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Resumo

Introdugao: O microbioma oral € composto por um ecossistema fundamental
para a manutenc¢ao da saude oral. Entre os microrganismos que o agregam, 0
género Candida é um fungo que destaca se pela sua capacidade consideravel
de mudar do estado comensal para o patogénico, sobretudo em cenarios
favoraveis como ma higienizacao, habitos tabagicos, presenca de diabetes e

hipertensao arterial, tempo de uso da prétese, xerostomia e doengas orais.

Objetivo: Este trabalho apresenta o objetivo de analisar a biodiversidade
microbiologica das espécies do fungo Candida albicans em pacientes portadores
das préteses removiveis. Foi aplicado um protocolo clinico de recolha de dados e
amostras biolégicas nos utentes da Clinica Dentaria Universitaria da Universidade
Catolica Portuguesa (CDU-UCP).

Matérias e Métodos: Foram observados 69 pacientes todos portadores de
préteses removiveis. Cada participante, forneceu amostras de saliva, biofilme
dentario e do biofilme que se forma nas superficies das proteses e da mucosa
em contato com elas. O procedimento clinico incluiu a recolha de dados
demograficos, como a idade, género dos pacientes, o tipo e material da protese e

o tempo de uso, habitos de higiene orais e protéticas e condi¢bes sistémicas.

Resultados: A maioria dos pacientes eram mulheres e as proteses mais
frequentes as proteses acrilicas. Doencgas sistémicas como diabetes mellitus e
hipertensao arterial foram frequentes nos resultados. O periodo de uso ou habito
noturno de dormir com as proteses e a higiene oral deficitarias também foram
fatores caracteristicos na amostra estudada e, portanto, sugerem que é necessario

aumentar a literacia no uso e manutencao das proteses dentarias.

Consideragodes finais: Este trabalho mostrou ser possivel fazer as recolhas e
processamento das amostras para armazenamento em biobanco da FMD-UCP
sendo agora necessario fazer a identificagdo molecular das varias espécies deste

género.

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



Abstract

Introduction:The oral microbiome is composed of an ecosystem that plays a
fundamental role in maintaining oral health. Among the microorganisms that
comprise it, the Candida genus stands out for its remarkable ability to shift from
a commensal to a pathogenic state, particularly under favourable conditions such
as poor hygiene, smoking habits, diabetes and hypertension, prosthesis wearing

time, xerostomia, and oral diseases.

Objective: This research aims to verify the microbiological biodiversity of
Candida albicans species in patients wearing removable dentures. A clinical
protocol was applied for data and biological sample collection from patients
attending the University Dental Clinic of the Universidade Catdlica Portuguesa
(CDU-UCP).

Materials and Methods: A total of 69 patients, all users of removable dentures,
were included. Each participant provided samples of saliva, dental biofilm, and the
biofilm formed on the surfaces of the dentures and the mucosa in contact with them.
The clinical procedure included the collection of demographic data such as age,
gender, type and material of the prosthesis, duration of use, oral and prosthetic

hygiene habits, and systemic conditions.

Results: Most of the samples in this study were from female patients and most
dentures were acrylic. Systemic diseases such as diabetes mellitus and
hypertension were frequent findings in the analysis. The long period of use or the
habit of sleeping with dentures and poor oral hygiene were also characteristic
factors in the sample studied which can increase the risk of denture related
stomatitis. Therefore, it is suggested that it is necessary to increase literacy in the

use and maintenance of dentures.

Final Considerations: This work showed that it is possible to collect and process
the samples for storage in the biobank of FMD-UCP. It is now necessary to make

the molecular identification of the various species of this genus.

Keywords: microbiome, biofilm, saliva, dentures
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1. Introducao

1.1 Microbioma Humano

O microbioma humano é composto por uma diversidade de microrganismos,
como por exemplo as bactérias, fungos, protozoarios, archaea e virus,
podendo chegar a até mil espécies distintas (1). Os microrganismos sao tao
pequenos que s6 podem ser vistos com 0 microscopio, pois sao invisiveis a
olho nu (2). Estudos cientificos mostraram que estes seres surgiram ha

cerca de 3,8 bilnGes de anos e que estdo presentes até os dias de hoje (2).

Os organismos eucariontes e procariontes sao muito adaptaveis e podem
ser encontrados praticamente em todos os lugares onde ha vida, tanto
dentro do corpo humano quanto em superficies (6). De acordo com estudos,
acreditam que a quantidade de bactérias no corpo humano seja superior ao
total de células humanas, e que as maiores concentracdes se encontram no
intestino e na boca (4). Estes microbios formam uma comunidade
diversificada, podendo estabelecer relagbes comensais, simbidticas ou

patogénicas com o organismo hospedeiro (1).

Para dominar melhor essa diversidade e as suas consequéncias para a
saude, o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América (NIH)
criou o “Projeto Microbioma Humano” (Human Microbiome Project —
HMP), que tem como propdsito uma caracterizagdo detalhada do
microbioma humano (1). Os resultados desses estudos foram publicados
pela primeira vez no ano de 2012 e estao relacionadas a variedade

microbiana,eubiose,fungdes (1).

Sobretudo, o corpo humano, e particularmente a cavidade oral, € um
definido por apresentar um ambiente diversificado, que contém varios

nichos ecoldgicos favoraveis a colonizagao por microrganismos (5).
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A interacao entre esses diferentes seres na cavidade oral desempenha um
papel importante na defesa do corpo contra agentes externos que podem

ser prejudiciais a saude (5).

Mudancgas no equilibrio dessa microbiota, o que chamamos de disbiose,
podem facilitar o surgimento de diversas condi¢des patolégicas orais, como
caries, doencas periodontais, infecdes por Candida spp., disturbios da
mucosa oral (como leucoplasia, liquen plano oral e lupus eritematoso
sistémico), além de cancro oral e peri-implantite (6).Disturbios no equilibrio
da microbiota oral estdo associados a varias condi¢cdes sistémicas,
incluindo patologias inflamatdrias intestinais, cirrose, diferentes tipos de
cancro, problemas neurolégicos, como a doenca de Alzheimer e disturbios

hormonais, como a diabetes (6).

As comunidades microbianas que habitam as superficies orais sao
extremamente variadas e organizadas (2). As bactérias que compdem
essas comunidades podem ser divididas em Gram-positivas e Gram-
negativas (1). Os microrganismos que se fixam nas superficies da boca
inicialmente s&o, geralmente, anaerobios facultativos, com destaque para
0s géneros Streptococcus e Actinomyces(1). Na regidao abaixo da
gengiva, € comum encontrar espécies dos grupos Bacteroideae e

Spirochaetes (1).

A configuracdo e o funcionamento dessas comunidades s&o influenciados
por uma série de fatores locais, incluindo alteragdes dos niveis de pH,
nutricdo/nutrientes, presenca de subprodutos metabdlicos e as condi¢cbes
imunologicas do hospedeiro (2). A saliva pode também ter um papel crucial
nesse contexto pois permite a formagcéo de um biofilme nas superficies
orais, a pelicula adquirida, onde estao recetores que facilitam a aderéncia
bacteriana (6). Os elementos imunoldgicos na saliva, como por exemplo as
imunoglobulinas, lisozima, lactoferrina, peroxidases e peptideos
antimicrobianos apresentam a funcao de proteger a cavidade oral contra
microrganismos, impedindo sua adesdo, crescimento e promovendo o

equilibrio do microbioma oral (6).

16



Essa interagao continua entre o hospedeiro e 0s microrganismos cria um
equilibrio fundamental para a saude oral (6). No entanto, condicdes
sisttmicas e o uso de farmacos podem interferir nesse equilibrio,
comprometendo o controle da placa bacteriana, diminuindo a producéo de
saliva e alterando a integridade dos tecidos orais, o que favorece o

surgimento ou agravamento de doencas orais (6).

1.2 Candida albicans e a sua Interagdo com o Microbioma Humano
e Oral

A Candida albicans é reconhecida, ao longo das ultimas décadas, como um
agente patogénico de grande relevancia, representando um crescente
desafio para a saude publica global (7). Este fungo é responsavel por um
grande aumento das infecoes (7). Sado comensais que se tornam
patogénicos, em condi¢cdes de baixa imunidade do hospedeiro, ou seja,

microrganismos oportunistas (8).

A estrutura das células do fungo Candida € um dos principais fatores de
toxicidade, devido as diferentes formas que apresentam suas células,
podem assim, participar de diferentes etapas do processo infecioso (8). A
Candida albicans, apresenta-se como uma espécie polimorfica, podendo
apresentar-se como células leveduriformes (apresentam um formato
ovalado ou arredondado, caracteristico das leveduras) (8). Também ¢é
possivel encontrar formas filamentosas (hifas verdadeiras e pseudo-hifas)
(8). Essas hifas estdo associadas a invasédo dos tecidos, enquanto as

formas leveduriformes favorecem a adesao as células (8).

Durante o processo da infe¢gdo, ocorre uma mudancga fenotipica, em que
células leveduriformes se modificam em formas de pseudohifas e
posteriormente de hifas, processo denominado de phenotipic switching,
comum na divisdo celular e na formacgéo de biofilmes orais (8). Por fim, a
invasao do tecido do hospedeiro € promovida pela producdo de enzimas
hidroliticas, como fosfolipases, lipases e protéases asparticas secretadas

((SAPs) (presentes em C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
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dubliniensis) que deterioram componentes celulares do hospedeiro

propagando o processo infecioso (8).

Entre as manifestacdes clinicas sistémicas mais comuns, incluem-se as
candidiases na regido genital, que afetam cerca de trés em cada quatro
mulheres em algum momento da vida e as infegbes invasivas, muito
presentes em pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados (infecdes
nosocomiais), frequentemente associadas a elevadas taxas de morbidade

e mortalidade (9).

No contexto oral, C. albicans desempenha um papel importante,
principalmente quando se associa com bactérias comensais e patogénicas,
como ja foi referido anteriormente (9). A coinfec¢ao envolvendo C. albicans
e espécies de Streptococcus, como Streptococcus gordonii, S. oralis, S.
mutans e S. sanguinis, contribui para o aumento da viruléncia de patologias
orais, por exemplo a carie dentaria (9). Essa interacdo entre comunidades,
favorece a ades&do microbiana e estimula a formacdo de biofilmes
complexos, promovendo ndo apenas a manutencdo no hospedeiro, mas
também uma maior destruicdo dos tecidos da mucosa oral e aumento do
quadro infeciosos (9). Os resultados do Antifungal Surveillance Program, na
qual, foi possivel analisar diversas espécies de importancia clinica verificou
a presenca da C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
krusei e C. dubliniensis na cavidade oral. O mesmo estudo e chegou a
conclusdo de que, a C. albicans apresenta uma sensibilidade a maioria dos
antifungicos, e as espécies nao-albicans, especialmente C. glabrata e C.
auris, eram especialmente resistentes, tornando-se particularmente
desafiantes para a terapéutica e fundamentais na vigilancia de infecoes

fungicas (8).

E importante destacar que alteragdes no equilibrio do microbioma oral,
costumam preceder manifestagdes clinicas de varias doencgas, tanto locais
como sistémicas (9). Assim, um discernimento aprofundado da ecologia
microbiana e das avaliagdes das diferentes diversidades de espécies de
Candida na cavidade oral, torna-se essencial, hdo apenas para o estudo

dos mecanismos de patogénese das infecdes, mas também
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como uma estratégia fundamental no desenvolvimento de métodos de
diagnostico precoce (9). Estes conhecimentos possuem implicagdes diretas

na prevencao, prognostico e monitorizagdo da saude oral e sistémica (4).

1.3 Candida albicans e o uso de proteses removiveis

As proteses dentarias removiveis sdo bastante comuns na recuperagao
de quem perdeu dentes, seja parcial ou total. Elas tém um papel importante
na restauracdo da capacidade de mastigar, na fala e na aparéncia (10). No
entanto, quando a prétese € usada por um tempo prolongando e sem os
cuidados necessarios de uso, essa presencga altera bastante o equilibrio
natural das bactérias e outros microrganismos que vivem na boca (10). Cria
-se um ambiente mais propicio para que alguns microrganismos
patogénicos se instalem e se multipliquem, principalmente os fungos do
tipo Candida, com destaque para a Candida albicans (10). A parte interna
das préteses, que normalmente é feita de resina acrilica porosa, cria um
ambiente favoravel para que microrganismos se instalem e formem
biofilmes (10). Este biofilme protético estimula um processo inflamatério

local que é clinicamente evidente como eritema e hiperplasia. (10).

Também nas patologias sistémica o uso de prétese pode ser um fator de
risco (10). Ja foi visto em estudo que os microrganismos respiratorios
estiveram detetados na placa dentaria, e o uso de dentaduras a noite foi
associado a um risco aumentado de pneumonia por aspiragcdo de
microrganismos patogénicos (10). A composi¢ao do biofilme das proteses
dentarias tem mostrado crescente interesse clinico e, portanto, sao

necessarios mais estudos sobre este topico (10).

Atualmente, o fungo Candida esta fortemente ligado a estomatite protética,

um disturbio comum, que afeta utilizadores de préteses removiveis (11). E

caraterizada como inflamacéao e eritema das areas da
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mucosa oral cobertas pela protese (11). A causa da estomatite protética esta
interligada a varios fatores, como traumas, dentaduras mal ajustadas,
xerostomia por medicacdo, falta de higiene, tabagismo, antibioticoterapia ou
infecdo microbiana. (10) Todos esses fatores parecem aumentar a
capacidade de Candida colonizar, tanto as dentaduras, quanto as

superficies da mucosa oral, agindo como um patogénico oportunista. (11)

O tratamento antifungico elimina a contaminacéo por C. albicans e alivia os
sintomas da estomatite, mas, se as dentaduras nao forem descontaminadas
e mantidas limpas, a estomatite reaparece quando o tratamento antifungico
€ interrompido (11). Novos desenvolvimentos relacionados com os
materiais protéticos concentram-se em formas de reduzir o
desenvolvimento de biofilmes adesivos. Estes podem ajudar a reduzir a
colonizacao de C. albicans, o que pode levar a uma reducéo na estomatite

protética (11).

2. Objetivo do estudo
Este estudo teve como objetivo identificar e caraterizar as espécies do género
Candida presentes na cavidade oral dos portadores de préteses removiveis,
atendidos na Clinica Médico-Dentaria da Universidade Catoélica Portuguesa.
Como objetivo secundario pretendeu-se avaliar a ligagdo entre a presenca
deste fungo e diferentes fatores demograficos, comportamentais, condi¢des de
saude oral, doencgas sistémicas, bem como o material e 0 tempo de uso das
préteses removiveis, de modo a investigar possiveis correlagdes entre esses

fatores e a colonizagao por Candida na cavidade oral.
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3. Matérias e métodos

As amostras e o protocolo de recolha de dados do microbioma oral, utilizadas
nesse estudo, foram desenvolvidos pela Universidade Catdlica Portuguesa
utilizando a infraestrutura do SalivaTec e a Clinica Dentaria Universitaria da
FMD-UCP.

O projeto sobre o microbioma oral comegou em dezembro de 2020, quando foi
apresentado & Comissdo de Etica em Salde da Universidade Catélica
Portuguesa (CES-UCP). Entretanto, as limitacbes nas atividades clinicas e
educacionais impostas pela pandemia fizeram com que a recolha de dados
ocorresse apenas em marc¢o de 2022, sob a orienta¢do do Doutor Bruno Cecilio
de Moura. Como parte de sua dissertagcao, o Doutor Moura trabalhou no tema
"Microbioma Oral Humano: Protocolos para Recolha de Dados", com a
finalidade de examinar a recolha de amostras de saliva e biofilme oral em
pacientes que usam préteses removiveis, procurando aprimorar a recolha de
dados para investigacdes futuras na area do microbioma oral, com foco especial
no estudo da candidiase oral. Apesar do protocolo ter sido criado e executado
nesse periodo, este trabalho comecou em 2023, e foi retomado no inicio de
2025.

3.1 Caracterizacdo do estudo

Foi conduzido um estudo clinico observacional com um grupo de pacientes que
usam protese parcial removivel para a realizagdo deste projeto. A meta era recolher
um numero significativo de amostras, com o intuito de posteriormente identificar as
diversas espécies de Candida presentes nesse conjunto de pessoas. Foi
desenvolvido um questionario especifico que incluiu a recolha de dados
demograficos, clinicos e moleculares.

A amostra do presente estudo inicial incluiu um total de 69 individuos, todos com
préteses removiveis. A avaliagao de todos os participantes foi conduzida por uma
unica profissional, Dellana Sfath, que também foi responsavel pelo recrutamento
durante as consultas de diversas disciplinas da CDU-UCP. A recolha de dados foi
realizada entre margco e junho de 2025.0 critério de inclusao foi restringido a
pacientes adultos portadores de proteses parciais removiveis, excluindo aqueles

com proteses fixas.
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3.2 Caracterizagdo da Amostra

Os dados clinicos e demograficos foram recolhidos, juntamente com amostras
bioldgicas de saliva e biofilme oral presentes nas proteses e cavidade oral de cada
paciente. Os pacientes foram questionados acerca de suas informagdes pessoais,
histérico de saude geral, uso de medicamentos, rotinas diarias, cuidados com a
higiene oral, imunizacdo e informacbes pertinentes sobre a Covid-19, como a
vacinagao.

Para a analise da cavidade oral e a obtencdo de dados sobre a condi¢édo oral de
cada paciente, foram utilizadas ferramentas clinicas, como espelhos de inspecao,

sondas milimétricas da OMS e equipamentos de protec¢ao individual.

3.3 Principios éticos

Como se trata de uma pesquisa clinica envolvendo seres humanos, o projeto foi
submetido & Comiss&o de Etica em Saude da UCP, que deu permiss&o para sua
execucao em 13 de janeiro de 2021. Todos os participantes que cumpriram 0s
requisitos da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Os processos para a recolha das amostras bioldgicas foram planeados

considerando o conforto dos envolvidos e estdo detalhados neste documento.

3.4 Recolha de amostra

3.4.1 O questionario
Os pacientes preencheram um questionario e foi feita a cada um uma observacao
oral. Todas as informagdes recolhidas foram registadas neste formulario digital e
guardadas na plataforma Qualtrics.O preenchimento do formulario teve como

objetivo a recolha dos seguintes dados:

Identificacdo da amostra, dados pessoais do paciente, informagdes gerais

sobre saude do paciente, COVID-19 e vacinagédo, Medicacdo cronica, habitos
tabagicos e alcodlicos, altera¢cdes hormonais, habitos de higiene oral, reabilitacao

protética, higiene oral, diagndstico de carie e diagnostico periodontal
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3.4.2 Exame clinico

A andlise do indice de Carie foi executada seguindo as diretrizes do ICDAS
(Sistema Internacional de Avaliacdo e Detecdo de Carie), um método
desenvolvido para fornecer uma perspetiva atualizada sobre a identificacao,

progresso e condicao da carie (19).

Tabela 1 - Definicdo dos cédigos do ICDAS adaptada modificada com base no estudo
(Rationale and evidence for the International Caries Detection and Assessment System
(ICDAS 11)) (19).

Superficie saudavel: sem alteragéo visivel apds secagem.

Alteragdo visual inicial: mancha branca ou marrom visivel apenas ap6s secagem.

Alteracdo visual distinta: mancha branca ou marrom visivel em dente imido.

Microcavidade localizada sem dentina exposta.

Sombra escura sob esmalte indicando cérie na dentina subjacente.

Cavidade distinta com dentina visivel.

ool INM]|=|O

Cavidade extensa com dentina visivel e perda de estrutura significativa.

A avaliacdo da saude periodontal dos pacientes foi determinada usando a
categorizacdo de patologias periodontais, langcada pela American Academy of
Periodontology em conjunto com a European Federation of Periodontology (20).
Os periogramas disponiveis na plataforma online perio-tools.com, serviram de
suporte para analisar os niveis de perda de insercéo e sangramento gengival, de

modo a permitir um diagnéstico periodontal preciso para cada paciente.
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Tabela 2 - Nova classificagdo de doengas Periodontais adaptada modificada baseada
no artigo (new classification scheme for periodontal and peri-implant diseases and
conditions: Introduction and key changes from the 1999 classification. J Periodontol.

2018)(20)

ESTAGIO DE PERIODONTITE ESTAGIO | ESTAGIO Il ESTAGIO Il ESTAGIO IV
(Periodontite (Periodontite (Periodontite (Periodontite
Inicial) Moderada) Grave com Grave com
potencial para potencial de perda
perda adicional de | da dentigdo)
dente)
SEVERIDADE | Perda de insergéo | 1-2mm 3-4mm 25mm 25mm
interproximal no
sitio de maior
perda
Perda Ossea Tergo coronal Terco coronal Estende-se a Estende-se &
radiografica (< 15%) (15% - 33%) metade ou metade ou a0
ao tergo apical da | tergo apical
raiz da raiz
Perda de dente Sem perda de dentes devido a Perda de dentes Perda de dentes
periodontite devido a devido a
periodontite: s 4 periodontite:
dentes 2 5 dentes
ESTAGIO DE ESTAGIO | ESTAGIO Il | ESTAGIO I ESTAGIO IV
PERIODONTITE
COMPLEXIDADE | Local Méaxima PCS Méxima PCS | Em adigio ao estagio Il: | Em adigéo ao estégio III:
sS4 mm s5mm PCS 26 mm Precisa de reabilitagdo
Na maioria das | Na maioria Perda dssea vertical 2 complexa devido:
vezes perda das vezes 3mm Disfungdo mastigatoria
ossea perda 6ssea Envolvimento de furca Trauma oclusal secundario
horizontal horizontal classe Il ou Il (dente com
Defeito de crista grau de mobilidade 2 2)
moderado Defeito de crista severo
Menos de 20 dentes
remanescentes (10
pares de antagonistas)
EXTENSAO E Adicionar
DISTRIBUICAO |ao 1. Localizada (< 30% dos dentes)
estagio 2. Generalizada (2 30% dos dentes)
como 3. Distribuigao Molar-Incisivo
descritor

3.5 Recolha, acondicionamento e conservacao das amostras
biolégicas

As recolhas das amostras de saliva, do biofilme oral e do biofilme aderido as
préteses cumpriram os procedimentos validados anteriormente no laboratério

SalivaTec.

3.5.1 Colheita de Saliva

A recolha foi executada pela técnica de “drooling”, na qual a saliva escoa
passivamente, sem estimulo, para um tubo de polipropileno de 50 mL. até atingir
cerca de 2 mL. Depois, as amostras foram fechadas, rotuladas e armazenadas

adequadamente no laboratorio.
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3.5.2 Colheita de biofilme oral
Consistiram mediante a raspagem da placa bacteriana (com palitos
esterilizados) em areas definidas da cavidade oral. O objetivo desta etapa foi captar

amostras representativas do biofilme aderido as superficies dentérias.
As regides especificas selecionadas para amostragem incluiram:

o Espaco interproximal entre os dentes 31 e 41, na face lingual;

o Espaco interproximal entre os dentes 11 e 21, na face vestibular;
o Espaco interproximal entre os dentes 15 e 16, na face vestibular;
o Espaco interproximal entre os dentes 35 e 36, na face lingual;

o Superficies oclusais dos dentes 16 e 36.

3.5.3 Colheita de biofilme das proteses removiveis

A recolha de biofilme da superficie da prétese removivel e da mucosa oral em
contato direto com essa estrutura. A colheita foi realizada com zaragatoas estéreis

de algoddo montados em haste plastica, apropriados para uso clinico.

3.5.4 - Processamento das amostras bioldgicas e identificacdo do
microbioma oral analisado

Apobs a rececgdo no laboratério SalivaTec, as amostras passaram por um pré-
processamento, com o proposito de prepara-las de forma adequada para analises

futuras.

3.5.4.1-Pré processamento das amostras

As amostras de saliva recolhidas foram divididas em aliquotas de 200 pL,
transferidas para tubos adequados a criopreservagao e armazenadas a -80 °C até
a realizacao das analises de laboratério. As amostras de biofilme, anteriormente
recolhidas com palitos e zaragatoas, foram sujeitas a agitacdo energética em

vortex durante 30 segundos, para libertar o material microbiolégico aderido.
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Posteriormente, o conteudo foi dividido em volumes de 250 pL, os quais foram
transferidos para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e conservados também a - 80

°C até o momento da analise.

3.6 Analise de dados

Os dados foram armazenados numa folha de calculo utilizando o software
Microsoft Excel. Procedeu-se a analise estatistica descritiva adequada a cada tipo
de variavel, abrangendo a analise de frequéncias absolutas e relativas, de acordo

com a natureza dos dados recolhidos.
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4. Resultados

Este estudo foi obtido por meio de uma sele¢éo de participantes por conveniéncia,
apenas analisados os pacientes da Clinica Universitaria da Universidade Catdlica
de Viseu. Foram considerados apenas o grupo de pacientes que preencheram aos
critérios de elegibilidade estabelecidos anteriormente, resultando em uma amostra

final de 69 participantes, que foram acompanhados no ano letivo de 2024/2025.

4.1 Caracterizacao demografica da amostra em estudo

Na analise demografica verificou- se que 39% da amostra total sdo do sexo

masculino e 61% do sexo feminino.

H Mulheres Homens

Figura 1 - Distribui¢do da populagdo de acordo com o género.

Relativamente a idade dos participantes verificou se uma populagdo adulta,
predominantemente numa faixa envelhecida, apresentando uma idade média de
71 anos. A menor idade foi de 35 anos, enquanto a maxima de 99 anos. Apesar
das amostras ser maioritariamente de uma populacdo mais idosa, observa-se
alguma variedade de idades entre o0s pacientes, manifestando uma

representatividade maior dentro do grupo adulto.
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Figura 2 - Distribuicdo de idades dos individuos da amostra.

4.2 Caracterizacao dos habitos de higiene oral

1x m2x ®m3x ENao lava

Figura 3- Distribuicdo da populagéo de acordo os habitos de higiene oral.
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Comparativamente aos habitos de higiene oral dos pacientes, observou-se que
a maioria efetua a lavagem dos dentes 3x ao dia (43/69), De acordo com o total
dos questionarios, apenas 5 participantes referiram lavar os dentes 1x por dia.
Enquanto 16 afirmaram fazé-lo 2x por dia. Cinco dos pacientes referem nao lavar

os dentes diariamente.

Quanto ao uso do fio dentario 54 paciente usam diariamente, 13 as vezes e 2 nao

usam.

Todos os pacientes observados (69) usavam prétese. A maioria (35) usava
préteses em ambas as arcadas, 27 apenas na arcada superior € 7 na arcada
superior. Destes pacientes apenas 55 usam as proéteses regularmente sendo que
2 refere usar as proteses as vezes e 12 refere ndo usar com regularidade. Ainda
relativamente aos habitos de uso 42 pacientes referem retirar sempre a protese
antes de dormir, 4 referem retira-la as vezes 3 raramente e 15 nunca retiram a

prétese antes de dormir. Houve 5 pacientes que nao sabe ou nao responderam.
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Figura 4 - Distribuicdo da populag¢ao de acordo os habitos de higiene da protese.

Relativamente a higienizacao da protese (Figura 4) a maioria dos pacientes usa
apenas agua para lavar a protese, ou usa um produto dentario (pasta de
dentes) ou ainda produto dentario e pastilhas de limpeza. Alguns pacientes
usam escovas, mas muito poucos usam o escovilhdo préprio para a
higienizacao de préteses.
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4.3 Caracterizacdo dos habitos comportamentais

Fumadores (2)

Ex-fumadores (4)

Nunca fumaram (13)

Figura 5 - Distribuicdo da populagéo de acordo os habitos de tabagismo.

Na caracterizagdo dos habitos comportamentais, observou-se que as grandes
percentagens dos participantes afirmaram nunca ter fumado (41/69). Entretanto,
(19/69) indicou ser ex-fumador. Por fim apenas 9 referiram ser fumadores
atualmente. Existe, portanto, uma baixa prevaléncia de tabagismo entre os 69

pacientes avaliados nesse estudo.

4.4 Caracterizagao da saude sistémica dos participantes da amostra

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Diabetes Hipertensao

Esim mnao mNS/NR

Figura 6 - Distribuigdo da populacao de acordo com a condicdo da saude sistémica.
NS/NR=n&o sabe ou néo responde
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No que diz respeito a condicdes sistémicas foi possivel apurar que a diabetes
mellitus esta presente em cerca de 9 participantes do estudo e os restantes 54
indicaram n&o possuir diagnostico de diabetes havendo 6 que ndo sabiam ou n&o

responderam.

Em relacdo a analise da hipertensédo arterial, 22 pacientes tinham esta condicéo,

mas a maioria (47) mencionaram nao apresentar esta condicéo.

m Sim = Nao NS/NR

Figura 7 - Distribuicdo da populagéo de acordo com a condi¢ao de xerostomia.

Verificou- se que 30 dos participantes disseram sentir sensa¢do de boca seca
constantemente, enquanto 39 ndo apresentaram esta queixa, mas quando
questionados se tinham xerostomia a maioria ndo sabe ou nao responde (Figura
7).

4.5 Caracterizacao do estado de saude oral dos participantes da
amostra

Os pacientes foram observados relativamente a sua saude oral mais
concretamente a saude periodontal, a presenca de carie dentaria ativa e a

presenca de estomatite protética.
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A observacao da saude periodontal dos 69 utentes, mostrou uma prevaléncia
elevada de alteracdes periodontais. 45 dos 69 pacientes tinha algum grau de
doenca periodontal 4 apresentavam gengivite 7 saude periodontal. Em 13

pacientes nao foi observada a saude periodontal.

v

m Doenca periodontal mGengivite m Saude periodontal NO

Figura 8 - Prevaléncia de doencga periodontal na amostra estudada.

4.6 Caracterizacao de resultados do uso de proteses
dentarias removiveis

100

80

67.7%

60

40t

Percentagem (%)

20

Prétese Acrilica Prétese Esquelética

Figura 9-Distribuicao de acordo com material usado nas proteses removiveis.
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Figura 10- Distribuicdo do tempo de uso das proteses removiveis.

Relativamente ao material que configura as préteses do estudo, verificou-se a
prevaléncia de proteses acrilicas (67,7%) nos pacientes estudados, enquanto
apenas (32,3%) usavam proéteses esqueléticas (Figura 10). Este resultado indica
uma predominancia das préteses acrilicas entre os participantes, possivelmente

devido ao seu custo reduzido e maior acessibilidade.

De acordo com o tempo de uso das préteses removiveis, foi possivel observa que
a grande percentagem dos participantes (cerca de 79%) utilizava as mesmas ha
menos de 10 anos, sucedendo o intervalo de 1 a 5 anos o0 mais habitual (Figura
11). Somente 3 pacientes relataram utilizar a protese ha mais de 10 anos, com dois

casos acima dos 30 anos de uso.
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5.Discussao dos Resultados

5.1 Caracterizacao demografica da amostra em estudo

O resultado adquirido permitiu observar que a generalidade dos participantes foi
composta por pacientes idosos, com uma média etaria de 71 anos e 62% do sexo
feminino. A faixa etaria € um parametro importante para a analise de Candida
albicans e o uso de protese dentaria, uma vez que o envelhecimento dos pacientes
estd associado com as altera¢des da cavidade oral, como por exemplo: reducdo
do fluxo salivar, mudangas da mucosas orais e diminuicdo da capacidade
imunitaria, todas essas condi¢cdes favorecem o crescimento e colonizacdo de

fungos (11).

Segundo os resultados obtidos na investigacao do Loster et al. foi possivel
comprovar que o género tem uma influéncia na presenca de Candida na cavidade
oral, sobretudo naqueles que sao portadores de uma prétese total (12). O estudo
demostrou com uma analise estatistica uma maior intensidade fungica entre
homens e mulheres, uma maior percentagem de Candida spp. nas mulheres (12).
Esse resultado pode estar relacionado a fatores hormonais, uma vez que varios
artigos ja correlacionaram que as hormonas estrogénios e progesterona podem
favorecer uma maior adesao microbiana e crescimento do fungo candida albicans

na superficie da mucosa oral (12).

Além disso, mulheres com uma idade mais avangada (pOs-menopausa) ja
apresentaram uma diminui¢ao do fluxo salivar e reducao das defesas imunolégicas

aumentando a suscetibilidade a colonizaggo fungica (12).

Portanto, pode se concluir que tanto o género como a idade dos pacientes sao
fatores de risco relevantes para a proliferacao do fungo da Candida albicans, e,
portanto, deverdo ser relevantes na populacdo estudada dadas as suas

caracteristicas.
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5.2 Caracterizacdo dos habitos de higiene oral

O resultado da anélise dos habitos de higiene oral das amostras recolhidas
evidenciou uma rotina de cuidados relativamente adequada, embora com algumas
limitagcdes em termos de abrangéncia e técnica. Observou- se uma baixa adesao
ao uso de fio dentario e nenhum dos pacientes informaram fazer uso de elixir em
sua rotina. A ma higienizacdo oral, demonstra um aumento significativo na
colonizacao por fungos do género Candida na cavidade oral (12). Isto porque, a
falta de limpeza favorece o acumulo de biofilme na superficie dos dentes (12). A
presenca dessa placa dentdria aderida oferece substrato e microambientes
anaerobicos para a proliferacao e aderéncia dos fungos oportunistas (12). Assim
pode se concluir que a manutencao de habitos de higiene oral adequada como,
uso do fio dentario e escovagem regular desempenha um papel essencial na

prevencao e controle da presenca da Candida albicans na cavidade oral.

5.3 Caracterizacao higiene das proteses removiveis

Uma limpeza correta das proteses removiveis é um fator decisivo na prevencao da
formacao do biofilme e, consequentemente na colonizagdo por fungos, como a
Candida albicans (14). No presente estudo, verificou- se que nem todos os
participantes tinham habitos de retirar as préteses para dormir, ainda assim a
maioria dos pacientes refere manter esta pratica positiva. O uso continuo a noite
estd associada ao aumento de humidade e da temperatura da mucosa em contato
com essa superficie, favorecendo assim, a proliferacdo desses microrganismos

oportunistas (14).

De acordo com a literatura, os métodos de limpeza ineficazes permitem a
acumulagcdo de residuos organicos e microbianos na protese tornando-a um

reservatorio de Candida albicans e outros patogenos orais. (14).

Contudo, observou-se que poucos participantes do estudo realizava uma
higienizacdo considerada completa, utilizando escova apropriada, agua e sabao
neutro e alguns pacientes complementavam a limpeza com pastilhas

efervescentes de desinfe¢do. Entretanto, a maioria dos pacientes limitava-se a
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limpeza com agua, sem agentes detergentes ou desinfetantes, o que indica uma
higienizacdo insuficiente para a remocg&o efetiva do biofilme presentes nas
superficies protéticas. Outros autores afirmam que a escovagdo mecanica
associada ao uso de sabao neutro e solugcbdes desinfetantes é primordial para

limitar a carga microbiana e prevenir a estomatite protética (14).

5.4 Caracterizagao dos fatores comportamentais

O resultado dos fatores comportamentais e o habito tabagico dos pacientes
participantes do estudo, revelou que a maioria dos participantes nunca fumou. De
acordo com a quantidade de participantes deste estudo, o resultado indica uma
baixa prevaléncia de tabagismo, o que é positivo, mas nao exclui o impacto

potencial do consumo de tabaco sobre o microbioma oral e a saude oral.

Em diversos estudos cientificos, o tabagismo é reconhecido como um fator de risco
para a saude oral (2)(5). Pode alterar o fluxo salivar e levar ao comprometimento
da resposta imunitaria local, indicando uma maior predisposi¢céo a coloniza¢ao por
microrganismos patogénicos (6). O efeito desidratante da nicotina e de outros
compostos do tabaco pode acentuar quadros de xerostomia, ja identificada em

alguns participantes deste estudo (6).

Mesmo apds a cessacao do habito, algumas alteragées consequentes desse uso,
podem persistir por periodos prolongados, mantendo um ambiente vulneravel a

disbiose, predisponentes a instalagdo de estomatite protética e candidiase oral (6).

No grupo de ex fumadores deste estudo, observou se uma tendéncia pratica de
higiene menos rigorosa entre esses participantes, o que pode contribuir para o
aumento da carga microbiana e a colonizacdo de superficies protéticas por

Candida albicans.

Embora a percentagem de pacientes fumadores seja reduzida, a presenga de ex
fumadores reforca a necessidade de avaliar o impacto do uso do tabaco na saude

oral de individuos reabilitados com protese removivel.
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5.6 Caracterizacdo da saude sistémica dos pacientes da amostra

Os resultados obtidos evidenciaram um predominio de patologias sistémicas entre
os participantes, especialmente a diabetes mellitus e em menor grau a hipertensao
arterial. Estas patologias sdo reconhecidas na literatura como condigbes que
influenciam de forma direta a saude oral e a reposta do hospedeiro (16). A diabetes
estd associada a alteracdes vasculares que estimulam o desenvolvimento de
doencgas periodontais, estomatite protética e infe¢cdes oportunistas, como a
colonizacao por Candida albicans, ou seja, niveis elevados de glicose na saliva e

diminuicdo do fluxo salivar, criam um meio propicio para a proliferagédo fungica (15).

A hipertensdao arterial, embora ndo esteja associada diretamente as infegbes, pode
contribuir devido ao uso prolongado de medicamentos anti- hipertensores que
estdo atualmente fortemente associados a xerostomia, tendo ja sido comprovada

a sua participacao na adesao microbiana as mucosas e proteses removiveis (16).

Portanto, frequéncia de alteracoes sistémicas como diabetes e hipertensao, nao
apenas intervém no estado geral da saude do utente, mas também atua como um
motivo predisponente para as alteragées do microbioma oral, levando o aumento

da suscetibilidade a infegdes fungicas.

5.7 Caracterizagcdo da saude oral dos pacientes do estudo

A saliva tem um objetivo essencial na formagao e composi¢cdo do microbioma oral
humano (6). Esse fluido forma uma pelicula adquirida sobre os dentes, fornece
nutricdo, controla o pH do biofilme, mantendo neutro para favorecer a manutengao
de microrganismos benéficos para o equilibrio do microbioma oral humano (6).
Logo, quando ha uma hiposalivagdo, essa harmonia € modificada levando a
disbiose, que se -caracteriza como disturbio microbiano, favorecendo o

desenvolvimento de condi¢des orais patogénicas e prejudiciais a saude oral (6).

De acordo com a analise do estudo, o nivel de pacientes com queixa de boca seca

era consideravel embora um diagnéstico verificado de xerostomia né&o
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tivesse sido possivel na maioria dos pacientes. Foi verificado que os mesmos
participantes com o diagnostico de doencgas sistémicas, como por exemplo a
diabetes mellitus ou hipertensdo arterial obteve uma correlagdo relevante com a
baixa da quantidade desse fluido na cavidade oral. Portanto, é importante reforcar
que ha uma influéncia dos fatores sistémicos e farmacolégicos sobre a funcao
salivar, podendo cooperar para um ambiente oral mais propicio ao aumento de
alteracdes na mucosa e infe¢des oportunistas pelo fungo da Candida albicans (6).
Desta forma é essencial aumentar a literacia em saude oral para que pacientes

e cuidadores valorizem os sinais de xerostomia ou mesmo hiposalivacdo.

A avaliacdo da saude periodontal comprovou um predominio de modificagdes
periodontais, com destaque para casos de periodontite generalizada. A idade
avancada, doencas sistémicas e a utilizagao prolongada de préteses removiveis e
habitos de higiene oral insuficientes (12)(6) favorecendo o desenvolvimento de

processos inflamatdrios crénicos nos tecidos periodontais (6).

De acordo com diversos estudos ha uma associacdo entre a periodontite e a
colonizacao de Candida albicans, especialmente em portadores de proteses (4). A
presenca deste fungo em bolsas periodontais pode agravar a inflamacao oral,
através da produgdo de enzimas proteoliticas e fatores de viruléncia que degradam

o tecido conjuntivo e o epitélio de insergéo (10).

A Candida albicans pode interagir com bactérias presentes no tecido de suporte,
como Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, originando biofilmes
mistos com maior resisténcia a acao antimicrobiana e a resposta imunitaria do

hospedeiro (10).

O resultado enaltece a importancia de uma abordagem multidisciplinar e como o
acompanhamento regular do paciente, a fim de diminuir a carga fungica de

proliferamente e preservar a saude periodontal em usuarios de proteses removiveis

A doenca de carie esta presente em 26,3% de pacientes do estudo, enquanto
73,7% néo evidenciaram sinais clinicos da doenga no momento da avaliagdo. Essa

percentagem é relativamente baixa.
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Os portadores de reabilitagdo prostética, apresentam se com uma relevante
predisposi¢cado para o surgimento dessas lesdes cariosas (5). Como ja foi descrito
anteriormente, a acumulacdo de placa bacteriana, ma higienizacdo, disbiose
microbiana e da reducao do fluxo salivar, favorecem um ambiente vulneravel para

a manutencao desses microrganismos patdégenos em boca (5).

Além disso € importante salientar que estudos comprovam, que ha uma interagcéo
entre Streptococcus mutans e Candida albicans, na qual revelou que a
coexisténcia dessas espécies na saliva aumenta significativamente a viruléncia do
biofiime, devido a maior producdao de polissacarideos extracelulares e a

intensificacdo da adesao (17).

5.8 Caracterizagdo das proteses removiveis observadas no estudo

Esse estudo indica um predominio de proteses acrilicas (67,7%) entre os
participantes do estudo. Diferentes autores, apontaram que as proteses removiveis
confecionadas em resina acrilica, apresentam uma maior suscetibilidade a adesao
e proliferacdo do fungo Candida (15). Essa colonizacdo esta relacionada a
rugosidade superficial e a porosidade intrinseca do material, que promovem a
detencao de biofilme, ou seja, a uma formacao de “abrigos” que acoplam esses
microrganismos a superficie da prétese, a sua estrutura facilita o surgimento
desses nichos (15).Além do material usado na confecdo, também é relevante
considerar o tempo de uso das proteses. Logo, nesse estudo foi visto que 79% dos
pacientes utilizam suas proteses com menos de 10 anos de fabrico, o que é
favoravel, pois literaturas indicam um aumento significativo da proliferacao de

Candida albicans em proteses mais antigas (18).

Tal informacgao correlaciona se com outros fatores também presentes, como por
exemplo, ma higienizacao oral/ protética, material que as constituem (18). Sendo
assim € importante gerar estratégias de substituicdo e manutencao preventiva
periodica das proteses, para evitar a acumulacao de alteragdes superficiais e

adesoes fungicas.
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6. Consideragoes finais

Esta investigagdo € um ponto de partida para a caracterizagdo molecular das
amostras biolégicas recolhidas quanto a diversidade de espécies do género
Candida em pacientes portadores de reabilitacdo oral. Neste estudo, foram
analisados dados demograficos, habitos de higiene oral e das préteses, habitos
comportamentais, condi¢des sistémicas e orais como também dados especificos
como o tempo de uso, rotina noturna e material das préteses removiveis.

Estes dados comprovaram uma nitida relacdo entre a proliferacdo do fungo
Candida albicans e fatores predisponentes para sua patogenicidade.

Apesar de nao ter sido possivel o estudo em bancada devido a condicoes
limitantes, ficaram caracterizados 69 individuos sendo que apenas para 29 existem
todos os elementos de amostra biolégica recolhida. Ainda assim os questionarios,
a recolha de amostras do biofilme, compdéem uma base sélida para estudos
posteriores, na qual possam explorar a diversidade e a identificacdo molecular
das espécies de Candida presentes neste grupo de pacientes. Sugere-se que
estudos futuros possam utilizar métodos moleculares para identificacao e analise
das espécies de Candida. De acordo com uma breve pesquisa, os estudos
mostram procedimentos laboratoriais para chegar a estes resultados. A
sequenciacao da regiao ITS do rRNA, é a referéncia mais utilizada pela sua
capacidade de distingdo entre espécies (13). Outras técnicas, tipo PCR- RFLP e
PCR, permitem a diferenciacdo entre C. albicans e C. dubliniensis, utilizando o
gene HWP1 (14). O método MALDI-TOF MS oferece uma identificagcdo bem rapida
e precisa, apesar de ser limitada por bases de dados de perfis ainda pouco

robustas (15). Técnicas mais recentes, tal como gPCR multiplex e HRM, permitem

a detecao eficiente de espécies clinicamente importantes, tipo C. auris (16). Uma

limitacdo do estudo relacionou-se com a indisponibilidade de material essencial
para as analises previstas com o Saliva-Tec. A auséncia dos primers necessarios
impediu o avango dos procedimentos laboratoriais, e a sua encomenda implicaria
um periodo de espera demasiado prolongado para ser compativel com o calendario
definido para a investigagao. Esta restricdo condicionou a realizagao das analises
planeadas e reduziu o alcance dos resultados possiveis dentro do tempo

disponivel.
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8. Anexos

Anexo | - Parecer Comité de Etica em Saude-UCP

UNIVERSIDADE
CATOLICA
PORTUGLUESA
Parecer sobre o projeto n2 113
Comiss3o de Etica para a Salide da Universidade Catélica Portuguesa
Mandato 2019/2023
Projeto de Investigagdo

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 Dentaria da UCP/Clinica Dentaria Universitaria da UCP

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

Investigadores responsaveis: Prof. Doutora Maria José Correia e Prof. Doutora Ana Sofia Duarte.
Equipa de Investigag¢do: 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 atencdo 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 satide e bem-estar do hospedeiro humano.
A boca abriga um dos mais diversos microbiomas do corpo humano e é 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 alteragdes do microbioma intestinal, as interagdes hospedeiro-
microrganismo na satde e doengas e o impacto do microbioma no bem-estar dos hospedeiros, muito menos
informagdo 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
variagdo intra e inter individual da composi¢do das espécies, existe um microbioma “core” que conserva
determinadas caracteristicas genéticas e metabdlicas. Este microbioma “core” ndo esta ainda totalmente
definido e a sua variagdo com caracteristicas como a idade, o género, alimentagdo, zona geografica e a relagdo
com patologias ou condigdes clinicas, também n3o estd suficientemente estudada para a maioria das
populagdes, O conhecimento deste micorbioma “core” é fundamental uma vez que, existem evidéncias que
sustentam que um microbioma saudavel difere na composigdo taxondmica de outros microbiomas que
promovem a disbiose. Como a disbiose ao nivel do microbioma acontece antes do diagnéstico clinico de
doengas orais ou sistémicas, conhecer a ecologia do microbioma oral humano tem impacto nas estratégias de
diagnostico precoce e, portanto, prognoéstico e monitorizagdo em sadde.

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

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

Populagdo e amostra: Utentes da clinica Dentdria Universitdria 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: Nao 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 observagdo 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 diagndstico precoce, monitorizagdo e, portanto,
prognéstico favordvel de patologias orais e sistémicas utilizando estratégias ndo invasivas.

RGPD: Apenas o Investigador Principal tem acesso a correspondéncia entre o cédigo gerado para o
questiondrio e amostras bioldgicas e o numero do processo clinico. O estudo estd 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 investigagdo preenche os requisitos pedidos pela CES. Foram enviados os CVs dos
investigadores responsaveis, do investigador mestrando, da equipa de investigagdo 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 Autorizagdo de recolha de dados na Clinica Dentdria Universitaria da UCP. Relativamente a
confidencialidade e a RGPD, o projeto inclui a declaragdo 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 n? 25 da CES-UCP
Presidente: Doutora Mara de Sousa Freitas
Vice-Presidente: Doutora M2 Teresa Marques
Doutor Jerénimo Santos Trigo
Doutor Pedro Garcia Marques
Dr. Eugénio Fonseca
Doutora Ana Mineiro Zaky
Doutora Marta Brites
Mestre lvone Gaspar

Conclusdao

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 Favordvel desde que seja enviado documento relativo
ao processo de assentimento dos menores.

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

A Presidente,

Hewa de Sousa Treites

Mara de Sousa Freitas
13/01/2021
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Anexo | Il - Consentimento Informado.

CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE PARA
PARTICIPAGCAO EM ESTUDOS DE INVESTIGAGAO
(de acordo com a Declaragao de Helsinquia e a Convengao 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 condigbes

clinicas dos utentes.

Descrigao do Estudo: Os microrganismos sao 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. Numa 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
duragao 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 é 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 metagendémica.

Vantagens e riscos na participagao solicitada: Este estudo ndo envolve
procedimentos que nao se enquadrem na pratica clinica normal nem pretende
testar novos produtos ou medicamentos. A participagdo neste estudo €
totalmente voluntaria e anénima, 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 explicagbes aos
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responsaveis pela investigagdo, 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 identificagdo esta no fim deste formulario. A sua
contribuigdo com dados e amostras para este estudo permitira conhecer melhor
a relagao entre os microrganismos da cavidade oral e a saude dos individuos.
Este estudo néo é financiado e a participagdo ndo implica qualquer remuneragao
ou encargo econdémico para o participante. Os participantes colaboram de forma
voluntaria, livre e esclarecida.

Medidas de Mitigagao dos Riscos Reais ou Potenciais: Uma vez que neste
estudo n&o 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 (como o acesso, a retificagdo ou a eliminagdo), bastando o mesmo
ser solicitado a Encarregada da Prote¢ao de Dados deste estudo (contactos no
final do documento). Para além do referido, o participante pode efetuar uma
reclamacao junto do Encarregado de Protegdo de Dados (DPO - Data Protection
Officer) da UCP, que a encaminhara para a Comissao Nacional de Protegdo de
Dados (CNPD), caso considerem que existe um incumprimento legal a protegao
de dados por parte equipa de investigagao (contactos no final do documento).

Confidencialidade e anonimato: Os investigadores garantem o anonimato e a
confidencialidade dos dados recolhidos. A informagéo é recolhida apenas pelo
Investigador Principal, num momento Unico de observagdo, em ambiente de
privacidade, ndo permite a identificagéo do participante e € 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 investigagao, os dados armazenados serao eliminados e
¢é garantido que a identificagao 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 publicagbes em revistas com revisdo por pares e constituirdo parte
do corpo de informagao e conhecimento cientifico que permite desenvolver
novas formas de diagnoéstico precoce e monitorizagdo da saude com a utilizagéo
de amostras nao 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 bioldgicas de saliva e biofilme oral (placa dentaria). As recolhas das
amostras biol6gicas sdo ndo invasivas e totalmente indolores.

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

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

serao 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 qualquer informagao/duvida que possa surgir
durante este estudo.

Data: / /

Assinatura do Investigador Principal:
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Por favor, leia com atengéo toda a informagao. Se achar que algo néo esta claro,
néo hesite em solicitar mais informacgdes. 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
utilizagao dos dados que de forma voluntaria fornego, confiando em que apenas
serdo utilizados para esta investigagdo e nas garantias de confidencialidade e
anonimato que me séo 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 representagao:

Assinatura:

Contacto do Encarregado de Protegdo 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 Protegdao 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 lll — Ficha de recolha de dados dos doadores.

1. CODIGO

1.1. Identificador (nimero do processo) :

2. DADOS DA AMOSTRA

2.1. Codigo da amostra:

2.2. Cddigo do paciente:

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

2.4, Material biolégico:
Saliva
Bochecho
Biofilme

O 00O 0o

N&o 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
O Clinica Dentaria UCP
0O Actividade Sénior Viseu
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O Outros

3. DADOS PESSOAIS DO DADOR

3.1. Origem do paciente

O

O

a

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

Clinica dentaria UCP
Centro Hospitalar Tondela Viseu

QOutros

3.3. Género

O Feminino

O Masculino
3.4. Raga

0O Caucasiana

0O Africana

O Oriental

O Cigana

O Outra

O Nao respondeu

3.5. Nivel de Escolaridade

Basico (até ao 9° ano)
Médio (até ao 12° ano)

Licenciatura, Mestrado e/ou Doutoramento
Outra

Nao respondeu
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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 hipertensédo?
O Sim
O Nao

O Nao sabe

4.2. Tem Diabetes?
O Tipo1

O Tipo2

O Nao sabe (qual o tipo)
O Nao tem

4.3. Tem ou ja teve alguma destas patologias?

Sim Nao | N&o sabe

Problemas cardiacos

Doencas de sangue

Doengas de figado

Doengas de estdmago

Doengas renais

Doengas intestinais

Cancro

Alergias

Outras doengas

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

O Nao

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

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

O Nao tem

4.8. Qual ?

5. COVID-19

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

O Nao

55



5.2. Ja foi submetido a vacinagao?
O Sim

O Nao

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

O Outra. Por favor especificar qual:

5.4. Quantas doses ja recebeu?

6. MEDICAGAO
O grupo de questdes que se segue pretende recolher informagdes
relevantes relativas a sua medicagao:

6.1. Faz algum tipo de tratamento médico ou medicagdo com regularidade?
O Sim
O Nao
O Nao sabe

6.2. Se sim, refira-o:
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6.3. Fez algum tipo de tratamento médico ou medicagao nos ultimos 30 dias?
0O Sim
O Nao

6.4. Se sim, refira-o :

6.5. Responda as seguintes questoes:

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) antibiético(s):

7. HABITOS TABAGICOS

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

7.1. Fuma ou ja fumou?
O Sim
O Nao
O Ex-fumador



7.2. Se fuma/fumou:

O Com que idade comegou a fumar?
O Nao sabe

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

O Até10

0O Mais do que 10

O Nao sabe

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

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

O ldade

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

N° copos vinho O Até 0O Mais O Nao O Nao
(por semana) 14 de 14 sabe bebe
N° cervejas (por o Até O Mais O Nao O Nao
semana) 14 de 14 sabe bebe
NO

i i i O Mais O Nao O Nao
digestivos/bebidas O A7

brancas (por de7 sabe bebe
semana)

8.4. Deixou de beber? Se sim com qual idade?
O Sim
0O Nao

9. ALTERAGOES HORMONAIS
O grupo de questdes que se segue pretende avaliar possiveis alteragdes
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



10.4. Quando foi a ultima vez que visitou um dentista?
0O Ha1ano
O Ha2anos
O Entre 2 e 5 anos
O Ha mais de 5 anos
O 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?
O Sim
O Nao

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

11. REABILITAGAO PROTETICA
As questdes que se seguem relacionam-se com o uso de prétese.

11.1 Utiliza protese?
0O 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 o
Inferior o u =

11.4. A que tipo de classificagdo de Kennedy corresponde a prétese que

utiliza?
Sem
Classe | Classe Il | Classe lll | Classe IV . B
classificagao
Superior o O o 2 2
Inferior o o o o o

11.5. Quando utiliza a(s) protese(s) ?
O Sempre
O As vezes
O Sé durante as refeigdes

O Nunca




12. SAUDE ORAL

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

12.1. Condigéo atual de cada elemento dentario:

Ausente

Cariado

Desvitalizado

Restaurado

Implante

Raiz

1"

12

13

14

15

16

17

18

21

22

23

24

25

26

27

28

31

32

33

35

36

37

38

4

42
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12.2. ICDAS - Arcada superior
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12.3. ICDAS — Arcada Inferior
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12.4. As questdes a seguir referem-se ao diagnédstico periodontal (nova
classificagao).

Preencher Perio Chart e copiar informagées 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 I

Estadio IV

Grau A

Grau B

Grau C

Mucosite Peri-implantar

0O 00O0ODO0OO0ODOODOODOOODOOoOO OO oOoao

Peri-implantite

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

64



12.6. Necessidade de tratamento médico-dentario?
0O Sim
O Néao

12.7. Necessidade de reabilitagdo protética?
0O Sim
O Nao
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