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Resumo

Introducao: A carie é a principal doenga cronica a afetar o ser humano. A avaliagéo do
risco de carie € essencial para encontrar individuos mais propensos a desenvolver estas
lesdes e assim individualizar o plano de tratamento, fornecendo medidas preventivas para

evitar o aparecimento ou progressao da doenca.

Objetivos: Desenvolver um indice de avaliagéo do risco de caries com base no CAMBRA
modificado pela adicdo e modificagcao dos fatores analisados. Iniciar a aplicagao do indice
a populacdo da CDU-UCP verificando a exequibilidade dos procedimentos e deixando

recomendacgdes para a continuagao do estudo.

Materiais e métodos: Foi modificado o indice de risco de carie CAMBRA tendo sido
posteriormente aplicado num estudo observacional transversal que incluiu 80 pacientes que
frequentaram a Clinica Dentaria da Universidade Catdlica Portuguesa de Viseu durante o
periodo de recolha de dados. Cada paciente que cumpriu o0s requisitos necessarios para
participar neste estudo foi observado pelos investigadores que recolheram os dados do
paciente através de um questionario, de uma avaliacao intraoral, e na recolha de amostras

de saliva e de biofilme.

Resultados: Nos 80 pacientes avaliados, classificamos como risco baixo 56,25% (n=45),
risco moderado 27,50% (n=22), risco elevado 13,75% (n=11) e risco severo 2,50% (n=2).
Foi verificada a exequibilidade dos procedimentos embora haja melhorias a fazer

nomeadamente nas analises microbioldgicas a realizar.

Conclusao: Neste trabalho cumpriram-se os objetivos de verificar a exequibilidade de
aplicacao do indice proposto, bem como de avaliar as alteragdes necessarias para aplicar
o indice de forma mais generalizada na CDU-UCP, nomeadamente em todas as primeiras
consultas. Desta forma o acompanhamento dos pacientes torna-se mais preciso e mais
personalizado e os futuros médicos dentistas sao treinados neste tipo de avaliagcao que

podem depois levar para a sua pratica clinica pds-graduada.

Palavras-chave: Carie dentaria, Prevencao de carie, CAMBRA, Risco de carie, indicadores
de doenca, fatores de risco, fatores de protecéo.



Abstract

Introduction: Caries is the main chronic disease affecting humans. The assessment of

the risk of caries is essential to find individuals more likely to develop these lesions and thus
individualize the treatment plan, providing preventive measures to prevent the onset or

progression of the disease.

Goal: Develop an index of assessment of caries risk based on CAMBRA modified by the
addition and modification of the analysed factors. Initiate the application of the index to the
population of the CDU-UCP verifying the feasibility of the procedures and leaving

recommendations for the continuation of the study.

Materials and methods: The CAMBRA caries risk index was modified and then applied

in a cross-sectional observational study including 80 patients who attended the CDU-UCP
during the data collection period. Each patient who met the necessary requirements to
participate in this study was observed by the investigators who collected patient data through

a questionnaire, an intraoral evaluation, and the collection of saliva and biofilm samples.

Results: In the 80 patients evaluated, we classified 56.25% as low risk (n=45), 27.50% as
moderate risk (n=22), 13.75% as high risk (n=11) and 2.50 as very high risk. % (n=2). The

feasibility of the procedures was verified, although there are improvements to be made,

namely in the microbiological analysis to be carried out.

Conclusion: In this work, the specific objectives of verifying the feasibility of applying the

proposed index were fulfilled, as well as to evaluate the changes necessary to apply the
index more generally in CDU-UCP, in all first appointments. In this way, patient follow-up
becomes more accurate and personalized and future dentists are trained in this type of

assessment that they can then take to their post-graduate clinical practice.

Key words: Dental caries, Caries prevention, CAMBRA, Caries risk, disease indicators,

risk factors, protective factors.
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1. INTRODUCAO

A carie é a principal doencga cronica a afetar o ser humano (1). Visto que as
pessoas vivem mais tempo e conservam mais a denticdo natural, € primordial
identificar os fatores de risco para atuar de forma efetiva no tratamento das lesdes de
carie (2). Trata-se de uma doenga progressiva, caracterizada pela exposi¢ao
prolongada a um meio acido, iniciada por atividade microbiana a superficie, que

resulta em perda de minerais das estruturas que constituem o dente (3,4).

A lesdo cariosa resulta da interagdo entre bactérias acidogénicas, biofilme e
fatores de risco individuais, diferente da ideia do modelo classico “one pathogen-one
disease” onde o objetivo era o tratamento das consequéncias da patologia, e ndo da
doenca em si (3). Atualmente a estratégia de atuacéo na carie envolve a analise de
todos os fatores de risco para determinar quais potenciam a doencga e assim adequar
a terapéutica para evitar a sua progressao (5). E importante para a sua gestao, avaliar
tanto os parametros qualitativos como os quantitativos, mas também as diferentes

relagcdes entre os microrganismos e o efeito desse sinergismo (5).

De todas as bactérias com capacidade de colonizar, produzir acidos e induzir
caries, a Steptococcus mutans é o principal agente responsavel pelo desenvolvimento
da carie dentaria (6). Esta desempenha um papel importante no inicio das lesdes,
embora nao signifique necessariamente que a sua presenca leve ao desenvolvimento

de um processo carioso (7).

O eventual desenvolvimento da carie dentaria depende da relacdo entre a
desmineralizacdo e a remineralizacdo na superficie dentaria, sendo que quando os
fatores patologicos se sobrepdéem aos fatores de protegao, inicia-se uma lesao de
carie (8,9). E importante equilibrar os fatores patoldgicos com os fatores de protecéo

para impedir a iniciagao e progressao destas lesdes (9).
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Figura 1. Diferentes fatores que influenciam a doenca de carie (Imagem adaptada do Journal of the California
Dental Association, de Featherstone et al., 2019).

O microbioma oral contribui para a saude do hospedeiro, e previne infe¢cdes por
microrganismos exdégenos potencialmente patogénicos, impossibilitando a sua ligacao
e, consequentemente, impede-os de causarem infecdo. Além disso, ajuda na

regulacao da resposta inflamatoria das bactérias comensais na cavidade oral (10).

A relagdo de sinergismo entre a microbiota e o hospedeiro € um processo
dinamico. Qualquer alteracao consideravel que ocorra no biofilme oral pode afetar a
atividade metabdlica dos microrganismos, e levar a um desequilibrio na microflora,
denominado de disbiose, aumentando a suscetibilidade de desenvolver um processo

carioso (7,10).

Nao sdo os microrganismos que levam ao aumento do risco de carie, mas sim
as consequéncias das interagdes entre eles (7). A relagdo de antagonismo entre as
bactérias comensais e as bactérias cariogénicas € um fator fundamental que afeta e
composicdo e ecologia do biofilme. Algumas bactérias conseguem diminuir a
acidificagcao da placa bacteriana e, consequentemente, interferir com o crescimento e

viruléncia dos microrganismos patogénicos (11).

A competicao entre os colonizadores iniciais da cavidade oral e a diversidade
de espécies cariogénicas € um biomarcador preponderante para determinar o risco
de carie, pois uma maior quantidade de bactérias cariogénicas pode levar a disbiose,
potenciando o desenvolvimento destas lesbes (12).



Em individuos saudaveis, as bactérias que predominam na cavidade oral séo
as comensais, tais como S. gordonii, S. sanguinis e S. parasanguinis, que apesar de
eventualmente poderem causar algum problema em alguma area do corpo, na
cavidade oral a elevada propor¢cao das mesmas, esta associada a saude oral. Estas
espécies carioprotetoras controlam a populagdo de espécies cariogénicas pela
producao de produtos alcalinos, tais como péroxido de hidrogénio e outras
substancias inibitérias (13). Nao obstante, em condigdes de disbiose, a produgao de
acido lactico, faz com que ocorra uma competicdo de espécies bacterianas,
diminuindo a quantidade de espécies que nao sao acido-tolerantes e favorecendo o
crescimento e metabolismo de espécies cariogénicas. Assim, para este desequilibrio
ocorrer, a favor do desenvolvimento das caries, nao é suficiente apenas a presenca
destas espécies patogénicas, mas também a constante ingestdo de agucares é

substancial (12).

Uma dieta rica em acucares fornece o substrato ideal para as bactérias
cariogénicas, influenciando na produgao de acidos, na alteragao no tipo e quantidade
de biofilme, interferindo na composicdo microbiana, podendo afetar a qualidade e

quantidade da saliva produzida (14).

A saliva tem a capacidade de manter o pH, funcionando como solugao tampao
e promovendo a remineralizagao dentaria. Para além disso, atua como uma barreira
permeavel e seletiva que vai diminuir a desmineralizacdo. A saliva tem ainda a

capacidade de remoc&o mecanica de residuos alimentares (15).

A xerostomia, que é a diminuicao do fluxo salivar, pode ocorrer como efeito
adverso da exposicao a radiacdo na cabeca e pescogo, bem como efeito adverso a
algumas medicac¢des e desordens sistémicas. Um paciente com estas condigoes,
perde a capacidade natural de protecao e remineralizagao pela falta de ides de calcio
e fosfato na saliva, e para compensar, necessita de medidas adicionais (15).

A exposicao ao fluor reduz a incidéncia de novas lesdes de carie e controla as
existentes, através da modificagdo do metabolismo bacteriano pela inibigao de alguns

processos enzimaticos (16). Além disso inibe os produtos acidos pela modificacdo da



microflora e/ou a atividade metabdlica dos microrganismos, diminui a
desmineralizacdo pela redugcdo da solubilidade do esmalte e promove a

remineralizagdo nos estagios iniciais do processo carioso (17).

Considerando a proporc¢ao de lesdes de carie nao tratadas e o seu impacto na
qualidade de vida, é essencial identificar os pacientes com essas lesdes e detetar
aqueles com potencial de risco elevado (18). Além da dor e desconforto causado por
essas lesdes, as caries dentarias também podem estar associadas a potenciais
efeitos sistémicos (19). Alguns autores concluiram que Steptococcus mutans esta

relacionado com a maioria das endocardites bacterianas (20).

Existe a necessidade de priorizar a prevencao e promocio de saude oral, de
maneira a diminuir a prevaléncia da carie dentaria e as suas consequéncias (21). As
restauracoées dentarias ndo sdo permanentes, com o tempo ocorrem infiltragdes e,
consequentemente, precisam de ser substituidas e mais estrutura dentaria tera de ser
removida. Muitas vezes é necessario tratamento endodéntico que acaba por fragilizar
ainda mais o remanescente dentario, o que leva posteriormente a necessidade de
uma reabilitacao protética, levando no limite a remocao cirurgica e eventual colocagao
de implante para restabelecer a estética e a funcéo. E essencial ndo entrar neste ciclo

patoldégico para preservar ao maximo a estrutura dentaria e evitar custos acrescidos

(5).

Historicamente, a atuacao perante as lesdes de carie iniciais baseava-se na
ideia de que o tratamento da carie € um processo progressivo que acabaria por
destruir o dente, a menos que efetuassem o tratamento restaurador. Ainda € comum
alguns profissionais atuarem dessa maneira perante estas lesdes, apesar das
evidéncias cientificas demonstrarem que a remocgao destas lesbes nao alteram o
processo da doenca (22). Se os fatores que levaram a lesdo nao forem controlados,
0 processo carioso vai acabar por voltar (23).

E fundamental efetuar um bom diagnéstico clinico ao nivel de progressao das
lesdes cariosas para intervir de forma conservadora (24). O diagnédstico de lesdes

incipientes permite-nos reverter ou interromper o processo, através da modificacdo
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dos fatores patologicos ou pela aplicagcdo de medidas preventivas, preservando

estrutura dentaria (22).

Os indicadores de doenca (lesbes de mancha branca, alteracbes da
translucidez, cavitagbes) n&o indicam o que causou a doenga nem como a tratar,
apenas permitem avaliar a existéncia ou ndo da doenca. E o ambiente local que
determina como o biofilme se comportara na superficie do dente e se a doenca é
grave o suficiente para resultar em desmineralizagdo, onde ha uma maior perda de

minerais em relagdo aos que se ganham (25).

Atualmente com a facilidade de acesso a cuidados de saude oral, os individuos
conservam ao maximo a denticdo natural. Com a idade é normal o aparecimento de
recessdes gengivais. Estas funcionam como areas retentivas para a retengao de
placa, e, consequentemente, para a colonizagdo bacteriana, tornando os individuos

mais suscetiveis ao desenvolvimento de lesdes de carie (16).

Além destes fatores de risco, a morfologia interna dos sulcos dos dentes
posteriores, dependendo da profundidade, também influencia nas condi¢cdes para o

crescimento bacteriano (26).

A avaliacdo do risco de carie é essencial para encontrar individuos mais
propensos a desenvolver estas lesdes e assim individualizar o plano de tratamento,
fornecendo medidas preventivas para evitar o aparecimento ou progressao da doenca
(26). Além disso, ajuda a preconizar a frequéncia de consultas e a necessidade ou

nao de meios complementares de diagndstico (27).

Hoje em dia, ha varios métodos de avaliagdo do risco de cérie, tais como:
Cariogram, CAMBRA, ADA CRAs e AAPD CRAs (9). O protocolo CAMBRA® (Caries
Management by Risk Assessment) foi desenvolvido em 2002 na Califérnia, sendo

orientado para a prevencao, reversao e intervengdo quando necessaria (22).

O CAMBRA é uma representacgao visual da relagdo entre os fatores de risco,

fatores de protecao e indicadores de doenga. O equilibrio ou desequilibrio entre estes
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fatores vai determinar se a doenga estabiliza, progride ou é revertida (28,29). Quando
os fatores de risco patolégicos prevalecem, a probabilidade da doenga progredir é
elevada, quando os fatores de protecao prevalecem, as lesdes de carie estabilizam

ou revertem, dependendo do estagio da lesao (30).

O CAMBRA néo indica o numero de caries que podem ocorrer no futuro, mas
sim o potencial cenario de risco. Serve de ferramenta para educar os pacientes
através da discussao sobre os fatores de risco, mas também para efetuar um plano
para promover habitos protetores e serve de motivacdo para modificar
comportamentos (26,31). Além disso, este plano personalizado, indica a periodicidade

de consultas de acordo com o risco de carie do paciente (32).

Deste modo foi proposto um estudo na Faculdade de Medicina Dentaria com

0s seguintes objetivos:

- Desenvolver um indice de avaliagao do risco de carie com base no CAMBRA,

modificado pela adigdo e/ou modificagdo dos fatores analisados;

- Aplicar o indice aos pacientes que frequentam a clinica da FMD-UCP durante

2 anos;
- Avaliar os fatores com maior valor preditivo no risco de carie;

- Desenvolver uma aplicagao chairside que facilite a avaliagao do risco de carie.

O cumprimento de todos estes objetivos € incompativel com a realizacao de
uma dissertacdo durante um ano letivo, assim sendo no presente trabalho os objetivos
a cumprir sao:

- Desenvolver um indice de avaliacao do risco de carie com base no CAMBRA,
modificado pela adicao e/ou modificagao dos fatores analisados;

- Aplicar o indice aos pacientes que frequentam a clinica da FMD-UCP durante
marco e abril de 2022;

- ldentificar necessidades de modificagdo na recolha de informacgédo para
calculo do indice;

- Verificar a exequibilidade e otimizar a recolha de informagdo na Clinica

Dentaria Universitaria.



2. Materiais e métodos

Caracterizacao do estudo

O presente estudo é do tipo observacional transversal, estando incluido num
estudo longitudinal, realizado com base na aplicagdo de um questionario ao paciente,
numa avaliagao intraoral, e na recolha de amostras de saliva e de biofilme. Com isto,
pretende-se desenvolver um indice para avaliar o risco de carie dentaria, baseado no
CAMBRA. A amostra consistiu em pacientes que frequentaram a CDU-UCP durante

o periodo de recolha.

Proposta de indice

Tabela 1. Tabela de comparagdo dos indices de cdrie.

Proposta de indice

Indicadores de doenga

Dieta - Frequéncia

Dieta - Contelido

Percentagem de p|aca Sim (analise microbiolégica— Quantificagéo
da carga bacteriana total)
Fatores de protegéo Area com fluoretacéc das aguas

Utilizac&o de fio dentario

Profundidade de sulcos e
fissuras

Exposigdo radicular

Fatores que podem afetar o
fluxo salivar

Aparelho ortodéntico

Uso de drogas recreativas
Fluxo salivar

Ph salivar

Quantidade de bactérias
cariogénicas
Quantidade de bactérias Sim. (Strept s gordonii e Strept

carioprotetoras
Julgamento clinico

- Fator analisado nesse indice
Fator ndo analisado nesse

indice
Fator adicionado/modificado
relativamente ao CAMBRA
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A tabela representa os fatores analisados em cada indice. Foi utilizado para
comparar a versao original do CAMBRA, a versao CAMBRA 123 e o Cariograma, que
sao os indices mais utilizados atualmente, pela sua eficacia comprovada (33). Apesar
de haver muitos fatores comuns entre as duas propostas do CAMBRA e o Cariograma
ainda assim ha fatores que ndo sdo avaliados por nenhum dos indices, dai a
necessidade de adicionar: a avaliagao do conteudo de agucar na variavel que avalia
a frequéncia de lanches, também, a utilizacdo de fio dentario, a avaliagcdo das
bactérias carioprotetoras, a quantificagdo da carga molecular de 16sRNA bacteriano,

e o0 pH salivar.

Apos uma revisdo de literatura, analisamos os fatores de cada indice e
selecionamos aqueles que queriamos manter, remover, modificar ou adicionar,
utilizando como base o indice do CAMBRA, pela sua objetividade e eficacia na

determinacao do risco de carie (9).

Caracterizacao da amostra

Este estudo foi realizado tendo por base uma amostra constituida por pacientes
que frequentaram a Clinica Dentaria da Universidade Catolica Portuguesa de Viseu,

tendo sido estabelecidos os seguintes critérios de inclusao/excluséo.

Critérios de inclusao: pacientes que frequentaram a clinica dentaria durante
o periodo de recolha de dados, com idade igual ou superior a 18 anos e que aceitaram

participar voluntariamente no estudo.

Critérios de exclusao: foram considerados excluidos os pacientes que nao
preencheram o consentimento informado, apresentavam idade inferior a 18 anos,
tivessem realizado terapia antibiotica nos ultimos 3 meses e que tivessem realizado a
higiene oral/ingerido alimentos num espago de tempo inferior a 1 hora antes da

recolha.



Principios éticos

De acordo com os critérios estabelecidos, os individuos que recorreram a
clinica da universidade para realizar tratamento dentarios, foram convidados a
participar e a assinar o consentimento informado (anexo 1). A confidencialidade foi
garantida. O uso dos dados recolhidos para o presente estudo é exclusivo para esta
investigacado e é garantido o anonimato, pelo que, a identificacdo dos participantes
nunca sera tornada publica. Os participantes também foram informados que podiam

desistir a qualquer momento deste estudo.

Treino e calibracao

Como a recolha de dados foi realizada por dois investigadores (pelo autor da
monografia e pelo 2° investigador que vai dar continuidade ao estudo), foi efetuada

uma calibragao intra e inter-examinadores, para utilizagao do ICDAS II.

A calibragao foi dividida em trés fases: A) Revisao da literatura e do protocolo
proposto pelo comité do ICDAS Il. B) Apresentacido de slides exemplificando cada
codigo dos critérios por meio de fotografias de casos clinicos. C) Foram realizadas
calibragens em alunos do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria que se

voluntariaram para o efeito.

Durante o més de fevereiro de 2022, os examinadores participaram também
num Workshop de Recolha e Processamento de Saliva (organizado pelo laboratério
SalivaTec) onde foram abordados protocolos e boas praticas ao lidar com este tipo de
amostras, embora a posteriori tenham sido tratadas e armazenas pelo SalivaTec.

Recolha da amostra

A recolha de dados foi realizada entre os meses de margo e abril na clinica

universitaria, no inicio de cada consulta.



Esta recolha foi dividida em quatro fases. Numa primeira fase foi aplicado um
questionario do tipo entrevista e registado na plataforma Qualtrics, apés o qual foi
realizado um exame clinico intraoral. Posteriormente, foi efetuada uma colheita de
saliva e determinado o fluxo salivar bem como o pH. Por fim, realizou-se a recolha de

biofilme oral.

Fase 1 — Questionario

Foi utilizado um pequeno questionario sobre habitos nutricionais, saude geral
e habitos de higiene oral da populagcdo em estudo, o que nos permitiu recolher
algumas informacdes importantes sobre o comportamento dos pacientes. Mais tarde,
esta informacao foi incluida nas variaveis que integram o indice de risco de carie a ser

testado (Anexo 2).

Fase 2 — Exame clinico

A inspecao oral consistiu na avaliagao quanto a presencga de caries dentarias e
relativamente a profundidade de sulcos e fissuras. As caries dentarias foram avaliadas
através do Sistema Internacional para a Detecdo e Avaliagdo de Caries (ICDAS II)
(34).

Codigo Definigio

Cidigo 0 Superficie dentiria intacia ¢ sem lesles

Codigo 1 Cavidade incipiente em esmalie

Coadigo 2 Aldteragdo visual em esmalte

Codigo 3 Cavidade em eamalte, sem dentina envolvida

Caodigo 4 Sombra de lesio sem cavidade

Cddigo 5 Cavidade distinta 4 volta de uma restauraglo ou selante, >0, 5mm
Codigo 6 Cavidade muito extensa, com exposicio de dentina

Figura 2. Definicdo dos codigos do segundo digito do ICDAS (Tabela adaptada de Banava et al.,2012).

Morfologicamente, a superficie oclusal dos molares e pré-molares é
caracterizada pela presenca de sulcos (35). Dente com sulcos rasos, forma um

“angulo V” maior que 70°, e a ponta da sonda WHO atinge a base do sulco. Dente
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com sulcos profundos, forma um “angulo V’ menor que 70°, e a ponta da sonda WHO

nao penetra na base do sulco.

Figura 3. Profundidade de sulco e fissuras. (Imagem adaptada do artigo Fissure Depth and Caries Incidence in
First Permanent Molars: A Five-Year Follow-Up Study)

Esta observacéao foi realizada com recurso a espelho intraoral, sonda WHO e

material de protecao individual.

Fase 3 — Recolha de saliva

Para que as colheitas decorressem de forma estandardizada foram
selecionados os pacientes que nao realizaram a higiene oral nem ingeriram alimentos

até 1 hora antes da recolha (critério de exclusao).

Mais tarde, com o paciente sentado numa posicao relaxada, foi feita a recolha

de saliva ndo estimulada pelo método de expeli¢ao.

Durante a mesma, foi pedido ao paciente para acumular saliva na cavidade oral
e para expelir consecutivamente para um tubo graduado, durante 1 minuto. O tempo

foi medido com um temporizador digital.

Se o valor do fluxo salivar na auséncia de estimulo foi moderado (0,3-
0,7ml/min), foi também avaliado o fluxo salivar com estimulo, com recurso a uma
pastilha de Parafim CRT® Buffer, mastigada durante 30s, tendo sido realizada a

posterior expelicdo da saliva para um tubo graduado, durante 1 minuto.
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Através da saliva recolhida, foi avaliado o pH, com o auxilio de um elétrodo de
medicao de pH [Hannah Instruments HI1083] fornecido pelo laboratério da faculdade
SalivaTec, que indica com bastante precisdo o nivel de acidez da saliva. Antes da

medicao, o elétrodo foi lavado com agua Mili-Q (agua destilada, filtrada e purificada).

Ap0s estes procedimentos, cada um dos tubos foi fechado, e transportado para
o laboratorio SalivaTec, onde foi avaliada a composi¢ao microbiologica da saliva. As
amostras foram pré processadas sendo aliquotadas e conservadas a -80°C. Para este
trabalho foi realizado um qRT-PCR com primers universais para bactérias de forma a

calcular a carga total bacteriana nas amostras de saliva dos pacientes (anexo 4).

Fase 4 — Recolha de biofilme

A recolha para ser realizada de forma uniformizada foi realizada em locais
distintos da cavidade oral, previamente determinados. O primeiro local de recolha é
no espaco interincisivo inferior por vestibular e lingual, depois em vestibular dos
incisivos superiores, num 1° molar superior por vestibular e num 1° molar inferior por

lingual.

No caso de auséncia do 1° molar permanente a recolha foi realizada no dente

mais posterior.

A recolha foi feita com um palito estéril, que apds ser utilizado na raspagem
do biofilme foi colocado numa solugdo salina dentro de um tubo graduado.
Posteriormente, todas as amostras foram conservadas a -80° até que a fase

laboratorial se iniciasse.

As amostras de biofilme ndo foram processadas no ambito deste trabalho pois
serao ainda necessarias otimizacdes da extracdo do DNA. No entanto foi essencial a
recolha destas amostras para possibilitar o estudo longitudinal que se preconiza no

ano seguinte.
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Analise estatistica

Os dados obtidos foram transferidos para uma folha de calculo do programa
Microsoft Office Excel®. Mais tarde, foram introduzidos no programa IBM SPSS
Statistics, formando assim a base de dados onde foi realizada toda a analise dos

dados.

Obtivemos a analise dos dados utilizando a estatistica descritiva adequada a
cada variavel, através da analise de frequéncias absolutas e relativas. Para avaliar a
associagao entre as variaveis recorreu-se ao teste exato de Fisher, no qual utilizamos
como nivel de significancia 0,05 (apenas incluimos nos resultados as variaveis com

uma relagao estatisticamente significativa).
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3. Resultados

Caracterizagcao demografica da amostra em estudo

A populagao selecionada para este estudo consistiu numa amostra de
conveniéncia, uma vez que foram eleitos todos os pacientes disponiveis, que
frequentaram a Clinica da Universidade Catolica de Viseu durante o periodo de
recolha de dados. A amostra deste estudo € constituida por 80 pacientes, que
cumpriram os critérios de exclusdo/inclusao definidos previamente as recolhas.

Como podemos constatar no grafico seguinte 37,50% dos pacientes (n=30) séo
do género masculino e 62,50% (n=50) do género feminino.

Género

CFeminino
B masculino

Figura 4. Distribuigdo da populagéo de acordo com o género.

Relativamente a idade, a recolha incidiu perante uma populacao adulta, sendo
que a média de idades é 36,85 anos, no entanto, tem uma grande variedade de idades
na amostra, uma vez que o individuo mais novo que participou neste estudo tinha 19

anos e o mais velho 79 anos.
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Média = 36 85
Desvio padrio = 16,875
N=80 :

Frequéncia absoluta e relativa

Idade

Figura 5. Histograma representativo da idade dos sujeitos da amostra.

Caracterizagao dos habitos de higiene oral

Durante a recolha de informagdao questionou-se o0s pacientes se estes
escovavam ou nao os seus dentes com uma pasta fluoretada.

Os resultados obtidos mostram que a maioria dos pacientes escovava 0s
dentes com uma pasta fluoretada (96,25%, n=77) (figura 6).

Em relagdo ao numero de escovagens, desses 77 pacientes que utilizavam
pasta fluoretada, 6,49% (n=5) escovavam 1 vez por dia e os restantes 93,51% (n=72)

escovavam 2 vezes ou mais por dia (figura 7).

B0

B0

40

Frequéncia absoluta e relativa

20+

Fluor

Figura 6. Distribuicdo da amostra de acordo com o0s pacientes que utilizavam pasta dentifrica com flor.
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MNumero de
escovagens
com pasta
flucretada

O1x

W 2x oumais

Figura 7. Distribuicdo da amostra de acordo com o numero de escovagens com pasta fluoretada.

De modo a obter informacdo mais detalhada relativamente aos habitos de
higiene oral, os pacientes foram questionados acerca da utilizagdo diaria de fio
dentario, bem como a utilizagao de colutério com fluor.

Como podemos verificar na figura 8, 57,50 % (n=46) utilizava diariamente fio
dentario, e 42,50% (n=34) utilizava diariamente colutério com fluor (figura 9).

Frequéncia absoluta e relativa

MNao

Utilizagao de fio dentario

Figura 8. Distribuicdo da amostra de acordo com a utilizag&o de fio dentario.
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Utilizac&o
de
colutorio
com flior
Ongo
Esim

Figura 9. Distribuigdo da amostra de acordo com a utilizagao de colutério com fluor (0,05% NaF).

A distribuicao da utilizacao de fio dentario com a idade foi analisada, e para tal,
utilizou-se o teste exato de Fisher (p=0,003), logo, as variaveis estao
significativamente relacionadas, onde a percentagem de individuos que utilizava fio
dentario esta relacionada com a populagdo mais jovem da amostra, isto também se

verifica com a utilizag&do de colutério com fluor (p=0,013) (figura 10 e 11).
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Figura 10. Relagéo entre a utilizagédo de fio dentario e a idade.
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Grafico de barras
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Figura 11. Relagéo entre a utilizagao de colutério com fluor e a idade.

18-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79
Faixa etaria

Itilizac&o
de
colutorio
com fluor

Onzo
Esim

Também quando questionados quanto a uma eventual aplicagao de verniz de

flior em consultério, durante os ultimos 6 meses, bem como o uso de uma pasta

fluoretada com 5000ppm, no mesmo periodo de tempo, verificou-se que apenas uma

percentagem muito reduzida (1,25%, n=1) fez essa aplicagdo, sendo que se tratava

do mesmo paciente nas duas situacgoes (figura 12 e 13).

B0

B0

40

Frequéncia absoluta e relativa

20+

Figura 12. Distribuicdo da amostra relativamente a utilizagdo de verniz de fltior nos tltimos 6 meses.

1
1,25%)

1
Néo Sim

Verniz de fluor nos ultimos 6 meses
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Figura 13. Distribuicdo da amostra de acordo com a utilizagdo de pasta fluoretada com 5000ppm diariamente

Para além da aplicacao de fluor em verniz, foi questionado sobre outro método
de aplicacdo do mesmo. Desta vez, a aplicagdo de gel em moldeira no consultorio
durante os ultimos 6 meses, sendo que nenhum dos pacientes efetuou (figura 14). No
que diz respeito a utilizacdo de clorexidina, também nenhum dos intervenientes no

estudo referiu utilizar no periodo definido (figura 15).

50
40 100,00%|

Frequéncia absoluta e relativa

Néo

Fldor em gel nos ultimos 6 meses

Figura 14. Distribuicdo da amostra relativamente a utilizagcdo de fliior em forma de gel nos ultimos 6 meses.
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80
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Néo
Clorhexidina durante os ultimos 6 meses

Figura 15. Descrigcdo da amostra relativamente a utilizagdo de clorexidina, pelo menos 1 vez por semana,
durante os ultimos 6 meses.

Caracterizacao dos habitos alimentares

E importante relacionar a frequéncia de lanches, entre as refeicdes, com a
ingestdo de agucar, para uma melhor avaliagdo do risco de carie dentaria. Os
resultados obtidos mostram que 60% (n=48) utilizava acucar nos lanches entre as
refeicdes principais (figura 16). Sendo que dos 48 pacientes, 45,83% (n=22) fazia-o 1
vez por dia, 45,83% (n=22) utilizava 2 vezes por dia, 6,25% (n=3) utilizava 3 vezes por

dia e 2,08% (n=1) utilizava 4 vezes ou mais (figura 17).

Acucar
nos
lanches
entre as
refeigées

[Cnao
Hsim

Figura 16. Distribuicdo da amostra relativamente a utilizagdo de agtcar nos lanches entre as refeigcées.
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Frequéncia absoluta e relativa

Numero de lanches com agucar

Figura 17. Distribuicdo da amostra relativamente ao numero de lanches com acgucar.

Caracterizacao de fatores que predispéem a acumulacao de placa
bacteriana

Uma vez que os pacientes que utilizam aparelho ortodéntico tém maior
predisposicao a retencao de placa bacteriana, foi essencial avaliar este fator. Assim,
dos pacientes que participaram no estudo, 1,25% (n=1) utilizava aparelho ortodéntico
(figura 18). Ja em relagao a profundidade dos sulcos dos molares e pré-molares, fator
que pode potenciar a acumulacao de placa bacteriana, dos pacientes que participaram
no estudo, 93,75% (n= 75) apresentavam sulcos rasos, em oposigao 6,25% (n=5)
apresentavam sulcos profundos (figura 19).

Utilizagéo

de aparelho
ortoddntico

Onigo
Esim

Figura 18. Distribuicdo da amostra relativamente a utilizacgdo de aparelho ortodéntico.
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Profundidade de sulcos e fissuras dos molares e pré-molares

Figura 19. Distribuicdo da amostra relativamente a profundidade de sulcos e fissuras dos molares e pré-molares.

Outro fator que pode potenciar a acumulagao de placa bacteriana é a exposicao
radicular. Dos 80 participantes, 11,25% (n=9) apresentava exposi¢ao radicular (figura
20).

A distribuicdo da presenca de exposicao radicular com a idade foi analisada,
com recurso ao teste exato de Fisher (p<0,001), logo, as variaveis estao
significativamente relacionadas, onde a percentagem de individuos com exposigao

radicular esta relacionada com a populagao com mais idade da amostra (figura 21).

Exposicéo
radicular
Onao
Wsim

Figura 20. Distribuicdo da amostra relativamente & exposic¢éo radicular.
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Figura 21. Relagéo entre a presenca de exposi¢céo radicular e a idade.

Caracterizacao de fatores associados ao fluxo salivar

Durante a recolha de dados, também foi avaliado o fluxo salivar ndo estimulado
pelo método de expelicdo. Dos 80 pacientes, apenas 3,75%(n=3) tinha hiposalivacao
(figura 22).

Dos 77 pacientes (96,25%) que apresentavam um fluxo salivar normal, foi
também avaliado se produziam saliva suficiente apos estimulacao. Verificou-se que
98,70% (n=76) produzia mais de 1 ml/min, sendo que apenas 1,30% (n=1) nao

ultrapassou o valor definido (figura 23).
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Figura 22. Distribuicdo da amostra relativamente a analise do fluxo salivar ndo estimulado.
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Figura 23. Distribuicdo da amostra relativamente a analise do fluxo salivar estimulado.

Tal como se pode verificar na figura 24, dos 80 pacientes que participaram no
estudo, 12,50% (n=10) tinham algum fator que pode afetar a saliva (medicacao,
radiacdo e doencgas sistémicas).

Quando questionados quanto a utilizacdo de drogas recreativas verificou-se

que nenhum dos pacientes utilizava (figura 25).

salivar
[Cnao
Wsim

Figura 24. Distribuigdo da amostra relativamente a presenga de algum fator que pode afetar o fluxo salivar.
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Figura 25. Distribuicdo da amostra relativamente a utilizacdo de drogas recreativas.

Caracterizacao da analise salivar

Relativamente ao pH salivar, das 80 amostras de saliva recolhidas, 6,25% (n=5)
apresentavam um pH inferior a 6,5.

pH
salivar
O<65
M55

Figura 26. Distribuicdo da amostra relativamente ao pH salivar.

A distribuicdo da amostra relativamente a quantificagcdo molecular de 16sRNA
bacteriano foi analisada, onde 22,50% (n=18) tinha um valor baixo, 37,50% com valor

moderado (n=30) e 40% (n=32) como um valor elevado.
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Foi considerado como valor baixo de carga bacteriana valores inferiores a
1,0E+12 n°® de cdpias/yl amostra, como moderado um valor compreendido entre
1,0E+12 n° de copias/ul e 1,49E+12 n° de copias/ul, e como elevado valores
superiores a 1,5E+12 n° de copias/ul. Esta classificacdo foi arbitraria e baseada na
distribuicdo presente nesta amostra de conveniéncia uma vez que nao ha literatura

que suporte os pontos de corte.

Frequéncia absoluta e relativa

18
22 50%|

Baixo Moderado Elevada

16S DNA copy humberfuL in sample

Figura 27, Distribuicdo da amostra relativamente a quantificacdo molecular de 16sRNA bacteriano.

Caracterizacao de resultados decorrentes da inspecao intraoral

No que diz respeito ao historico de tratamentos realizados nos ultimos 3 anos
decorrentes de lesbes de carie (restauragdes, tratamento endodéntico radical,
extracdes), os mesmos foram realizados por 51,25% (n=41) da amostra em estudo
(figura 28).

A distribuicdo do histérico de tratamentos decorrentes de lesdes de carie
com a idade foi analisada, através do teste exato de Fisher (p<0,001), verificando-se
que as variaveis estao significativamente relacionadas, onde a percentagem de
individuos que realizou mais tratamentos nos ultimos 3 anos esta relacionada com a

populacdo com mais idade da amostra (figura 29).
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Figura 28. Distribuicdo da amostra relativamente ao histérico de tratamentos relacionado a carie durante os
ultimos 3 anos (restauragées, tratamento endodéntico radical, extragées).
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Figura 29. Relag&o entre o historico de tratamentos relacionados com carie e a idade.

Através da observagéo intraoral, recorreu-se ao ICDAS Il para classificar as
lesbes de carie dos pacientes. Assim, dos pacientes observados, 31,25% (n=25)
apresentava lesdes de carie inicial (ICDAS 1-2) e 38,75% (n=31) apresentava lesdes
de carie moderada (ICDAS 3-4) (figura 30 e 31).
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Figura 30. Distribuicdo da amostra relativamente a presenga de lesées de carie iniciais (ICDAS 1-2).
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Figura 31. Distribuicdo da amostra relativamente a presenca de lesées de carie moderadas (ICDAS 3-4).

Dos 80 pacientes que participaram no estudo, 16,25% (n=13) apresentavam
lesdes de carie extensas (figura 32).

A distribuicdo da presenga de lesdes de carie extensas (ICDAS 5-6) com a
idade foi analisada, e para tal, utilizou-se o teste exato de Fisher (p=0,002), logo, as
variaveis estao significativamente relacionadas, em que a percentagem de individuos
que apresentavam estas lesdes esta relacionada com a populagdo com mais idade

da amostra (figura 33).
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Figura 32. Distribuicdo da amostra relativamente a presencga de lesbes de carie extensas (ICDAS 5-6).

Figura 33. Relagéo entre a presenga de lesbes de carie extensas (ICDAS 5-6) e a idade.
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Dos 80 pacientes analisados, 25% (n=20) apresentavam pelo menos uma leséo

de carie ativa.
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Figura 34. Distribuicdo da amostra relativamente a presenca de lesées ativas.

Definimos como experiéncia de carie o numero de lesbes ativas/inativas
detetadas durante o exame clinico intraoral. Sendo assim, relativamente a experiéncia
de carie 33,75% (n=27) dos pacientes tinha valor 0; 16,25% (n=13) tinha valor 1;
21,25% (n=17) tinha valor 2; 10% (n==8) tinha valor 3; 6,25% (n=>5) tinha valor 4, 1,25%
(n=1) tinha valor 5; 5% (n=4) tinha valor 6; 1,25% (n=1) tinha valor 8; 2,5% (n=2) tinha
valor 10 e 2,5% (n=2) tinha valor 12.

Frequéncia absoluta

Experiéncia de carie

Figura 35. Distribuicdo da amostra relativamente & experiéncia de cérie.
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A distribuicdo da experiéncia de carie com a idade foi analisada, através do
teste exato de Fisher (p=0,001), logo, as variaveis estado significativamente
relacionadas, sendo que a populagdo mais jovem da amostra apresentava menor
experiéncia de carie (figura 36).

Também a distribuicdo da experiéncia de carie com o numero de escovagens
com pasta dentifrica fluoretada foi analisada através do teste exato de Fisher
(p=0,004), bem como o uso de fio dentario (p=0,005) verificando-se que todos os
individuos sem experiéncia de carie escovavam os dentes com pasta fluoretada no
minimo duas vezes por dia e a maioria desses pacientes também utilizava fio dentario
diariamente. Todos os pacientes que nao utilizavam pasta fluoretada, tinham pelo
menos 1 lesdo de carie ativa/inativa e todos os individuos com maior experiéncia de

carie (8-12) nao utilizavam fio dentario (figura 37 e 38).
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Figura 36. Relacé&o entre a experiéncia de carie e a idade.
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Figura 37. Relagdo
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Figura 38. Relagéo entre a experiéncia de carie e o nimero de escovagens com pasta dentifrica fluoretada.

Quando avaliada a distribuicdo da experiéncia de carie com os valores do pH

através do teste exato de Fisher (p=0,012), verificou-se que os individuos com pH

menor que 6,5 tinham pelo menos 1 lesédo de carie.
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Figura 39. Relagdo entre a experiéncia de carie e o pH da saliva.

Risco de desenvolver lesoes de carie

Apés a recolha de toda a informagao, o calculo final do risco de carie resulta da
quantificacdo de todos os valores obtidos tendo em conta o respetivo peso de cada
variavel (anexo 3). Nos 80 pacientes avaliados, classificamos como risco baixo
56,25% (n=45), como risco moderado 27,50% (n=22), risco elevado 13,75% (n=11) e
risco severo 2,50% (n=2). Este calculo final &€ que vai permitir individualizar o plano de

tratamento de acordo com a suscetibilidade dos pacientes desenvolverem a doenca.

Risco de
desenvolver
lesdes de
carie

CBaixo
Bioderado
Mcievado
M severo

Figura 40. Classificagdo relativamente ao risco de desenvolver lesées de carie.
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A distribuicao do risco de desenvolver lesdes de carie de acordo com a faixa
etaria foi analisada através do teste exato de Fisher (p<0,001), verificando-se que as
variaveis estéo significativamente relacionadas, onde a percentagem de individuos

classificados como baixo risco esta associada com a grupo da faixa etaria mais jovem.
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Figura 41. Relagéo entre o risco de desenvolver lesées de carie e a idade.

Foi também analisada a distribuicdo do risco de desenvolver lesdes de carie de
acordo com os habitos de higiene oral utilizando o teste exato de Fisher. Assim,
verificamos que pacientes com baixo risco de carie utilizavam pasta dentifrica no
minimo 2 vezes por dia (p=0,003) e a maioria desses pacientes utilizava fio dentario
(p<0,001). Também se verificou que a maioria dos pacientes classificados como risco
elevado e severo nao utilizavam colutério com fluor (p=0,004) nem fio dentario (figura
42,43 e 44).
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Figura 42. Relag&o entre o risco de desenvolver lesées de cérie e o numero de escovagens com pasta

fluoretada.
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Figura 43. Relag&o entre o risco de desenvolver lesées de carie e o numero de escovagens com pasta

fluoretada.
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Figura 44. Relagéo entre o risco de desenvolver lesées de carie e utilizagdo de colutério com fltor (0,05% NaF).

A distribuicado do risco de desenvolver lesdes de carie com o numero de lanches
com acucar foi avaliado através do teste exato de Fisher (p=0,038), verificando-se que
os individuos classificados com menor risco de carie fazem menos lanches com

acgucar.
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Figura 45. Relac&o entre o risco de desenvolver lesées de carie e o numero de lanches com agucar.
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Foi ainda avaliada a distribuicao do risco de desenvolver lesées de carie com

o fluxo salivar nao estimulado através do teste exato de Fisher (p<0,001), verificando-

se que todos os pacientes classificados como risco severo de desenvolver carie

apresentavam hiposalivagao.
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Figura 46. Relagéao entre o risco de desenvolver lesées de carie e o fluxo salivar ndo estimulado.

A distribuicdo do risco de desenvolver lesdes de carie com o historico de

tratamentos relacionados a carie foi também analisada através do teste exato de

Fisher (p<0,001), verificando-se que a maioria de individuos com risco elevado e

severo tinham histérico de tratamentos decorrentes de lesdoes de carie nos ultimos 3

anos.
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Figura 47. Relagéo entre o risco de desenvolver lesées de cérie e o histérico de tratamentos decorrentes de
lesbes de carie durante os ultimos 3 anos.

A distribuicdo do risco de desenvolver lesdes de carie com a presencga de
lesbes ativas foi analisada através do teste exato de Fisher (p<0,001), bem como a
relagdo com a experiéncia de carie (p<0,001) verificando-se que as variaveis estao
significativamente relacionadas, onde a maioria dos pacientes sem lesdes ativas e
sem experiéncia de carie foram classificados como baixo risco de desenvolver lesées

de carie (figura 48 e 49).
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Figura 48. Relacé&o entre o risco de desenvolver lesées de cérie e a presenca de lesées de céarie ativa.
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Figura 49. Relagéo entre o risco de desenvolver lesbes de carie e a experiéncia de carie.
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4. Discussao de resultados

Dos indices de carie disponiveis, o CAMBRA & um dos mais utilizados para
determinar o risco de carie, no entanto ele nao é utilizado com muita frequéncia, em
alguns casos pela falta de conhecimento, como comprovado no estudo de Carneiro
onde se verificou que 56% dos médicos dentistas portugueses nado conhecia o indice
(36). Além disso, o tempo necessario para preencher o indice faz com que a maioria
dos profissionais ndo equacione a sua implementagao na pratica clinica, tal como
verificado no estudo de Doméjean et al. onde 70% relatou que nao utiliza qualquer

indice para determinar o risco de carie pela falta de tempo (37).

Este estudo surge para produzir conhecimento que permita colmatar algumas
das lacunas que impedem que o indice seja de facil aplicagdo e que tenha o seu

potencial preditivo do risco de carie avaliado.

A existéncia de um indice de facil aplicagao e com elevado valor preditivo vira
reforcar a importancia de utilizar estes métodos, ao diagnosticar e direcionar o

tratamento de forma mais fundamentada face as necessidades do paciente.

Aplicar este indice em contexto universitario visa incutir no processo de
aprendizagem uma forma abrangente de pensar e atuar nas lesdes de carie
priorizando sempre o tratamento mais conservador. Também, objetiva aumentar a
precisao de diagnostico e ao mesmo tempo simplificar o indice para ser mais facil de
aplicar, e desenvolver métodos chairside que permitam integrar este indice na pratica

clinica, de modo simples, sem tirar muito tempo de consulta.

Desta forma, o projeto em que este trabalho se insere visa encontrar uma
ferramenta de diagnostico de carie que seja reproduzivel, preditiva e precisa, mas de

aplicacao facil e rapida para que possa ser largamente utilizada.
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Habitos de higiene oral

No que diz respeito a utilizagdo de fluor sabemos que ajuda a reduzir a
probabilidade de desenvolver lesdes de carie. Hoje em dia ha varias formas de aplicar
na nossa rotina diaria. Neste estudo, o método de aplicagao de fluor mais utilizado
pelos pacientes foi a pasta dentifrica com fluor (96,25%, n=77). Além de ser o mais
utilizado, a pasta dentifrica com fluor € o que mais contribui para a diminui¢cdo do
aparecimento de caries (38). Apesar da generalidade dos pacientes do estudo seguir
as recomendacoes da literatura, ao referir que escovavam duas vezes por dia,
devemos sempre equacionar a existéncia de uma viés de resposta, onde muitos
pacientes sao influenciados a responder de acordo com o que consideram mais
adequado (39,40). Comparando estes resultados com o ultimo Barémetro Nacional de
Saude oral (2021), em que evidenciaram que 76,2% escovava os dentes pelo menos
duas vezes ao dia, o nosso estudo estd em conformidade com os resultados
encontrados, no entanto esta pequena discrepancia positiva pode estar associada a

diferenca de médias de idade (41).

Outra forma de aplicagao de fluor utilizado pela amostra em estudo era através
de colutdrios, sendo utilizado por 42,50% (n=34) da amostra. Assim estes resultados
vao ao encontro de estudos realizados a nivel nacional, onde os autores constataram
que 33,29% dos pacientes utilizava colutério, na maioria das vezes, pelo menos 1 vez
por dia, sendo que estas pequenas diferencas de resultados podem ser justificadas

novamente pela diferenga de médias de idades. (41).

Relativamente a outras formas de utilizacao de fluor tais como pasta fluoretada
com 5000ppm, verniz de fluor e fluor tépico em gel, a grande maioria dos pacientes
nao utilizava estas medidas preventivas, embora varios pacientes tivessem indicacao,
apenas um utilizou duas dessas medidas durante esse periodo, 0 que revela a

auséncia de integracao destes pacientes em programas preventivos.

Outra forma de consumo de fluor é pela fluoretagdo das aguas, no entanto, em

Portugal as concentragdes de fluor nas aguas sao baixas (exceto nos Agores € na
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Madeira) e nao existe fluoretagao artificial, logo ndo contabilizamos esse fator no

indice porque nao vai ter carater diferenciador (42).

A acumulacgao de biofilme € um passo fundamental para se iniciar a formacéao
de lesdes de carie, no entanto a presenca de biofilme na superficie dentaria nao
significa que a lesdo esta presente. Sabemos que a utilizacdo da escova dentaria
auxilia na remocao de biofilme nas superficies livres do dente, no entanto, é o fio
dentario que auxilia na remocao de biofilme nas superficies dentarias interproximais,

por isso € recomendada a sua utilizagdo diaria em adicao a escovagem (43).

O estudo conduzido por Gerald et al. mostrou uma reducgao da prevaléncia de
caries nas areas interproximais através da utilizagcado frequente de fio dentario (44).
Analisando os pacientes que utilizavam fio dentario, a maioria dos pacientes (57,5%,
n=46) utilizava diariamente, contudo, este valor continua a estar aquém do
recomendavel, é necessario instruir/motivar todos os pacientes a utilizar diariamente,
até porque devido a anatomia interdentaria essas sédo areas de dificil higienizagao
(45).

Stewart & Wolfe também verificaram que os pacientes que participaram em
sessdes de instrugbes de habitos de higiene, apds algumas semanas diminuiram o
indice de placa, porém, apés 1 ano voltaram ao estado inicial, o que revela a
importancia de manter os pacientes motivados. Além disso, isto s6 € possivel se for
realizada a monitorizagao frequente do paciente, o que enaltece a importancia da
integracdo em programas preventivos uma vez que permite fazer um

acompanhamento direcionado (46).

Nos pacientes com elevada quantidade de placa bacteriana, por vezes é
necessario utilizar clorexidina. Além das suas propriedades antimicrobianas, continua
a ser o gold standard para controlar Streptococcus mutans (47). O presente estudo
exibiu os mesmos valores que o estudo realizado por Freitas et al., onde nenhum dos

pacientes utilizou clorexidina nos ultimos 6 meses (30).
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Habitos alimentares

A quantidade de agucar nos lanches entre as refeigdes principais € um fator de
risco para desenvolver caries. Na caracterizagdo dos habitos alimentares da amostra
recolhida, 60% dos pacientes utilizava agucar entre as refeigdes. Alguns estudos,
concluiram que a ingestao de alimentos entre as refeicbes apresenta maior relagao
com a prevaléncia de carie do que a ingestdo dos mesmos nas refeigdes principais
(48). Além disso, para tornar mais preditivo este indicador, relaciona-se a frequéncia
de lanches com a ingestdo de acgucar, sendo que dos 48 pacientes (60%) que
utilizavam acucar nos lanches entre as refeicoes, a maioria dos pacientes fazia-o 1 ou
2 vezes por dia, sendo que o numero de lanches com agucar aumenta de forma

significativa o risco de desenvolver lesdes de carie (49).

Muitos pacientes nao tém a perce¢ao que ingerem com frequéncia agucar na
sua alimentagao, uma vez que a maioria dos produtos industrializados consumidos
tém potencial cariogénico, e os pacientes acabam por fazer com frequéncia pela
simplicidade, baixo custo e pelos sabores prazerosos (50). O nosso papel como
meédicos dentistas também passa por consciencializar e educar os pacientes a
adequar a alimentacao de forma a minimizar problemas relacionados com a saude

oral, assim como a nivel sistémico (51).

Fatores que predispoem a acumulagcao de placa bacteriana

Os aparelhos ortoddnticos fixos apresentam na sua constituicdo brackets,
arcos ortodonticos e bandas. Todos estes componentes funcionam como areas
retentivas para a retencdo de placa, e consequentemente para a colonizagao
bacteriana, através das forcas eletrostaticas, provocando alteragdes no microbioma
oral devido a reducdo do pH (52,53). Assim, pacientes com aparelho ortoddntico
apresentam um fator de risco associado. O sucesso do tratamento ortoddntico ndo se
limita apenas a necessidade estética e funcional. O tratamento s6 pode ser justificado
e garantido o sucesso se gerirem os possiveis efeitos secundarios relacionados a
colocacdo do aparelho ortoddntico, tais como as lesdes de carie. E fundamental a
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avaliacao de risco do paciente previamente a colocagao do aparelho ortoddntico assim
como no acompanhamento, para assim adotar medidas preventivas nestes pacientes,
educa-los relativamente aos habitos de higiene e dieta, e se n&o interferir no plano de
tratamento reduzir ao maximo os componentes suscetiveis de retencao de placa
bacteriana (54). Nos pacientes analisados, apenas 1 paciente (1,25%) tinha aparelho

ortodontico.

A morfologia dentaria dos sulcos dos dentes posteriores, dependendo da
profundidade, pode interferir também na retengao de placa bacteriana, sendo que os
individuos com sulcos profundos nos pré-molares e molares sdo mais suscetiveis (35).
Nos 80 pacientes avaliados, a maioria dos pacientes (93,75%, n=75) apresentava
sulcos rasos, no entanto, 6,25% dos pacientes apresentava sulcos profundos, o que
obriga a cuidados reforcados, ou em alguns casos dependendo da suscetibilidade
geral do paciente para desenvolver carie, a indicagao para colocacao de selantes de
fissuras. Os selantes servem de barreira fisica para evitar a acumulacio de alimentos,
tornando um sulco profundo numa superficie lisa, e consequente evitam o crescimento
bacteriano, podendo também ser utilizados em lesdes cariosas ndo cavitadas,
permitindo controlar o desenvolvimento e progressédo das lesées em mais de 50%
dos casos (55,56). Num estudo de Pérez et al. realizado em criangas, apenas 14%
dos pacientes tinham sulcos profundos, havendo uma ligeira similaridade com os

resultados encontrados (35).

Outro fator anatomico suscetivel de aumentar a retengcao de placa bacteriana
€ a exposicao radicular. Dos pacientes analisados 11,25% (n=9) apresentava
exposic¢ao radicular. Este resultado é similar ao estudo conduzido por Igbal et al. onde
encontraram 18,8% de pacientes com esse fator de risco (57). A recessao gengival
pode estar associada com caries radiculares, no entanto, a existéncia de recessao
nao é fator de risco suficiente para desenvolver lesées cariosas. Nao obstante, quando
acoplado a outros fatores de risco a probabilidade de desenvolver estas lesoes
aumenta (58). Ha também uma relagéo significativa entre a exposi¢ao radicular e a
idade, uma vez que os pacientes com mais idade apresentam prevaléncia de

exposigao radicular. Estes resultados vao ao encontro do observado na literatura, que
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relata que a maioria dos pacientes com idade superior a 35 anos apresentam

exposicao radicular (32).

Fatores que afetam o fluxo salivar

A saliva tem um papel importante na saude oral. Dos 80 pacientes que
participaram no estudo, 12,50% (n=10) tinha algum fator passivel de afetar o fluxo
salivar, o que implica uma atencao especial aos possiveis efeitos secundarios. Ha
medicagdes que podem afetar o fluxo salivar, também algumas doencgas sistémicas
podem causar uma destruicao progressiva das glandulas salivares, assim como a
exposicao a radiagdo pode causar danos irreversiveis nas mesmas (59). Pacientes
com este fator de risco devem ser controlados, pois a saliva tem um papel importante
na protecido contra as caries, pelo que a confirmar-se a diminui¢cdo do fluxo salivar é
necessario tentar aumentar o fluxo salivar residual ou até em ultimo recurso utilizar

substitutos salivares (60,61).

Quando o fluxo salivar esta diminuido aumenta a suscetibilidade para
desenvolver lesdes de carie (62). Sendo assim, foi avaliado o fluxo salivar nao
estimulado pelo método de expelicdo. Este permite avaliar a quantidade de saliva que
é constantemente libertada na cavidade oral. Dos 80 pacientes, 3,75% (n=3) tinha
hiposalivagdo, sendo um fator de risco para o desenvolvimento de caries. Dos
pacientes com fluxo salivar normal, a maioria (98,80%, n=76) produzia saliva
suficiente, o que é fundamental para auxiliar a neutralizar os acidos, atuar como efeito
tampao, reforgar a estrutura dentaria, auxiliar na limpeza da superficie dentaria e

modificar a composi¢ao da placa bacteriana, logo atua como efeito protetor (63).

A utilizagdo de drogas recreativas serve de alerta, uma vez que muitas destas
drogas apresentam como efeitos adversos a hiposalivagdo, além disso, estédo
associadas com caries rampantes pela destruicdo rapida das estruturas que
constituem o dente (64). Relativamente as drogas recreativas nenhum paciente

utilizou, logo nao foi contabilizado como fator de risco.
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Analise da saliva

ApoOs a ingestdo de alimentos, independentemente da quantidade de agucar,
ocorre um decréscimo do pH nos 2 a 5 minutos ap6s o consumo, e sO regressa aos
niveis normais decorridos 15 a 40 minutos. Por este motivo, apenas foram realizadas
recolhas de saliva aos pacientes que nao tinham ingerido alimentos ou escovado os
dentes 1 hora antes da recolha (65). O pH critico € quando ha dissolu¢ao dos tecidos
dentarios. Como a concentragao de calcio e fosfato tem um carater individual o valor
do pH critico acaba por nao ser constante. Assim, em pessoas com baixa
concentracao de calcio e fosfato considera-se o pH de 6,5 enquanto que em pessoas
com alta concentracao de calcio e fosfato o pH critico considerado € 5,5 (66). Na
nossa amostra, definimos como fator de risco todos os pacientes que apresentavam
um pH inferior a 6,5. Nos pacientes analisados apenas 6,25% (n=5) apresentava um
pH dentro desse valor. Isso reforga a importancia de diminuir a frequéncia de lanches,
pois esta diretamente relacionado com o aumento do numero de periodos de alteragao
do pH, e também aumentar a ingestdo de fluor, pois este acelera o processo de

remineralizacéo (67) .

Um parametro normalmente incluido nos indices de risco de carie avalia a
carga microbiana de forma indireta por analise do indice de placa. Este indice é
avaliado visualmente pelo médico dentista e, portanto, depende muito do observador.
Assim, e porque molecularmente € possivel quantificar a carga microbiana medida de
forma mais precisa e objetiva, uma das alteragdes propostas neste indice € a

substituicdo do indice de placa pela quantificacdo molecular de 16sRNA bacteriano.

Contudo, e como foi indicado na introducao é desejavel ter uma ideia da
proporcao de espécies cariogénicas (acidogénicas) versus carioprotetoras
(alkalinogénicas). Neste trabalho havia esse objetivo inicial que, no entanto, ndo foi
possivel cumprir atempadamente. Assim, apesar de no futuro este dado integrar na
analise dos resultados da aplicagcao do indice a populagao que frequenta a CDU-UCP,
nos calculos de risco apresentados neste trabalho estes 2 fatores n&do sao

considerados e os pontos de corte foram adaptados em conformidade.
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Indicadores de doenca

O histérico de carie, € um fator importante, ndo por contribuir para a doencga,
mas sim porque sao sinais clinicos/manifestagdes da doenga (32). Os sinais clinicos
da doencga sdo a melhor indicagao das consequéncias do sinergismo entre os fatores
de risco (68).

O ICDAS é uma ferramenta que auxilia na detecado das lesdes de carie, pois
através dele conseguimos classificar a severidade e incidéncia destas lesdes (69).
Sendo que dos pacientes observados, 31,25% (n=25) apresentavam lesdes de carie
iniciais (ICDAS 1-2). Este registo é fundamental, uma vez que estes estagios iniciais
de carie quando detetados precocemente, permitem integrar estes pacientes em
programas preventivos e evitar a progressao da doenga sem intervir de forma radical.
Em alguns destes pacientes, se nao for aplicado um plano preventivo, estas lesées
vao progredir, atingindo um certo grau de irreversibilidade (70). O diagndstico da
atividade destas lesbes nestes estagios iniciais ainda hoje € um problema, pois a
variabilidade no diagnostico dificulta a decisdo de tratamento. Esses erros de
diagnostico podem conduzir o profissional a intervir através de técnicas mais

invasivas, colocando o paciente num ciclo restaurador de forma iatrogénica (71).

A quantidade de pacientes com pelo menos uma lesdo em estagios severos
(ICDAS 5-6) era de 16,25% (n=13). A relacédo entre estas lesbes esta
significativamente relacionada com a idade, uma vez que sao os individuos com mais
idade a apresentar proporcionalmente maior numero destas lesées, muitos pela falta
de acompanhamento associado com o maior numero de fatores de risco que advém
da idade (72). Sdo pacientes que devido a falta de acompanhamento deixam
negligentemente que estas lesdes evoluam até atingir este grau, sendo o tratamento
inevitavelmente radical. Por isso é fundamental a monitorizagao dos pacientes para
detetar e intervir de forma conservadora nas lesdes em estagios inicias e ndo quando

atingem este certo grau de irreversibilidade (73).

No que diz respeito a atividade das lesbes de carie presentes, 25% (n=20)
apresentava pelo menos uma lesdo de carie ativa. O diagnostico da atividade das

lesdes de carie € um fator decisivo a nivel do tratamento. Na maioria das situagoes,
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sdo utilizados os critérios clinicos para diagnéstico da atividade da lesdo, mas ainda
hoje é questionado a sua eficacia. A subjetividade do diagnostico, baseado apenas
nestes critérios, leva a uma sobrevalorizacado das lesdes de carie, resultando num

tratamento ineficaz com influéncia direta na saude oral dos pacientes (74).

A experiéncia de carie serve apenas como referéncia e ndao como fator
determinante no risco de carie. Ela pode ser consequéncia de habitos anteriores
incorretos, e pode nao corresponder a realidade atual, motivo pelo qual a
determinacao do risco vai ser consequéncia da analise de todos os outros fatores.
Uma relacao positiva foi encontrada entre os pacientes sem experiéncia de carie e a
utilizagcao de pasta dentifrica com fluor. Todos estes pacientes escovavam os dentes
com pasta dentifrica com fluor pelo menos duas vezes por dia, além disso a maioria
também utilizava fio dentario. Estes resultados vao ao encontro do estudo realizado
por Veiga et al., reforcando ainda mais a importancia de implementar estes habitos na
nossa rotina diaria (75). Também foi verificado que todos os pacientes que tinham um
pH inferior a 6,5 apresentavam experiéncia de carie. Estes resultados sao
semelhantes ao estudo realizado por Muro, onde concluiu que 95,8% dos pacientes

com um pH acido apresentava lesdes de carie (76).

Classificacao relativamente ao risco de desenvolver les6es de carie

Apds a recolha de toda a informacgéo, esta foi analisada e calculado o risco de
acordo com um algoritmo pré-definido que faz o balango entre todos os fatores
analisados (fatores de protecéo, fatores de risco e indicadores de doencga) (anexo 3).
Num estudo realizado por Igbal na Arabia Saudita, os resultados sdo bastante
distintos, onde 85% dos pacientes tinham risco elevado, e 15% foram classificados
como risco moderado, enquanto que os nossos resultados sao substancialmente mais
favoraveis, pois 58,25% dos pacientes foram classificados com baixo risco de carie,
22,5% como risco moderado, 13,76% como risco elevado e 2,5% como risco severo.
Estas diferengas significativas entre os estudos podem ser justificadas pela diferenca
de médias de idade, diferengas culturais e pelo facto de alguns dos pacientes

analisados ja estarem a ser acompanhados na clinica ha algum tempo, apesar de nao
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estarem integrados em programas preventivos. No estudo de Igbal os pacientes que
participaram no estudo vinham direcionados por um problema oral o que pode

justificar a diferenca de resultados entre os estudos (57).

Consideracoes finais

Com este trabalho foi possivel verificar a exequibilidade da aplicagao das
alteracdes propostas ao indice de risco de carie. Com efeito a avaliagao inicial de 80
pacientes permitiu enquadra-los de forma provisoria num nivel de risco de carie. Esta
classificagdo é proviséria na medida em que a avaliagdo devera ser repetida ao fim
de um ano. Independentemente do indice de risco utilizado, a classificagao inicial do
risco tem maior probabilidade de falhar do que em longevidade. Apds 1 ano de follow-
up, ver que habitos os pacientes conseguiram aplicar/corrigir apds as instrugdes desta
primeira consulta, e ver se novas lesbées surgiram, diferente da avaliagao inicial onde
a falta de especificidade na discriminagcdo clinica das lesdes ativas e inativas
presentes pode resultar num grande numero de falsos positivos, uma vez que apenas

sao considerados como fator de risco as lesbées que estao ativas (74).

O indice proposto implica uma visdo holistica da saude oral e essa visao deve
ser passada para o paciente, para entender o que deve modificar no comportamento
diario para evitar estas lesdes. Explicar aos pacientes a importancia da monitorizagao
ajuda na motivacao para que sejam realizados controlos periddicos. Integrar estes
programas preventivos implica um compromisso por parte dos pacientes, uma vez
que se faltarem aos controlos numa diferenga maior que 1 ano faz com que qualquer

avaliacao realizada vai ser igual a um paciente novo.

Perspetiva-se que este indice seja uma ferramenta fundamental na medicina
dentaria preventiva, ao incentivar o uso de técnicas minimamente invasivas, instruir
0os pacientes a modificar comportamentos e educa-los para a importancia do
acompanhamento. O facto de a longevidade das pessoas aumentar, faz com que a

medicina dentaria tenha um papel importante de acompanhamento, devendo incidir
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em programas preventivos. Quanto mais medidas preventivas forem integradas,
menos tratamentos dentarios operatorios necessitam de ser realizados (77). Visto
isso, estes programas tém de ser precisos e constantemente refinados conforme a
necessidade e as novas descobertas da literatura, além disso, precisam de ser
simplificados através de métodos chairside para ser mais facilmente integrado na

pratica clinica.
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Limitacoes e perspetivas futuras

Ap0s a realizagao deste estudo e dos objetivos cumpridos, podemos identificar como

principais limitagoes:

- Nao foi possivel testar a importancia da distingdo entre espécies cariogénicas e

carioprotetoras na definicdo do nivel de risco;

- Uma vez que as recolhas nao eram realizadas em consultas especificas, a sua
integracdo era realizada antes dos procedimentos, que dependendo do mesmo,

poderia trazer transtorno em relagao ao tempo exigido.

Com estas limitagdes e depois de analisados os procedimentos, dados e resultados

sao feitas as seguintes sugestoes para a continuagao do trabalho:

- Aumentar a quantidade de examinadores calibrados para aumentar o numero de

pessoas disponiveis para fazer as recolhas;

- Integrar todos os novos pacientes que frequentam a Clinica Universitaria neste

estudo;

- Criacdo de métodos chairside, que permitam integrar os biomarcadores salivares
com mais facilidade na pratica clinica, uma vez que os métodos existentes sao

morosos e dispendiosos;

- Criar umas guidelines que permitam padronizar o plano de tratamento de acordo

com o risco de carie para ser utilizado na CDU-UCP.
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5. Conclusoes

Neste trabalho cumpriram-se os objetivos especificos de:

- Verificar a exequibilidade de aplicagao do indice proposto, bem como de avaliar as
alteracdes necessarias para aplicar o indice de forma mais generalizada na Clinica

Dentaria Universitaria, nomeadamente em todas as primeiras consultas;

- Justificar a necessidade de investir em métodos chairside;

- Classificacdo de 80 pacientes de forma proviséria num risco de carie, para que no

futuro possam avaliar se estes pacientes desenvolveram ou n&o novas lesoées;

- Promover a utilizagdo de técnicas minimamente invasivas;

- Educacao dos pacientes, visto que o0 acompanhamento dos pacientes se torna mais
preciso e personalizado. Também, permitiu a futuros médicos dentistas treinarem
neste tipo de avaliagdo que podem depois levar para a sua pratica clinica pos-

graduada.
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7. Anexos

Anexo 1 — Consentimento Informado

CATOLICA

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE PARA PARTICIPAGAO 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 presenga de grupos de microrganismos com fatores demograficos
e condigdes clinicas dos utentes.

Descricdao do Estudo: Os microrganismos sado 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 dentéria, doenga periodontal e até de perdas total
de dentes.

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

Vantagens e riscos na participagao solicitada: Este estudo ndo envolve procedimentos que n&do se enquadrem
na pratica clinica normal nem pretende testar novos produtos ou medicamentos. A participagao neste estudo é
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 explicagées aos
responsaveis pela investigagdo, nem tera qualquer prejuizo, assistenciais ou outros, caso nao queira participar.
Ao decidir participar pode colocar todas as quest 6es 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 contactaro investigador principal cuja identificacdo esta no fim
deste formulario. A sua contribuigdo com dados e amostras para este estudo permitira conhecer melhor a
relacdo entre os microrganismos da cavidade oral e a saude dos individuos. Este estudo ndo é f inanciado e a
participagdo ndo implica qualquer remuneragdo ou encargo econémico 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 ndo existem riscos para
o paciente ndo estao 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 retificagao ou a eliminagéo), bastando o mesmo ser solicitado a Encarregada da Protegdo de Dados
deste estudo (contactos no final do documento). Para além do referido, o participante pode efetuar uma
reclamagédo junto do Encarregado de Protegdo de Dados (DPO - Data Protection Officer) da UCP, que a
encaminhard para a Comissdo Nacional de Protecdo de Dados (CNPD), caso considerem que existe um
incumprimento legal a protecdo de dados por parte equipa de investigagao.
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Confidencialidade e anonimato: Os investigadores garantem o anonimato e a confidencialidade dos dados
recolhidos. A informacao é recolhida apenas pelo Investigador Principal, num momento Unico de observagao, em
ambiente de privacidade, ndo permite a identificagcdo do participante e é usada apenas para os fins cientif
icos do presente estudo. Os dados sao registados e armazenados no computador pessoal d o Investigador, com
acesso protegido e apenas durante o estudo. Concluida a investigagao, os dados armazenados serdo eliminados
e é garantido que a identificagdo do participante nunca se torne publica.

Medidas de Partilha de Beneficios:

Os resultados deste estudo serdo partilhados com a comunidade cientif ica através de publicagdes 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 saude com a utilizagdo de amostras néao
invasivas.

Recolha de Dados:

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

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

Os dados e as amostras serdo preservados durante 5 anos, periodo apds 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 qualquer informagao/duvida que
possa surgir durante este estudo.

Data: / /
Assinatura do Investigador Principal:

Por favor, leia com atengéo toda a informagao. Se achar que algo néo esta claro, ndo 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 utilizagdo dos dados que de forma
voluntaria fornego, confiando em que apenas serdo utilizados para esta investigagdao e nas garantias de

confidencialidade e anonimato que me sao dadas pelo investigador.

58



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 representacgio:

Assinatura:

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

Dra. Frederica Campos de Carvalho

Contacto telefénico: +351 217214179

E-mail: compliance.rgpd@ucp.pt

Contacto do Encarregado da Protecdo 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

Avaliacao de um indice de risco de carie numa populacao
adulta

Q1 Idade do paciente

Q2 Sexo do paciente
Male (1)
Female (2)
Non-binary / third gender (3)

Prefer not to say (4)

Q3 N° do processo clinico

Q42 Utiliza fio dentario?
Sim (1)

No (2)
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Q23 Escova os dentes com uma pasta fluoretada?
Sim (1)
Nao (2)

Skip To: Q24 If Escova os dentes com uma pasta fluoretada? = Nao

Q35 Quantas vezes por dia?
1x (1)

2x ou mais (9)

Q24 Utiliza um colutério com fluor (0,05% NaF) diariamente?
Sim (1)

No (2)

Q25 Utiliza uma pasta fluoretada 5000 ppm diariamente?
Sim (1)

Nao (2)

Q26 Alguma vez Ihe foi aplicado por um profissional de saude verniz de fluor em
consultério nos ultimos 6 meses?

Sim (1)

Nao (2)
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Q27 Alguma vez Ihe foi aplicado fluor tépico em forma de gel em consultério nos
ultimos 6 meses?

Sim (1)

Nzo (2)

Q28 Durantes os ultimos 6 meses utilizou clorhexidina uma vez por semana?
Sim (1)

N&o (2)

Q15 Utiliza agucar nos lanches entre as refeicoes?
Sim (1)

No (2)

Skip To: Q21 If Utiliza agticar nos lanches entre as refeicbes? = Ndo

Q36 Numero de lanches com acgucar entre as refeicdes
1(7)
2 (8)
3 (9

>4 (6)

Q21 Utiliza aparelho ortodontico?

Sim (1)

Nao (2)
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Q17 Uso de drogas recreativas?
Sim (1)

Nzo (2)

Q19 Fatores que podem afetar a saliva (medicacao, radiagado, doengas sistémicas)
Sim (1)

No (2)

Q39 Fez algum destes tratamentos nos ultimos 3 anos? (restauragdes, TER,
extracoes)

Sim (1)

No (2)

Q7 Lesoes de carie inicial (ICDAS 1-2)?
Sim (1)

Nzo (2)

Skip To: Q5 If Lesées de carie inicial (ICDAS 1-2)? = Nao

Q6 Odontograma

Q5 Lesdes de carie moderada (ICDAS 3-4)?
Sim (1)

Nao (2)

Skip To: Q9 If Les6es de carie moderada (ICDAS 3-4)? = Nao
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Q33 Odontograma

Q9 Lesdes de céries extensas (ICDAS 5-6)?
Sim (1)

Nao (2)

Skip To: Q16 If Lesoes de caries extensas (ICDAS 5-6)? = Nao

Q34 Odontograma

Q16 Profundidade de sulcos e fissuras?
Rasos (1)

Profundos (2)

Q20 Exposigao radicular
Sim (1)

No (2)

Q18 Fluxo salivar
Baixo ( (1)
Moderado (0,3-0,7ml/min) (2)

Skip To: Q40 If Fluxo salivar = Baixo
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Q31 Possui um adequado fluxo de saliva (estimulada)?
Sim (> 1ml/min estimulada) (1)

No (2)

Q40 pH

Q41 Carga bacteriana total (ug) DNA.

Q13 Quantidade de bactérias cariogénicas (ug) DNA.

Q38 Bacterias com efeito protetor contra a carie (ug) DNA.
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Anexo 3 - Calculo final

Indicadores de doencgas

Fatores de risco

Fatores de protecao

Risco baixo -10a-2
Risco moderado -la+2
Risco elevado +3a +17
Risco severo +18a+28
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Anexo 4 — Protocolos laboratoriais

QPCR protocol for absolute quantification

Quantification of total bacterial load:

Standard Curve:

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

Plasmid DNA concentration:

165 rRMA gene construct: 516,71 ngful

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

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

165 rRMA gene: annealing temperature 61.5°C

10 pL final reaction mix:

NZY Speedy qPCR Green Master Mix (2x): 5 pL

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

MNuclease-free water up to 10 pL

168 rRNA gene
Forward | 926F
Primer | AAACTCAAAKGAATTGACGG | Cycle PCR:
95°C | Reverse | 1062R for 2 min
Primer CTCACRRCACGAGCTGAC ]
40 cycles:
95 °C for 5 sec

61.5°C for 20 sec

PCR was perfiormed using the CFX Connect Realtime PCR system, BioRad. For dats 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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Ouantification 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 DMA from the cultures of 5. caopitis 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 (3 to 37)

165 rRNA gene
Forward | 326F
AAACTCAAAKGAATTGACGG

Reverse | 1062R
CTCACRRCACGAGCTGAC

Optimized annealing temperature
165 rRMA gene: Ta 50 2C
MZY¥Tag Il 2x Green Master Mix 0.2 U/l (MB358)

Resulting PCR products have an A-overhang and are suitable for cloning with NZY¥Tech's
MZY-A PCR doning kit (MBO53);

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

5 pL MM
0,25 ul Primer F {10 puM), final concentration: 0,25 uM
0,25 ul Primer B {10 pM), final concentration: 0,25 uM
¥ uL DNA
¥ pLHz0
Megative control: x uL MM + x plL H:0
Cycle PCR:
95 2C for 15 min
35 cycles:
24 2C for 30 sec
50 2C/45 2C for 30 sec

722C for 20 sec
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72 2C for 10 min

4 2C infinite

Confirm PCR product size on Agarose Gel {1 %):

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

Load in the gel: 10 pl from each sample and 3 pl ladder | [NZYtech)

Expected product size:

165 rENA gene: 178 bp

MNZY Gelpure [MBO11) to purify DMA from agarose gel:

MI¥Gelpure kit is designed for the purification of DMA from TAE/TBE agarose gels and
for direct purification of PCR products.

After purification DMNA was eluted in 30 pL of EB;

Purified DMA concentration (NanoDrop):

Conc. (ng/uL) A260/230  A260,280
DNA 165 22 688 0.34 171

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

MIY-& 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 pNIY28 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
pMZY2B-A vector. To calculate the optimal amount of PCR product required, use the
following equation:

ng of vector x kb sire of insert x maolar ratio of insert = ng of insert
kb size of vector vector

165 rBMA gene: 7,3 ng DMA (insert size 0,14 kb)
Vector size: 2,88 kb

Vector concentration: 50 ng/L
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Components 165 rRNA gene | Control reaction
(NZY-& positive
control insert)

NZY-A buffer 5 plL 5 ulL
pMZY28-A vector 1pl 1pl
PCR fragment 0,32 plL 3 uL
T4 OMA Ligase 1pl 1pl
Muclease-free water 2,68 ulL -

Mote: Final volume: 10 pl
Transformation:

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

S0C medium {51797 - 10x5ML, Sigma) is necessary for the transformation protocol;
Plasmid DMA 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 12-16h 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
sANZEr sequencing.

Plasmid DNA isolation (NZYMidiprep, MB0O5004)

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.

70



