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Resumo

Objetivos: Testar um protocolo clinico de recolha de dados e de amostras
biolégicas para analisar o microbioma oral de utentes da CDU-UCP com
questdes especificas para portadores de protese removivel.

Materiais e métodos: O estudo incluiu 24 pacientes sendo 12 portadores
de proétese removivel e 12 ndo portadores. Foram recolhidas amostras de saliva,
biofilme dentario, esfregagos das proéteses removiveis e da mucosa oral em
contato com as mesmas. As analises do ADN microbiano extraido das amostras
foram feitas por PCR quantitativo e analisadas quanto a carga total bacteriana.

Resultados: Os pacientes observados apresentavam uma heterogeneidade
de reabilitagdes incluindo préteses totais e parciais, esqueléticas e acrilicas. A
quantidade total de carga bacteriana na saliva ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os pacientes com e sem prétese removivel.
No entanto, a carga bacteriana média na saliva é superior nos pacientes com
prétese removivel. A carga total bacteriana quantificada na saliva foi sempre
superior a encontrada, no mesmo individuo, através da zaragatoa.

Conclusao: Trabalhos aliando os aspetos moleculares as descricbes
clinicas de saude oral sdo possiveis de realizar na FMD-UCP, mas é necessario
melhorar o recrutamento de pacientes para participagao nos estudos. No que diz
respeito a recolha de biofilme oral das préteses para analise do microbioma é
recomendado alterar alguns procedimentos para aumentar a concentracdo de

microrganismos recolhidos.

Palavras-chave: microbioma, biofilme, saliva, préteses removiveis.



Abstract

Aims: To test a clinical protocol for data and biological samples collection for
the analysis of the oral microbiome of patients at the CDU-UCP. Specific
questions and sample collection protocols are tested or patients with removable
dentures.

Materials and methods: The study included 24 patients, 12 of which were
removable denture wearers and 12 non-users. Samples of saliva, dental biofilm,
smears from removable dentures and oral mucosa in contact with them were
collected. The analyzes of the microbial DNA extracted from the samples was
performed using quantitative PCR and analyzed for the total bacterial load.

Results: The patients observed had heterogenous rehabilitations including
complete and partial, metal and acrylic dentures. The total amount of bacterial
load in saliva showed no statistically significant differences between patients with
and without dentures. However, the average bacterial load was higher in patients
with dentures. The total microbial load quantified in saliva was always higher than
that found in the same individual using the swab.

Conclusion: Investigations combining molecular and clinical aspects of oral
health are feasible at the FMD-UCP, but it is necessary to improve the
recruitment of patients to participate in the studies. Regarding the collection of
oral biofilm from dentures for microbiome analysis, it is recommended to
change some procedures to increase the concentration of collected

microorganisms.

Key-words: microbiome, biofilm, saliva, dentures.
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Introducao

1. Microbioma Humano

Nao ha consenso na literatura sobre a o que é o Microbioma Humano, mas
muitos trabalhos citam o médico Joshua Lederberg, que em 2001, definiu o termo
como uma “comunidade ecolégica de microrganismos comensais, simbioticos e
patogénicos que compartiham o0 nosso espago corporal” (1).
Independentemente do que se considera como a “definicdo” de Microbioma
Humano, o que é um facto € que o numero de bactérias no corpo humano é
maior do que as células humanas e que a maioria dessas bactérias € encontrada
no trato gastro intestinal. Embora a descoberta da sequéncia do genoma humano
publicada em 2001 (2) tenha sido uma grande realizagdo na biologia, mais
importante seria a compreensao das atividades sinérgicas entre humanos e os
microrganismos que os habitam (3). O reconhecimento de que s6 conhecendo a
estrutura do Microbioma Humano seria possivel compreender verdadeiramente
a fisiologia e consequentemente os processos patoldgicos associados, levou a
que fosse desenvolvido um esforgo internacional para estudar o microbioma
humano examinando varios locais do corpo. O “National Institutes of Health”
(NIH) deu inicio as discussdes sobre “Projeto de Microbioma Humano” (PMH)
cujos os objetivos foram caracterizar de forma ampla o microbioma humano para
permitir o estudo de suas variagdes em diferentes populagdes, gendtipos,
doencas, idade, nutricdo, medicagado e ambiente. Mas este projeto multicéntrico
com a colaboracao de varios especialistas mundiais teve ainda como objetivos
fornecer recursos de dados padronizados e novas abordagens tecnoldgicas para
permitir que os mesmos sejam amplamente realizados na comunidade cientifica
(3-5).

2. Microbioma Oral

O microbioma oral foi observado pela primeira vez pelo holandés Antony Van
Leeuwenhoek em 1670. Por meio de um microscopio de prépria confegao,

observou que diferentes formas de microrganismos estavam presentes na placa



aderida aos dentes. Ele percebeu que diferencas individuais de microbiomas
interferiam na saude oral (4).

Embora muito tenha sido estudado sobre a diversidade e alteragdes do
microbioma intestinal, as interagdes hospedeiro-microrganismo na saude e
doencas e o impacto do microbioma no bem-estar dos hospedeiros, muito menos
informacao esta disponivel para o microbioma oral. A literatura mais recente
valida a nogao, geralmente aceite, de que o microbioma oral tem a segunda
maior diversidade taxondmica do corpo humano (5) e que apesar da variagao
intra e inter individual da composicao das espécies, existe um microbioma “core”
ou “central’, que conserva determinadas caracteristicas genéticas e metabdlicas
(6). Este microbioma “core” ndo esta ainda totalmente definido e a sua variagao
com caracteristicas como a idade, o género, a alimentag¢ao, a zona geografica e
a relagdo com patologias ou condi¢des clinicas, também ndo esta
suficientemente estudada para a maioria das populagdes. O conhecimento deste
microbioma “core” é fundamental uma vez que, existem evidéncias que
sustentam que um microbioma saudavel difere na composigcao taxonémica de
outros microbiomas que promovem a disbiose, ou seja, quando o equilibrio do
ecossistema oral é afetado, € possivel que microrganismos patogénicos causem
condicbes que afetam a saude local e/ou sistémica (7). A cavidade oral abriga
um dos mais diversos microbiomas do corpo humano e € um habitat onde se
estabelecem importantes interagdes hospedeiro-microrganismo, que impactam

a saude oral e sistémica (8).

3. Saude oral e saude sistémica

Muito investimento tem sido feito para o desenvolvimento de investigacao
voltada para a qualidade e melhoria da saude oral por meio de investiga¢des da
patogénese e da prevencao de doengas provenientes da cavidade oral (9).

A cavidade oral humana é um ecossistema que abriga mais de 700 espécies
de bactérias além de fungos, de virus e de protozoarios que interagem entre si
e colonizam as superficies duras dos dentes e os tecidos moles da mucosa oral

na qual € composta por mucosa de revestimento (pavimento oral, regido jugal,
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regido labial, palato mole), mucosa mastigatoria (regido gengival e palato duro)
€ mucosa especializada (dorso da lingua) (4,6). A cavidade oral € um sistema
complexo e dindmico, influenciado pelo comportamento do hospedeiro e fatores
externos como o ritmo circadiano que afeta o fluxo e a composigéo salivar. Os
fatores comportamentais mais estudados sdo a dieta relacionada ao alto
consumo de hidratos de carbono, que tem uma grande influéncia sobre o
ecossistema oral e a atividade de carie. Sabe-se por exemplo, que tabagismo é
responsavel por um aumento da resposta inflamatéria e que condicdes
sistémicas e uso de medicamentos estao todos ligados as mudangas locais (8).
Esse ecossistema dinamico apresenta oportunidades para a disbiose microbiana
oral e o desenvolvimento de doengas dentarias e periodontais (5).

Uma série de outros fatores podem contribuir para o equilibrio ou também
para uma disbiose promovida pelo microbioma oral. Dentre eles estdo fatores
anatémicos, saliva, fluido crevicular gengival, fatores microbianos, entre outros.
A topografia, forma e desalinhamento dentarios, qualidade deficiente de
restauracdes e a presenca de epitélio sulcular ndo queratinizado sao fatores
anatémicos a serem considerados. A saliva influencia o ecossistema oral na
modulagao do pH, permitindo ou ndo o crescimento de células cariogénicas e
possui propriedade de inibicdo do crescimento de organismos exogenos. Os
produtos finais provenientes do metabolismo de certas bactérias baixam o pH e
algumas usam esses produtos para fins nutricionais. Outros fatores como
antibiéticos, medicamentos em geral, tratamentos dentarios e fatores
iatrogénicos também alteram o ecossistema oral (8,10).

As principais patologias orais (carie e doenga periodontal) tém origem em
desequilibrios do Microbioma oral e os impactos das mesmas nao se da apenas
a nivel da cavidade oral mas podem ter implicagdes sistémicas.

A periodontite, com alta prevaléncia em todo o mundo, € a patologia oral que
mais causa risco e pode desencadear doencas sistémicas. Componentes do
biofilme patogénico podem entrar no organismo através da area inflamada,
inalados ou ingeridos e aumenta o risco de diabetes mellitus, doenca
cardiovascular, endocardite, doenca renal crénica, pneumonia e gastrite.
Existem estudos que mostram claramente os beneficios do tratamento

periodontal na reducao de riscos para as doengas mencionadas (11).



Por outro lado, as doencas sistémicas e as suas respetivas terapias
medicamentosas podem afetar o controlo de placa bacteriana, o fluxo salivar e
a integridade dos tecidos levando a uma deterioracdo da saude oral (12). A
diabetes mellitus, por exemplo, esta diretamente ligada ao aumento do fator de
risco da doenca periodontal e pode causar sintomas de xerostomia devido a
reducao do fluxo salivar e desidratacao, elevando assim a atividade de carie.
Infecbes por Candida sdo comuns em diabéticos e proteses desconfortaveis
podem ser um sinal de estomatite protética subjacente. A xerostomia € um dos
efeitos colaterais mais comuns de muitos medicamentos como antidepressivos,
diuréticos, anti-histaminicos, agonistas e opidides (12).

Como a disbiose ao nivel do microbioma acontece antes do diagndstico
clinico de doencas orais ou sistémicas, conhecer a ecologia do microbioma oral
humano tem impacto nas estratégias de diagnodstico precoce e, portanto,

prognoéstico e monitorizagao em saude (13,14).

4. Portadores de préteses removiveis

Estimativas recentes mostram uma variagcao de 7 a 69 % da populagao
mundial que possui alguma forma de edentulismo e utiliza algum tipo de prétese
dentaria removivel apesar da melhoria com os cuidados de saude oral. O valor
mais elevado deste intervalo revela a importancia do desenvolvimento de
investigagcdes que mostrem as implicagdes do uso de proteses para a saude oral
e sistémica (15).

A principal condigdo patolégica que os utilizadores de prétese removivel
desenvolvem chama-se Estomatite Protética (EP), ou seja, inflamagdo da
mucosa oral associada ao uso de protese removivel. A EP esta relacionada a
varios fatores como préteses mal-adaptadas que causam traumas, fluxo salivar
deficiente, ma higinene, tabagismo, tratamento com antibiéticos ou infegao
microbiana. No entanto Candida albicans é considerado o principal agente
causador afetando entre 30 e 70% dos portadores de proteses (16). A maioria
dos estudos que investigam microrganismos associados as proteses removiveis

foca-se apenas na Candida spp. como causa primaria de infe¢cdo, no entanto ha



evidéncias de que ha interacdo com espécies bacterianas e que se formam
comunidades microbianas complexas (16,17).

Embora a investigacdo do microbioma em superficies orais naturais tenha
gerado uma riqueza de informagdes, poucos estudos examinaram as
comunidades microbianas que colonizam proteses e a sua relagédo com a saude
oral. Nos estudos que se debrugam sobre estas questdes ha ainda uma enorme
variabilidade no tipo de amostra recolhida, nos protocolos de processamento
dessas amostras e na analise realizada. Portanto, as comparacgdes para elucidar
como 0s microrganismos que colonizam a prétese removivel influenciam a
microbiota da cavidade oral, e vice-versa, ainda precisam ser aprofundadas.

Pelas razdes apresentadas foi desenvolvido na Faculdade de Medicina
Dentaria um projeto que pretende contribuir para a definicdo do Microbioma Oral
Saudavel incluindo o Microbioma associado as proteses removiveis. Este estudo
em particular constitui-se como a primeira fase do projeto em que foi realizado
um estudo preliminar. O objetivo deste trabalho foi testar e validar os protocolos
de recolha de dados e amostras bioldgicas que permitam analisar o Microbioma
oral humano. Estes protocolos s&o aplicados na Clinica Dentaria Universitaria —
UCP e incluem os procedimentos de recolha de dados que permitem a

caracterizagao sumaria de pacientes portadores de protese removivel.



Materiais e métodos

Este estudo foi desenvolvido na Faculdade de Medicina Dentaria da
Universidade Catdlica Portuguesa (FMD-UCP) em Viseu, utilizando as
infraestruturas do SalivaTec, Laboratério de Investigacdo Interdisciplinar em
Saliva do Centro de Investigacdo Interdisciplinar (CIIS) da UCP e da Clinica
Dentaria Universitaria da FMD-UCP. O processo foi iniciado em dezembro de
2020 com a submissao do projeto a CES-UCP, mas as recolhas, devido aos
constrangimentos no atendimento e aulas na clinica, foram iniciadas apenas em
margo de 2022.

Por se tratar de um estudo clinico com seres humanos, o projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Saude-UCP com aprovacéo concedida no dia
13/01/2021 (Anexo l). Todos os pacientes elegiveis para esta investigagao
preencheram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo IlI). Os protocolos de recolha das amostras biolégicas nao
conferem qualquer desconforto para o paciente e encontram-se descritos neste

estudo.

1. Tipo de estudo e dimensao da amostra

Para este trabalho em especifico foi realizado um estudo clinico prospetivo
observacional comparativo entre um grupo de utentes portadores de protese
removivel e outro grupo de ndo portadores de protese removivel. Foi desenhado
uma ficha de recolha de dados demograficos, clinicos e moleculares (com
enfoque para recolha de dados relativos a reabilitagao oral testado um protocolo
de recolha de dados clinicos, configurando esse projeto de investigagdo como
um protocolo clinico de analise do microbioma de pacientes portadores de
protese removivel.

A amostra deste estudo preliminar incluiu um total de 24 participantes, sendo
12 portadores de préteses removiveis e outros 12 n&o portadores. A selegao de
pacientes foi feita por amostragem nao probabilistica por conveniéncia. Os
pacientes foram todos observados pelo mesmo operador (Buno Moura) que

recrutou os pacientes para o estudo durante as consultas de varias unidades
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curriculares, na CDU-UCP. Os dados foram recolhidos entre mar¢o e maio de
2022. A amostra deste estudo preliminar teve como finalidade avaliar a
exequibilidade do projeto e fazer sugestdes de melhoria do processo de recolha
de dados.

2. Critérios de exclusao

O estudo preliminar clinico sem intervencéo inclui todos os utentes que
recorrem a Clinica Dentaria Universitaria (CDU) da Faculdade de Medicina
Dentaria da Universidade Catdlica Portuguesa (FMD-UCP) e que declarem
expressamente querer participar no mesmo pela assinatura do TCLE. Assim,
nao houve critérios clinicos nem demograficos de exclusdo dos pacientes, sendo
que nao participaram os pacientes que nao aceitaram preencher o TCLE. Apesar
de ndo ter acontecido nesta amostra preliminar, a inclusdo de pacientes que néo
sejam competentes para concordar com a participagao no estudo e assinar o
TCLE, esta prevista e s6 sera realizada apds a concordancia dos seus tutores

ou responsaveis legais.

3. Caracterizagao da amostra

Foram feitas recolhas de dados demograficos e clinicos, bem como amostras
biolégicas de saliva e biofiime oral na CDU-UCP que obedecem as normas
vigentes no RGPD. As amostras de saliva e biofilme foram analisadas
exclusivamente nos laboratérios da Faculdade de Medicina Dentaria da UCP
(Salivatec) e garantem a manutengéo da confidencialidade e anonimizagao dos
dados recolhidos.

Foram constituidos grupos de amostras provenientes de portadores de
prétese removivel e grupos de amostras provenientes de pacientes sem protese
removivel. As préteses removiveis foram caracterizadas quanto a sua extensao

e ao material de que eram constituidas (Anexo lll).



4. Procedimentos para recolha de dados

4.1. Anamnese e diagnodstico de saude oral

Os utentes responderam a um questionario de saude e passaram por uma
avaliagao clinica da cavidade oral para a obtencao de indicadores de experiéncia
de carie e de saude periodontal. Todos os dados recolhidos foram registados em
formulario eletronico (Anexo lll), armazenado e gerido na plataforma Qualtrics

que contém as seguintes segodes:

e Dados da amostra

e Dados pessoais

¢ Informagdes de saude geral
e Covid-19

e Medicagao

e Habitos tabagicos

e Consumo de alcool

e Alteragbes hormonais

o Habitos de higiene oral

o Reabilitacido protética

e Saude oral

Para o diagndstico de saude oral foram utilizados instrumentais clinicos
como espelho de observacdo, sonda milimetrada WHO e equipamento de

protecao individual.

4.2. Diagnéstico de carie

O presente estudo avaliou o indice de carie dentaria de acordo com os
critérios do ICDAS (International Caries Detection and Assessment System),
método desenvolvido para trazer a compreensao atual do diagnédstico e a
progressao da carie dentaria, ou seja, € um sistema de pontuagao clinica que
oferece ao clinico, investigador e epidemiologista uma padronizagdo mundial

para detecao de carie dentaria (18).



A tabela a seguir foi extraida do guia desenvolvido pelo ICCMS™ (The
International Caries Classification and Management System) que se baseia no
sistema ICDAS baseado em evidéncias cientificas para o estagiamento de cérie
(19).



Tabela I - Cédigos para diagnéstico de carie (ICDAS™),

Superficies

sadias

(ICDAS™
cod. 0)

Superficies dentarias sadias ndo mostram
evidéncias de caries Vvisiveis (nenhuma ou
questionavel mudanga na translucidez do esmalte)
quando vistas limpas e apés secagem prolongada ao

ar (5 segundos).

Estagio
Inicial de
carie
(ICDAS™
cod. 1e2)

Primeiras ou distintas alteragées visuais no esmalte
vistas como uma opacidade de céarie ou descoloragao
visivel (lesdo de mancha branca e/ou descoloragdo de
céarie castanha) ndo consistente com a aparéncia clinica
de esmalte sadio (ICDAS™ 1 ou 2) e que ndo mostra
evidéncia de rutura da superficie ou sombreamento de

dentina subjacente.

Carie em
estagio
moderado
(ICDAS™
cod. 3e4)

Mancha branca ou castanha com rutura localizada do
esmalte, sem exposi¢io visivel de dentina (ICDAS™ 3),
ou sombra de dentina subjacente (ICDAS™4).

(Para confirmar a rutura do esmalte, uma sonda de ponta
esférica WHO pode ser usada suavemente na area do
dente - uma descontinuidade limitada é detetada se a
esfera cair na micro cavidade/ descontinuidade do

esmalte).

Carie em
estagio
extenso
(ICDAS™

cod. 5e 6)

Cavidade distinta em esmalte opaco ou descolorido com
dentina visivel.

(confirmar a profundida com uma sonda WHO)
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4.3. Diagnéstico Periodontal

Para a avaliacdo de saude periodontal dos utentes foi utilizada a nova
classificagdo das doencgas e condi¢gdes periodontais langcada em 2018 pela
Academia Americana de Periodontologia em conjunto com a Federagao
Europeia de Periodontologia.

A periodontite € uma doencga inflamatéria cronica multifatorial associada a
biofiimes de placa disbidtica e caracterizada pela destruigdo progressiva do
suporte dentario e é classificada de acordo com seu estagio e grau (20).

A classificacdo de estagio € diretamente relacionada com a severidade da
doenca e € definida pela perda clinica de insercdo dssea, sendo divididos em
estagio I, II, lll e IV. Por sua vez o grau reflete a progresséo da doenca e seus
efeitos na saude sistémica e dividem se em grau A (progressado lenda), B
(progressao moderada) e C (progressao rapida) (21).

A sondagem periodontal foi feita com uma sonda milimetrada WHO e os
resultados de profundidade de sondagem, nivel de inser¢do clinica e
sangramento a sondagem foram transcritos para o periograma disponibilizado
na plataforma online perio-tools.com para que o diagnéstico periodontal de cada
paciente fosse estabelecido de forma precisa. Dado o diagndstico o0 mesmo foi

transcrito para a plataforma Qualtrics.

4.4. Recolha, acondicionamento e conservagao das amostras
biolégicas

As recolhas de amostras biolégicas de saliva foram realizadas com
metodologias testadas e em uso no SalivaTec (22). Relativamente as amostras
de biofilme (supragengival e das préteses) este foi recolhido com estratégias
desenvolvidas no SalivaTec e testadas neste estudo preliminar, mas ainda nao

publicadas.

4.4.1. Colheita de saliva

As amostras de saliva foram recolhidas pelo método de “drooling”. O utente

expeliu (uma ou mais vezes) a saliva para um tubo tipo Falcon de 50 ml até
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perfazer aproximadamente 2 ml. Os tubos foram bem vedados e desinfetados
exteriormente com solugao de hipoclorito de sddio, na concentragéo original de
cloro livre a 5%, na diluicdo de 1/50 (1 parte de lixivia em 49 partes iguais de
agua) e de seguida com alcool a 70%. Por fim, a tampa dos tubos foi selada com
pelicula parafiime e o tubo devidamente identificado e colocado em contentor
préoprio. Estas medidas sédo especialmente importantes nesta fase de pandemia
COVID-19 e séao rotineiramente usadas para amostras de pacientes com

diagndstico de infegdo por SARS-CoV2.

Figura 1 — Recolha de saliva ndo estimulada pelo método de drooling.

4.4.2. Colheita de biofilme oral

As amostras de biofilme foram recolhidas por “raspagem” da placa dentaria
(biofilme oral) em zonas pré-definidas da cavidade oral do paciente. As amostras
foram recolhidas dos seguintes locais/pontos (Figura 2):

* espaco interproximal entre os dentes 31 e 41, por lingual;

» espaco interproximal entre os dentes 11 e 21, por vestibular;

* espaco interproximal entre os dentes 15 e 16 por vestibular;

* espaco interproximal entre os dentes 35 e 36 por lingual,

» superficies oclusais dos dentes 16 e 36.

12



Figura 2 — Locais de recolha das amostras de biofilme oral assinaladas com
setas. (Modificado de imagem obtida no GoogleSearchlmages).

As recolhas foram feitas com palitos estéreis. O operador evitou que o palito
tocasse noutros locais da cavidade oral durante a colheita. Os palitos com o
biofilme recolhido foram posteriormente inseridos em tubos de plastico de 1,5 ml
(tipo Eppendorf) contendo uma solugéo de NaCl 0,9%. Cada tubo pode conter
até um maximo de 4 palitos. Os tubos foram etiquetados e desinfetados como
descrito para a recolha de saliva. Este procedimento de recolha foi otimizado
pelos investigadores do SalivaTec (ndo publicado) e esta a ser aplicado de forma

sistematica nas amostras de Biofilme oral analisadas no SalivaTec.

4.4.3. Colheita do biofilme das préteses removiveis

Por meio de uma zaragatoa, foram também recolhidos esfregagos da
superficie interna da base da protese removivel e da mucosa oral em contato
com a mesma respeitando as mesmas normas de acondicionamento descritas
anteriormente com o objetivo de quantificar os microrganismos que colonizam

as proteses.

Figura 3- Locais para recolha das amostras de Candida.(Modificado de imagem
obtida no GoogleSearchimages).

As amostras bioldgicas de saliva, biofilme e Candida foram transportadas
para o laboratorio SalivaTec, localizado no mesmo edificio da Clinica Dentaria

Universitaria, e congeladas a -80°C imediatamente apds a colheita. A
13



semelhanca do protocolo para recolha de biofilme oral, este protocolo foi
adaptado para utilizagdo para recolha de amostras de colonizagao do Biofilme

associado a protese removivel.

5. Processamento das amostras bioldgicas e identificagao do
microbioma oral analisado

Apos recegao no laboratorio SalivaTec as amostras foram processadas
antes de ser armazenadas para analise posterior. Previamente a quantificacdo
e identificagdo dos grupos microbianos foi necessario fazer a extragao do ADN.
Neste trabalho foram apenas processadas as amostras de saliva e zaragatoa
(biofilme associado a protese) uma vez que os protocolos para isolamento do
ADN microbiano a partir de amostras de Biofilme estdo ainda em otimizagéo no
laboratério SalivaTec. A quantificacdo dos grupos microbianos foi realizada
apenas para bactérias uma vez que os protocolos quer para Candida quer para
bactérias especificas ainda estdo em desenvolvimento. Abaixo descrevem-se

sumariamente os procedimentos que estdao detalhados no Anexo IV.

5.1. Pré-processamento e armazenamento das amostras

No SalivaTec as amostras de saliva recolhidas foram aliquotadas para tubos de
criopreservacao (200 uL) e conservadas a -80°C até serem analisadas.

Os tubos contendo os palitos e zaragatoa com amostras de biofilme foram
agitados com recurso a vortex durante 30 segundos e o volume foi distribuido
em aliquotas (250 L) para tubos de 1,5 mL e conservados a -80°C até serem
analisados.

5.2. Extracao do ADN das amostras

O ADN microbiano foi extraido das amostras de saliva utilizando a solugao
QuickExtract™ (Lucigen Corporation, USA) de acordo com as instru¢cdes do

fabricante descritas no Anexo IV.
14



5.3. Quantificagcao microbiana

As analises do ADN microbiano obtido foram feitas por PCR quantitativo com
utilizacao de primers de universais para o gene 16S rRNA. O protocolo detalhado
encontra-se no ANEXO V.

6. Analise de dados

Os dados obtidos foram transferidos para uma folha de calculo do
programa Microsoft Office Excel. Mais tarde, foram introduzidos no programa
IBM SPSS Statistics, formando assim a base de dados onde foi realizada toda a
analise estatistica. Foi realizada a estatistica descritiva adequada a cada
variavel, através da analise de frequéncias absolutas e relativas. Para avaliar a
associagao entre as variaveis recorreu-se ao teste teste-t para amostras
independentes, considerando que temos variancias iguais (através do teste de
Levene para testar a igualdade de variancias). O nivel de significancia

considerado foi de 0,05.
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Resultados

1. Caracterizagcao geral da amostra

A tabela Il apresenta de forma resumida o resultado deste estudo piloto. Sao
apresentados os resultados das variaveis observadas, mas por haver uma
quantidade baixa de pacientes, a analise nao € estatisticamente relevante. No ,
esta tabela pode servir como exemplo do tipo de estratificagdo possivel de se
obter quando o estudo estiver completo e houver mais amostras recolhidas. Um
total de 24 amostras analisadas foram divididas entre 12 utentes nao portadores
de protese removivel e outros 12 portadores. A média de idade dos participantes
€ de 55,58 anos. Pacientes que nao utilizam protese removivel apresentam
idades entre 21 e 72 anos, enquanto os pacientes com proteses removiveis
compreendem idades entre 35 e 79 anos. Do total de pacientes, 13 s&o do
género feminino e 11 do género masculino e entre eles 6 mulheres e 6 homens
utilizam algum tipo de protese removivel.

Habitos tabagicos, higiene oral, condicbes de saude sistémica e oral foram

descritos na tabela e relacionados ao uso de préteses removiveis.
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Tabela Il - Caracterizacdo geral da amostra

Total Sem prétese Com proétese
N N % N %
Total de Participantes 24 12 50% 12 50%
4 Média * desvio de | 55,58 +
. é dade sEde 18.04 42,41 £ 13,09 68,75+ 11,43
) "g Minimo - Maximo | 21-79 21-72 35-79
©
o
Qe Feminino 13 7 |5833%| 6 50%
3 Género
Masculino 11 5 41,67% 6 50%
Fumadores 1 1 8,33% 0 0%
. AL Ex-fumadores 9 5 |4167%| 4 33,33%
7 abagicos
& Nunca fumaram 14 6 50% 8 66,67%
o)
“:I‘:’ 1x ou menos / dia 6 3 25% 3 25%
Hfl?;i‘;f‘:'e 2 x / dia 14 5 |4167%| 9 75%
3 x/ dia 4 33,33% 0 0%
© o Sim 0 0% 2 16,67%
0 O Diabéticos —
S E Nao 22 12 100% 10 83,33%
3 Sim 11 4 |3333%| 7 | 5833%
‘m | Hipertensos »
Nao 13 8 66,67 % 5 41,67%
Saudavel 8 6 50% 2 16,67%
Saude »
_ periodontal Gengivite 3 2 16,67% 1 8,33%
g Periodontite 13 4 33,33% 9 75%
§ Presenca de Com carie 18 8 66,67 % 10 83,33%
S carie Sem carie 6 4 33,33% 2 16,67%
Estomatite Sim - - - 1 8,33%
protética N3o - - - 11 91,67%
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O tipo e extensao da proétese utilizada por cada paciente deste estudo pilo

estdo caracterizados na tabela Ill. A maioria das préteses eram acrilicas e

parciais.

Tabela lll - caracterizacio dos tipos de proteses removiveis em cada paciente.

O 0 N O U1 A WN BB

Al =
N = O

Acrilica
Esquelética
Acrilica
Acrilica
Esquelética
Esquelética
Acrilica
Acrilica
Esquelética
Esquelética
Acrilica
Acrilica

Acrilica
esquelética
Acrilica
Acrilica
Acrilica
esquelética
Acrilica
esquelética

Acrilica

Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Total

Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Total

Parcial

Total

Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial

Parcial

Parcial

2. Quantificagao do microbioma oral dos pacientes portadores de
prétese dental removivel

A quantificagdo da carga total bacteriana foi realizada em amostras de

saliva e em amostras recolhidas com uma zaragatoa passada na prétese e na

mucosa oral em contacto com a mesma. Os resultados desta quantificacao

estao na tabela V.

Tabela IV — Quantificagdo da carga total microbiana por 16S rRNA de amostras
de saliva recolhidas em pacientes com protese e sem protese.

Grupo Com Prétese Sem Protese ‘
N 16

Média (# de copias 16S rRNA/ul de 2,42 x10'2 1,68 x10"2
amostra)

Minimo 4,14 x 10" 4,88 x10"
Maximo 6,59 x 102 4,20 x1012
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Verifica-se que os pacientes sem reabilitacdo protética apresentam, em
média menor quantidade de bactérias na saliva. No entanto, através da
aplicagao do teste-t para amostras independentes, considerando que temos
variancias iguais (através do teste de Levene para testar a igualdade de
variancias), nédo se verificam diferengas estatisticamente significativas entre os
dois grupos, obtendo um valor de significancia p=0,988.

Apesar de ter sido recolhida saliva a 12 pacientes, nao foi possivel isolar
ADN de 4 deles e por isso na tabela Il figuram apenas 8 pacientes com
prétese. Pelo contrario, como houve varios pacientes nao portadores de
prétese que acederam a fazer a recolha de saliva, foram analisadas as salivas
de 16 pacientes o que permitiu ter uma maior diversidade de pacientes.

Quando comparamos, nos pacientes com reabilitagcdo protética as
amostras de zaragatoa e saliva (Tabela IV), é possivel verificar que nas
amostras de saliva a quantificacdo da carga total bacteriana € mais elevada
que na zaragatoa. Neste caso existem diferengas com um nivel de valor de

significancia p<0,001.

Tabela V — Quantificagdo da carga total microbiana por 16S rRNA de amostras
de saliva e zaragatoa recolhidas em pacientes com protese.

Tipo de amostra Saliva Zaragatoa
N 8 8

Média da Quantificacdo # de cépias / jl 2,42 x10'2 7,52 x101'°
de amostra

Minimo 4,14 x 10" 5,43 x10"0
Maximo 6,59 x 1012 1,51 x10™
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Discussao

O presente estudo configura-se como um protocolo clinico de analise do
microbioma de pacientes portadores de protese removivel e sera inserido na
plataforma clinicaltrials.gov, uma base de dados online que permite o registo de
estudos clinicos mantido pelo National Institute of Health (NIH).

A discussao dos resultados deste trabalho é analisada do ponto de vista da
exequibilidade e propostas de alteracdo ao procedimento, seguida de uma

analise dos resultados analiticos obtidos.

1. Analise do protocolo e procedimentos

A recolha de dados foi realizada em duas vertentes: recolha de informacao
e observagao clinica do paciente seguida de recolha de material biolégico.

O processo de recolha de informacéao clinica foi relativamente simples e
eficaz. A maior dificuldade relacionou-se com o facto de muitos utentes néo
terem mostrado disponibilidade para participar no estudo. Esta recusa néo estara
relacionada com a extensao da recolha de dados, mas com o facto de alguns
utentes terem sido abordados a meio da consulta e terem a ideia que a consulta
demorara mais se se disponibilizarem a participar no estudo. Assim, para este e
outros estudos que envolvam a recolha de dados sera importante realizar a
recolha de dados numa observacao dedicada apenas a este procedimento.

Relativamente a recolha de amostras de saliva e biofiime estas foram
executadas com procedimentos ja validados no SalivaTec (22) e ndo houve
dificuldades de execugédo. Os procedimentos de recolha dos esfregagos para
analise do microbioma associado a prétese poderao ser melhorados, ndo no que
diz respeito a facilidade de recolha, mas sim no que se refere a concentracao de
biofilme recolhido como sera discutido mais adiante. Esta recolha pressupde no
entanto uma colaboracgao estreita entre o estudante de Medicina Dentaria e um
investigador que possa imediatamente levar as amostras para o laboratério e

fazer o seu processamento.
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Também neste procedimento, se se optar por fazer consultas especificas
para a recolha de dados (clinicos e amostras bioldgicas), sera possivel ser o
proprio estudante de Medicina Dentaria a processar as amostras desde que a
recolha seja feita no fim da observacgao oral. Isto porque as amostras biolégicas

nao devem ficar na bancada durante muito tempo antes do processamento.

2. Anadlise dos resultados experimentais

Foram comparadas e relacionadas as informagdes recolhidas (dados
demograficos, saude geral, saude oral e habitos de higiene oral) por meio do
questionario feito ao paciente dador. Verificou-se, como era esperado, que a
meédia de idade dos pacientes com reabilitagdo protética € superior aos dos
pacientes sem reabilitagdo. A reduzida dimensao da amostra ndo permitiu, no
entanto, uma estratificacdo suficiente dos pacientes para testar a associagao
entre os fatores demograficos e de saude sistémica com a reabilitagao protética.
A continuagao do estudo com o recrutamento de mais pacientes vai permitir esta
estratificacdo no futuro e verificar a relagdo entre reabilitacdo protética e
patologias sistémicas, saude oral e habitos de higiene oral.

Os resultados apresentados revelam uma grande heterogeneidade das
reabilitacbes orais quer em tipo de protese (acrilica e esquelética), quer na
extensdo da mesma (desde parcial a total). Apesar de serem reportadas maior
satisfacéo dos pacientes com proteses esqueléticas versus acrilica (23), nesta
pequena amostra isso nao se verifica e as proteses acrilicas sdo dominantes, o
que podera estar relacionado com o estrato socioeconémico da maioria dos
pacientes.

Neste trabalho foi apenas ensaiada a quantificacao total bacteriana sendo
objeto do projeto global fazer uma caracterizagdo mais alargarda de alguns
grupos microbianos nomeadamente as leveduras.

Embora estudos recentes tenham gerado algumas informagdes sobre o
microbioma na cavidade oral, ainda ha poucas investiga¢gdes que analisam o uso
de préteses dentarias e sua relagdo com a saude e a doencga oral e sistémica. A

carga bacteriana total da saliva observada em pacientes portadores de protese
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removivel neste estudo € ligeiramente mais elevada que em pacientes sem
prétese, embora sem significancia estatistica.

Apesar de neste trabalho ndo terem sido quantificados especificamente
nenhum grupo das bactérias existe o potencial para fazé-lo com as amostras
recolhidas e o ADN isolado das mesmas. Assim, foram estabelecidos os
protocolos de recolha, processamento das amostras e analise laboratorial que
permitirdo completar este estudo no proximo ano letivo.

A analise dos resultados preliminares permite verificar que as quantificacoes
dos microrganismos na saliva e zaragatoa sé&o possiveis, mas que a quantidade
de ADN microbiano recolhida nas amostras de zaragatoa € sempre menor
quando comparada com a saliva. E proposto que seja modificado o procedimento
de recolha das amostras de zaragatoa diminuindo o fluido de recolha para que a
amostra possa ficar mais concentrada. Importa, no entanto, salientar que, a
analise feita neste trabalho foi considerando apenas a carga bacteriana total e
que, como indicado por Omori e colaboradores (2021) os microbiomas
associados a diferentes tipos de recolha sao inerentemente diferentes no tipo de
colonizagao que apresentam (24).

Neste estudo preliminar nao foi possivel recolher um grande numero de
amostras uma vez que as interrupgcdes causadas pela pandemia do COVID-19
e a consequente diminuicdo do fluxo de pacientes na Clinica universitaria da
FMD-UCP limitaram o acesso aos pacientes. Para além disso houve também a
recusa de muitos pacientes em participar no estudo. Com a “normalizacdo” do
atendimento na CDU-UCP é expectavel que o recrutamento de pacientes possa
ser incrementado.

Devido ao ambiente complexo e as inumeras interacdes e correlagdes que
interagem com o meio oral ha ainda uma dificuldade em compreender todo o seu
ecossistema. Mais dificil se torna o estudo ao acrescentar a presencga da protese
removivel. No entanto péde-se dar mais um passo na definicdo de um protocolo

clinico para analise do microbioma em pacientes que utilizam proétese.
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Conclusao

Este trabalho apresenta-se como o inicio das recolhas do projeto Microbioma
Oral na Clinica Dentaria Universitaria da UCP. Conclui-se deste trabalho
preliminar que a ficha de recolha de dados proposta € exequivel e de facil
aplicagao sendo, no entanto, necessario rever os protocolos de recrutamento de
pacientes para o estudo.

Conclui-se ainda que é possivel a articulagcdo com o SalivaTec para a analise
molecular das amostras, sendo ainda necessario otimizar os protocolos de
quantificacdo de microrganismos especificos e de distingdo entre as varias
espéecies de Candida. Sera também importante modificar a recolha de amostras
das proteses aumentando a quantidade de ADN recuperado em cada amostra.
Conclui-se finalmente que trabalhos aliando os aspetos moleculares as
descrigdes clinicas sado possiveis de realizar na FMD-UCP, mas que ¢é

necessario melhorar o recrutamento de pacientes para participagcao nos estudos.
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Anexos

Anexo | — Parecer Comité de Etica em Satude-UCP

UNIVERSIDADE
CATOLICA
PORTUGUESA

Parecer sobre o projeto n2 113
Comiss3o de Etica para a Saude da Universidade Catdlica Portuguesa
Mandato 2019/2023

Projeto de Investigacdo
Na reunido do dia 13 de janeiro de 2021 a CES-UCP esteve reunida e apreciou do ponto de vista ético os
elementos submetidos pela investigadora. Sobre a apreciagdo redige o parecer que agora se apresenta.

Titulo: Microbioma Oral Humano Saudavel

Instituigdo/Parceria: Faculdade de Medicina Dentéria da UCP/Clinica Dentdria Universitaria da UCP

Este trabalho é realizado com vista a obtengdo do grau de mestre em Medicina Dentaria pela Faculdade de
Medicina Dentaria da UCP.

Investigadores responsaveis: Prof. Doutora Maria José Correia e Prof. Doutora Ana Sofia Duarte.
Equipa de Investigagdo: Bruno Moura (mestrando), André Correia, Anna Moura, Cacio Moura, Pedro Campus
Lopes, Nélio Veiga, Rute Rio.

Resumo: Os estudos do Microbioma Humano tém atraido muita aten¢do desde a primeira publicagdo

dos resultados do Projeto Microbioma Humano. Este facto decorre principalmente das imensas possibilidades
previstas para a modulagdo do microbioma e do seu impacto na salde e bem-estar do hospedeiro humano.
A boca abriga um dos mais diversos microbiomas do corpo humano e & um habitat onde se estabelecem
importantes interagdes hospedeiro-microrganismo, que impactam a salde oral e sistémica. Embora muito
tenha sido estudado sobre a diversidade e alteragées do microbioma intestinal, as interagdes hospedeiro-
microrganismo na salde e doengas e o impacto do microbioma no bem-estar dos hospedeiros, muito menos
informacdo esta disponivel para o microbioma oral. A literatura mais recente valida a nogdo, geralmente
aceite, de que o microbioma oral tem a maior diversidade taxondmica do corpo humano, e que, apesar da
varia¢do intra e inter individual da composi¢do das espécies, existe um microbioma “core” que conserva
determinadas caracteristicas genéticas e metabdlicas. Este microbioma “core” nio esta ainda totalmente
definido e a sua variagdo com caracteristicas como a idade, o género, alimentagdo, zona geografica e a relagdo
com patologias ou condigbes clinicas, também nao esta suficientemente estudada para a maioria das
populagdes. O conhecimento deste micorbioma “core” é fundamental uma vez que, existem evidéncias que
sustentam gque um microbioma saudavel difere na composicdo taxondmica de outros microbiomas que
promovem a disbiose. Como a disbiose ao nivel do microbioma acontece antes do diagndstico clinico de
doengas orais ou sistémicas, conhecer a ecologia do microbioma oral humano tem impacto nas estratégias de
diagnostico precoce e, portanto, prognostico e monitorizagdo em sadde.

Objetivo Principal: contribuir para a definicdo do microbioma oral “core” em salde e a sua relagdo com
diversos aspetos demograficos e clinicos. Para cumprir este objetivo serdo recolhidas amostras bioldgicas de
saliva e biofilme oral dos utentes da Clinica Dentaria Universitaria. As amostras de saliva e biofilme oral serdo
analisadas quanto a: carga total bacteriana, quantificacdo de filos bacterianos associados a salide/doenga e
quantificacdo de géneros e espécies associadas a salide e patologia oral; perfis do microbioma oral e sua
relagdo com idade, sexo e estado de salde oral e sistémica.

Metodologia: Estudo clinico sem intervengdo. Os dados a ser recolhidos sdo dados demogréficos, clinicos e
amostras bioldgicas de saliva e biofilme oral. As recolhas decorrem na Clinica Dentéria Universitaria da UCP e
as analises das amostras bioldgicas no laboratério SalivaTec do Centro de Investigagdo Interdisciplinar em
Saude da UCP.

Populagdo e amostra: Utentes da clinica Dentaria Universitaria que desejem participar no estudo e assinem o
Termo de Consentimento Informado e Esclarecido. O estudo inclui menores, uma vez que a idade é um fator
relevante para as alteragdes no microbioma a inclusdo de menores é fundamental para se obter uma amostra
representativa.
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Critérios de exclusdo: utentes da clinica que ndo manifestem vontade de participar no estudo.

Riscos: N3o existem riscos associados as colheitas. Existe apenas o incomodo do tempo adicional que
a consulta pode demorar. Os investigadores tudo fardo para minimizar o incémodo do tempo dedicado a
entrevista e a observacgdo oral.

Potenciais beneficios: Os beneficios sdo para a comunidade em geral uma vez que o conhecimento assim
adquirido tem grande potencial para gerar novas formas de diagnostico precoce, monitorizagdo e, portanto,
progndstico favoravel de patologias orais e sistémicas utilizando estratégias ndo invasivas.

RGPD: Apenas o Investigador Principal tem acesso a correspondéncia entre o cddigo gerado para o
questiondrio e amostras biologicas e o nimero do processo clinico. O estudo esta em conformidade com a
politica institucional que garante a conformidade com o RGPD na recolha dos dados pelos médicos dentistas.

Em suma, o Protocolo de investigacdo preenche os requisitos pedidos pela CES. Foram enviados os CVs dos
investigadores responsaveis, do investigador mestrando, da equipa de investigacdo e do respetivo
investigador orientador bem como o respetivo parecer. Foi enviado o formuldrio de submissdo a CESUCP
devidamente preenchido, foi enviado o protocolo do trabalho e a respetiva calendarizagdo. Foram também
enviados os documentos relativos ao Parecer do Conselho Cientifico da FMDUCP e foi enviada a Declaragdo
de Autorizacdo de recolha de dados na Clinica Dentaria Universitaria da UCP. Relativamente a
confidencialidade e a RGPD, o projeto inclui a declaracdo de compromisso do orientador responsavel que se
encontra em conformidade com as exigéncias previstas pela CESUCP. O projeto inclui o documento para o
consentimento informado livre e esclarecido, no entanto, uma vez que a investigagdo também sera feita com
menores, pede-se ainda o envio de documento relativo ao processo de assentimento dos menores.

Estiveram presentes na reunido n2 25 da CES-UCP
Presidente: Doutora Mara de Sousa Freitas
Vice-Presidente: Doutora M2 Teresa Marques
Doutor Jerdnimo Santos Trigo
Doutor Pedro Garcia Marques
Dr. Eugénio Fonseca
Doutora Ana Mineiro Zaky
Doutora Marta Brites
Mestre Ivone Gaspar

Conclusdo

Ouvido o Relator, e o plendrio da reunido do dia 13 de janeiro de 2021 realizada por videoconferéncia, esta
CES delibera, por unanimidade, a emissdo de Parecer Favoravel desde que seja enviado documento relativo
ao processo de assentimento dos menores.

Esta CES solicita a Investigadora Principal que, aguando da conclusdo do estudo, lhe seja enviada uma sintese
dos resultados obtidos e respetivas conclusdes, via eletrénica, para o correio eletrénico da CES UCP.

A Presidente,

Hova de Sousa Tieitas

Mara de Sousa Freitas
13/01/2021
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Anexol Il - Consentimento Informado

CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE PARA
PARTICIPAGAO EM ESTUDOS DE INVESTIGAGAO

(de acordo com a Declaragdo de Helsinquia e a Convengdo de Oviedo)

Titulo do estudo: Microbioma Oral Humano

Objetivo: Estudar os microrganismos da cavidade oral dos utentes da Clinica
Dentaria Universitaria através da recolha de saliva e de biofilme oral. Relacionar
a presenca de grupos de microrganismos com fatores demograficos e condi¢oes

clinicas dos utentes.

Descrigdao do Estudo: Os microrganismos sédo parte integrante do nosso
corpo. Na cavidade oral esses microrganismos formam a placa dentaria que
apesar de existir em simbiose connosco, pode nalgumas circunstancias estar
associada a patologias orais como carie dentaria, doenca periodontal e até de
perdas total de dentes.

O estudo proposto é composto por trés momentos distintos. Numa primeira fase
sera realizado um questionario para recolha de alguns dados demograficos e
clinicos incluindo a experiéncia de carie pelo indice ICDAS (este exame tem a
duragdo aproximadamente de 15 minutos). Seguidamente proceder-se-a a
recolha das amostras de saliva e biofiime oral. Este procedimento demora
apenas cerca de 5 minutos e é absolutamente indolor e ndo apresenta nenhum
desconforto para o dador, nem interferem com a consulta. As amostras, depois

de totalmente anonimizadas serao tratadas por técnicas de metagendmica.

Vantagens e riscos na participagao solicitada: Este estudo ndo envolve
procedimentos que ndo se enquadrem na pratica clinica normal nem pretende
testar novos produtos ou medicamentos. A participacdo neste estudo é
totaimente voluntaria e andnima, ndo acarretando quaisquer custos. E
fundamental que perceba que pode retirar o seu consentimento em qualquer

etapa do estudo. Nao precisa para tal de apresentar explicacbes aos
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responsaveis pela investigacdo, nem tera qualquer prejuizo, assistenciais ou
outros, caso nao queira participar. Ao decidir participar pode colocar todas as
questdes que considerar necessarias para o seu esclarecimento. Mesmo depois
de assinado o documento de consentimento esclarecido e informado, pode em
qualquer altura solicitar a sua exclusao do estudo. Para tal basta contactar o
investigador principal cuja identificacdo estda no fim deste formulario. A sua
contribuicdo com dados e amostras para este estudo permitira conhecer melhor
a relagdo entre os microrganismos da cavidade oral e a saude dos individuos.
Este estudo ndo é financiado e a participacao nao implica qualquer remuneragao
ou encargo econodmico para o participante. Os participantes colaboram de forma

voluntaria, livre e esclarecida.

Medidas de Mitigagcao dos Riscos Reais ou Potenciais: Uma vez que neste
estudo nao existem riscos para o paciente ndao estdo previstas medidas de
mitigacao. Ainda assim é importante referir que os investigadores responsaveis
garantem aos participantes o exercicio dos seus direitos em relacdo aos dados
recolhidos (como o acesso, a retificagdo ou a eliminagdo), bastando o mesmo
ser solicitado a Encarregada da Protecdo de Dados deste estudo (contactos no
final do documento). Para além do referido, o participante pode efetuar uma
reclamacao junto do Encarregado de Prote¢cédo de Dados (DPO - Data Protection
Officer) da UCP, que a encaminhara para a Comissao Nacional de Protegao de
Dados (CNPD), caso considerem que existe um incumprimento legal a protecao

de dados por parte equipa de investigacao (contactos no final do documento).

Confidencialidade e anonimato: Os investigadores garantem o anonimato e a
confidencialidade dos dados recolhidos. A informacéao é recolhida apenas pelo
Investigador Principal, num momento unico de observagcdo, em ambiente de
privacidade, ndo permite a identificacdo do participante e é usada apenas para
os fins cientificos do presente estudo. Os dados séo registados e armazenados
no computador pessoal do Investigador, com acesso protegido e apenas durante
o estudo. Concluida a investigacao, os dados armazenados serao eliminados e
€ garantido que a identificagdo do participante nunca se torne publica.
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Medidas de Partilha de Beneficios:

Os resultados deste estudo serdo partilhados com a comunidade cientifica
através de publicagdes em revistas com revisdo por pares e constituirdo parte
do corpo de informagédo e conhecimento cientifico que permite desenvolver
novas formas de diagndstico precoce e monitorizagdo da saude com a utilizagao

de amostras ndo invasivas.

Recolha de Dados:

Os dados a recolher neste estudo sdo de duas naturezas: dados da sua historia
clinica que serao recolhidos do seu processo clinico confirmados por entrevista
e amostras biolégicas de saliva e biofilme oral (placa dentaria). As recolhas das
amostras bioldgicas sdo n&o invasivas e totalmente indolores.

Os dados recolhidos s&o totalmente anonimizados e os investigadores (para
além do investigador principal) terdo apenas acesso a informacgao codificada nao
sendo possivel identificar a que individuo pertence.

Os dados e as amostras serao preservados durante 5 anos, periodo apds o qual

serao destruidas.

Responsavel pela Investigacgao:
Maria José Serol de Brito Correia
Tim: 919871348

Email: mcorreia@ucp.pt

Agradecemos o seu contributo para o desenvolvimento cientifico da Medicina
Dentaria da Universidade Catdlica Portuguesa e na qualidade de investigador
responsavel estou ao dispor para qualquer informagao/duvida que possa surgir

durante este estudo.

Data: / /

Assinatura do Investigador Principal:

31



Por favor, leia com atengao toda a informacgao. Se achar que algo néo esta claro,
nao hesite em solicitar mais informagdes. Se concorda com a proposta que lhe

foi feita, queira assinar este documento.

Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informagdes
verbais e escritas que me foram fornecidas pelo Investigador Principal que acima
assina.

Foi-me garantida a possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste
estudo sem qualquer tipo de consequéncias assim como de aceder aos meus
dados.

Aceito participar neste estudo, de forma informada e esclarecida, e permito a
utilizacdo dos dados que de forma voluntaria forneco, confiando em que apenas
serao utilizados para esta investigagao e nas garantias de confidencialidade e

anonimato que me sao dadas pelo investigador.

Nome do participante no estudo:

Assinatura:

SE NAO FOR O PROPRIO A ASSINAR POR IDADE OU INCAPACIDADE

(se o menor tiver discernimento deve também assinar em cima, se consentir)

Nome:
BI/CC n°:

Data ou validade / /

Grau de parentesco ou tipo de representacgao:

Assinatura:

Contacto do Encarregado de Protecao de Dados (DPO - Data Protection
Officer) da UCP:

Data Protection Officer - UCP

Dra. Frederica Campos de Carvalho

Contacto telefénico: +351 217214179
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E-mail: compliance.rgpd@ucp.pt

Contacto do Encarregado da Protegcao de Dados deste estudo na FMD-UCP
Viseu:

Maria José Serol de Brito Correia

Tim: 919871348

Email: mcorreia@ucp.pt
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Anexo llI- Ficha de recolha de dados dos dadores

1. CODIGO

1.1. Identificador (nUmero do processo) :

2. DADOS DA AMOSTRA

2.1. Cdédigo da amostra:

2.2. Cdbdigo do paciente:

2.3. Data de preenchimento (dd/mm/aaaa) :

2.4. Material biologico:
Saliva
Bochecho

Biofilme

O 0o 0o 0O

Nao recolheu amostra biolégica

2.5. Amostragem:

O 12 amostragem

0O Amostragem de follow-up

2.6.Hora de Recolha:

2.7.Data de colheita (dd/mm/aaaa):

2.8.Local de amostragem:

O Centro Hospitalar Tondela Viseu
0O Clinica Dentaria UCP

O Actividade Sénior Viseu
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O Outros

3. DADOS PESSOAIS DO DADOR

3.1. Origem do paciente
O Clinica dentaria UCP
0 Centro Hospitalar Tondela Viseu

O Outros

3.2 Data de Nascimento (dd/mm/aaaa):

3.3. Género
O Feminino

O Masculino

3.4. Raca
O Caucasiana
O Africana

O Oriental

O Cigana

O Outra

0 N&ao respondeu

3.5. Nivel de Escolaridade
O Basico (até ao 9° ano)
O Meédio (até ao 12° ano)

O Licenciatura, Mestrado e/ou Doutoramento
O Outra

O N&o respondeu



3.6. Investigador:

3.7. Data do preenchimento (dd/mm/aaaa):

4. INFORMAGOES DE SAUDE GERAL DO DADOR

O grupo de questdes que se segue destina-se a recolher informagao geral

acerca da sua saude:

4.1. Tem hipertensao?
O Sim
O Nao

O Nao sabe

4.2. Tem Diabetes?
Tipo 1
Tipo 2

Nao sabe (qual o tipo)

(I I e R

N&o tem

4.3. Tem ou ja teve alguma destas patologias?

Sim Nao N&ao sabe

Problemas cardiacos

Doencgas de sangue

Doencas de figado

Doengas de estbmago

Doencas renais

Doencgas intestinais

Cancro

Alergias

QOutras doencgas

4.4. Especifique o tipo (diagnostico) da patologia:
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4.5. Foi sujeito a algum tratamento de radioterapia ou quimioterapia?
0O Sim

O Nao

4.6. Se sim, ha quanto tempo? (anos)

4.7. Historia Familiar - Existem doencgas na familia como?
0O Doengas Cardiacas
O Diabetes
0O Cancro
0O Outra

O Nao tem

4.8. Qual ?

5. COVID-19

5.1. Foi diagnosticado com COVID-19 ha menos de 90 dias?
0 Sim

O Nao
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5.2. Ja foi submetido a vacinagao?
0O Sim

O Nao

5.3. Qual a vacina administrada?
O Pfizer-BioNTech
O Moderna
O Johnson & Johnson/Janssen
O AstraZeneca
O Novavax

0O Outra. Por favor especificar qual:

5.4. Quantas doses ja recebeu?

6. MEDICAGAO

O grupo de questbes que se segue pretende recolher informagdes

relevantes relativas a sua medicacgao:

6.1. Faz algum tipo de tratamento médico ou medicagdo com regularidade?

O Sim
O Nao
O N&ao sabe

6.2. Se sim, refira-o:
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6.3. Fez algum tipo de tratamento médico ou medicag&o nos ultimos 30 dias?
O Sim
O Nao

6.4. Se sim, refira-o :

6.5. Responda as seguintes questdes:

Nao
Sim | Nao
sabe

Tomou algum antibiético nos ultimos 3 meses?

Recebeu recentemente a vacina da gripe? (ultimos 6

meses)

Nos ultimos 12 meses foi consultado por um médico?

6.6. Refira o(s) nome(s) do(s) antibidtico(s):

7. HABITOS TABAGICOS

O grupo de questbes que se segue pretende avaliar os seus habitos
tabagicos:

7.1. Fuma ou ja fumou?
O Sim
O Nao

O Ex-fumador
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7.2. Se fuma/fumou:

0O Com que idade comecgou a fumar?

O Nao sabe

7.3. Quantos cigarros fuma/fumava (por dia): Nota: um mago equivale a 20
cigarros.

O Até 10

O Mais do que 10

O Nao sabe

7.4. Se é ex-fumador ha quantos anos deixou de fumar?
O Sabe

O Na&o sabe

8. CONSUMO DE ALCOOL
O grupo de questdes que se segue pretende avaliar o seu consumo de

alcool.

8.1. Bebe ou ja bebeu, regularmente, bebidas alcodlicas?
O Sim
O N&o

8.2. Se bebe/bebeu; com que idade comecou?

O Ildade

O N3ao sabe
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8.3. Se bebe ou ja bebeu, preencha o seguinte quadro:

Ne° copos vinho O Até O Mais O Nao Nao
(por semana) 14 de 14 sabe bebe
Ne° Cervejas (por O Até O Mais O Nao Nao
semana) 14 de 14 sabe bebe
NO
i i i O Mais O Nao Nao
digestivos/bebidas O Ate7
brancas (por de7 sabe bebe
semana)
8.4. Deixou de beber? Se sim com qual idade?
O Sim
O Nao
9. ALTERAGOES HORMONAIS
O grupo de questbes que se segue pretende avaliar possiveis alteracdes

hormonais.
9.1. Esta gravida?
O Sim

O Nao

9.2. Se sim, de quantas semanas?

9.3. Encontra-se na menopausa?
O Sim
O Nao
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9.4. Se sim, ha quanto tempo (anos)?

9.5. Ha quanto tempo teve a ultima menstruacao (dias)?

9.6. Toma anticoncecionais?
O Sim
O Nao

10. HABITOS E COMPORTAMENTO DE HIGIENE ORAL
O grupo de questdes que se segue pretende avaliar os seus habitos e
comportamentos de higiene oral.
10.1. Costuma escovar os dentes diariamente?
O Sim
0O N&o

10.2. Se sim, quantas vezes por dia?
O 1
O
O
O >3
10.3. Costuma utilizar fio dentario?
O Nao
Sim, as vezes

O
O Sim, diariamente
O

Nao sei 0 que é o fio dentario.
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10.4. Quando foi a ultima vez que visitou um dentista?
O Ha1ano

Ha 2 anos

Entre 2 e 5 anos

Ha mais de 5 anos

O 0o 0o 0O

Nunca

10.5. Sente alguma dor na regido da face ou no interior da boca?
O Sim
O Nao

10.6. Sente que a sua boca esta "seca"?
O Sim
O Nao

10.7. Se sim, tenta compensar este facto com maior consumo de agua?
0O Sim
O Nao

10.8. Sente alguma alteragdo no paladar?
0O Sim
O Nao

11. REABILITAGAO PROTETICA

As questdes que se seguem relacionam-se com o uso de protese.
11.1 Utiliza protese?

O Sim
O Nao
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11.2 Em qual das arcadas ?

O Superior

O

Inferior

O Ambas

11.3 Qual o tipo da protese ?

_ - Parcial
Total Parcial acrilica .
esquelética
Superior O . o
Inferior O = o

11.4. A que tipo de classificacdo de Kennedy corresponde a protese que

utiliza?
Sem
Classe | Classe Il | Classe lll | Classe IV L
classificagao
Superior O O U O U
Inferior . 0 O O 0

11.5. Quando utiliza a(s) prétese(s) ?
O Sempre
O As vezes
O So durante as refeigcoes

O Nunca
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11.6. Como faz a higieniza¢ao da sua prétese?
O Sé com agua
0 Com agua e escova
O Pastilhas de limpeza
O Fio dentario
O Escovilhdao

O Produto dentario (qual?)

11.7. Quantas vezes por dia é feita essa higienizagao?
O

w N -~ O

O
O
O

11.8. Costuma retirar a protese para dormir?
O Sempre
O As vezes
O Raramente

O Nunca
11.9. Ha quanto tempo utiliza uma prétese dentaria? (anos)
11.10. Ha quanto tempo tem a atual prétese dentaria? (anos)
11.11. Qual a frequéncia de consultas de manutengao protética?

0O em 3 meses

[0 6 em 6 meses

O 1 vez por ano

O Nenhuma das hipoteses
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12. SAUDE ORAL

O grupo de itens’ que se segue pretende avaliar a sua saude oral.

12.1. Condigao atual de cada elemento dentario:

Ausente

Cariado

Desvitalizado

Restaurado

Implante

Raiz

11

12

13

14

15

16

17

18

21

22

23

24

25

26

27

28

31

32

33

34

35

36

37

38

41

42
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CDAS - Arcada suparior

oo

oo

oo

oo

oo

oo

oo

CDAS - Arcads Inferior

O 0o o o o o
O o o o o o
O o o oo o o

OO o ooo o
OO o ooo o
O 0o oo o o
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oo
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o o o o o o

oo

oo

oo

oo

oo

oo

oo

oo
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12.4. As questdes a seguir referem-se ao diagnostico periodontal (nova
classificagao).

Preencher Perio Chart e copiar informag¢des para o questionario.
https://www.periodontalchart-online.com/uk/

Diagnostico Periodontal (marcar uma resposta ou mais)

Saude Periodontal

Periodonto reduzido

Gengivite

Periodontite localizada (menor que 30%)
Periodontite generalizada (maior que 30%)
Padrao Molar Incisivo

Estadio |

Estadio Il

Estadio Il

Estadio IV

Grau A

Grau B

Grau C

Mucosite Peri-implantar

o 0o oo0ooooo0oooQoooo

Peri-implantite

12.5. Diagndstico Oral
O Estomatite protética Tipo |
O Estomatite protética Tipo Il

O Estomatite protética Tipo llI
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12.6. Necessidade de tratamento médico-dentario?
O Sim
O Nao

12.7. Necessidade de reabilitacdo protética?
0O Sim
O Nao
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Anexo IV- Extracao de ADN das amostras

DNA extraction from saliva samples using the QuickExtract™ DNA Extraction

Solution (QE0905T, Lucigen)

Vortex saliva and in a centrifuge tube mix 50 pl of saliva with 50 pl of QE DNA
extraction solution;

Vortex for 10 sec;

Transfer tubes to a heat block at 65 °C and incubate for 6 min;
Mix by vortexing;

Transfer tubes to a heat block at 98 °C and incubate for 2 min;
Place tubes on ice;

Use 5 pl or less of the extracted DNA for each PCR amplification;

Store the DNA at -20 °C or at -80 °C for longer periods;
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Anexo V - Quantificagdao microbiana

QPCR protocol for absolute quantification

Quantification of total bacterial load:

Standard Curve:

Plasmid DNA containing cloned target sequences is widely used as standards in quantitative PCR.
For the 168 rRNA gene a standard curve was obtained from Staphylococcus Capitis;

Plasmid DNA concentration:

16S rRNA gene construct: 516,1 ng/uL

NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x) (MB22402)
NZYSpeedy gPCR Green Master Mix (2x) is ready-to-use and only requires primers and template addition. It is optimized for intercalating green dye

detection on different instruments.
16S rRNA gene: annealing temperature 61.5 °C

10 pL final reaction mix:

NZYSpeedy gPCR Green Master Mix (2x): 5 pL

10 pM forward primer: 0.4 pL, final concentration: 0,4 uM
10 pM reverse primer: 0.4 uL, final concentration: 0,4 uM
DNA: 1 ng per PCR reaction

Nuclease-free water up to 10 yL

16S rRNA gene

Forward | 926F
Primer AAACTCAAAKGAATTGACGG | Cycle PCR:

95°C | Reverse | 1062R for 2 min
Primer CTCACRRCACGAGCTGAC
40 cycles:
95 °C for 5 sec

61.5 °C for 20 sec

PCR was performed using the CFX Connect Real-time PCR system, BioRad. For data analysis the formula below was used.

DNA Copy Number determination:

Number of copies = (DNA concentration (ng/ul) x [6.022 x 1023]) / (length of template (bp) x [1x109] x 650)
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