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Resumo

Introdugao: A carie radicular € uma condigdo cada vez mais frequente em

populagdes idosas, associada a fatores como idade, higiene oral, medicacdo e
alteragdes na composigdo do microbioma oral. A compreensdo da dinamica
bacteriana associada a estas lesdes pode contribuir para estratégias preventivas mais

eficazes.

Objetivos: Comparar o perfil microbioldgico de lesbes de carie radicular com o
biofilme oral saudavel do mesmo individuo, focando-se nas espécies Streptococcus

mutans, Actinomyces naeslundii e Streptococcus mitis.

Materiais e métodos: Foram recolhidas amostras de saliva, biofilme oral saudavel

e biofilme da lesédo de carie radicular em individuos com idade igual ou superior a 65
anos. A quantificagdo bacteriana foi realizada através de qRT-PCR, permitindo avaliar

a carga relativa de cada espécie nos diferentes nichos.

Resultados: Verificou-se uma variabilidade interindividual significativa. Algumas

amostras apresentaram menor carga bacteriana nas lesdes, enquanto noutras se
observou maior concentracdo de espécies cariogénicas na zona afetada. S.
mitis demonstrou uma presenga mais estavel entre os dois ambientes, sugerindo

maior resiliéncia ecoldgica.

Conclusao: Os resultados sugerem que o microbioma presente em lesdes de cérie
radicular pode diferir substancialmente do microbioma oral saudavel, refletindo
alteracdes locais ou sistémicas. Este estudo reforca a importancia de considerar a

dindmica microbiana na avaliagao do risco de carie em populacdes envelhecidas.

Palavras-chave: Carie radicular, idosos, microbioma, espécies cariogénicas,

espécies carioprotetoras.
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Abstract

Introduction: Root caries is an increasingly prevalent condition in older adults,

associated with age-related factors such as oral hygiene, medication use, and changes
in the oral microbiome. Understanding bacterial dynamics in these lesions may support

more effective preventive strategies.

Goal: To compare the microbial profile of root caries lesions with the healthy oral
biofilm from the same individual, focusing on Streptococcus mutans, Actinomyces

naeslundii, and Streptococcus mitis.

Materials and methods: Samples of saliva, healthy oral biofilm, and root caries

lesion biofilm were collected from individuals aged 65 years or older. Bacterial
quantification was performed using gqRT-PCR to assess the relative load of each

species in the different ecological niches.

Results: Substantial interindividual variability was observed. In some cases, lower

bacterial loads were found in the lesions, while in others, higher concentrations of
cariogenic species were detected. S. mitis showed a more consistent presence across

both environments, suggesting greater ecological resilience.

Conclusion: The microbiome associated with root caries may differ considerably
from the healthy oral microbiome, reflecting potential local or systemic imbalances.
This study highlights the importance of microbial dynamics in assessing caries risk,

particularly in elderly populations.

Key words: Root caries, elderly, microbiome, cariogenic species, carioprotective

species.
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1. Introducao



1.1. A Carie

A carie dentaria € uma doenga nao transmissivel, com origem no biofilme oral,
que resulta de um desequilibrio dindmico entre os processos de desmineralizacéo e
remineralizagdo dos tecidos dentarios. Este desequilibrio ocorre em resposta a
atividade metabdlica de microrganismos acidogénicos que, ao fermentarem hidratos
de carbono, produzem acidos organicos capazes de dissolver os minerais do esmalte

e da dentina (1).

Em condigdes saudaveis, a saliva e outros fatores protetores neutralizam os
acidos e promovem a remineralizagdo. Contudo, quando ha um consumo frequente
de acgucares fermentaveis, fluxo salivar diminuido ou deficiéncias na higiene oral, a
desmineralizagéo tende a prevalecer, levando ao aparecimento de lesdes cariosas.
Esta doenga apresenta um padrao crénico e evolutivo, com manifestacdes e impactos

distintos ao longo da vida (1).

A carie dentaria € considerada a doenga cronica mais prevalente a nivel
mundial. Segundo Peres et al. mais de 2 mil milhbes de pessoas apresentam carie
dentaria em dentes permanentes. Esta prevaléncia é particularmente preocupante em
grupos vulneraveis, como os idosos, entre os quais se verifica uma maior incidéncia

de carie radicular (2).

Com o envelhecimento populacional e a maior retencao de dentes naturais, a
carie radicular tornou-se uma preocupacgao crescente em termos de saude publica.
Esta localiza-se na raiz do dente, afetando o cemento e a dentina, frequentemente em
zonas com recessao gengival. A sua prevencao e diagnostico precoce exigem uma

compreensao aprofundada da ecologia do biofilme oral (3).

Em Portugal, os dados mais recentes com detalhe por faixa etaria provém do llI
Estudo Nacional de Prevaléncia das Doengas Orais (2013—-2014), promovido pela
Ordem dos Médicos Dentistas e publicado pela Direcdo-Geral da Saude. Este estudo
revelou que, entre os adultos com idades compreendidas entre os 65 e os 74
anos, mais de 60% apresentavam lesdes de carie ativa. Estes numeros reforgcam a

necessidade de estratégias preventivas especificas dirigidas a populagao geriatrica,



especialmente tendo em conta o envelhecimento demografico e a crescente retengao

de dentes naturais (4,5).

Contudo, desde essa publicagdo, ndo foram divulgados novos inquéritos
nacionais com estratificacdo por idade em relagdo a carie radicular, sendo evidente
uma lacuna de dados atualizados sobre esta condigdo em Portugal, especialmente
entre os idosos institucionalizados. Esta auséncia de informacgao sistematica dificulta
a construcao de politicas publicas eficazes e direcionadas a prevencao da carie
radicular numa populagcao em envelhecimento e, portanto, toda a informacao que
possa ser recolhida contribuira para a caracterizacdo das necessidades de

tratamento.

1.2. Os diferentes tecidos que formam o dente

O dente é composto por tecidos mineralizados com propriedades distintas: o
esmalte, a dentina e o cemento. O esmalte, que reveste a coroa dentaria, é o tecido
mais mineralizado do corpo humano (96% de hidroxiapatite), oferecendo elevada
resisténcia a desmineralizagdo. Apesar de poder sofrer remineralizagao em fases
iniciais da desmineralizac&o, o esmalte é incapaz de se regenerar de forma completa

apods perda estrutural, uma vez que nao possui células que permitam a sua reposicao.

(6).

Por baixo do esmalte encontra-se a dentina, um tecido tubular e menos
mineralizado (cerca de 70%), cuja estrutura facilita a difusdo de acidos e a invaséo
bacteriana. Esta vulnerabilidade é agravada pela sua proximidade com a polpa
dentaria, facilitando a progressao da infecao através dos tubulos dentinarios. Segundo
Warreth et al., a dentina possui menor grau de mineralizagdo e maior conteudo
organico do que o esmalte, tornando-se mais permeavel e suscetivel a
desmineralizacdo. Além disso, como demonstrado por Huang et al., determinadas
bactérias, como Streptococcus mutans, possuem proteases capazes de degradar o

colagénio dentinario, contribuindo para a invasdo em profundidade do tecido (6,7).

O cemento recobre a raiz dentaria e assegura a insercdo das fibras
periodontais. Por ser menos mineralizado que a dentina, é particularmente vulneravel
quando exposto ao meio oral, como ocorre em casos de recessao gengival. Esta

exposicdo aumenta o risco de desenvolvimento de carie radicular (8).
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A morfologia radicular e a sua composi¢éo facilitam a adesédo bacteriana e
aceleram a progressédo da carie. Estas caracteristicas justificam uma abordagem

preventiva especifica, sobretudo em populagdes com maior risco, como os idosos (9).
1.3. Microbiologia oral

O microbioma oral refere-se ao conjunto de microrganismos que habitam a
cavidade oral, formando comunidades complexas e dindmicas. Desde o nascimento,
a cavidade oral € colonizada por diversas espécies bacterianas, cuja composi¢cao
evolui ao longo da vida em resposta a fatores como dieta, higiene oral, idade, uso de
medicamentos e estado imunoldgico. Em condigdes de saude, estas comunidades
mantém-se em equilibrio, com predominio de espécies comensais que contribuem
para a homeostasia oral, regulando o pH, inibindo a colonizagdo por patogénios e

estimulando respostas imunitarias tolerogénicas (10).

O biofilme dentario, estrutura organizada de microrganismos aderidos a
superficie dos dentes, representa uma manifestacdo fisica deste microbioma. O
conhecimento das espécies presentes no biofilme oral tem evoluido muito nas ultimas
décadas pois as comunidades retratadas pelos métodos baseados em cultura ndo sao

as mesmas que os métodos independentes de cultura apresentam (11).

Sendo os primeiros colonizadores do biofilme espécies benéficas como
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis ou Veillonella, este biofilme pode sofrer
alteragdes ecologicas em resposta a mudangas ambientais, como a ingestao
frequente de acgucares ou redugao do fluxo salivar. Esse processo, designado por
disbiose, favorece o crescimento de espécies acidogénicas e acidotolerantes, como
Streptococcus mutans e Lactobacillus, que contribuem para o desenvolvimento da

carie (12).

Com o inicio da atividade cariogénica, verifica-se uma alteragdo progressiva da
composi¢do do microbioma oral, com reducdo da diversidade e aumento da
dominancia de microrganismos adaptados ao ambiente acido. Este fendbmeno é
especialmente evidente em superficies radiculares, onde a menor protecido mineral e
a dificuldade de higienizagao favorecem a instalagao de um biofilme disbio6tico. Alguns

estudos como o do Gondo et al., demonstram que o microbioma da carie radicular



apresenta um perfil distinto do da carie coronaria, com maior presenca de géneros

como Actinomyces, Leptotrichia e Scardovia (12).

Apesar da relevancia tradicional atribuida a Streptococcus mutans, a literatura
atual evidencia que esta espécie ndo atua isoladamente na patogénese da carie. Pelo
contrario, interage com outras bactérias no seio do biofilme, criando ambientes
favoraveis a sua propria persisténcia. Além disso, S. mutans possui mecanismos
ativos para inibir espécies comensais como S. sanguinis e S. mitis através da
producao de compostos antimicrobianos naturais. Esta capacidade confere-lhe
vantagem competitiva em ambientes acidos, potenciando o desequilibrio ecoloégico
(13).

1.4. A ecologia microbiana da carie

A transicido de um microbioma oral em equilibrio para um estado disbidtico esta
na base do desenvolvimento da carie. Essa transformagdo ndo se traduz apenas
numa maior presenga de microrganismos, mas sobretudo numa alteragao do perfil
ecoldgico da comunidade bacteriana. A carie instala-se quando ha um predominio de
espécies acidogénicas e acidotolerantes capazes de sobreviver e prosperar num
ambiente com pH constantemente baixo. Este fendmeno caracteriza-se ndo apenas
pela proliferacao de bactérias cariogénicas, mas também pela perda de diversidade e

pela supressao de espécies comensais com funcao protetora (10).

Entre as bactérias mais frequentemente associadas a carie coronaria,
destacam-se Streptococcus mutans, Lactobacillus spp. e Scardovia wiggsiae. Estas
espécies tém capacidade elevada para fermentar agucares, produzir acido latico e
tolerar ambientes acidos, sendo eficazes na desmineralizagdo do esmalte. No
entanto, ndo atuam isoladamente: interagem com outras espécies, alterando a matriz
do biofiime e promovendo a sua adesdo as superficies dentarias. Por outro lado,
espécies como Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis e Veillonella parvula séo
consideradas carioprotetoras, por competirem com patogénios, consumirem acidos e

contribuirem para a regulacéo do pH (14,15).

No caso especifico da carie radicular, o ambiente ecoldgico é distinto. A menor
mineralizagdo da dentina e do cemento, a proximidade da polpa, € a maior
complexidade anatomica favorecem a instalagdo de comunidades bacterianas
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diferentes daquelas observadas na carie coronaria. Gondo e colaboradores (2024)
encontraram para além dos géneros que dominam nas caries oclusais dos mesmos
individuos (Olsenella, Lactobacillus e Prevotella) outras espécies como
Pseudoramibacter, Fusobacterium e Actinomyces. As espécies associadas as caries
radiculares sdo capazes de colonizar superficies mais rugosas e resistir ao fluxo
salivar, criando biofilmes espessos e metabolicamente ativos que contribuem para a

rapida progressao da lesao (12).

Além da composicao bacteriana, a estrutura e maturagdo do biofilme
desempenham um papel central na patogénese. Biofilmes mais maduros e densos
sao associados a um microambiente mais acido, baixa penetracido salivar e maior
resisténcia a remocado mecanica. Estes fatores dificultam o restabelecimento do
equilibrio ecologico, perpetuando o ciclo de acidificagcdo e desmineralizagdo. O
conhecimento das espécies envolvidas e das suas interagdes ecoldgicas €, por isso,

fundamental para estratégias de prevengao e diagndéstico precoce da carie (13).
1.5. Importancia clinica e em saude publica

A cérie radicular é uma condi¢ao frequentemente subdiagnosticada, mas com
elevado impacto na saude oral, particularmente entre a populacdo idosa. A sua
localizacdo em areas de dificil acesso, associada a menor mineralizagao da dentina e
do cemento, contribui para uma progressao silenciosa e muitas vezes irreversivel da
lesdo. A auséncia de sintomatologia inicial e o facto de ocorrer frequentemente em
individuos com perdas cognitivas ou funcionais dificultam ainda mais o diagndstico
atempado. Por este motivo, a sua identificacdo precoce e compreensao
microbioldgica representam um desafio clinico prioritario (16).

Além do risco de perda dentaria, a carie radicular esta associada a alteracdes
da qualidade de vida, nomeadamente ao comprometimento da fungédo mastigatéria,
dor cronica, alteragdes nutricionais e impacto psicolégico. Em instituicdes de cuidados
continuados, esta patologia representa uma das principais causas de infegao oral
persistente. Compreender os microrganismos envolvidos na sua patogénese permite
orientar estratégias de prevencéao, diagndstico e intervengao mais eficazes, adaptadas

ao perfil de risco de cada paciente (9).



A nivel de saude publica, o envelhecimento populacional implica um aumento
previsivel da prevaléncia da carie radicular. Com a retencao crescente de dentes
naturais em idades mais avancgadas, a exposi¢do das superficies radiculares sera
cada vez mais comum. A integragdo da avaliagdo do risco de carie radicular em
programas de saude oral €, por isso, uma prioridade emergente, especialmente em
contextos como lares, cuidados paliativos ou unidades de internamento prolongado
(17).

Importa ainda salientar que o microbioma oral, em particular quando
desregulado, tem sido associado a repercussdes para além da cavidade oral. A
literatura cientifica tem vindo a demonstrar correlagdes entre a disbiose oral e doencas
sistémicas como diabetes, pneumonia aspirativa, doengas cardiovasculares e
infecdbes em proéteses articulares. Neste sentido, estudar a ecologia do biofilme
radicular e os seus desfechos clinicos ndo contribui apenas para a saude oral, mas

também para a vigilancia e promog¢ao da saude geral em populagdes vulneraveis (18).

1.6. Lacunas no conhecimento atual sobre a microbiologia da carie

radicular

Apesar dos avangos na compreensao da carie dentaria, o conhecimento sobre
a microbiologia especifica da carie radicular continua limitado. A maioria dos estudos
existentes foca-se na carie coronaria, deixando as lesbes radiculares relativamente
pouco caracterizadas em termos de composi¢cdo microbiana, progressao ecologica e
resposta do hospedeiro, além disso, os dados disponiveis sdo frequentemente obtidos
por métodos classicos de cultura, com baixa sensibilidade para detetar espécies

anaerdbias ou de dificil cultivo (12,19).

A utilizagdo de técnicas moleculares, como o sequenciamento do gene 16S
rRNA ou a gqPCR, tem vindo a revelar um ecossistema microbiano mais diverso e
complexo do que o anteriormente descrito. Contudo, grande parte destes estudos
compara individuos com e sem carie, ignorando a heterogeneidade interindividual.
Esta abordagem limita a capacidade de isolar as variaveis relacionadas com o nicho
ecologico local como o tipo de superficie (esmalte vs. raiz), o pH, a exposi¢ao salivar
e o grau de maturagao do biofilme (12).



Persistem lacunas significativas quanto ao papel de espécies cariogénicas “néo
tradicionais”, como Leptotrichia, Scardovia ou Propionibacterium, na progressao das
lesdes radiculares. Para além disso, as interagdes competitivas entre espécies
cariogénicas e carioprotetoras sdo pouco exploradas. A ecologia do biofilme radicular,
distinta da observada na coroa dentaria, exige uma abordagem proépria que contemple
a abundancia relativa, a fungdo metabdlica e a adaptabilidade das espécies

envolvidas (20).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar o
microbioma associado a carie radicular numa populagido idosa, através da analise
molecular do biofilme recolhido diretamente da lesao ativa e da sua comparagao com
o biofilme oral saudavel do mesmo individuo, presente em superficies de esmalte
intacto. Esta abordagem intraindividual permite minimizar a variabilidade entre sujeitos
e identificar de forma mais robusta as alteragbes ecoldgicas associadas a presenca
da lesdo. O estudo da continuidade a linha de investigacao iniciada por Joana Cunha
(MIMD 2022) na Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade Catdlica
Portuguesa — Centro Regional de Viseu (FMD-UCP), agora aprofundando
especificamente a caracterizagdo microbioldgica da carie radicular e compara-lo com
0 esmalte saudavel do mesmo individuo, um aspeto ainda pouco explorado nos

trabalhos anteriores.



2. Materiais e métodos



2.1. Caracterizacao do estudo

Este trabalho insere-se num estudo observacional transversal, integrado num
projeto longitudinal mais alargado em curso na Faculdade de Medicina Dentaria da
Universidade Catolica Portuguesa (FMD-UCP). A investigagdo baseou-se na
aplicagao de um questionario, na realizagao de um exame clinico intraoral e na recolha
de amostras biolégicas, nomeadamente saliva e biofilme. O principal objetivo foi
comparar o perfil microbiolégico de lesdes de carie radicular com superficies
saudaveis do mesmo individuo, permitindo caracterizar possiveis diferencas entre

ambos os nichos ecologicos.
2.2. Caracterizagcao da amostra

A amostra incluiu utentes da clinica dentaria da FMD-UCP e idosos residentes
em lares da regidao. Foram admitidos participantes com idade igual ou superior a 65
anos, que tivessem pelo menos um dente em boca e aceitassem participar mediante
consentimento informado. No caso de individuos com dificuldades cognitivas, o
consentimento foi obtido através da assinatura do responsavel legal. Foram excluidos
individuos edéntulos totais, com histéria recente de uso de antibidticos (ultimos 3
meses), que tivessem realizado higiene oral ou consumido alimentos até uma hora

antes da recolha, ou que utilizassem colutérios antissépticos nas 24 horas anteriores.

Relativamente ao questionario, sempre que necessario, as informagdes foram
confirmadas com os cuidadores responsaveis ou, quando aplicavel, com os
profissionais da propria instituicdo, nomeadamente no que se refere a medicagéo em

uso, ao histérico clinico e aos habitos de higiene.
2.3. Principios éticos

Todos os participantes foram informados dos objetivos do estudo e aceitaram
participar através da assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido
(anexo 1). Os dados recolhidos foram tratados com confidencialidade e utilizados
exclusivamente para fins cientificos, respeitando as normas éticas em vigor. A
participagéo foi voluntaria, e a qualquer momento os individuos puderam abandonar

o estudo, sem prejuizo para o seu acompanhamento clinico.
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2.4. Treino e calibragao

A fim de garantir uniformidade na avaliagao clinica, foi realizada uma calibragao
inter examinador com outro investigador envolvido num estudo paralelo. Esta
preparacdo incluiu uma revisdo detalhada dos critérios do sistema ICDAS I,
apresentacao de imagens clinicas exemplificativas e simulagdes praticas em contexto
clinico. Adicionalmente, outros alunos do curso de Mestrado Integrado em Medicina
Dentaria foram treinados tendo a mesma formacéao e preparagao para colaborar nas

recolhas (tabela 1) (figura1).

2.5. Recolha de dados e amostras bioldgicas

A recolha de dados iniciou-se em outubro e terminou em abril, tanto na clinica
universitaria como nos respetivos lares. As recolhas realizadas na clinica foram
executadas sempre no inicio de cada consulta. A recolha foi dividida em quatro
etapas. Em primeiro lugar foi realizado um questionario semelhante a uma entrevista
e registado na plataforma Qualtrics, seguido da realizagdo de um exame clinico
intraoral. Posteriormente, foi realizada uma colheita de saliva, na qual foi determinado
o fluxo salivar e o pH. Por fim, foi realizada a recolha do biofilme oral e do biofilme da

lesdao de carie radicular.
2.5.1. Fase 1 — Questionario

Foi feito um questionario sobre habitos de higiene oral, habitos
tabagicos/alcodlicos, alimentagao e saude geral da populagdo em estudo, permitindo
compreender o comportamento e habitos dos pacientes (anexo 2).

2.5.2. Fase 2 — Exame clinico

O exame clinico consistiu numa inspeg¢ao oral com o intuito de avaliar a
presenca de caries dentarias e a profundidade dos sulcos. As caries dentarias foram
examinadas segundo o Sistema Internacional para a Detecéo e Avaliacdo de Caries
(ICDAS 1), incluindo também os cddigos especificos para a detegao e classificagéo

das lesdes de carie nas superficies radiculares (21).
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Tabela 1 Cddigos e critérios do sistema ICDAS |l para detecéo e avaliagédo de lesdes de carie. Adaptado de
Gupta et al., (21)

Caodigo Descrigao
0 Superficie dentaria saudavel: Sem evidéncia de carie apos 5 segundos de
secagem com ar.
1 Primeira alterag&o visual no esmalte: Opacidade ou descoloracdo (branca ou
acastanhada) visivel na entrada da fissura ap6s secagem prolongada com ar.

2 Alteracao visual distinta no esmalte visivel com o dente humido; a lesao deve
ser claramente visivel quando seco.

3 Quebra localizada do esmalte (sem sinais clinicos de envolvimento dentinario),

visivel com o dente humido e apds secagem prolongada.

4 Sombra escura visivel sob o esmalte, proveniente da dentina subjacente.

Cavidade distinta com dentina visivel.
Cavidade extensa (mais de metade da superficie) com dentina visivel.

Tabela 2 Codigos e critérios do sistema ICDAS |l para lesdes de carie radicular. Adaptado de Gupta et al. (21).

Caodigo Descrigcao

E A superficie radicular ndo pode ser visualizada diretamente devido a auséncia

de recessao gengival ou apds secagem suave com ar, sendo assim excluida.

Superficies totalmente cobertas por calculo podem ser excluidas ou o calculo
pode ser removido antes de determinar a classificacao.

0 A superficie radicular ndo apresenta descoloracdo anormal nem defeitos
superficiais, quer ao nivel da jungdo cemento-esmalte (JCE) quer totalmente
na raiz. Pode apresentar contorno anatdomico natural ou uma perda de
continuidade que néo indique carie.

1 Existe uma area claramente demarcada na superficie radicular ou na JCE com
descoloragédo, mas sem cavitagao (perda de contorno anatémico inferior a 0,5

mm).
2 Existe uma area claramente demarcada na superficie radicular ou na JCE com

descoloragao (castanho-claro/escuro, preto) e presenca de cavitagao (perda
de contorno anatémico igual ou superior a 0,5 mm).
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Code 0

Code 4 Code 5 Code 6

Figura 1 Exemplo ilustrativo dos cédigos do sistema ICDAS Il. Adaptado de Dikmen et al. (22).

Ao nivel da morfologia dentaria, os molares e pré-molares possuem uma
superficie oclusal caracterizada pela presenca de sulcos e fissuras. Esses elementos
anatémicos variam quanto a profundidade, influenciando diretamente o risco de carie.
Nos dentes com sulcos rasos, forma-se um “angulo em V” superior a 70°, permitindo
que a ponta da sonda periodontal da OMS alcance a base do sulco, visivel sob boa
iluminagado. Por outro lado, nos dentes com sulcos profundos, o “angulo em V” é
inferior a 70°, e a ponta da sonda néo atinge a base, que n&o € visivel mesmo sob

boa iluminagao (figura 2)(23).

Figura 2 Profundidade de sulcos e fissuras (imagem adaptada do artigo Fissure Depth and Caries in First
Permanent Molars: A Five-Year Follow-up Study) (24).

2.5.3. Fase 3 — Recolha de saliva

Para garantir a padronizagdo das recolhas, foram incluidos apenas os
pacientes que nao realizaram higiene oral nem consumiram alimentos até uma hora

antes do procedimento (critério de exclusao). A recolha teve inicio com a obtengao de
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saliva n&o estimulada, utilizando o método de expelicdo, com o paciente
confortavelmente sentado numa posi¢cdo relaxada. Solicitou-se ao paciente que
acumulasse saliva na cavidade oral e a expelisse consecutivamente para um tubo
graduado, ao longo de um periodo de um minuto. O tempo foi rigorosamente

controlado com a ajuda de um temporizador digital.

Se o fluxo salivar sem estimulo apresentasse valores moderados (entre 0,3 e
0,7 ml/min), avaliava-se também o fluxo salivar estimulado. O estimulo foi realizado
por meio da mastigacdo de uma pastilha de Parafiim CRT® Buffer durante 30
segundos. Em seguida, o paciente expeliu a saliva para um tubo graduado durante

um minuto.

A saliva recolhida foi utilizada para a medicdo do pH com um elétrodo
especifico [Hannah Instruments HI1083], fornecido pelo laboratério SalivaTec. Este
equipamento permitiu determinar com precisao o nivel de acidez da saliva. Antes da
analise, o elétrodo foi cuidadosamente higienizado com agua Milli-Q (destilada, filtrada

e purificada).

Apos a medicao do pH, os tubos foram devidamente fechados e transportados
para o laboratério SalivaTec, onde as amostras passaram por um pré-processamento,

sendo aliquotas separadas e armazenadas a -80°C.
2.5.4. Fase 4 — Recolha de biofilme

Para garantir uniformidade, a recolha foi efetuada em areas especificas da
cavidade oral, previamente definidas. Os locais selecionados incluiram: o espaco
interincisivo dos dentes inferiores, tanto pela face vestibular como pela lingual, a face
vestibular dos incisivos superiores, a face vestibular de um primeiro molar superior, e
a face lingual de um primeiro molar inferior. Nos casos de auséncia do primeiro molar
permanente, a recolha foi realizada no dente mais posterior presente na arcada (figura
3).

No caso da recolha do biofilme associado a carie radicular, esta foi realizada
diretamente na superficie radicular com lesdo, seguindo a mesma metodologia
utilizada para o biofilme supragengival. Para a raspagem do biofilme oral e do biofilme

da lesdo de carie radicular, foram utilizados dois palitos estéreis, que foram
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posteriormente colocados individualmente em solucdo salina dentro de tubos
separados. Apds a recolha, as amostras foram pré-processadas, aliquotadas em dois
tubos distintos com 500 ul cada e conservadas a -80 °C. O processamento e a analise
das amostras de biofilme seguiram os mesmos procedimentos aplicados as amostras

de saliva (anexo 3).

Figura 3 Locais selecionados para a recolha de biofilme oral (Imagem modificada do GoogleSearchimages).
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2.5.5. Fase 5 — Processamento das amostras de biofilme

Para determinar a carga bacteriana total no biofilme dos pacientes, realizamos
um teste de qRT-PCR utilizando primers universais para bactérias (anexo 3). Para
quantificar o numero de copias de Streptococcus mutans, Streptococcus mitis e

Actinomyces naeslundii, seguimos um procedimento idéntico detalhado no protocolo

(anexo 4).



3. Resultados



3.1. Caracterizagcao da amostra em estudo

A populacdo envolvida neste estudo foi selecionada por conveniéncia,
englobando tanto utentes da clinica universitaria da FMD-UCP como residentes do
Centro Social Paroquial do Campo e do Lar Residéncia Professor José Ceia Moreira
Campos. Apos aplicagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, a amostra final foi

composta por 40 participantes. Destes, 11 foram reavaliados numa consulta de recall.

No que respeita a distribuicdo por género, participaram 24 mulheres e 16
homens (Tabela 3). A maioria dos individuos situava-se na faixa etaria entre os 75-84
anos, registando-se uma média de idades de aproximadamente 77 anos. Importa
ainda referir que, de um modo geral, a maior parte dos participantes encontrava-se

institucionalizada.

Tabela 3 Distribuigdo da populagao em estudo de acordo com o género.

65-74 | 75-84 | 85-94 >95
Mas_cullno 4 v 4 1
Gé (n=16)
enero Feminino
(n=24) 5 9 7 3
Total
(n=40) 10 16 12 4

3.1.1. Caracterizagao dos habitos de higiene oral

Durante a recolha de dados, foram incluidas perguntas especificas sobre os
habitos de higiene oral da amostra estudada. A maioria dos participantes referiu

utilizar pasta dentifrica fluoretada na escovagem dentaria (n=39) (Tabela 4).

No que diz respeito ao uso de fio dentario, apenas uma minoria (n=3) indicou
realizar esta pratica como parte da sua rotina diaria. A maioria absoluta dos idosos
afirmou n&o usar fio dentario (n=37). Este padrdo parece sugerir que, com 0
envelhecimento, a preocupacgdo ou capacidade para manter praticas de higiene

interdental tende a diminuir (Tabela 4).
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Também se avaliou a utilizagdo de colutérios fluoretados (0,05% NaF), tendo
apenas (n=10) individuos referido adotar este tipo de bochechos na sua higiene oral,
enquanto os restantes 30 ndo o utilizam. Tal como observado com o fio dentario, esta

pratica parece ser menos frequente entre os grupos etarios mais velhos (Tabela 4).

Tabela 4 Dados obtidos relacionando os habitos de higiene oral e a idade.

- Colutério com ,
Higiene oral com o Uso de fio
fluor (0,05% .
pasta fluoretada dentario
NaF)
Sim Nao Sim Nao Sim Nao
65-74
(n=9) 8 1 6 3 1 8
75-84
% (n=16) 16 0 3 13 2 14
) 85-94
(n=11) 11 0 0 11 0 11
>95
(n=4) 4 0 1 3 0 4
Total
(n=40) 39 1 10 30 &) 37

No que se refere a frequéncia diaria da escovagem dentaria com pasta
fluoretada, verificou-se que a minoria dos participantes (n=16) referiu realizar esta

pratica duas ou mais vezes por dia. Em contraste, 18 individuos afirmaram escovar

os dentes apenas uma vez por dia (Tabela 5).

Tabela 5 Distribuigdo da amostra de acordo com o numero de escovagens com pasta fluoretada.

Higiene oral com
pasta fluoretada
1x = 2X
65-74
(n=7) 3 4
75-84
2 |n=12)| ° 3
S | 8594 - 5
(n=11)
>95
(n=4) 1 3
Total
(n=34) 18 16
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3.1.2. Caracterizagao dos habitos alimentares

No ambito dos habitos alimentares, foi avaliado o consumo de agucares em
geral, bem como a sua presencga nos lanches ao longo do dia. Dos 40 participantes
avaliados, 26 relataram consumir alimentos agucarados com regularidade, enquanto

apenas 14 afirmaram n&o o fazer (Tabela 6).

No que respeita especificamente a ingestdo de agucares entre as refeigdes
principais nomeadamente durante os lanches apenas 7 individuos indicaram manter
esse habito. Este numero representa uma minoria face aos 20 participantes que

afirmaram n&o consumir agucares nesses momentos do dia (Tabela 6).

Tabela 6 Distribuicdo da amostra de acordo com a utilizagdo de acucar nos lanches entre as refei¢cdes principais.

Consumo de Acgucares nos
agucares lanches
Sim Nao Sim Nao
® 4 3 2
65-74 (n=9) (n=5)
10 | 6 3 | 7
S | 75-84 (n=16) (n=10)
35 8 | 3 1 | 7
85-94 (n=11) (n=8)
3 | 1 0o | 4
>95 (n=4) (n=4)
Total 26 14 7 20

3.1.3. Caracterizacao de fatores que predispéem a acumulagao de

placa bacteriana

Entre os principais fatores de risco para o desenvolvimento de cérie radicular
em populacdes envelhecidas, destacam-se a exposicao radicular e o uso de proteses
removiveis. Na presente amostra, verificou-se que 21 dos 40 participantes
apresentavam superficies radiculares expostas, um aspeto relevante considerando
que estas areas sao mais suscetiveis a acumulagao de biofilme e, consequentemente,
a carie. A distribuicdo da exposicao radicular revelou-se relativamente homogénea

entre as diferentes faixas etarias (Tabela 7).
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Quanto a utilizagao de préteses removiveis, 19 individuos relataram fazer uso,
enquanto os restantes 21 indicaram nao o utilizar. Esta opg¢do podera estar
relacionada com questdes de conforto, adaptacéo e motivagao pessoal. De facto, em
contextos institucionalizados, muitos idosos optam por nao recorrer a proteses, seja
pela dificuldade em deslocar-se a consultas, pelo histérico de desconforto com
préteses anteriores ou, simplesmente, pela resignagao perante a auséncia de dentes

naturais (Tabela 7).

E interessante notar que a faixa etaria dos 85-94 anos apresenta o maior
numero de utilizadores de protese (n=8), o que podera indicar uma maior valorizagao
da reabilitagdo oral ou um historial de intervengbes mais ativas em fases anteriores
da vida. Por outro lado, nos grupos mais jovens (65-74 e 75-84 anos), a maioria opta
por n&o utilizar protese, o que podera sugerir uma abordagem mais conservadora ou

resisténcia inicial a sua colocacgéao (Tabela 7).

Tabela 7 Distribuicdo da amostra relativamente aos fatores que predispdem a acumulagéo da placa bacteriana
em fungéo da idade.

Utilizacdo de protese | Exposicdo radicular
Sim N&o Sim Nao
65-74 3 6 3 6
3 75-84 5 11 7 8
g 85-94 8 3 8 4
>95 3 1 1 3
Total 19 21 19 21

3.1.4. Caracterizagcao dos fatores associados ao fluxo salivar

Durante a analise dos dados obtidos, referente a medicagdo com impacto na
producao salivar (n=40), avaliou-se a influéncia de determinados grupos terapéuticos
reconhecidos por poderem causar xerostomia. Entre estes incluem-se
os anticolinérgicos, antidepressivos, antipsicéticos, diuréticos, ansioliticos, anti-

histaminicos, anti hipertensores e analgésicos (Tabela 8).

Verificou-se que 25 dos 40 participantes (62,5%) estavam a tomar pelo menos
um medicamento pertencente a um destes grupos, o que podera justificar a presenca
de alteragbes na produgado salivar. Em contraste, 15 dos individuos (37,5%) nao
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tomavam qualquer medicagdo com potencial efeito xerogénico, o que podera indicar

uma menor probabilidade de apresentarem hipossalivagao (Tabela 8).

Quando se analisam os dados por faixa etaria, observa-se uma tendéncia clara:
0 recurso a este tipo de farmacos aumenta com a idade. No grupo dos 85-94 anos
(n=12), a esmagadora maioria (n=11) encontrava-se medicada com substéncias que
podem interferir com a produ¢cdo de saliva. Ja nos 75-84 anos (n=15), 10
individuos tomavam este tipo de medicagdo. Em contraste, no grupo mais jovem (65-
74 anos, n=9), apenas 1 pessoa relatou o uso de medicamentos com este perfil
(Tabela 8).

Tabela 8 Distribuicdo da amostra relativamente a ingestdo de medicagao que influencia o fluxo salivar.

Medicagao que
afeta a saliva
Sim Nao
65-74
(n=9) | 8
75-84
8 (=15 ' >
S | 8594 » 1
(n=12)
>95
(n=4) 3 1
Total e 15

3.1.5. Caracterizagao da analise salivar

Relativamente ao pH salivar, foram consideradas 23 amostras, do total de 40
participantes incluidos no estudo. Entre estes 23 individuos, 6 apresentaram valores
de pH salivar inferiores a 6,5, enquanto os restantes 17 apresentaram valores iguais

ou superiores a esse valor. Estes dados encontram-se representados na (Figura 4).
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Figura 4 Distribuigdo da amostra em fungéo do pH salivar.

Relativamente aos participantes com diagndstico de carie radicular, apenas foi

possivel determinar o valor de pH salivar em 7 das amostras recolhidas.

pH carie radicular

4.5

4
3.5
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15
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Figura 5 Distribuicdo da amostra em fungéo do pH carie radicular
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3.1.6. Caracterizagcdo de resultados decorrentes da inspecao

intraoral

Como parte da recolha de dados foi feita fora do ambiente clinico, néo foi
possivel obter o histdrico de tratamentos dentarios realizados nos ultimos anos, como
restauracoes ou extragdes. No entanto, a maioria dos participantes referiu nao ir ao

dentista ha mais de trés anos.
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Para uniformizar a analise das lesdes cariosas observadas, foi estabelecida
uma correspondéncia entre os codigos do sistema ICDAS Il para superficies
coronarias e a adaptagao para superficies radiculares, permitindo agrupa-los em trés

categorias clinicas: lesdes iniciais, moderadas e severas.

Assim, consideraram-se como lesdes iniciais os casos classificados com os
codigos 1 e 2 do ICDAS coronario, que representam alteragdes visuais no esmalte
sem cavitagao, e os codigos E e 0 do ICDAS radicular, que, embora n&o evidenciem
cavitagao ou lesao clara, podem ja refletir alteragcdes iniciais da superficie radicular ou
impossibilidade de observacao direta, sendo potencialmente indicativos de risco ou

inicio de processo carioso.

As lesbes moderadas corresponderam ao codigo 3 do ICDAS coronario, que
descreve perda localizada de esmalte sem exposigao de dentina, e ao codigo 1 do
ICDAS radicular, que representa descoloracédo delimitada na superficie radicular ou

na juncao cemento-esmalte, ainda sem cavitagao visivel.

Por fim, as lesdes severas incluiram os codigos 4, 5 e 6 do ICDAS coronario,
que ja evidenciam cavidade com envolvimento dentinario, € o codigo 2 do ICDAS
radicular, que descreve a presenca clara de cavitacdo com perda de contorno

anatémico.

Esta correspondéncia entre os dois sistemas permitiu uma avaliagao integrada
da gravidade das lesdes cariosas na amostra estudada, agrupando os diferentes tipos

de envolvimento estrutural dentario numa mesma légica clinica de severidade.

Entre os 40 pacientes observados, 21 ndo apresentavam qualquer tipo de lesao
cariosa. Ja os outros 19 mostraram sinais de carie, sendo 6 classificados com lesdes
iniciais, 8 com lesbes moderadas e 5 com lesdes severas. As lesdes moderadas e
severas foram mais comuns nas faixas etarias mais elevadas, especialmente entre os

75 e 0s 94 anos.

Estes resultados mostram que a maioria dos casos de carie detetados se
encontrava ja em fases avangadas, o que destaca a importancia do acompanhamento

regular, sobretudo em populagdes idosas.
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Tabela 9 Distribuicdo da amostra relativamente a classificagéo da lesdo cariosa segundo o ICDAS Il e a
presenga da mesma.

ICDAS-1 | ICDAS-2 | ICDAS-3
(inicial) |(moderada)| (severa)
65-74
(n=9) 3 3 0
75-84
g | (n=1) 3 2 1
o 85-94
(n=11) 0 3 3
>95
(n=4) 0 0 1
Total 6 8 5

3.1.7. Caracterizagao da analise do biofilme oral e do biofilme e

radicular

Para além da analise da presenga ou auséncia de microrganismos especificos,
foi também realizada uma avaliacdo da carga bacteriana total das amostras através
da quantificacdo de copias do gene 16S rRNA por microlitro. Os resultados foram
agrupados em trés categorias baixa, média e elevada carga bacteriana de acordo com
intervalos definidos previamente na literatura. Esta classificacdo permitiu aferir a
distribuicdo das amostras relativamente a sua densidade microbiana, fornecendo uma
visdo mais abrangente da colonizagao bacteriana nos diferentes nichos ecolégicos

avaliados.

A analise revelou uma variabilidade consideravel entre amostras, tanto de
biofilme saudavel como de biofilme associado a lesao de carie radicular. De um modo
geral, as amostras provenientes de lesdes apresentaram uma tendéncia para
concentracdes bacterianas mais elevadas, o que podera refletir um ambiente mais

propicio a proliferagdo de espécies cariogénicas (Figura 6).
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Figura 6 Distribuicdo da amostra relativamente a quantificagdo molecular bacteriana no biofilme oral.

Foi também analisado a distribuicdo da carga bacteriana de trés espécies S.
mutans, A. naeslundii e S. mitis em amostras recolhidas diretamente de lesdes de

carie radicular, agrupadas em trés niveis de carga baixa, média e elevada (Figura 7).

A espécie S. mutans apresentou-se maioritariamente associada a cargas
bacterianas baixas (n=5), diminuindo significativamente nos niveis médio e elevado
(n=1 em cada). Esta tendéncia podera refletir uma presenca inicial desta bactéria na
lesdo, com possivel competicdo ou substituicdo por outras espécies ao longo da

progressao da carie.

A. naeslundiirevelou uma distribuicdo distinta, com maior frequéncia nas
amostras de carga bacteriana média (n=3), € menor expressdo nos niveis baixo e
elevado (n=2 em cada). Este padrao podera indicar uma maior adaptabilidade desta
espécie a ambientes de atividade cariogénica moderada, nomeadamente em lesbes

radiculares em progressao.

Por sua vez, S. mitis, geralmente considerada uma espécie associada a um
microbioma mais estavel, mostrou uma presencga mais equilibrada entre os trés niveis
de carga bacteriana. Foram identificadas 3 amostras tanto com carga elevada, e 2
com carga média e baixa, sugerindo que esta espécie consegue manter-se presente

mesmo em ambientes de disbiose, embora com variagdes na sua abundancia relativa.
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Estes resultados apontam para um papel mais dinamico de A. naeslundii nas
lesdes radiculares, uma forte presenca inicial de S. mutans, e uma resiliéncia de S.

mitis, cuja presenga pode persistir independentemente da carga total de bactérias.

Nivel de Carga Bacteriana Cdrie Radicular

1 . .
0
Baixa Médio Elevado

W S. mutans A. naeslundii S. mitis

Figura 7 Distribuicdo da amostra relativamente a quantificagdo molecular bacteriana no biofilme radicular.

A Figura 8 apresenta a comparacgao da classificacdo da carga bacteriana entre
o biofilme oral saudavel (BIOF) e a lesdo de carie radicular (BR) de um mesmo
individuo (Amostra 1). Observa-se que, para as trés espécies analisadas
Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii e Streptococcus mitis a classificagao
foi consistentemente mais elevada no biofime saudavel, sendo classificada como

"Alta" em todos os casos.

Ja na lesao de carie radicular, a classificagao bacteriana desceu para valores
mais baixos: "Moderada" para S. mutans e "Baixa" para A. naeslundii e S. mitis. Estes
resultados sugerem uma diminuicdo geral da diversidade ou da dominancia destas
espécies na lesao ativa, podendo refletir um ambiente microbiolégico mais seletivo ou

dominado por outras bactérias ndo analisadas nesta comparacao direta.
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Figura 8 Comparacéo da classificagéo bacteriana entre biofilme oral e carie radicular — Amostra 1

Na Amostra 2, observa-se um padrao distinto em relacdo a Amostra 1. As
classificagdbes da carga bacteriana de S. mitis e A. naeslundii mantiveram-se
constantes entre o biofilme saudavel (BIOF) e a lesdo (BR), ambas com valores
equivalentes. No entanto, a espécie S. mutans apresentou uma reducdo da
classificagao entre os dois locais, descendo de "Moderada" no biofilme saudavel para

"Baixa" na lesao de carie radicular (Figura 9).

Estes resultados podem sugerir que, neste individuo, S. mutans teve menor
participacdo na composicdo microbiana da lesdo em comparagdo com o biofilme
saudavel, enquanto as outras duas espécies mantiveram estabilidade na sua

presenca.
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Figura 9 Comparacéao da classificagdo bacteriana entre biofilme oral e carie radicular — Amostra 2

Na Figura 10, observa-se que, na Amostra 3, S. mutans apresentou uma
classificagao alta no biofilme saudavel, diminuindo para baixa na lesédo de carie
radicular, o que podera indicar uma redugao da sua representatividade na composigao

microbiana da leséao.

Em contrapartida, A. naeslundii apresentou uma classificagao baixa no biofilme
saudavel e alta na amostra da lesdo, sugerindo um aumento da sua prevaléncia em
ambiente cariado. Por sua vez, S. mitis manteve uma classificagdo moderada em
ambas as amostras, evidenciando uma presenca relativamente constante nos dois

nichos ecoldégicos.

Estes dados reforcam a ideia de que a composi¢do bacteriana pode variar
significativamente entre o biofilme oral saudavel e a lesdo de carie radicular, sendo

essa variagcao espécie-dependente.
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Figura 10 Comparacgéo da classificagdo bacteriana entre biofilme oral e carie radicular — Amostra 3

Na Figura 11, relativa a Amostra 4, observa-se que as classificagdes da carga
bacteriana foram idénticas entre o biofilme saudavel e a lesao de carie radicular para
todas as espécies analisadas. S. mutans e A. naeslundii apresentaram classificacoes
baixas, enquanto Streptococcus mitis foi classificado como tendo carga bacteriana

alta em ambas as amostras.

Este perfil sugere uma relativa estabilidade da composigao bacteriana entre os
dois nichos ecologicos neste individuo, sem variacdes significativas nas espécies
avaliadas. A manutengéo de uma carga elevada de S. mitis tanto no biofilme saudavel

como na lesao podera refletir uma caracteristica individual do microbioma oral.

BIOF vs BR
Anaestundl &
S.mutans _
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B Amostra 4 BR B Amostra 4 BIOF

Figura 11 Comparacéo da classificagdo bacteriana entre biofilme oral e carie radicular — Amostra 4
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A Figura 12 revela que, na Amostra 5, ndo se verificaram diferengcas nas
classificagdes da carga bacteriana entre o biofilme oral saudavel e a lesdo de carie
radicular. As trés espécies analisadas S. mutans, A. naeslundiie S.

mitis apresentaram classificagdes altas em ambas as amostras.

Este padrao uniforme pode refletir uma colonizagdo bacteriana semelhante nos
dois nichos ecoldgicos analisados neste individuo, sugerindo que, neste caso
especifico, a presengca de carie radicular ndo foi acompanhada por alteragdes

expressivas nas espeécies avaliadas.
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Figura 12 Comparacgéo da classificagédo bacteriana entre biofilme oral e carie radicular — Amostra 5

Na Figura 13, observam-se diferencgas significativas entre o biofilme saudavel
e a lesao de carie radicular na Amostra 6. S. mutans apresentou uma classificacao
alta na leséo e baixa no biofilme saudavel, indicando um aumento acentuado da sua
presencga na area afetada. A. naeslundii também demonstrou um padrao semelhante,

com classificagdo moderada no biofilme oral e alta na lesao.

Por outro lado, S. mitis manteve a classificagdo em ambas as amostras
(moderada), o que podera refletir uma estabilidade da sua presenga,
independentemente do estado patolégico do tecido.

Estes resultados sugerem uma possivel associacdo entre S. mutans e A.
naeslundii e o desenvolvimento da carie radicular nesta amostra, reforcando o seu

potencial papel na progressédo da doenca.
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Figura 13 Comparacgéo da classificagédo bacteriana entre biofilme oral e carie radicular — Amostra 6

Na Amostra 7, as trés espécies analisadas apresentaram classificacoes
superiores no biofilme saudavel em comparacédo com a lesdo de carie radicular. S.
mutans e A. naeslundii foram classificadas como altas no biofilme oral e moderadas
na lesdo. S. mitis, por sua vez, apresentou uma diferenga mais acentuada, passando

de alta no biofilme saudavel para baixa na les&o (Figura 14).

Este perfil aponta para uma diminuicdo global da carga bacteriana destas
espécies na lesao ativa, o que podera refletir uma disrupg¢ao do equilibrio microbiano
e eventual substituicdo por outras bactérias associadas a progressdao da carie

radicular.

Contudo, é importante referir que esta amostra apresentou um valor anémalo
na quantificagao total de DNA, o que podera indicar uma falha técnica ou uma recolha
com material insuficiente. Por esse motivo, os resultados microbiolégicos desta
amostra devem ser interpretados com cautela, considerando a possibilidade de viés

introduzido por limitagdes na colheita ou no processamento laboratorial.
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Figura 14 Comparacéo da classificagédo bacteriana entre biofilme oral e carie radicular — Amostra 7
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Figure 15 Visdo comparativa dos resultados obtidos para todas as amostras (1 a 7)
apresentadas nesta secgdo, com o objetivo de facilitar a anélise conjunta.

34



3.2. Recalls

No presente estudo, nao foi possivel considerar as amostras de recalls, ima vez

que nao existiam dados suficientes para uma comparacgao significativa.
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4. Discussao



Nos ultimos anos, tem-se assistido a um crescimento significativo no interesse
pela compreensdo da carie radicular, particularmente no que diz respeito a sua
relacdo com os fatores comportamentais associados a higiene oral e alimentacéo. O
presente estudo procurou explorar essa realidade numa populagao idosa, analisando
os dados recolhidos através de questionarios, exames clinicos e analises
microbiolégicas. Neste capitulo, discutem-se os principais achados obtidos,
relacionando-os com a presencga ou auséncia de lesdes de carie radicular, com o perfil
microbiolégico identificado e com as condigdes clinicas e habitos individuais de cada
participante. O objetivo € compreender melhor em que contextos estas lesdes surgem

€ quais 0s microrganismos mais frequentemente associados ao seu desenvolvimento.
4.1. Habitos de higiene oral e a sua influéncia na carie radicular

A higiene oral adequada constitui um dos pilares fundamentais na prevengao
da carie radicular, particularmente em adultos mais velhos. Neste estudo, a maioria
dos participantes referiu escovar os dentes pelo menos uma vez por dia, embora a
escovagem duas vezes por dia tenha sido mencionada por uma minoria. Esta
frequéncia revela-se inferior ao recomendado por Chan et al., que indicam que tanto
a regularidade como a técnica de escovagem estao diretamente associadas a redugao
da acumulacdo de biofilme, com especial impacto nas superficies radiculares
expostas. Segundo os mesmos autores, mesmo uma escovagem diaria com dentifrico
fluoretado pode exercer um efeito protetor, mas a eficacia preventiva aumenta

substancialmente quando realizada duas vezes ao dia com técnica adequada (25).

Por outro lado, a utilizacao de fio dentario e de colutérios fluoretados revelou-
se muito reduzida entre os participantes deste estudo, sendo reportada apenas por
uma pequena parte da amostra. A higiene interdental tem sido apontada como um
fator essencial na prevencao da carie radicular, uma vez que estas lesées tendem a
ocorrer em zonas de dificil acesso a escovagem convencional. De acordo com o
estudo conduzido por Shi et al., baseado nos dados do NHANES (National Health and
Nutrition Examination Survey), individuos que realizavam higiene interproximal quatro
Ou mais vezes por semana apresentavam uma redugao de aproximadamente 40 % no
risco de carie radicular ndo tratada. Estes resultados reforgam a importancia de
incentivar habitos de higiene oral que complementem a escovagem, sobretudo em

adultos mais velhos (26).
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Em comparacdo com estudos recentes realizados em adultos mais velhos,
observa-se uma tendéncia clara para a diminuicdo da frequéncia e da qualidade da
higiene oral com o avancgo da idade. De acordo com Schwendicke et al., diversos
fatores, como a redugdo da destreza manual, a dependéncia de terceiros para a
higiene diaria, a menor motivacdo e o desconhecimento de praticas corretas,
contribuem significativamente para a acumulagdo de biofilme e, consequentemente,
para o aumento da prevaléncia de carie radicular. Os autores sublinham ainda que
esta condicao tende a agravar-se quando esta associada a presencga de xerostomia e

a doencas sistémicas crénicas, fatores comuns na populacao geriatrica (27).

Adicionalmente, Gluzman et al.,, destacam a relevancia de estratégias
preventivas nao farmacoldgicas na gestao da carie radicular, salientando a eficacia da
escovagem supervisionada, do uso de escovas elétricas e da aplicagao topica de
fluoretos. Quando aplicadas de forma consistente, estas medidas tém demonstrado
um impacto positivo na contengéo da progresséo das lesdes radiculares. No entanto,
os autores sublinham que a eficacia destas abordagens depende fortemente do grau
de adesao do paciente e da continuidade do acompanhamento educativo, fatores que
se tornam particularmente desafiantes em idosos institucionalizados ou com

limitagdes funcionais (28).
4.2. Habitos alimentares e a ingestao de agucares

Na presente amostra, 26 dos 40 participantes relataram consumir alimentos
agucarados com regularidade, enquanto 14 indicaram ndo o fazer. Esta elevada
prevaléncia de ingestdo de acgucares sugere uma exposig¢ao frequente a substratos
fermentaveis na cavidade oral, condicdo que pode favorecer a atividade de
microrganismos acidogeénicos e acelerar a desmineraliza¢ao das superficies dentarias
radiculares. Segundo Moynihan et al., a ingestao frequente de agucares livres € um
dos fatores de risco mais bem estabelecidos para o desenvolvimento de lesdes de
carie, particularmente em individuos com exposicao radicular. Os autores reforcam
ainda que a limitagédo da ingestao de agucares a menos de 10 % da energia total diaria
esta associada a uma reducgao significativa do risco de carie, sendo recomendada

como meta nutricional preventiva em saude oral (29).

38



No que diz respeito a ingestdo de agucares entre as refei¢gdes principais,
apenas 7 dos 40 participantes confirmaram esse habito, enquanto a maioria (n=20)
referiu ndo consumir alimentos agucarados nos lanches. Apesar de a frequéncia ser
relativamente baixa, a ingestdo de acucares fora das refeigdes principais tem sido
descrita como especialmente prejudicial, uma vez que muitas dessas ingestdes
ocorrem sem a estimulag&o salivar associada a mastigagao completa, o que favorece
a queda do pH na cavidade oral. De acordo com Moynihan et al., mesmo pequenas
exposigdes repetidas a agucares ao longo do dia, independentemente da quantidade,
estao fortemente associadas a um aumento do risco de carie, sobretudo quando o
intervalo entre as ingestdes é curto e o tempo de recuperagéo do pH para valores

neutros € insuficiente para permitir a remineralizagao (30).

Ao analisar os dados por faixas etarias (Tabela 6), verificou-se que os grupos
entre os 75 e os 94 anos foram os que mais frequentemente relataram o consumo de
alimentos agucarados. Esta tendéncia podera refletir um maior grau de autonomia
alimentar nestas idades, em contraste com os participantes com mais de 95 anos,
entre os quais se registou menor frequéncia de ingestao deste tipo de alimentos. Este
padrao esta em consonancia com as observacgdes de Chan et al., que referem que a
autonomia funcional, as preferéncias alimentares individuais e o nivel de dependéncia
no apoio as refeicbes estao fortemente associados as escolhas alimentares dos

idosos, incluindo a frequéncia de consumo de produtos ricos em agucares (31).
4.3. Fatores que contribuem para a acumulagao de placa bacteriana

A analise dos dados revelou que 19 dos participantes apresentava exposi¢cao
radicular decorrente de recessao gengival (Tabela7). A exposi¢gao das superficies
radiculares cria um ambiente particularmente vulneravel a carie, uma vez que estas
estruturas tém menor conteudo mineral e degradam-se mais rapidamente quando
expostas ao biofilme cariogénico. Estudos internacionais indicam que a recessao
gengival € um fator fortemente associado a prevaléncia de carie radicular, com risco
aumentado em adultos mais velhos, especialmente quando combinado com fatores

como higiene oral deficiente Chen et al., (32).

Relativamente as proteses removiveis, cerca de (n=19) dos participantes
referiu utilizar protese parcial removivel (Tabela 7). A presencga destas proteses pode
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dificultar a higiene adequada, criando zonas de retencdo de placa junto aos dentes
remanescentes, e promovendo acumulo de biofiime nas jungdes entre dente e
protese. Esta potencializagdo do risco esta bem documentada: o uso de proteses
removiveis tem sido associado a maior incidéncia de carie radicular e doenca
periodontal, especialmente em adultos mais idosos que mantém dentes naturais
Zhang et al., (33).

Adicionalmente, o numero reduzido de dentes, foi outro fator importante.
Embora a evidéncia seja mista alguns estudos mostram que ter mais dentes pode
significar mais superficies expostas ao risco, outros sugerem que poucos dentes
indicam falta de mastigacao eficiente e higiene prejudicada um valor constante € que
tanto a redugdo drastica como a manutencdo de muitos dentes sem cuidados

adequados est&do associados a risco aumentado de carie radicular Ritter et al., (17).
4.4. Fluxo salivar e xerostomia

Na presente amostra, 62,5 % dos participantes encontravam-se medicados
com farmacos reconhecidos como potencialmente xerogénicos, tais como
antidepressivos, ansioliticos, opioides e broncodilatadores (Tabela 8). Estes
medicamentos sdo frequentemente prescritos em contexto geriatrico e associados a
uma diminuicao significativa do fluxo salivar. A literatura refor¢ca esta associacao,
demonstrando que a prevaléncia de xerostomia aumenta progressivamente com o
numero e o tipo de medicamentos tomados, afetando negativamente a saude oral e

sistémica Thomson et al., (34).

A relagdo entre medicagdo e idade é particularmente evidente nos dados
recolhidos: no grupo etario dos 85-94 anos, 91,6 % tomavam pelo menos um
medicamento com efeito potencial sobre o fluxo salivar. Em contraste, apenas 11 %
dos participantes entre os 65-74 anos apresentavam esse perfil. Esta tendéncia é
corroborada por estudos que demonstram que o envelhecimento por si s6 nao
determina a hipossalivacédo é a polimedicagdo associada a idade que exerce o
principal efeito sobre o fluxo salivar Minagi et al., (35).

A hipossalivagao, induzida ou agravada pela medicagao, tem consequéncias
diretas na progressao da carie radicular. A reducdo do fluxo salivar compromete a
limpeza mecanica, diminui o efeito tampao do pH e reduz a disponibilidade de ides
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protetores, criando um ambiente ideal para adesao bacteriana em superficies
radiculares expostas. Revisdes sistematicas confirmam que a xerostomia, quando nao
controlada, esta fortemente associada a um risco aumentado de carie em adultos

idosos Vieira et al., (3).
4.5. Analise do pH da saliva

Relativamente ao pH salivar, foram analisados apenas os 23 participantes.
Verificou-se que 6 desses individuos apresentavam valores de pH inferiores a 6,5,
enquanto os restantes 17 tinham pH igual ou superior a esse valor (Figura 4). Esta
predominancia de pH mais acido entre os participantes com carie ativa podera refletir
um ambiente oral desfavoravel a remineralizagao, propicio a progressao das lesdes.
De acordo com Afonso et al., valores de pH salivar abaixo de 6,5 estdo associados a
um aumento do risco de desmineralizagdo da dentina, sendo considerados um

marcador precoce de desequilibrio na homeostasia oral (36).

A dentina possui um pH critico mais alto do que o esmalte, aproximadamente
6,2-6,4 em comparagao com 5,5 para o esmalte, o que implica que ambientes
salivares com pH proximo de 6,5 sdo especialmente prejudiciais as superficies
radiculares expostas. De acordo com Pattem et al., esta sensibilidade da dentina
reforga a importancia da monitorizagao do pH salivar como componente essencial na

avaliagao de risco para carie radicular (37).

Por ultimo, existe uma relagao clara entre pH salivar, ingestdo de agucares e
fluxo salivar. Moynihan et al. demonstram que exposicdes repetidas a agucares sem
aumentos no fluxo salivar atrasam a recuperacao do pH, prolongando os periodos de
acidez salivar e favorecendo a desmineralizacdo da dentina radicular. Este fendmeno
revela-se mais comum em contextos de hipossalivacédo, situacdo observada em

grande parte da amostra (29).
4.6. Perfil microbiolégico da carie radicular vs biofilme saudavel

Observamos que nas amostras (Amostras 1, 2 e 7), a carga bacteriana total era
elevada no biofiime saudavel em comparacdo com as lesdes. Esta reducdao na
abundancia bacteriana nas lesdes de carie radicular pode refletir um processo de
disbiose, em que espécies comensais sdo substituidas por grupos acidotolerantes.
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Estudos demonstram que ambientes acidos promovem esta selecdo microbiana,

associada a progressao da carie radicular (38—40).

Em contraste, a Amostra6 apresentaram carga elevada de S. mutans e A.
naeslundii, reforgando o papel destas espécies na fase ativa da doenca. S. mutans
destaca-se pela sua acidogenicidade e tolerancia ao baixo pH, sendo considerada
chave nos estadios iniciais e avangados de carie. Por sua vez, de Oliveira et al.
mostraram que A. naeslundii colabora na formacao de biofilmes dual-espécie com S.

mutans, sugerindo agéo sinérgica na patogénese (41,42).

Relativamente a S. mitis, observou-se uma prevaléncia mais estavel entre os
nichos saudavel e lesionado, sem variagdes expressivas na carga bacteriana. Esta
constancia sugere um comportamento ecoldgico resiliente e tipico de uma espécie
comensal persistente no microbioma oral. O estudo de Engel et al., disponivel em
PDF, descreve S. mitis como uma das espécies pioneiras e dominantes no biofilme
oral saudavel, mantendo a sua presenca mesmo em condi¢cdes de disbiose inicial,

como no inicio da carie radicular (43).

Estes resultados reforcam a ideia de que o perfil microbioldégico da carie
radicular € altamente heterogéneo e influenciado por fatores individuais, locais e
sistémicos. Assim, a simples presenca de determinadas espécies nao €&, por si so,
indicativa de atividade patologica, sendo necessario considerar a sua abundancia
relativa e o contexto ecologico em que se inserem. Como demonstrado por Zaura et
al., abordagens quantitativas como a gqRT-PCR permitem uma caracterizacdo mais
precisa da composigao bacteriana, fornecendo dados relevantes para compreender a

transicao de um biofilme saudavel para um biofilme patogénico (44—46).
4.7. Interpretacao das variagoes interindividuais

Os resultados deste estudo revelaram grande variabilidade entre individuos
quanto a composigao e carga bacteriana do biofilme saudavel e das lesbes de carie
radicular. Enquanto algumas amostras evidenciaram uma diminui¢do acentuada da
carga bacteriana nas lesdes (Amostras 1, 2 e 7), noutras observou-se um aumento
significativo de espécies cariogénicas na lesdao (Amostra6). Estas discrepancias
podem resultar de diversos fatores individuais, evolucédo da lesao, estado imunitario,
uso de farmacos e maturacgao do biofilme. Estudos como Nearing et al., mostram que,
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mesmo em condigdes clinicas semelhantes, o microbioma oral pode variar bastante
entre individuos saudaveis, dificultando a generalizagdo dos perfis microbianos e

reforcando a necessidade de abordagens individualizadas (47).

O uso de medicagao que reduzem o fluxo salivar, a presenga de préteses
removiveis, a idade e os habitos de higiene oral também influenciam a composi¢ao
microbiana. A hipossalivacdo reduz a remog¢ao mecanica de bactérias e altera o pH
salivar, favorecendo espécies acidogénicas. No estudo de Pei et al., idosos com
xerostomia associada a multiplos farmacos confirma que estes fatores estao ligados
a alteracdes significativas no microbioma oral, incluindo redu¢do da diversidade e
maior dominadncia de espécies especificas, independentemente da presenca de

lesdes patologicas (45).

Estas variagcbes reforcam a importancia de uma abordagem personalizada no
diagnostico e no tratamento da carie radicular. A detecdo isolada de espécies
potencialmente patogénicas nao permite, por si so, inferir a existéncia de atividade de
doenca. Torna-se essencial avaliar o perfil microbiano em conjunto com a atividade
metabdlica das bactérias e os fatores do hospedeiro. Segundo Chen et al., uma
anadlise integrada com recurso a técnicas de sequenciagdo de alto débito permite
distinguir entre colonizagdo comensal e disbiose patoldgica, contribuindo para uma

interpretacdo mais precisa da composi¢cao microbiana oral (18).
4.8. Limitagoes metodoldgicas e sugestoes para estudos futuros

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas na
interpretacéo dos resultados. A amostra foi limitada em numero e heterogénea em
termos de origem, integrando individuos institucionalizados e utentes de clinica
universitaria, o que pode ter introduzido variabilidade ambiental e comportamental. De
acordo com Schwartz et al., 0 ambiente, a idade e o estado de saude sistémico sédo
fatores que influenciam significativamente a composi¢dao do microbioma oral em
adultos mais velhos, afetando a comparacgao entre individuos mesmo dentro de uma

mesma faixa etaria (44).

Apesar da amostra inicial do estudo ter incluido 40 participantes, apenas em 7
casos foi possivel proceder a analise comparativa entre o biofilme recolhido de
superficies de esmalte saudavel e o biofilme da lesédo ativa de carie radicular. Esta
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limitagdo deveu-se, em grande parte, a dificuldade em obter quantidade suficiente de

biofilme nas lesdes para posterior analise molecular.

Outra limitacao refere-se a dificuldade em obter material suficiente de algumas
lesdes radiculares, levando a amostras com biomassa bacteriana reduzida. Zaura et
al., destacam que estudos microbioldgicos clinicos devem aplicar boas praticas desde
a recolha até a analise, pois a baixa biomassa pode reduzir a fiabilidade dos dados e
aumentar o impacto de contaminagdes reagentes, comprometendo a robustez da

analise microbiolégica (46).

Para futuros estudos, € essencial aumentar o numero de amostras e realizar
comparagdes entre amostras recolhidas anteriormente e novas recolhas algo que
pode revelar mudancas ao longo do tempo ou entre diferentes contextos clinicos. O
estudo de Zhou et al., demonstra que o microbioma oral, embora geralmente estavel,
pode apresentar alteragdes individuais significativas ao longo do tempo, reforgando a

relevancia de analises longitudinais com amostras sequenciais (48).

Adicionalmente, a luz de bibliografia recente talvez seja importante alterar os
alvos microbianos na analise. Os microrganismos utilizados foram os que sao
descritos na literatura (sobretudo de analises dependentes de cultura) mas estudos
de metagendmica mostram que ha outros microrganismos que podem ser relevantes
no contexto da carie radicular. Importa portanto conseguir a competéncia técnica para
identificar esses microrganismos e/ou fazer analises de metagendmica na populagao
em estudo para que seja possivel compreender as particularidades e especificidades

destes individuos.
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5. Conclusoes



O presente estudo procurou responder a pergunta central: O microbioma
associado a lesao de carie radicular difere do microbioma oral recolhido no esmalte
saudavel do mesmo individuo? Os resultados obtidos, apesar de limitados pelo
numero de amostras e pela heterogeneidade dos participantes, revelaram diferengas

relevantes entre os dois nichos ecologicos analisados.

Verificou-se, em varias amostras, uma diminuigdo da carga bacteriana das
espécies Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii e Streptococcus mitis nas
lesdes de carie radicular, em comparacdo com o biofilme saudavel. No entanto,
noutros casos observou-se o padrdo inverso, com maior presenca de espécies
cariogénicas na lesdo. Esta variabilidade interindividual sugere que a composigao
bacteriana do biofilme n&o ¢é estatica e pode refletir tanto o estadio evolutivo da leséo

como as caracteristicas sistémicas e comportamentais do hospedeiro.

A presenca mais estavel de S. mitis em ambos os nichos pode indicar o seu
papel como espécie comensal resiliente, ao passo que a flutuacado de S. mutans e A.
naeslundii parece estar mais ligada ao estado de disbiose associado a atividade da
carie radicular. Estes dados reforgam a importancia de uma abordagem ecolégica ao
estudo da carie, que considere a dindmica microbiana em vez da simples presencga

de espécies isoladas.

Do ponto de vista clinico, a possibilidade de recolher biofilme e saliva de forma
nao invasiva abre portas para uma monitorizagao mais personalizada do risco de carie
radicular em populagdes idosas. A integragdo de dados microbiolégicos com fatores
clinicos e comportamentais podera contribuir para o desenvolvimento de estratégias

preventivas mais eficazes e ajustadas as necessidades individuais.

Embora os resultados devam ser interpretados com cautela, este trabalho
representa um contributo inicial importante para a compreensao da ecologia
microbiana da carie radicular. Estudos futuros com amostras mais alargadas e
recolhas longitudinais permitirdo validar e aprofundar estas observagdes,
aproximando a medicina dentaria de uma abordagem mais preventiva, personalizada

e baseada na ciéncia do microbioma.
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7. Anexos



Anexo 1 — Consentimento informado

i CATOLICA

FLCULIGAIE D ANEDHCTNA, DENTAHIA

CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LI"J_RE PARA PA.RTICIPA.QﬁD EM
ESTUDOS DE INVESTIGACAO
(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 presenga de grupos de microrganismos com fatores
demograficos e condigdes clinicas dos utentes.

Descrigdo do Estudo: Os microrganismoes s8o 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, doenga periodontal e até de perdas
total de dentes.

O estudo proposto & composto por trés momentos distintos. Muma primeira fase serd 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 biofilme oral. Este procedimento demora apenas cerca de 5 minutos e &
absolutamente indolor e ndo apresenta nenhum desconforto para o dador, nem interferem com a consulta.
As amostras, depois de totalmente anonimizadas serdo tratadas por técnicas de metagendmica.

Vantagens e riscos na participacao solicitada: Este estudo ndo envolve procedimentos que ndo se
enguadrem na pratica clinica normal nem pretende testar novos produtos ou medicamentos. A participagao
neste estudo é totalmente voluntaria e andnima, ndo acarretando quaisguer custos. E fundamental que
perceba que pode retirar o seu consentimento em qualquer etapa do estudo. M3o precisa para tal de
apresentar explicagdes aos responsaveis pela investigag8o, nem tera qualquer prejuizo, assistenciais ou
outros, caso ndo queira participar. Ao decidir participar pode colocar todas as questes que considerar
necessarias para o seu esclarecimento. Mesmo depois de assinado o documento de consentimento
esclarecido e informado, pode em qualguer altura solicitar a sua exclusdo do estudo. Para tal basta contactar
o investigador principal cuja identificacio estd 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 participagio ndo implica gualguer remuneragdo ou
encargoe econdmico para o paricipante. Os participantes colaboram de forma voluntaria, livre e esclarecida.

Medidas de Mitigagao dos Riscos Reais ou Potenciais: Uma vez que neste estudo ndo existem riscos
para o paciente ndo estdo previstas medidas de mitigagdo. Ainda assim & importante referir que os
investigadores responsaveis garantem aos participantes o exercicio dos seus direitos em relagdo aos dados
recolhidos (come o acesso, a retificago ou a eliminagéo), bastando o mesmo ser selicitado a Encarregada
da Protegio de Dados deste estudo (confactos no final do documento). Para além do referido, o participante
pode efetuar uma reclamagao junto do Encarregado de Protegao de Dados (OPO - Data Protection Officer)
da UCP, que a encaminhara para a Comissio Nacional de Protegdo de Dados (CNPD), caso considerem que
existe um incumprimento legal a protegdo de dados por parte equipa de investigagdo (contacfos no final do
documento).
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Confidencialidade e anonimato: Os investigadores garantem o anonimato e a confidencialidade dos dados
recolhidos. A informacédo é recolhida apenas pelo Investigador Principal, num momento Unico de observagéo,
em ambiente de privacidade, ndo permite a identificacdo do participante e & usada apenas para os fins
cientificos do presente estudo. Os dados sdo registados e armazenados no computador pessoal do
Investigador, com acesso protegido e apenas durante o estudo. Concluida a investigacdo, os dados
armazenados serdo eliminados e & garantido que a identificagio do participante nunca se torne publica.

Medidas de Partilha de Beneficios:

Os resultados deste estudo serdo partilhados com a comunidade cientifica através de publicagBes em revistas
com revisdo por pares e constituirdo parte do corpo de informagdo e conhecimento cientifico que permite
desenvolver novas formas de diagndstico precoce e monitorizagdo da salde com a utilizagio de amostras
nao invasivas.

Recolha de Dados:

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

Os dados recolhidos sdo totalmente anonimizados e os investigadores (para além do investigador principal)
terdo apenas acesso a informacéo codificada ndo sendo possivel identificar a que individuo pertence.

Os dados e as amostras serdo preservados durante 5 anos, periodo apés o qual serdo destruidas.

Responsavel pela Investigagao:
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 gqualquer
informagao/divida que possa surgir durante este estudo.

Data: / /
Assinatura do Investigador Principal:

Por favor, leia com atengdo toda a informagdo. Se achar gue algo nédo esta claro, ndo hesite em solicitar mais
informagdes. Se concorda com a proposta que |he 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 utilizagio dos dados gue de
forma veluntaria fornego, confiando em que apenas serdo utilizados para esta investigagdo e nas garantias

de confidencialidade e anonimato que me sSo dadas pelo investigador.
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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 representacao;

Assinatura;

Contacto do Encarregadn de Protegdo de Dados {DPCI‘ - Data Protection Dﬂ‘icer} da UCP:
Data Protection Officer - UCP

Dra. Frederica Campos de Carvalho

Contacto telefonico: +351 217214179

E-mail: compliance.rgpd@ucp.pt

Contacto do Encarregado da Protegao 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 2 — Questionario

g UNIVERSIDADE CATOLICA
iH PORTUGLUESA

L VIsEL

A- Dados da amostra

Quesido 1.

Ciadigo do dador

Questao 2.

[Crata da colheita

Cuestao 3.
Matarial Biokhgico
= Saliva
o Biofilme

o Biofilme radicular

Ouestdo 4.
Amostragem

o 19 amosiragem
o Amostras follow-up

Cuestao 5.

Local de amostragem

Questiondrio de dadores

o Clinica dentéria - Universidade Catdlica Portuguesa de Viseu
o Lar Viscondessa de S8o0 Caetano
o Centro Social Paroquial de Rio de Loba

o Atividade Sénior Viseu
o Owitros

Universidede Catdlica Poriuguesa — Faculdade de Medicina Dantéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagio Interdisciplinar em Saliva) - CIS
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gkt PORTUGLESA

Questao 6.

Investigador | Médico dentista responsével

B- Dados pessoais do dador

Questio 7.
Género

= [Feminino
o Masculing
o Nao bindrie

o |Prefere ndo mencionar

Questao 8.

Diata de nasciments

D- Informagdes sobre a medicacio

CQuestao 18

Faz algum tipe de tratamento médico ou medicacdo com regularidade?

o Sim
o Mao
o Nao sabe

Universidade Catdlica Porfuguesa — Faculdade de Medicina Dentéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagao Interdisciplinar em Saliva) - CIIS
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Questao 19.

Para além da medicagdo regular, fez mais algum tipo de tratamento médico ou medicagio nos
Gltimos 30 dias?

= Sim

o Mao

= Maoc sabe
Questio 20

Fez antibidtico nos diimos 3 meses?

o Sim

o Mao

= Maoc sabe
Questao 21.

Recebeu a vacina da gripe mos Gltimos 6 meses?

o Sim
= Mao
= Maoc sabe

G- Habitos - Alimentares
Questio 31.

Utiliza agicar nos lanches entre refaicbes?

= Sim

o MNao

o Nao sabe
Questio 32

Mumero de lanches com aglcar entra as refeigbes:

o 1x
o 2w
o 3x
o dx

o Mais que 4x
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|- Habitos e comportamentos de higiena oral

Questio 39

Costuma escovar os dentes diaramenta?

o Sim
o MNao
Questio 40

Se sim, quantas vezes por dia?

o Ix
s
3

o Mais de 3=

Universidade Catdlica Portuguesa — Faculdede de Medicina Dentéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigaglo Interdisciplinar em Saliva) - CHS
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Questaod41.
Escova os dentes com uma pasta flucretadsa?

o Sim
o Nao

Questio 42

Utiliza uma pasta flucretada 5000ppm diariaments?

= Sim
= MNao
Questio 43

Utiliza um colubdrio com fluor (0,05% NaF) disriamenta?

o Sim
o Nao
Questio 44

Durante os ditimos 6 meses utlizou corhexoding uma vez por semana’?

o Sim
o MNao
Questio 45.

Costurmna utilizar fio dentario?

o Sim, dianamenis

o Sim, 4s vezes

o MNao
o Nao sei o gue é o fio dentério
Questdo 50

Sente gque a sua boca ests "seca’™?

o Sim
o MNao
Questao 51.

Sa sim, tenta compensar este facto com malor consumo de Sgua

o Sim
o Nao

Universidade Catdlica Porfuguesa — Faculdade de Medicina Dentéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagao Interdisciplinar em Saliva) - CIS
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Questio 54. Condiglo atual de cada elemento dentério

Presente  Ausente Higido Cariado Restaurade Implante Raiz residual Desvitalizado

11

12
13
14
15
16
17
18
3
22
23
24
5
26
7
2B
31
32
33
34
35
36

Univarsidade Catdlica Poriuguesa — Faculdade de Medicing Dentéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagao Interdisciplinar em Saliva) - IS
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37
38
41
42
43
d4d
45
46
47
48

Questao 55. ICOAS

B 1 & 14 13 N 223 MMM IDDNR
48 47 &6 45 44 43 41 31 32 3@ B 35 ¥ s
Odontograma
o 19-18°
I 1
o 1717
o 19-18°
o 19-1%°
1
o 19-14°
- d
o 1°-13°
o 12-12°

Universidade Catdlica Portuguesa — Faculdade de Medicina Dentéria
SalivaTec (Laboratério de investigagao Interdisciplinar em Saliva) - CHS

61



o 1P-1q10
o W3
0 PR
s oIy

- - g
“3‘:4|31: ‘E“

= :oamw
|
T
o Ao
o Woap
|
o 3o

o 30-350
o 3-a40
o 37-33

Universidade Catdlica Poriuguesa — Faculdade de Medicina Dentaria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagio Interdisciplinar em Saliva) - CIIS
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o 3-310
o 47-41°

L]

o 47-420
| |
o 47-43°
o -?“ - 44"
o -.1" -45°
o 47 - 450
]
o 47470
o 47-48°

Questao 56. Lesbes de céne

o Inicial {ICDAS 1 - 2)
o Moderada (ICDAS 3 —4)
= Extensa (ICDAS 5- &)

Universidade Catdlica Poriuguesa — Faculdade de Medicina Dentéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagio Interdisciplinar em Saliva) - CIIS
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Questao 57.

Profundidade de sulcos e fissuras?

o Rasos

o Profundos
Questao 58.

Exposi¢ao radicular

o Sim

o MNao

K- Saide oral - Proteses dentarias

Questao G4.

LUtiliza protese dentsnis?

o Sim
o Mao
CQuestao 65

Em qual das arcadas?

o Superior
o Inferior
o Ambas

CQuestao 66. Qual o tipo de pritese?

Tatal Parcial acrilica
Superior

Inferior

Parcial esquelética

Universidade Catdlica Porluguesa — Faculdade de Medicina Dentéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagao Interdisciplinar em Saliva) - CIS
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Questio 67. A que tipo de classificecio de Kennedy comesponde a pritese que utlliza?

» Classe |: desdentado bilateral posterior » Classe |l desdentado unilateral posterior

« Classe lll: desdentado unilateral posterior ~ ® Classe IV desdentado anterior
incompleto

Classe | Classe Il Classe Il Classe IV Classe WV Sem classificacao
Superior
Inferior

Questdo 68.
Quando utiliza als) pratese(s)?

o Sempre
= Asvezes
o 56 durante as refeictes

= MNunca
Questao 69.
Como faz a higieniza¢ao da sua protese?

o 56 com agua

o Com agus e escove

o Pastilhas de limpeza

o Fio dentério

o Escovilho

o Produto dentério (qual?)

o Nao faz higieniza¢ao da pritese

Universidede Catdlica Portuguesa — Faculdade de Medicing Dentéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagao Interdisciplinar em Saliva) - CIS
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Questio TO.

Quantas vezes por dia & feita essa higienizagao?

o 1x
[=] 2:
[=] -3:
[=] -b:
[=] -53
[=] 63
Questio 1.

Costumna tirar a prétese para dormir?

o Sempre
= Aswvezes
Raramente
Nunca
Questao 72

H& quanio tempo wtiliza uma prdtese dentéria (amos)?

Questao T3

H& quanio tempo tem a abual prétese dentarna? (anos)

Questao T4.
Qual a frequéncia de consultas de manutencio protética?

o 3 em 3 meses
o & em G meses
o 1x por ano

o Nunca

Questao T5.
Mecessidade de reabilitacio protética?

o Sim
o Nao

Universidade Catdlica Porfuguesa — Faculdade de Medicina Dentéria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagio Interdisciplinar em Saliva) - CIS
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Anexo 3 — Protocolo Laboratorial

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 165 rRNA gene a standard curve was obtained from Staphylococcus Capitis;

Plasmid DNA concentration:

165 rRNA gene construct: 516,1 ngful

NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x) (MB22402)

NZYSpeedy gPCR Green Master Mix (2x) is ready-to-use and only requires pimers and template addition. It is optimized for intercalating green dye
detection on different instruments.

165 rRNA gene: annealing temperature 61.5°C

10 pL final reaction mix:

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

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

Nuclease-free water up to 10 pL
165 rRNA gene
Forward | 926F
Primer | AAACTCAAAKGAATTGACGG | Cycle PCR:
95°C | Reverse | 1062R for 2 min
40 Primer | CTCACRRCACGAGCTGAC cycles:
95 °C for 5 sec

61.5°C for 20 sec
PCR was performed using the CFX Connect Real-time PCR system, BoRad, For data analysis the formula below was used

DNA Copy Number determination:

Number of copies = (DNA concentration (ng/pl) x [6.022 x 1023]) / (length of template (bp) x [1x109] x 650)
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Quantification of total bacterial load by real-time PCR June 2021

Preparation of standard curve

v' gDNA extraction
For the 165 rRNA gene a standard curve was obtained from Staphylococcus Capitis;

1- Isolate genomic DNA from the cultures of 5. capitis using the NZY Microbial
gDNA Isolation kit (MB21702) according to the manufacturer’s instructions.

2- DNA amplification by PCR according with the following protocol:

Primers (5 to 3')

165 rRNA gene
Forward | 526F
AAACTCAAAKGAATTGACGG

Reverse | 1062R
CTCACRRCACGAGCTGAC

Optimized annealing temperature
165 rRNA gene: Ta 50 2C
NZ¥Taq Il 2x Green Master Mix 0.2 UfulL (MB358)

Resulting PCR products have an A-overhang and are suitable for cloning with NZ¥Tech's
MNZY-A PCR cloning kit (MBOS53);

Prepare a master mix (MM) to a final volume = 10 pL

5puL MM
0,25 pL Primer F (10 pM), final concentration: 0,25 uM
0,25 pL Primer R {10 pM), final concentration: 0,25 ph
X UL DNA
X pL HzO
Negative control: x uL MM + x plL H,0
Cycle PCR:
95 2C for 15 min
35 cycles:
94 2C for 30 sec
50 2C/45 oC for 30 sec

72 2C for 20 sec
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Quantification of total bacterial load by real-time PCR June 2021

72 oC for 10 min

4 2C infinite

Confirm PCR product size on Agarose Gel (1 %2):

0,6 g agarose + 60 mL TAE 1x + 2 pL GreenSafe (NZYtech)

Load in the gel: 10 pL from each sample and 3 pl ladder | (NZYtech)
Expected product size:

165 rRMNA gene: 178 bp

NZY Gelpure [MBO11) to purify DNA from agarose gel:

NZYGelpure kit is designed for the purification of DNA from TAE/TBE agarose gels and
for direct purification of PCR products.

After purification DNA was eluted in 30 pL of EB;

Purified DNA concentration (NanoDrop):

Conc. [ng/lL) A260/230 A260/280
DMNA 165 22 688 0.24 in

PCR product cloning into the NZY-A PCR cloning kit ([MB05301, including competent cells)

NZY-A PCR cloning kit was designed to allow the direct cloning of PCR products with 3'-
A overhangs, which result from amplifications wusing non-proofreading DNA
polymerases. The cloning vector was prepared by cutting NZYTech's pNZY28 with EcoR
V and adding a 3" terminal thymidine at both ends.

Cloning and transformation are performed according to the manufacturer’s instructions.
Insert preparation:

We recommend using a 1:3 molar ratio of vector:insert and starting with 50 ng of
pNZY2B-A vector. To calculate the optimal amount of PCR product required, use the
following equation:

ng of vector x kb size of insert x molar ratio of insert = ng of insert
kb size of vector vector

165 rRMA gene: 7,3 ng DNA [insert size 0,14 kb)
Vector size: 2,88 kb

Vector concentration: 50 ngfuL
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Quantification of total bacterial load by real-time PCR June 2021

Components 165 rRNA gene | Control reaction
(MZY-A positive
control insert)

NZY-A buffer 5 ulL 5 ul
pNZY28-A vector 1ul 1ul
PCR fragment 0,32 ulL 3ul
T4 DNA Ligase 1ul 1ul
Nuclease-free water 2,68 uL -

Mote: Final volume: 10 pL
Transformation:

Prepare LB agar plates containing 100 pg/mL ampicillin, 15 pg/mL tetracycline, 100 pgfml X-gal
and 0.5 mM IPTG;

SOC medium (51797 - 10x5ML, Sigma) is necessary for the transformation protocol;
Plasmid DNA isolation [NZYMiniprep, MBO1001)

Pick a single colony from a freshly streaked selective plate and inoculate a culture of 1-
5 mL LB medium containing the appropriate selective antibiotic. Incubate for 12-16 h at
37 *C with vigorous shaking.

Isolate plasmid DNA according to the manufacturer’s instructions.

Screening for recombinants:

Cut pNZY28 vector with EcoR | or BamH | to excise the cloned insert or send samples to
sanger sequencing.

Plasmid DNA isolation (NZYMidiprep, MB05004)

After screening for recombinants and check the correct insert insertion, prepare highly
pure plasmid DNA (typically 100 pg) to use in quantitative real-time PCR experiments.
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Anexo 4 — Protocolo RT-qPCR

+ Protocolo da Extragao do DNA microbioano

1. Adicionar 50 pL de saliva com 50 pL da solucado de extracao de DNA Quick
Extract (QE) Buffer (Lucigen QE0905T48);

Fazer vortex por 10 segundos;

Transferir os tubos para a palca de aquecimento a 65 °C e incubar por 6
minutos;

Fazer vortex;

Transferir os tubos paraa palca de aquecimento a 98 °C e incubar por 2 minutos;
Colocar os tubos no gelo;

Quantificar o DNA,;

Armazenar o DMNA a -20 °C ou a -80 °C para periodos mais longos.

LN

NP O A

« Quantificagao do DNA extraido
* Equipamento: Placa pDrop (Thermo Scientific™).
* Volume analisado: 2—10 L.
« Parametros avaliados:

- Concentragéao de DNA (ng/uL)
- Pureza: A260/A280 e A260/A230

* Método: espectrofotometria.
Preparacao dos pocgos na placa yDrop:
« Pogo 1: 2 pL de QuickExtract Buffer (sem DNA)

* Demais pocos: 2 UL de cada amostra extraida

¢ Diluigdo das Amostras de DNA
= Objetivo: obter uma concentragao final de 40 ng/pL (para que cada pogo da

microplaca contenha 2 ng de DNA em 2 pL).

Formulas utilizadas:
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* VDNA = (10 x 40) / Concentragio medida na pDrop
«VH,O = 40 - VDNA
= Caso VDNA < 1:

- Realizar diluigdo 1:10: 1 L de DNA + 9 uL de H,O

- Repetir a medigao e novo calculo com a concentracao ajustada

e Preparagao da Curva Padrao
* Finalidade: quantificacdo absoluta das espécies bacterianas:

- Streptococcus mutans
- Streptococcus mitis
- Actinomyces naeslundi

« DNA padrao: obtido a partir de DNA plasmidico contendo o gene 16S rRNA de cada

bactéria.

* Produzido via protocolo de clonagem e miniprep (NZYtech).

« Diluicdes decimais feitas em duplicado (7 concentractes padréo nao zero).

« Diluicdes realizadas em série com homogeneizacao prévia.

* Reagao de gPCR

Preparacao da mistura de PCR (por reagao, 10 pL):

* 5 UL de NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x)
* 0,4 UL de primer forward (0,4 pM final)

* 0.4 uL de primer reverse (0,4 uM final)

* 2 uL da amostra de DNA

* Reacoes realizadas em duplicado

Montagem da placa de 96 pocos:

* 8 uL da master mix em cada poco
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* Adicionar:

- 2 uL de agua para PCR (controle negativo)

- 2 UL das 7 diluigbes padrao

- 2 uL das amostras de DNA

Execucao da qPCR no Termociclador: BIO-RAD CFX Connect Digital Thermal Cycler

(SalivaTec)

Programa de amplificagao (real-time):

Etapa Temperatura Tempo N° de Ciclos
Desnaturagao 95°C 2 min 1
inicial
Desnaturagao 95°C 5 seg 40
Anelamento + 65 °C 20 seq 40

Extensao
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Streptococcus mitis

Sequence 5' to 3' Tm GC% Product length
Primer CCCGAAGTCGGTGAGGT 60.11 60.00
Forward AAC 91b
Primer TCCCAAACGGCTGACTTG P
60.11 50.00
Reverse TT
Streptococcus mutans
Sequence 5' to 3' Tm GC% Product length
Primer GCCTACAGCTCAGAGAT
Forward GCTATTCT 29.70 >5.00 178 b
Primer GCCATACACCACTCATGA 59.46 57.20 P
Reverse ATTGA ) '
Actinomyces naeslundii
Sequence 5' to 3' Tm GC% Product length
Primer | o CTGCCGGCGTACATAA|  60.58 61.11
Forward 110 b
Primer GAAGGGGGCAGGTTACT P
60.04 60.00
Reverse CAC
16S
Sequence 5' to 3' Tm GC% Product length
Primer AAACTCAAAKGAATTGAC 60.50 61.10
Forward GG 178 bp
Primer CTCACRRCACGAGCTGA 5920 58.20
Reverse C
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