)
Candidose 29 (32,2)
Xerostomia 27 (30,0)
Estomatite associada a protese total 10 (11,1)
Hiperplasia fibrosa inflamatdéria 10 (11,1)
Hiperceratose friccional 6 (6,6)
Queilite angular 6 (6,6)
Nevo pigmentado 2 (2,2)

Quanto aos métodos empregados na higiene bucal, a escovagéo bucal
com creme dental era praticada por todos os pacientes avaliados, mas em
38,9% dos mesmos a higiene foi considerada insatisfatoria, em funcdo da
presenca de calculo e acumulos de biofilme na superficie. Associa-se, ainda, o
alto percentual relativo ao uso noturno da peca protética (66,7%) e a baixa
ocorréncia de utilizagcdo de antissépticos bucais como meio de higienizacao

bucal (13,3%), conforme descrito na tabela 6.
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Tabela 6: Higienizacdo dos dispositivos protéticos, higienizacao bucal

com antissépticos e histérico de uso noturno do dispositivo protético

Caracteristica avaliada

Higienizacao da prétese N(%)
Satisfatoria 55 (61,1)
Insatisfatéria 35 (38,9)
Uso noturno 54 (66,7)

Agente antimicrobiano ou enxaguatério bucal 12 (13,3)

A conservacao da peca protética também foi avaliada, constatando-se
que em 4,4% dos individuos avaliados, as proteses se apresentaram
satisfatorias para uso, visto que a quase totalidade dos dispositivos protéticos
se apresentava com tempo de uso superior ao recomendado, tendo, em média,
16 = 14,1 anos de uso, além da presenca de calculo, desgastes severos,

fraturas, falta de um ou mais dentes e presenca de consertos realizados (Tab.

7).
Tabela 7: Conservacao insatisfatéria da peca protética: critérios de

inadequacao

Conservacao Insatisfatdria: caracteristicas observadas N(%)
Tempo de uso acima de 5 anos 81 (90,0)
Desgastes dentais ou da resina acrilica 39 (43,3)
Fraturada 14 (15,5)
Falta de um ou mais dentes 11(12,2)

Consertos 10 (11,1)
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A ocorréncia de candidose bucal se mostrou associada a higiene
deficiente (teste de Mann-Whitney, p= 0,02), inadequacédo das condi¢des de
manutencado de protese, tempo de uso da prétese (mais de 10 anos, teste de
Mann-Whitney, p< 0,01) e ocorréncia de C. albicans e outras leveduras na
microbiota bucal (teste de Mann-Whitney, p< 0,01). Nao foram observadas
relagbes estatisticamente significantes entre candidose bucal e diabete ou
outras condi¢des sistémicas como hipertensao arterial (teste de Mann-Whitney,
variando de p=0,37 a p=0,69).

Observou-se associagcdo significativa entre estomatite associada a
prétese total, diabete e xerostomia (teste de Qui-Quadrado, p= 0,019). Dos
pacientes diabéticos, 53,3% eram portadores de artrite, enquanto que entre os
pacientes ndo diabéticos, a ocorréncia dessas alteragdes articulares foi restrita
a 20% dos pacientes, mas as dimensdes do grupo experimental ndo permitiu
uma adequada avaliagdo estatistica dessas variaveis.

Quanto aos dados microbiolégicos, verificou-se uma grande similaridade
entre a ocorréncia dos microrganismos alvo na mucosa dos pacientes, na
prétese e saliva, com excecao de Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia, as quais foram observadas nas superficies mucosas e na saliva
dos pacientes, mas que foram raramente detectadas (Porphyromonas
gingivalis) ou sequer foram detectadas (Prevotella intermedia) na superficie das
proteses. Empregando-se o indice de correlagées de Spearman, observou-se
que a presenca dos microrganismos na saliva e na protese tinham, para todas
as demais espécies estudadas, relacdo direta com a presenca dos mesmos

nas superficies mucosas.
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A contaminacéo salivar mostrou que, mesmo apos a perda de elementos
dentais, os pacientes ainda podiam albergar microrganismos anaerobios e
microaerdfilos associados a doencgas periodontais e outras enfermidades, como
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens e Fusobacterium nucleatum,
embora 0s microrganismos mais prevalentes sejam leveduras do género
Candida, em particular Candida albicans, a qual foi significativamente mais
prevalente do que as demais leveduras (teste de Mann-Whitney, p< 0,01),
sendo que sua presencga esteve associada principalmente a xerostomia, onde
80% dos pacientes com essa condicao apresentavam o fungo na saliva e na
mucosa bucal, e, também, associacdo com a estomatite ligada ao uso de
prétese, onde 23 dos 27 pacientes portadores eram colonizados por alguma
levedura (85,2%).

A tabela 8 apresenta dados que mostram a elevada prevaléncia de
cocos Gram-positivos entéricos (Enterococcus spp e Enterococcus faecalis) na
saliva, sendo que os dados das tabelas 9 e 10, sobre a contaminagcédo das
mucosas e proteses, respectivamente, corroboram essa observagdo. Nas
amostras de saliva, bem como de biofilme e mucosa, verificou-se a presenca
de microrganismos da familia Enterobacteriaceae em 25,5% das amostras de
saliva, 35,5% das amostras de mucosa e de 42,2% das amostras de prétese
total. Esses bastonetes Gram-negativos foram os Unicos microrganismos
estudados que mostraram ocorréncia mais elevada no dispositivo protético
quando comparados com as mucosas e amostras de saliva, embora sem
significancia estatistica. Através do teste de correlacdo de Spearman verificou-

se que a presenca de membros da familia Enterobacteriaceae esteve
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associada a presenca concomitante de pseudomonados em parcela
significativa das amostras (p=0,023).

Os resultados mostraram que a boca de pacientes usuarios de protese
total pode ser convertida em reservatério para microrganismos associados as
infecgdes do canal alimentar, como Helicobacter pylori, o qual foi observado em
28,9% das amostras de saliva, 38,9% das amostras de mucosa e de 21,1% das
amostras oriundas dos proprios dispositivos protéticos. A distribuicdo desses
patégenos foi associada a condigdes deficientes de uso da prétese e higiene
precaria, sendo que todos os pacientes colonizados utilizavam os mesmos
dispositivos protéticos por mais de 5 anos e/ou apresentavam intenso desgaste
ou fraturas/reparos nas proteses (teste de Qui-Quadrado, p=0,02). Deve-se
ressaltar que a ocorréncia desse patdogeno foi estatisticamente associada a
higiene precaria (teste de Qui-Quadrado, p=0,016) e ao uso noturno do
dispositivo protético (teste de Qui-Quadrado, p=0,022).

As tabelas 9 e 10 evidenciaram a possibilidade de se utilizar a saliva
(Tab. 8) para avaliar a composigdo da microbiota bucal de pacientes com
prétese total, pelo menos quando a avaliacdo se mostrar restrita as espécies

aqui estudadas.



Tabela 8: Ocorréncia dos diferentes microrganismos alvo nas amostras de
saliva de pacientes portadores de protese total

Microrganismo Ocorréncia N (%)
Aggregatibacter
0 (0,0)
actinomycetemcomitans
Campylobacter rectus 23 (25,5)
Candida albicans 56 (62,2)
Candida glabrata 9 (10,0)
Candida parapsilosis 11 (12,2)
Candida tropicalis 6 (6,6)
Eikenella corrodens 28 (31,1)
Familia Enterobacteriaceae 23 (25,5)
Enterococcus spp. 19 (21,1)
Enterococcus faecalis 16 (17,7)
Fusobacterium nucleatum 19 (21,1)
Helicobacter pylori 26 (28,9)
Porphyromonas gingivalis 12 (13,3)
Prevotella intermedia 6 (6,6)
Pseudomonas spp. 15 (16,6)
Pseudomonas aeruginosa 13 (14,4)
Tanerella forsythia 0 (0,0)

Treponema denticola 0 (0,0)
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Tabela 9: Ocorréncia dos diferentes microrganismos alvo nas amostras

de mucosa de pacientes portadores de protese total

Microrganismo Ocorréncia N (%)
Aggregatibacter
1(1,1)
actinomycetemcomitans

Campylobacter rectus 27 (30,0)
Candida albicans 69 (76,6)
Candida glabrata 20 (22,2)
Candida parapsilosis 18 (20,0)

Candida tropicalis 8 (8,8)
Eikenella corrodens 31(34,4)
Familia Enterobacteriaceae 32 (35,5)
Enterococcus spp 15 (16,6)
Enterococcus faecalis 15 (16,6)
Fusobacterium nucleatum 16 (17,7)
Helicobacter pylori 35 (38,9)
Porphyromonas gingivalis 13 (14,4)
Prevotella intermedia 9(10,0)
Pseudomonas spp 12 (13,3)
Pseudomonas aeruginosa 11 (12,2)

Tanerella forsythia 0 (0,0)

Treponema denticola 1(1,1)
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Tabela 10: Ocorréncia dos diferentes microrganismos alvo nas amostras

de biofilme obtidas das proteses totais utilizadas

Microrganismo Ocorréncia N (%)
Aggregatibacter
_ . 0 (0,0)
actinomycetemcomitans
Campylobacter rectus 22 (24,4)
Candida albicans 41(45,5)
Candida glabrata 1(1,1)
Candida parapsilosis 2 (2,2)
Candida tropicalis 0 (0,0)
Eikenella corrodens 27 (30,0)
Familia Enterobacteriaceae 38 (42,2)
Enterococcus spp 17 (18,8)
Enterococcus faecalis 14(15,5)
Fusobacterium nucleatum 21(23,3)
Helicobacter pylori 19 (21,1)
Porphyromonas gingivalis 2 (2,2)
Prevotella intermedia 0 (0,0)
Pseudomonas spp 14 (15,5)
Pseudomonas aeruginosa 9(10,0)
Tanerella forsythia 0 (0,0)

Treponema denticola 0 (0,0)
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6- Discussao

A manutencdo das condi¢cdes de higiene bucal em pacientes edéntulos
portadores de préteses totais de resina acrilica é considerada um ponto critico,
devido a dificuldade de se atingir um estado de conscientizacdo que se traduza
em praticas diarias por parte dos pacientes, mesmo com a instituicdo de
campanhas e atividades de orientagdo em grupos, a presenca de biofilme

17,27

aderido a préteses de resina acrilica ainda tem sido relatada'"“’, como também

observado no presente estudo, mostrando as precarias condicbes de
manutengdo desses dispositivos'®?44°,

Nesse sentido, alguns aspectos de higiene, como a frequéncia de
escovacao da peca protética e higienizagdo oral foram obtidos por meio da
anamnese, podendo-se questionar a veracidade da informacao fornecida pelos
individuos avaliados. Assim, por vezes, a informagdo dada, mais do que
evidenciar o que de fato é realizado, reflete 0 conhecimento que os individuos
tém sobre o “procedimento ideal”.

Os resultados apresentados no presente estudo evidenciam que
aspectos de higiene, tempo de uso e manutencao das préteses decididamente
interferiram em algumas enfermidades bucais nesses pacientes, sendo que as
modificacées qualitativas e quantitativas que tais dispositivos produzem na
microbiota sdao também perceptiveis, como a frequéncia elevada de
microrganismos entéricos e uma ocorréncia menor de patégenos mais
exigentes quanto as condi¢cdes de cultivo, como os anaerobios e microaerofilos
periodontopatogénicos. Contudo, esses microrganismos podem vir a se
estabelecer em préteses e mucosas precariamente higienizadas®®, como no

caso de Fusobacterium nucleatum, microrganismo anoxibionte que produz a
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mais potente endotoxina dentre as espécies tipicamente bucais, pode contribuir
para o estabelecimento de reacdes inflamatérias bucais, por vezes atribuidas
apenas a leveduras e outros patégenos oportunistas ndo bucais?*2427:49:74,

A idade dos mesmos acaba por induzir quadros de imunossupressao
progressiva, como agravante da falta de higiene de parcela bastante
significativa dos pacientes, por vezes associada a outras enfermidades
debilitantes, como diabete e hipertensdo®. Para esses pacientes, poucos
fatores podem ser mais favoraveis a implantagdo de microrganismos
oportunistas bucais do que a ocorréncia de xerostomia, a qual induz ao
consumo de dieta mais pastosa e rica em carboidratos e reduz a autolimpeza
representada pela saliva, a qual perde a capacidade tamponante, deixando o
pH mais acido e facilitando a adeséo e colonizagao das préteses por leveduras
do género Candida’-#6:36:38:3949

Por outro lado, esse pH mais acido dificulta a implantagcdo de outros
microrganismos, como Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, que
preferem um pH mais alcalino, gerado pela fermentagdo de aminodacidos,
levando & liberagdo de amoénia e, por conseguinte, elevando o pH”>"®. Os
resultados apresentados nas tabelas 9 e 10 evidenciam que essa reagao
antaglnica possivelmente esteja se desenvolvendo com nitida vantagem para
as espécies que aderem melhor em tecidos moles e resina acrilica e/ou que
colonizam ambientes mais &cidos, em detrimento de microrganismos de

|19,77,78,79,80

biofilme dental, associados ao sulco gengiva Esse fenémeno

também poderia estar associado a modesta ocorréncia de outros
microrganismos sensiveis ao oxigénio molecular, como Tanerella forsythia e

Treponema denticola, que também apresentam metabolismo proteolitico®'-#?
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O edentulismo, principalmente em pacientes idosos, associa-se a outros
fatores como a motricidade orofacial, que gera necessidade de adaptacdes
estruturais envolvendo a mandibula, &rea oclusal, labios e lingua, assim como
também em relacdo as fungdes estomatognaticas como sucgédo, mastigacao,

respiracdo, degluticio e fonagado®®.

Nesse sentido, uma modificagdo no
padrdo da dieta se torna necessario, preferindo-se uma alimentagdo mais
macia e, de maneira geral, rica em carboidratos, que favorece o controle de

bolo alimentar durante o processo de mastigagdo®*>.

Com esse tipo de
dieta, ocorre o favorecimento do mecanismo de adeséo e formacao do biofilme
dental sobre a base acrilica das proteses®”®®. Assim sendo, reforca-se o
aspecto da atencdo multidisciplinar em relacdo a atencdo ao idoso,
principalmente com a introducdo da geriatria e gerontologia, em relagdo ao
atendimento odontologico e acompanhamento nutricional, que consideram as
mudancas sofridas durante o processo fisiolégico de envelhecimento,
reduzindo os fatores de risco local® e orientando uma dieta mais saudavel,
restringindo os carboidratos fermentaveis e reforcando uma alimentagéo rica
em frutas e vegetais contendo beta-carotenos e outros carotenéides®™, que
contribui, inclusive, com a reducéo do risco de cancer 8891,

Por outro lado, considerando-se o aspecto psicossocial do idoso e tudo a
que ele se relaciona, o edentulismo é considerado um fator precipitador do
“sentir-se velho”, podendo acarretar depressdo e sintomas de desadaptagao
que, associados a prejuizos nos relacionamentos social, familiar, amoroso e
profissional, promove a baixa estima e conduz ao isolamento que culmina com

|85

a falta de autocuidados, incluindo a higiene bucal™. Esses fatores, acrescidos

da debilidade orgénica e higiene precaria contribuiam para a instalacao de
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patébgenos oportunistas bactérias entéricas, leveduras e a conseqlente
inflamagcéo mucosa, embora a presenca de mediadores da inflamagao possam
ser associados a uma alta porcentagem de infecgdo por Candida spp e
microrganismos entéricos’®.

Os patégenos com prevaléncia elevada nas proteses, saliva e mucosas,
como 0s géneros Enterococcus e Pseudomonas, bem como a familia

Enterobacteriaceae, sao  frequentemente associados a infeccdes

3,19,92,93,94,95 3,19,93,94

nosocomiais , hotadamente as respiratorias Desta forma,
varios autores alegam que as infec¢des respiratdrias em pacientes edéntulos
portadores de proteses totais removiveis tendem a gerar quadros mais
agressivos, mais intensos e refratarios, devido ao acumulo de biofilme na
prétese, quando comparados com pacientes ndo usuarios de dispositivos

protéticos’"®.

Nesse sentido, estudos revelam que as infecgdes respiratdrias
se desenvolvem precocemente em individuos edéntulos e portadores de
prétese total com cuidados precarios de higienizacdo e ma conservagao das
pecas protéticas®**°. Entretanto, os dados do questionario e fichas médicas,
embora limitados ao universo de noventa pacientes, ndo suportam a idéia de
uma maior severidade ou frequéncia das infec¢des respiratorias entre a
populagédo estudada.

Daniluk et al.”® consideraram a prétese total como um reservatério de
agentes patogénicos capazes de colonizar a faringe e sugeriram que a higiene
da protese seja um fator importante na promogao de colonizagao microbiana da
arvore respiratoria, em especial a superficie da mucosa oral, a qual pode

também constituir um reservatério adicional e possivelmente mais estavel

desses patogenos. Os resultados deste estudo mostraram uma diferenca
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significativa na taxa de incidéncia de bactérias no biofime de dentadura e
mucosa dos pacientes com dentadura, ressaltando-se que essa relagao entre
microrganismos entéricos e outros patdgenos oportunistas também estd em
conformidade com dados de outros estudos'®"®,

Além desses aspectos, 0 proprio processo de aderéncia dos
microrganismos ao epitélio da mucosa bucal é facilitado?®, pela intima relagéo
existente entre mucosa oral e superficie da protese total, associada ao seu
tempo de uso, enquanto a presenca de uma dentadura na mucosa oral por si
sé altera as condigdes ambientais locais devido a inacessibilidade de saliva e
falta de limpeza mecanica pela lingua.

Dentre os microrganismos que mostraram maior intima relagdo com a
precariedade das condi¢des de higiene e manutencao das préteses, destacou-
se a familia Enterobacteriaceae, a qual também é frequentemente associada
com infeccdes respiratérias, urogenitais e septicemia em idosos>*'°. Assim, a
ocorréncia dessas enterobactérias na boca necessita ser melhor avaliada, visto
que em paises desenvolvidos esses patdogenos sao encontrados em uma

7778 Esses anaerobios

frequéncia muito baixa ou sequer sdo detectados
facultativos podem exacerbar o risco e a intensidade de inflamagdo mucosa em
pacientes portadores de préotese®, particularmente em fungdo do seu
lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina, que apresenta multiplos papéis
bioldgicos ligados ao sistema complemento e reagdo inflamatéria, além de
induzir morte celular e reabsorcéo 6ssea®.

A familia Enterobacteriaceae e outros microrganismos entéricos, bem

como o0s pseudomonados, ndao € considerada como parte relevante da

microbiota bucal, mas desequilibrios nessa microbiota podem criar condicoes
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favoraveis para a implantagdo desses microrganismos no biofilme**%. Além da
falta de higiene, problemas no tratamento de agua e esgoto de uma
comunidade podem colaborar para a presenca desses microrganismos na
boca®*. Esses microrganismos ainda podem se converter em reservatérios de
genes de resisténcia a antimicrobianos’®, que podem ser disseminados para os
demais microrganismos do biofilme®**.

Adicionalmente, a colonizacdo da orofaringe por membros da familia
Enterobacteriaceae parece estar associada a pneumonia por aspiracdo em

individuos idosos ou imunologicamente debilitados® %"

, podendo representar
risco de infecgbes sistémicas. Entretanto, a participacdo de membros desses
patégenos e também da familia Pseudomonadaceae na microbiota bucal de
pacientes edéntulos e portadores de prétese total ainda ndo foi esclarecida,
sendo que, em pacientes portadores de gengivite ou periodontite, Gaetti-Jardim
Junior et al. (2008)° verificaram que o fator higiene precaria foi fundamental
para implantacdo desses patégenos, que colonizavam de 11% a 16% dos
pacientes, valores significativamente menores do que observado no presente
estudo com pacientes usuarios de dentadura e também inferiores aos dados de
Gaetti-Jardim (2009)"® com pacientes com perfil demografico semelhante ao
empregado no presente estudo.

Nesse sentido, Gaetti-Jardim (2009)"® evidenciou que Pseudomonas
aeruginosa foi significativamente mais prevalente em individuos portadores de
prétese total, quando comparadas com individuos ndo portadores de protese,
destacando-se a relacdo entre esses pseudomonados € a falta de higiene dos

pacientes. Esses microrganismos, principalmente Pseudomonas aeruginosa,

aderem com mais facilidade as células epiteliais de pacientes hospitalizados do
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2,96,97,98,99

que aqueles nao hospitalizados , sendo que a saliva contém enzimas

hidroliticas que diminuem o poder de adesdo dos receptores as adesinas

74,100

bacterianas , 0 que pode ajudar a explicar a maior prevaléncia desses

microrganismos e bactérias entéricas nos pacientes com xerostomia’®'%.
Esse fenbmeno é ainda mais importante quando se considera o efeito
xerostémico que atinge esses pacientes devido a medicacéo para tratamentos
de alteragcdes neuroldgicas e cardiopatas, além de radio e quimioterapia para
cancer de cabeca e pescoco’? e, ainda, durante internacdes hospitalares, onde
os pseudomonados estdo entre as principais causas de o6bito por infecgdes
oportunistas em Unidades de Terapia Intensiva %2392:98.99.101.102

Estudos em pacientes com sindrome de Down mostraram elevadas
prevaléncias desses pseudomonados e de entéricos, incluindo ai o género
Enterococcus, reforcando que uma ampla janela de transmissibilidade
permanece aberta quando as condi¢bes locais, como falta de higiene, e
sistémicas favoraveis, como a imunossupressdo, estdo presentes’’. Dentre
esses casos, destaca-se o Enterococcus faecalis pela sua resisténcia aos
antimicrobianos e antibiéticos, bem como prevaléncia na boca’®, embora pouco
se conheca sobre a distribuicdo desses microrganismos em pacientes
edéntulos, particularmente em portadores de préteses totais.

Os achados apresentados nas tabelas 9 e 10 indicam que o habitat
principal de Enterococcus spp. e Enterococcus faecalis, na boca, é o biofilme
aderido a prétese total e, de forma bastante similar, as superficies mucosas em

contato com a dentadura. Entretanto, os dados aqui apresentados néao

evidenciam qualquer correlacao entre as infeccoes respiratdrias e a ocorréncia
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dos enterococos, tanto no grupo de individuos edéntulos e portadores de
prétese total como no grupo controle.

O género Helicobacter, em especial Helicobacter pylori € o principal
responsavel pelas gastrites e Ulceras gastricas, possuindo ainda uma forte
relacdo com alguns tipos de canceres no estdémago'®. Embora tenha
distribuicdo mundial, esse bastonete é mais frequentemente encontrado em
paises em desenvolvimento’®, onde sua transmisséo ocorre principalmente na
infancia, através da prépria familia, sendo relevante a relagdo mae-filho'®,
através do contato oral-oral. Nesse sentido, em especial as formas gastro-oral
e orofecal, se relacionam com questdes como refluxo gastroesofagico e
condicbes de higienizacao, respectivamente, contribuindo desta forma para
transformagdo da bocaem um possivel reservatério deste microrganismo °.
Entretanto, ainda nédo esta plenamente determinado 0 momento em que essa
transmissdo ocorre e se, de fato, a transmissdo intrafamiliar € a mais
relevante’®. Assim sendo, o conhecimento do mecanismo de transmiss&o
entre os individuos propicia uma melhor avaliacdo dos fatores envolvidos
diretamente com esse fendbmeno, 0 que poderia levar a criagdo de métodos
preventivos.

Malaty et al. (2002)'%, em seus estudos com criancas caucasianas,
concluiram que 4% delas, com idade entre 12 e 36 meses, eram portadoras de
anticorpos reativos frente a esse microrganismo e esse valor se elevava para
13% em criancas negras oriundas de familias mais numerosas e com as
mesmas condicdes socioecondmicas. Por outro lado, no presente estudo, o

percentual de prevaléncia desse bastonete em individuos adultos, com média

de idade de 70,7 anos, foi de 21,1%, em biofilme aderido a prétese total e de
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28,9 % em amostras de saliva do grupo experimental. Malaty (2007)'%” atribuiu
a alta prevaléncia em criangas ao numero de membros na familia bem como as
condigdes soécio-econbmicas da mesma, mostrando que a existéncia de
familias menores, certamente interfere com a transmissdo desses

microrganismos'%

. Isso pode ser corroborado através dos resultados obtidos
em nosso estudo, onde os individuos analisados faziam parte de nucleos
familiares maiores.

Os dados aqui apresentados mostram uma frequéncia homogénea de
distribuicdo desse microrganismo na saliva e biofilme aderido a prétese total de
pacientes edéntulos e uma elevada prevaléncia na mucosa, saliva e, em menor
extensdo, na propria protese. Nesse sentido, a ocorréncia desse patdégeno foi
associada com condi¢coes deficientes de uso da prétese e higiene precaria,
sendo que todos os pacientes colonizados geralmente utilizavam os mesmos
dispositivos protéticos por mais de 5 anos e apresentavam higiene precaria e
mantinham uso noturno do dispositivo protético, sugerindo que a transmisséo
desse agente necessita de longo periodo de contato com a fonte de infecgéo.

Esses dados sugerem que a boca dos pacientes que utilizam dentadura
€ um reservatério capaz de prover as amostras de Helicobacter pylori que
poderdo, nos anos seguintes, reinfectar a mucosa gastrica e esofageana, o que
poderia explicar a recorréncia frequente de infecgdes gastricas'®, o que atribui
uma importancia ainda maior para a manutencao dos dispositivos protéticos
bucais. Por outro lado, desde que essa colonizagdo por Helicobacter pylori
sofre flutuacdes frequentes e os fatores associados a esse fenbmeno nao sao

conhecidos'®, deve-se dar maior atencdo a estudos longitudinais que possam

esclarecer o quanto essa colonizacido da boca edéntula é estavel.
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7- Conclusoes

O presente estudo permitiu concluir que:

- A condicao socio-econbémica dos individuos analisados manteve
relacdo direta com o grau de higienizacao bucal e cuidados em relagdo as
préteses totais.

- A presenca da protese total, associada ao seu estado de conservacéo
e higienizacao precaria se constituem em fatores de risco favoraveis a adesao
e colonizagdo microbiana.

- A falta de higiene e condi¢des de uso das proteses tém relacao direta
com a ocorréncia de leveduras do género Candida.

- A frequéncia de deteccdo de microrganismos entéricos e
pseudomonados se mostrou bastante elevada.

- A prevaléncia de microrganismos anaerdbios e microaerofilos se
manteve baixa.

- A ocorréncia de Pseudomonas e microrganismos entéricos mostrou
correlacdo com a falta de higiene e manutencao da prétese, bem como tempo
de uso do dispositivo protético.

- Xerostomia foi a primeira condicdo bucal mais associada com a
proliferacdo microbiana, sendo que nenhuma condicdo sistémica mostrou

correlagdo com os aspectos microbioldgicos estudados.
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9- ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Temos a satisfacdo de convidar VSa. para participar do projeto de pesquisa intitulado:
Proteses Totais Removiveis como Reservatério de Microrganismos Oportunistas, sob
responsabilidade do pesquisador Antonio Carlos Marqueti. Informamos que o objetivo
principal dessa pesquisa é [avaliar quantitativa e qualitativamente, por meio de PCR ( Reacéao
em Cadeia da Polimerase), a microbiota do biofilme subgengival, supragengival, mucosas lisas
e dorso da lingua e saliva, bem como o biofilme acumulado nas superficies da proteses totais
de pacientes usuarios das Clinicas Odontolégicas do Curso de Odontologia do Centro
Universitario da Fundag¢do Educacional de Barretos. Sua participagao consiste em responder
as questdes da anamnese, permitir que seja realizado o exame fisico intra oral e, permitir ainda
que seja colhido uma amostra de saliva, uma amostra de esfregaco em mucosa oral e uma
amostra de esfregaco da protese total, segundo sua disponibilidade. As amostras relativas aos
esfregacos de mucosa oral serdo realizadas de forma suave e gentil. A sua participacdo é
muito importante na obtencédo de dados para o referido projeto. Desejamos ressaltar ainda que
sua participacdo sera mantida dentro do mais absoluto sigilo e sua privacidade estara
resguardada. Informamos que os dados obtidos serdo analisados e poderao ser divulgados a
comunidade cientifica por meio de artigo cientifico e apresenta¢des em eventos cientificos.

Eu,

, RG , nascido em e domiciliado a
, municipio de
. Declaro que concordo em participar como voluntario do projeto Préteses
Totais Removiveis como Reservatéorio de Microrganismos Oportunistas sob
responsabilidade do pesquisador Antonio Carlos Marqueti. Declaro que fui satisfatoriamente
esclarecido que o estudo sera realizado a partir dos dados colhidos na anamnese e exame
clinico, bem como andlise laboratorial das amostras clinicas de saliva, mucosa oral e da
protese total a qual sou usuario. Nao havera riscos para minha saude e posso consultar o
pesquisador responsavel em qualquer época, pessoalmente ou por telefone, para
esclarecimento de qualquer duvida. Estou livre para, a qualquer momento, deixar de participar
da pesquisa e que nao preciso apresentar justificativas para isso. Todas as informacdes por
mim fornecidas e os resultados obtidos serdo mantidos em sigilo e, estes Ultimos serdo
utilizados para divulgacdo em reunibes e revistas cientificas sem a minha identificagdo. Serei
informado de todos os resultados obtidos, independentemente do fato de mudar meu
consentimento em participar da pesquisa. Nao terei quaisquer beneficios ou direitos financeiros
sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. A referida pesquisa € importante para
o estudo no sentido de pesquisar a relagao entre a microbiota oral e as infecgbes respiratérias
como a pneumonia. Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questéao.

Voluntario Pesquisador
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