7 CATOLICA

WY FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

|

=5

VIsER

CARIOCHECK - UM iNDICE MICROBIANO PREDITOR
DO RISCO DE CARIE?

Dissertacao apresentada a Universidade Catdlica Portuguesa

para obtencdo do grau de Mestre em Medicina Dentaria

Por:

Mélanie Lopes Ferreira

Viseu, 2024






& CATOLICA

'i.'-'.l-lll

\“‘“—” FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VIsEL

CARIOCHECK — UM iNDICE MICROBIANO PREDITOR
DO RISCO DE CARIE?

Dissertacao apresentada a Universidade Catoélica Portuguesa

para obtencdo do grau de Mestre em Medicina Dentaria

Por:

Mélanie Lopes Ferreira

Orientadora: Professora Doutora Maria José Correia

Coorientadores: Doutora Ana Peixoto Gomes e Mestre Pedro Campos Lopes

Viseu, 2024






Agradecimentos

A minha orientadora, Professora Doutora Maria José Correia pela sua
orientagao e paciéncia. Sua expertise foi fundamental para a concretizacao deste

trabalho.

A minha coorientadora, Professora Doutora Ana Peixoto Gomes pela

disponibilidade, simpatia e apoio constante ao longo deste projeto.
Ao meu coorientador e amigo, Mestre Pedro Campos Lopes pela
disponibilidade, apoio e amizade que trouxeram um valor inestimavel a esta

caminhada.

Ao SalivaTec em especial a Professora Doutora Karina Mendes, a Moénica e

a Marla pelo trabalho laboratorial realizado, ajuda e palavras de incentivo.

A Instituigado, Professores e funcionarios por terem sido a minha casa durante

estes anos e por toda a partilha de conhecimento.

Aos meus pais por todo o apoio e por me permitirem realizar mais um dos meus

sonhos. Sem vocés, nada disto seria possivel. Sou eternamente grata!

Ao meu binémio, Duarte, pela partilha, amizade e pelo companheirismo.

Aos meus colegas, especialmente a Beatriz, Carla, Tatiana, José Miguel,
Leandro, Carolina, Francisco e André, com quem criei das amizades mais
bonitas, pela boa disposicado e pelos bons momentos passados juntos.

A Joana, por ter colaborado comigo na recolha de dados.

Aos meus amigos, especialmente a Maria e a Andreia por todo o apoio e

amizade.

A minha familia, pelo apoio.



A todos os pacientes e participantes que se disponibilizaram para a realizagao

deste estudo e pela confianga no meu trabalho.

Vi



Resumo

Introdugao: Embora existam indices para calculo do risco de carie, como o
CAMBRA, estes nao sao usados rotineiramente pelos dentistas. Estes indices,
ao permitir determinar o risco de carie, possibilitam a personalizagao do plano

de tratamento do paciente e das medidas preventivas a aplicar.

Objetivos: Este estudo visa desenvolver e validar um indice de calculo do risco
de carie em adultos baseado no CAMBRA, mas com quantificagdo de bactérias
cariogénicas e carioprotetoras. Adicionalmente, procura avaliar se os
indicadores microbioldgicos, por si s, sao suficientes para prever o risco de

carie.

Materiais e métodos: Este € um estudo observacional transversal que contou
com o exame de 99 pacientes que frequentaram a Clinica Dentéaria Universitaria
da Universidade Catdlica Portuguesa. Todos os pacientes responderam a um
questionario, foram submetidos a uma avaliagao intraoral e forneceram uma
amostra de saliva. Dezassete pacientes foram reavaliados 6-8 meses depois da

primeira observacgao.

Resultados: A inclusdo de parametros microbioldégicos no indice de risco
CAMBRA e a comparacgao do risco com e sem indicadores microbianos revelou
que nao ha alteracao do risco de carie na maioria dos pacientes. No entanto, ao
usar um indice apenas com a quantificacao microbiana, os niveis de risco para
0s mesmos pacientes aumentaram significativamente. Verificou-se ainda que,
embora exista uma associagao entre as bactérias cariogenicas e o risco de carie,
nao foi possivel verificar qualquer associacao entre as bactérias carioprotetoras

analisadas e o risco de carie.

Conclusao: A inclusdo de parametros microbioldégicos no calculo de risco
usando o CAMBRA nao parece acrescentar muito ao calculo de risco apenas
com o CAMBRA. As bactérias cariogénicas quantificadas parecem ser bons
indicadores do risco de carie, mas as bactérias carioprotetoras usadas como
indicadores deveréao ser reavaliadas em trabalhos futuros.

\l



Palavras-chave: Carie dentaria, Bactérias cariogénicas, Bactérias

carioprotetoras, Calculo de Risco.
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Abstract

Introduction: While there are caries risk indices like CAMBRA, they are not
routinely used by dentists. These indices, by determining caries risk, allow for the
personalization of patient treatment plans and the application of preventive

measures.

Objectives: This study aims to develop and validate a caries risk assessment
index for adults based on CAMBRA, incorporating the quantification of cariogenic
and carioprotective bacteria. Additionally, it seeks to evaluate whether

microbiological indicators alone can sufficiently predict caries risk.

Materials and Methods: This cross-sectional observational study involved the
examination of 99 patients attending the Dental Clinic of the Universidade
Catolica Portuguesa. All participants completed a questionnaire, underwent an
intraoral examination, and provided a saliva sample. Seventeen patients were re-

evaluated 6-8 months after the initial observation.

Results: Incorporating microbiological parameters into the CAMBRA risk index
and comparing risk levels with and without microbial indicators revealed that there
was no change in caries risk for most patients. However, using an index based
solely on microbial quantification significantly increased the risk levels for the
same patients. It was also found that while there is an association between
cariogenic bacteria and caries risk, no association could be established between

the analyzed carioprotective bacteria and caries risk.

Conclusion: The inclusion of microbiological parameters in the CAMBRA risk
calculation does not significantly enhance the risk assessment compared to using
CAMBRA alone. Cariogenic bacteria appear to be good indicators of caries risk,
but the use of carioprotective bacteria as indicators should be re-evaluated in

future studies.



Keywords: Dental caries, Cariogenic bacteria, Cario-protective bacteria, Risk

calculation
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1. Introducgao






A carie dentaria € a doencga oral mais prevalente no mundo, tendo até
impacto na saude geral (1). Em 2012, a Organizagao Mundial de Saude (OMS)
referiu que 60-90% das criangas escolarizadas e quase 100% da populacao
adulta é portadora de carie dentaria (1). Esta doengca tem um impacto
significativo na qualidade de vida, afetando o bem-estar dos individuos e
custos associados para cada individuo, como para familias e para a sociedade
de modo geral (2). Sabe-se que individuos que tenham cuidados de higiene
oral e com sua a alimentacdo tém menor probabilidade de desenvolver
doengas orais (3). Além de todos os motivos mencionados anteriormente,
doengas orais nao tratadas podem provocar o aparecimento de doencgas
sistémicas (4). E conhecido que a disbiose da microbiota oral é suscetivel de
desencadear o aparecimento de doengas sistémicas, tais como doencas
gastrointestinais, do sistema nervoso, do sistema enddcrino como a diabetes,

doencgas do sistema imunitario e até no sistema cardiovascular (5).

A carie dentaria € uma patologia multifatorial. Keyes propés como fatores
principais envolvidos na formagéo da carie dentaria: o dente, as bactérias e a
dieta (6). No entanto varios autores tém proposto a adicdo de outras
dimensdes como por exemplo o tempo (7). Mas sem duvida que os fatores
que contribuem para a carie dentaria dependem do hospedeiro, quer das suas
caracteristicas fisicas (como a composi¢cao do esmalte ou da saliva), quer dos
seus habitos (como a dieta ou a higiene oral). No entanto, estes fatores
influenciam em grande medida a composi¢ao da microbiota oral e, portanto, a
quantidade e tipo de microrganismos que estdo presentes no dente,

completando assim a triade de Keyes (6).

A etiologia bacteriana da carie dentaria ndo esta totalmente esclarecida,
uma vez que a microbiota oral € complexa, sendo uma das mais diversas do
organismo humano (8). Sabemos ja que a carie dentaria resulta da interacao
entre os fatores identificados por Keyes e, por isso, se conseguirmos identificar
algum conjunto de espécies bacterianas associadas a carie dentaria, poderemos
identificar potenciais biomarcadores que ajudardo na avaliagao do risco de carie
dentaria, no diagndstico e, portanto, que permitam escolher os meios de

prevencao e tratamento mais eficazes para aquele individuo.



1.1 Estrutura dentaria

Os dentes sao estruturas constituidas por tecidos duros (esmalte, dentina

e cemento) e tecidos moles (polpa e ligamento periodontal) (2).
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Figura 1 Anatomia dentaria (Imagem adaptada do artigo Inflammatory Response Mechanisms of the
Dentine—Pulp Complex and the Periapical Tissues) ((9)).

Todos os tecidos que constituem os dentes sédo suscetiveis de sofrer
lesdes por agdo dos microrganismos ou pela infiltragdo de microrganismos que
atingem zonas estéreis provocando infe¢bes (9). Os individuos que
apresentam sulcos profundos, nomeadamente nos dentes posteriores, estao
mais propensos a desenvolver carie dentaria, uma vez que a acumulagao de
residuos alimentares e a colonizagdo bacteriana sera mais facil e a higiene um

pouco mais dificil (9).

Um fluxo salivar reduzido e a falta de cuidados de higiene oral, como a
escovagem diaria e utilizagcdo de fio dentario, fazem com que bactérias
capazes de fermentar agucares, produzam acido latico, desequilibrando o pH
e contribuindo para uma alteracdo na eubiose, levando ao desenvolvimento
da carie dentaria (8). Alguns tipos de medicamentos afetam a fungao das
glandulas salivares, e, por consequéncia, a producao de saliva. Sabe-se que
a reducao do fluxo salivar aumenta o risco de doencas dentarias, provocando
alterages a nivel fisiolégico, diminuindo a qualidade devida das pessoas (10).
Os farmacos com maior potencial para reducdo do fluxo salivar sdo anti-

histaminicos, antidepressivos, antieméticos, anti-hipertensivos, antiparkinson,



antispasmaodicos e sedativos (11).

Alteragbes no tipo de dieta do hospedeiro, falta de atividade fisica,
consumo de tabaco e/ou alcool, também afetam esta relagao de equilibrio, que,
quando alterada, facilita a progressao das patologias orais (12). A dieta rica em
agucares € o fator mais relevante quando se fala de carie (13) e é caracterizada
pela ingestédo frequente de bebidas e alimentos ricos em hidratos de carbono
fermentaveis (14). As bactérias presentes a superficie dos dentes metabolizam
0s agucares consumidos, resultando em acido. Se este processo for
prolongado, o pH da placa bacteriana diminui e faz com que o esmalte se
desmineralize, levando entdo a formagao de carie (15). Costuma-se encorajar
0s pacientes a evitar o consumo frequente de bebidas e alimentos agucarados,
evitar lanches ricos em agucar e escovar os dentes rapidamente apos o consumo
destetipo de dieta (15). Uma dieta cariogénica, para além de ter repercussoes
na saude oral, também tem um efeito prejudicial na saude geral, levando a

obesidade, aparecimento da diabetes e doencas cardiovasculares (16).

1.2 Avaliacao do risco de carie dentaria em ambiente clinico

A avaliagao do risco de carie é importante para identificar o risco de
desenvolver lesdes de carie, sendo possivel individualizar um plano de
tratamento que proporcione medidas preventivas que evitem o aparecimento
ou a progressdao da doenga, adaptadas a um paciente especifico. Neste
sentido, as consultas com regularidade ao médico dentista sdo importantes,
mas a sua frequéncia deve depender do risco de carie que o individuo
apresenta. Um plano de tratamento individualizado servira como ferramenta de
motivagdo para habitos de higiene oral no paciente e, obviamente, se um
paciente tiver um risco de carie mais elevado, tera que consultar o seu médico

dentista com maior frequéncia (17).

Varios estudos demonstraram que tanto o CAMBRA (Caries Management
by Risk Assessment) como o cariograma (18) sao ferramentas com capacidade
de avaliar o risco cariogénico e auxiliam na gestdo da doenca. Para

identificar/atingir os fatores de risco, tanto ambientais como biolégicos que



contribuem para a progressao desta doenga, a avaliagao do risco de carie visa
a realizagdo de umplano de tratamento individualizado (19). O plano de
tratamento individualizado deve considerar o contexto econémico e social do
individuo. No entanto, visa melhorar o estilo de vida (dieta, menos ingestao de

acucar), mas também o tratamento restaurador (20).

O método CAMBRA baseia-se na pesquisa de fatores que contribuem
para a progressao ou reversao da carie dentaria e continua a ser atualizada
com base nos resultados clinicos (21). O grau de risco de carie € determinado
pelo médico dentista como baixo, moderado, alto ou muito alto/extremo,
ponderando a observacdo clinica, os fatores preventivos, fatores de risco

biolégicose ambientais, mas também o julgamento clinico (19).

O cariograma é uma ferramenta computadorizada onde se introduzem
os resultados de um questionario aplicado ao paciente, da avaliagao clinica e
dos testes de saliva para determinar o perfil de risco de carie dentaria do
paciente (18). Além de fornecer o perfil de risco, ainda identifica quais os
fatores de risco envolvidos de forma a personalizar o tratamento (22). No
entanto, alguns autores referem que o sentido critico do médico dentista
também €& importante, porque a previsao do risco ndo depende apenas do

resultado do programa (23).

1.3 Microbioma oral

Como referido anteriormente, um dos fatores a ter em conta em relacéo
a carie dentaria sdo 0s microrganismos presentes no microbioma oral. O
microbioma oral é constituido por uma comunidade microbiana diversificada e
complexa, que € responsavel pelo equilibrio entre a saude e a doenga na
cavidade oral, devido a mudangas no seu meio ambiente (1). As bactérias
envolvidas no desenvolvimento da carie dentaria tém como fatores de
viruléncia principais a capacidade de produzir acido (acidogénese) e a
capacidade de sobreviver em ambientes de baixo pH (acidotolerancia ou
aciduria) (1). Os acidos produzidos pela fermentag¢ao dos hidratos de carbono

presentes na dieta do hospedeiro afetam a desmineralizagdo dos tecidos



dentarios. Este processorepetido consequentemente leva a destruicdo da
homeostase fazem com que haja um desequilibrio na desmineralizagao-
remineralizagdo e consequente perda mineral dos tecidos duros, resultando

assim no desenvolvimento da carie dentaria (15).

Streptococcus mutans (S. mutans) é a bactéria que mais tradicionalmente
€ associada a carie dentaria, pela comunidade cientifica (12). No entanto,
diversos estudos demonstram que ndo € a unica espécie responsavel pelo
aparecimento de carie ja que, por vezes, esta doenga se desenvolve sem a
presenga desta espécie e varias outras bactérias partiham os fatores de
viruléncia relevantes para a etiologia desta doenga (1). Essas espécies sao
Streptococcus salivarius (S. salivarius) e Streptococcus gordonii (S. gordonii),
menos tolerantes ao pH acido e associadas a carie de esmalte e
desempenham um papel importante na fisiologia acido-base da cavidade oral
(24). Estudos recentes mostram que os géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Actinomyces e Prevotella estdo associadas a caries em
dentina e por isso sugerem que as bactérias responsaveis pela carie de

esmalte serao diferentes das bactérias envolvidas na carie dentinaria (25).

Um estudo de revisao sistematica em preparagcdo, com o objetivo de
caracterizar os géneros e espécies encontradas em amostras de saliva e
biofilme oral de individuos com carie e sem carie, mostrou que em individuos
sem carie dentaria, foram encontrados os géneros Alloprevotella,
Fusobacterium, Gemella, Haemophilus, Neisseria, Prevotella e Veillonella. No
entanto, em individuos com carie foram encontrados os géneros Fretibacterium,
Lactobacillus, Leptotrichia, Rothia, Spirochaetes, Streptococcus e Veillonella.
E possivel reparar que apenas a Veillonella esta incluida nos dois grupos. Com
a ajuda deste trabalho de revisado, é possivel também associar as espécies
Actinomyces johnsonii, Actinomyces naeslundii, Actinomyces johnsonii,
Cardiobacterium hominis, Corynebacterium durum, Corynebacterium
matruchotii, Fusobacterium nucleatum, Gemella sanguinis, Neisseria elongata
e Rothia dentocariosa a amostras de saliva e biofilme oral de individuos sem

carie. As espécies carioprotetoras tém como fungdo a protecdo do dente e,



consequente, diminuicdo do risco de desenvolvimento de carie. Assim, o facto
de termos espécies cariogénicas elevadas numa amostra, ndo significa
obrigatoriamente que o paciente tenha um altorisco de carie. As espécies
carioprotetoras podem estar também mais aumentadas e neutralizarem a
patogenicidade das cariogénicas. Neste estudo foi ainda possivel verificar que
em individuos com carie é frequente encontrar as espécies S. mutans,
Cryptobacterium curtum, Prevotella denticola e Shuttleworthia satelles em

amostras de biofilme oral e saliva.

A forte associacdo da composi¢cdo do microbioma oral, nomeadamente de
S. mutans a carie dentaria, levou ao desenvolvimento de testes que avaliam o
risco de carie através de indicadores microbioldgicos. Um deles, o CariScreen
testing avalia o risco de carie através da bioluminescénciade ATP para
identificar a carga bacteriana oral, enquanto o Carie Risk test (CRT) utiliza o
meio de cultura seletivo para S. mutans e Lactobacilli para aceder ao risco de
carie. Para além destes, esta disponivel no mercado o teste chairside Saliva
Check mutans que € um teste imunocromatograficoque usa dois anticorpos

monoclonais para a deteg¢ao de S. mutans,

Em 2019, foi publicado um estudo onde foi avaliada a eficiéncia destes
testes na detegcdo de bactérias cariogénicas, usando amostras de saliva ou
biofiime de criangas com carie moderada e mostrou que estes testes sao
eficientes na detecao precoce de carie. Os testes CariScreene CRT mostraram
ser altamente eficientes na avaliagdo do risco de carie. O resultado
demonstradopelo CariScreen mostrou ser bastante promissor na avaliagao do
risco de carie dentaria, no entanto, o seu custo € uma grande desvantagem

apesar de ser de uso facil e fornecer um resultado quase imediato (26).

Outro estudo usa um método de deteg¢ao por imunoensaio “Saliva-Check
Mutans” para a detecao rapida de S. mutans na saliva dos pacientes. Este
método usa anticorpos monoclonais especificos para S. mutans e, passado 15
minutos a reagao entre o antigénio e os anticorpos podeser avaliada. Também
refere outro kit “SalivaCheck IgA Mutans” onde partem do principio de que a
Imunoglobulina A (IgA) podera impedir a colonizagéo de S. mutans. Um baixo

nivel de IgA presente rasaliva do paciente pode ser indicador de um alto nivel



de S. mutans, aumentando assim o riscode carie dentaria. Ambos os kits

requerem a recolha de saliva estimulada com pastilha de Parafiim® (27).
Os resultados “analiticos” destes testes foram integrados com dados clinicos no
software “Cariogram”. Este software produz um diagrama com o risco de carie
do paciente conjugando os resultados do teste microbiolégico e resultados
clinicos. Os autores deste estudo concluiram que acombinagdo dos métodos
Saliva-Check Mutans e do Saliva-Check IgA sao fiaveis e com elevada
especificidade e sensibilidade. Os resultados sao considerados proximos de uma

previs&o ideal do risco de carie (27).

Da pesquisa efetuada até agora s6 foram encontrados testes
microbioldgicos desenvolvidos para a dete¢do do risco de carie cujo alvo é
apenas S. mutans. No entanto, como foi mencionado anteriormente, esta ndo
€ a unica bactéria responsavel pelo desenvolvimento de carie dentaria. A
proposta deste trabalho € que sejam incluidos outros microrganismos nos
indices de risco de carie, nomeadamente bactérias carioprotetoras e

cariogénicas para melhorar a avaliagéo de risco de carie de um individuo.



Assim, o presente estudo tem como principais objetivos:

1. Ampliar a quantidade de amostras recolhidas e avaliadas no
ambito do projeto Cariocheck em curso desde 2021/2022,
voltando a fazer recall dos pacientes ao fim de 6 meses da
observacao inicial e avaliar a capacidade dos indicadores
microbioldgicos e bioquimicos serem suficientes para a previséo
do risco de carie.

2. Desenvolver um indice “Cariocheck” que cruze os dados
definidos pela observacéo clinica (ICDAS 1IlI) (28) e do
microbioma oral especifico para carie dentaria (método de
identificacdo laboratorial) que utilizardo novos indicadores
microbiolégicos como a quantificagdo de microrganismos
cariogénicos e carioprotetores nas amostras recolhidas desde o

inicio do projeto.

Este projeto esta associado a um estudo decorrente na Faculdade de
Medicina Dentaria (FMD) relacionado com o Microbioma Oral, em que é
analisado o microbiota associado a carie. Este estudo decorre na FMD desde
2021 e alguns resultados foram publicados como resultados preliminares por
dois alunos da FMD (29, 30).
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2. Materiais e métodos






2.1 Caracterizagao do estudo

O presente estudo caracteriza-se como observacional transversal,
incluido num estudo longitudinal. Neste estudo inclui-se a realizagdo de um
questionario a cada paciente, que foi previamente ajustado de outros estudos
realizados anteriormente, uma avaliacdo intraoral para verificacdo da
presenca de caries através do Sistema Internacional para a Detegéo de Caries
(ICDAS 11) (28), a recolha de amostras de saliva estimulada e néo estimulada
e de biofilme oral. O método usado para avaliar o risco de carie dentaria foi o
CAMBRA. A amostra analisada posteriormente foi constituida por pacientes

que frequentam a Clinica da FMD-UCP ao longo do ano letivo.

2.2 Caracterizagao da amostra

A amostra deste estudo foi composta por pacientes que frequentam a
Clinica Dentaria da Universidade Catodlica Portuguesa de Viseu (FMD-UCP),
sendo por consequente considerada uma amostra de conveniéncia. Cada
paciente participou de forma voluntaria e assinou um consentimento
informado. A selecao dos participantes foi definida de acordo com critérios de

inclusao/ excluséao.

e Critérios de inclusdo: 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.

e Critérios de exclusdo: foram considerados excluidos os pacientes que

nao preencheram o consentimento informado, apresentaram idade
inferior a 18 anos, tivessem realizado terapiaantibidtica nos ultimos 3
meses e que tivessem realizado a higiene oral ou ingerido alimentosnum

espaco inferior a 1 hora antes da recolha.
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2.3 Principios éticos

Todos os pacientes que participaram no estudo foram solicitados a ler e
assinar o consentimento informado (Anexo 1). A confidencialidade dos dados
dos participantes foi assegurada e a utilizagdo dos mesmos foram

exclusivamente usados para esta pesquisa.

2.4 Treino e calibragao

O presente estudo foi realizado por varios investigadores. Com o objetivo
de obter um resultado transversal, realizou-se a calibragdo prévia de cada
operador, com intuito de utilizar o ICDAS Il (28). A calibragaofoi executada com
o autor da monografia anterior (VR) (29), o autor da presente monografia (MF)

eum colega investigador (JC).

A calibracéo foi dividida em trés etapas:

1. Revisao da literatura e do protocolo proposto pelo Comité do ICDAS II
(28)

2. Através de uma apresentagao de varias fotografias de casos clinicos, de
modo a exemplificaros cédigos usados pelo ICDAS II (28)

3. Calibragens entre todos os alunos participantes no estudo.

2.5 Recolha da amostra

A recolha das amostras iniciou-se no més de outubro, na Clinica

Universitaria, no inicio de cada consulta.

2.5.1 O questionario

Foi aplicado um questionario (Anexo 2) a cada participante com questdes
relacionadas com os seus habitos de higiene oral, saude no seu geral e com
a avaliagcédo do estado de saude oral. No seu geral, este questionario permite

ter uma visdo completa dos comportamentos e habitos de cada um dos
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pacientes estudados. Todas estas informagdes sao variaveis de paciente para

paciente.

2.5.2 Exame clinico

A carie dentaria é avaliada através do Sistema Internacional para a
Detecdo e Avaliagdo de Caries (ICDAS Il) (28) em todos os dentes da
cavidade oral, em qualquer face do dente, desde que haja presenga de lesao
cariosa.

Este sistema de avaliagao deve ser usado em dentes limpos e secos porque
permite a detegdode lesdes que ndo estejam cavitadas. Os codigos variam de 0
a 6 (Tabela 1) dependendo da gravidade da leséo. Isto depende de varios fatores
que incluem as caracteristicas das superficies, a existéncia de dentes adjacentes
e se a carie observada esta associada a algum tipo derestauracao ou selante de
fissura (28).

Tabela 1 Definicao dos codigos do ICDAS Il (tabela adaptada do artigo International Caries Detection and
Assessment System (ICDAS): A New Concept (19).

Coédigo | Descrigao
ICDAS
0 Sem evidéncia de carie apds 5 segundos de secagem
1 Opacidade ou descoloracao do esmalte visivel apés uma
secagem prolongada.
2 Alteracdo em esmalte visivel durante a secagem.
3 Cavidade localizada no esmalte, sem exposicao de dentina,
observado em secagem prolongada.
4 Sombra de lesdo com dentina visivel.
5 Cavidade em volta de uma restauracédo ou selante com dentina
visivel, maior que 0,5mm.
6 Cavidade muito invasiva, com exposi¢ao de dentina

Foi igualmente medida a profundidade dos sulcos e fissuras dos dentes,

recorrendo a observacgao clinica e ao uso de uma sonda milimetrada.
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2.5.3 Recolha e processamento de saliva

Foram selecionados os pacientes que nao realizaram a sua higiene oral
nem ingeriram alimentos ou até mesmo agua uma hora antes do procedimento
de recolha de saliva, para garantir uma uniformidade no método de recolha.

Primeiramente realizou-se a recolha de saliva ndo estimulada. Com o
paciente sentado numa posigao confortavel e relaxado, foi-lhe pedido para
acumular saliva na boca e, de seguida, expelir para um tubo graduado, durante
2 minutos medidos com um temporizador digital (31).

Se o valor do fluxo salivar na auséncia de estimulo fosse moderado (0,3-
0,7 ml/min), efetuou-se a recolha de saliva estimulada com recurso a uma
pelicula de Parafilm CRT ® Buffer, mastigada durante 30 segundos, e posterior
expelicdo para um novo tubo graduado, novamente durante 2 minutos (31).

Realizou-se a medi¢ao de pH utilizando um medidor de pH digital [Hannah
Instruments HI1083]no laboratorio SalivaTec. Este instrumento mediu com
precisdo o nivel de acidez da saliva recolhida. Antes de cada utilizagao, o
elétrodo foi lavado com agua Mili-Q (agua destilada, filtrada e purificada). Em
seguida, passou-se entdo para o processamento da amostra onde,
posteriormente, foi avaliada a composigao microbioldgica (31).

Relativamente ao processamento das amostras, estas foram aliquotadas
em tubos Eppendorf e conservadas numa arca a -80°C (31). Para a analise
destas amostras, foi realizado um qRT-PCR usando primers universais para
proceder a quantificagdo da carga bacteriana total (16S) e primers especificos
para a quantificacdo das espécies cariogénicas S. mutans e S. sobrinus e das
espécies carioprotetoras S. mitis e A. johnsonii (anexo 3). A estimativa do
numero de copias presentes em cada amostra foi calculada usando os métodos

descritos no Anexo 4.

2.6 Calculo de risco

O calculo de risco consiste na adicao dos valores atribuidos a cada
parametro (ver Anexo 5). O valor total foi inserido nos intervalos apresentados
no fim do anexo 5.

No entanto, no caso do calculo final onde estdo incluidas as bactérias,
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houve necessidade de fazer um ajuste, mudando os intervalos totais para

determinacéao do risco de carie.

Tabela 2 Intervalos definidos para o risco de carie quando adicionado com fatores microbianos.

Risco baixo Abaixo de -15 a -4
Risco moderado -3a+4

Risco elevado +5a+19

Risco muito elevado Acima de +20

Sempre que houve necessidade de inserir bactérias no calculo, foi usada
a Tabela 2.
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3. Resultados






3.1 Caracterizagdo demografica da amostra em estudo

Para este estudo, a populagao selecionada foi obtida por meio de uma
amostra de conveniéncia de pacientes que frequentaram a Clinica da
Universidade Catdlica de Viseu, durante o periodo de recolha de dados, e que
atenderam aos critérios de inclusdo/exclusdo estabelecidos previamente. A
amostra final contabilizou um total de 99 pacientes observados durante o ano
letivo 23/24.

Conforme descrito na figura 2, observamos que 29% da amostra total

sao pacientes do sexo masculino e 71% do sexo feminino.

Masculino
29%

Feminino
71%

= Feminino Masculino

Figura 2 Distribuigdo da populagdo de acordo com o género.

No que diz respeito a faixa etaria, a recolha de dados foi realizada numa
populacdo adulta, com uma média de idade de 29 anos. No entanto, a amostra
apresenta uma variedade de idades, o paciente mais jovem tinha 21 anos e o

mais idoso tinha 64 anos.
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Figura 3 Gréfico representativo da distribuigdo de idades dos individuos da amostra.

3.2 Caracterizagao dos habitos de higiene oral

Em relacdo aos habitos de higiene oral da populagdo em estudo,
verificamos que a grande maioria dos pacientes em estudo escovava os dentes
com uma pasta fluoretada (98%) (n=97). Dos 97 pacientes que escovavam o0s
dentes com uma pasta fluoretada, 15% (n=15) escovavam uma vez por dia, 61%
(n=59) escovavam duas vezes por dia e 23% (n=23) escovavam trés vezes por

dia, sendo que ninguém respondeu que escovavam quatro ou mais vezes.

W 1xdiz W JIxdia i dia

Figura 4 Distribuicdo da amostra relativamente ao numero de escovagens com uso de pasta dentifrica
fluoretada.
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Adicionalmente, foi realizada uma analise da distribuicdo do numero de
escovagens com pasta fluoretada diaria de acordo com a idade. Verificou-se que

na maioria das faixas etarias, é frequente escovar os dentes duas vezes por dia.

20
18
16
14
12
10

Niumero de participantes

18-29 30-39 40-49 50-59 60-64

[ I LA -]

W 1x/dia m2x/dia ®3x/dia

Figura 5 Relacdo entre a idade e o numero de escovagens diarias.

A figura 6 mostra que 68% (n=67) dos pacientes em estudo fazem uso de
fio dentario diariamente e apenas 27% (n=27) fazem uso diario de colutério com

flaor (figura 7).

W Sim EmNio

Figura 6 Distribuicdo da amostra relativamente ao uso diario de fio dentario.
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HSim HENio

Figura 7 Distribuicdo da amostra relativamente a utilizag&o diaria de colutério de fltor (0,05 NaF).

Quando perguntdmos se alguma vez usaram uma pasta fluoretada com

5000ppm de fluor. Apenas 2 pacientes referiram que sim (2%) (n=2) (figura 8).

HSim HENio

Figura 8 Distribuicdo da amostra relativamente ao uso de uma pasta fluoretada de 5000ppm.

Quando questionamos os pacientes em estudo sobre o facto de Ihes ter
sido aplicado um verniz de flior por um Médico Dentista nos 6 meses antes da
recolha, podemos ver, segundo a figura 9, que apenas 12% (n=12) receberam

este tratamento.
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HSim mNdo

Figura 9 Distribuicdo da amostra relativamente a aplicagdo de verniz de flior por um Médico Dentista.

Em relagcdo a aplicacao de fluor em moldeira, também nos ultimos 6
meses, verificdAmos que nenhum dos participantes recebeu esse tratamento. Em
relacdo ao uso de clorohexidina, apenas 3 participantes dos 99 referiu usar

durante o periodo em estudo.

3.3 Caracterizacao dos habitos alimentares

Relativamente ao consumo de acgucares nos lanches, entre as refeicbes
principais, constatamos que 66% (n=65) dizem consumir varias vezes ao dia
agucar (figura 10). Destes 66% (n=65), 46% (n=30) pessoas consumiam uma
Unica vez agucar durante os lanches, 37% (n=24) consumiam duas vezes e 17%

(n=11), trés vezes (Figura 11).
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HSim B Nio

Figura 10 Distribuicdo da amostra de acordo com o consumo de agticar nos lanches entre as refeigées
principais.

Hlx m2x H3x

Figura 11 Distribuicdo da amostra de acordo com o numero de lanches com consumo de agucar.

3.4 Caracterizacao de fatores que predispéem a acumulacgao de

placa bacteriana

Existem varios fatores predisponentes para a acumulagao e retencao de
placa bacteriana. Os participantes foram questionados sobre o uso de aparelho
ortodéntico e os resultados mostram que apenas 3% (n=3) faziam uso do mesmo
(Figura 12).
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HSim HNio

Figura 12 Distribuicdo da amostra relativamente ao uso de aparelho ortodéntico.

A profundidade de sulcos e fissuras em pré-molares e molares também é
um fator predisponente para a acumulagao de placa bacteriana. Na figura 13,
podemos observar que 75% (n=74) apresentava sulcos rasos e 25% (n=25)

apresentavam sulcos profundos.

mRasos M Profundos

Figura 13 Distribuigdo da amostra de acordo com a profundidade de sulcos e fissuras de pré-molares e
molares.
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3.5 Caracterizacao de fatores associados ao fluxo salivar

Dos 99 pacientes que participaram na recolha de saliva, todos
procederam a recolha de saliva ndo estimulada, no entanto, 44% (n=44) teve de
realizar a recolha de saliva estimulada. Cruzando estes dados, em 99 pacientes
observados, verificdAmos que 19 fazem uso diario de medicacado que interfere

com a producéo de saliva (figura 14).

W Sim ENio

Figura 14 Distribuicdo da amostra relativamente a presenga de algum fator que pode influenciar o fluxo
salivar.

Em relacdo ao uso de drogas recreativas, 2 pacientes referiram o seu uso.

3.6 Caracterizacao da analise salivar

No que diz respeito ao pH salivar, do total de amostras recolhidas, 84%
(n=83) apresentava um pH superior a 6,5 e 16% (n=16) apresentava um pH

inferior a 6,5 (Figura 15).
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m<6,5 m>6,5

Figura 15 Distribuicdo da amostra relativamente ao pH salivar.

3.7 Caracterizagao de resultados decorrentes da avaliagao oral

No questionario aplicado, foi perguntado aos participantes se realizaram
algum tratamento dentario como restauragdes, tratamento endodéntico radical e
extragdes nos ultimos 3 anos e podemos observar na figura 15 que 65% (n=64)

realizaram tratamentos dentarios.

mSim mN&do

Figura 16 Distribuicdo da amostra relativamente ao histérico de tratamentos realizados nos ultimos 3
anos.
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Durante a observacao intraoral, foi usado a classificagédo ICDAS Il para a
avaliagao das lesdes de carie nos pacientes participantes do estudo. Acerca das
lesbes de caries iniciais (ICDAS 1-2), podemos constatar que apenas 11%
(n=11) apresentava esse tipo de lesado cariosa (Figura 17). Verificou-se que 28%
(n=28) dos individuos em estudo apresentavam lesdes de carie moderadas
(ICDAS 3-4) e que 17% (n=17) da populagao estudada apresentava lesbes de
carie extensas (ICDAS 5-6).

30

20

n
[, ]

5
(=]

Mimero de participantes

on

CDAS 1-2 CDAS 34 CDAS 56

Figura 17 Distribuicdo da amostra relativamente a lesdo de cérie avaliada usando a classificacdo ICDAS
11 (28).

3.8 Calculo de risco de desenvolver lesoes de carie

O calculo de risco de carie foi desenvolvido a partir da analise de todos os
dados obtidos através do questionario aplicado, quantificacdo microbiana e
inspecao intra-oral. Todas as variaveis foram estudadas e foi-lhes atribuido um
peso, considerando o seu potencial protetor ou de risco (ver Anexo 5). O
resultado deste calculo € a soma de todos os parametros e permite a

identificacao do risco de carie de um paciente num determinado momento.
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3.9 Risco de desenvolver lesdes de carie com a adi¢cao de fatores

microbianos

O risco de desenvolver lesdes de carie foi calculado através do peso
atribuido a cada variavel (ver Anexo 5), de 4 formas diferentes: i) usando o
questionario CAMBRA tal como preconizado pelos autores; ii) usando o
questionario CAMBRA com a adi¢ao do fator carga total microbiana; iii) usando
o questionario CAMBRA com carga bacteriana e com a quantificagdo da
bactérias cariogénicas e carioprotetoras e , finalmente iv) um indice composto
apenas pela quantificacdo de espécies cariogénicas e carioprotetoras. Os

resultados obtidos deste calculo sdo apresentados na Figura 18.

70

60

4

)
)

=

2

Mimero de participantes

[

CANMBRA CAMBRA com CAMBRA com Bactérias
adicdo de carga totaladicdo de carga total
e bactérias

M Baixo ™ Moderado ®Elevado

Figura 18 Comparacgéo entre o risco de desenvolver lesbes de carie apenas com o CAMBRA, CAMBRA
com adigdo de carga total, CAMBRA com adigcao de carga total e bactérias e apenas bactérias.

Como bactérias consideradas carioprotetoras e associadas a saude foram
selecionadas a A. johnsonii e S. mitis e como bactérias cariogénicas foram
selecionadas a S. mutans e S. sobrinus.

Verifica-se da analise comparativa na Figura 18 que a adicao de fatores
microbianos tende a diminuir a atribuicdo de risco médio e elevado e a aumentar
o risco baixo. No entanto os padrdes de atribuicdo de risco sdo semelhantes o
que significa que, na amostra presente ndo conseguimos atribuir significancia

aos fatores microbianos. Usando o indice mais completo, ou seja, o CAMBRA
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com todos os fatores microbianos analisados, observa-se que dos 99 pacientes
avaliados, 64% (n=63) foram classificados como tendo risco baixo de
desenvolver lesbes de carie, 33% (n=33) como risco moderado, 5% (n=5) como
risco elevado e 3% (n=3) apresentou risco muito elevado.

Relativamente ao indice composto apenas por bactérias o que se verifica
€ que ha mais pacientes com atribui¢ao do nivel de moderado que de nivel baixo

€ que nao constam nenhum paciente com elevado nivel de risco de carie.

3.10 Analise dos fatores microbianos

Na tabela 3, estdo caracterizados os parametros microbianos relativos

aos 3 pacientes que apresentaram risco elevado de desenvolver lesdes de carie.

Tabela 3 Carga total bacteriana e niveis de bactérias cariogénicas e carioprotetoras em pacientes com
risco elevado de catrie.

Pacientes com Nivel de Nivel de Carga total
risco elevado bactérias bactérias cario bacteriana.
cariogénicas protetoras
Elevado Médio Médio
Elevado Médio Médio
Baixo N&o encontrado Médio

Verifica-se que 2 destes pacientes apresentavam um nivel elevado de
bactérias cariogénicas o que pode justificar a atribuicdo do elevado risco de
carie, 1 dos pacientes que, apesar de ter baixo nivel de bactérias cariogénicas,
apresenta um elevado risco de carie, num dos casos talvez justificavel pela
auséncia de bactérias cario protetoras (paciente n°3), o que faz com que se
possa especular se havera outras bactérias cariogénicas a contribuir para este

risco.
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3.11 Recalls

Relativamente aos recalls, os resultados presentados na tabela 4
mostram que 17 pacientes foram analisados de acordo com o risco de carie total,
incluindo a quantificagao bacteriana. O primeiro estudo foi realizado no ano letivo
22/23 e os seus respetivos recall no ano letivo de 23/24. Importa ainda referir
que os indices de risco de carie apresentados foram todos calculados com os
mesmos parametros e incluiam a carga total bacteriana e a quantificacao das 4

bactérias analisadas neste estudo.

Tabela 1 Comparacgéo entre o risco apresentado na primeiro avaliagado e o risco apresentado no recall.

Primeira vez Recall Significado

1 Baixo Baixo Igual

2 Moderado Moderado Igual

3 Moderado Moderado Igual

4 Moderado Moderado Igual

5 Moderado Baixo Melhoria
6 Moderado Baixo Melhoria
7 Moderado Baixo Melhoria
8 Moderado Baixo Melhoria
9 Moderado Baixo Melhoria
10 Moderado Baixo Melhoria
11 Moderado Baixo Melhoria
12 Moderado Baixo Melhoria
13 Moderado Baixo Melhoria
14 Moderado Baixo Melhoria
15 Moderado Baixo Melhoria
16 Elevado Moderado Melhoria
17 Elevado Moderado Melhoria

Dos 17 pacientes analisados, €& possivel verificar que 4 pacientes
mantiveram o risco igual (baixo e moderado). Dos outros 13 pacientes, todos
alteraram o seu risco de desenvolver carie, sendo que todos melhoraram o risco

de carie, passando de elevado a moderado ou baixo ou de moderado para baixo.
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4. Discussao de resultados






4.1 Habitos de higiene oral

Uma higiene oral adequada € fundamental para controlar a placa
bacteriana que leva ao aparecimento de carie dentaria (32). A pratica regular da
escovagem dos dentes é fundamental na prevencdo da doenga. Estudos
destacam que a técnica de escovagem €& um dos métodos mais eficazes na
prevencgao da carie dentaria, especialmente quando efetuada com uma pasta de
dentes fluoretada (33). Um estudo realizado na China demonstrou que pacientes
que escovavam os dentes duas vezes por dia com uma pasta de dentes
fluoretada tinham uma menor incidéncia de caries em comparagao com aqueles
que escovavam menos vezes (34). Outro estudo, desta vez realizado na
Australia, refere que mais de metade dos participantes tem por habito escovar
os dentes duas vezes por dia e relatam que existiram melhorias na saude oral
dos mesmos (35). Neste estudo também foi possivel constatar que 62% (n=61)
dos pacientes participantes referiam escovar os dentes duas vezes por dia.
Destes 61 pacientes, apenas 25 apresentavam lesdes de carie. Portanto, os
resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com o que é aceite na
comunidade cientifica verificando-se a correlagéo entre o numero de escovagens

e as lesdes de carie (35).

O uso do fio dentario desempenha um papel significativo na prevengao da
carie dentaria, especialmente nas areas interproximais, onde apenas a
escovagem sozinha nao é suficiente para remover completamente a placa
bacteriana (36). Em associagao a escovagem e ao uso de fio dentario, o uso de
colutdrios orais, formam uma abordagem integral para manter a saude bucal e
prevenir a carie dentaria (34). Os colutérios com fluor sdo usados devido a

capacidade de reforgar o esmalte dos dentes e promover a remineralizacao (34).

Um ensaio clinico randomizado avaliou a eficacia do uso de fio dentario e
de elixires orais na reducao de placa bacteriana e os resultados demonstraram
que os pacientes que fazem uso de fio dentario apresentaram uma reducéao
significativa no aparecimento de placa bacteriana, diminuindo assim a

probabilidade de desenvolver lesbes de carie (37).
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A comparagédo entre os resultados do presente estudo e a literatura
cientifica (38) confirma a eficacia do uso de fio dentario na prevencao do
desenvolvimento de lesbes de carie dentaria. Existe uma alta taxa (68%) de
pacientes que fazem uso diario de fio dentario o que esta de acordo com as
evidéncias cientificas. No entanto, o facto de haver uma baixa populacéo a usar
colutérios com fluor (27%) sugere que deva ser um parametro a ser melhorado

pelos pacientes.

A aplicacdo de um verniz de flior em consultério é extremamente
recomendada para a prevengdao do aparecimento de lesdes de carie,
principalmente em individuos com um risco mais elevado (32). Neste estudo,
podemos observar que, dos 99 participantes, foi aplicado verniz de fluor a
apenas 12% (n=12). Esta baixa adesao a aplicagcéo de verniz de fluor pode estar
relacionada com o facto de existirem 28% de pacientes com lesdes de carie
moderadas e 17% com lesdes de carie extensas. Considerando que 65% dos
pacientes em estudo recorreu a tratamentos médico-dentarios nos ultimos 3
anos, uma aplicagao mais recorrente de verniz de fluor poderia, potencialmente,
reduzir a necessidade de tratamentos invasivos relativamente as lesdes de carie,

mas também como forma de prevencao.

4.2 Habitos alimentares

No presente estudou-se verificou-se que 66% da populagdo em estudo
tem uma dieta acucarada entre as suas refeigdes principais, sendo que destes
66%, 46% consumia uma vez aclcar por dia e 36% duas vezes por dia. E
possivel notar que destes 66%, existem 5% destes pacientes que apresentam

um risco de carie elevado.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com o que a literatura
diz, indicando que a dieta, neste caso agucarada, € um fator crucial na etiologia
da carie dentaria. Existe correlagdo entre a alta prevaléncia da dieta rica em
acgucares dos participantes com o risco elevado de desenvolver lesdes de carie
dentaria (38), realgcando que existe a necessidade de reforcar estratégias de

prevencao e alertar para a necessidade de mudancas comportamentais.
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Tendo em conta que na amostra em estudo ainda existem pacientes que
continuam a nao adotar os habitos tanto de higiene como alimentares que
previnam o aparecimento de caries, € o papel do Médico Dentista. Em todas as
consultas deve ser avaliada a higiene oral do paciente e reforgar que o consumo
de agucares deve ser associado a uma boa higiene oral, escovagem regular e
uso de fio dentario para remover os detritos a superficie dos dentes, de forma a

diminuir a prevaléncia de carie dentaria.

4.3 Fatores que contribuem para a acumulacao de placa

bacteriana

O uso de aparelhos ortodonticos, principalmente os fixos como brackets
dificulta os procedimentos de higiene oral habituais dos pacientes, provocando
alteragdes na microflora oral, redugao do pH salivar e, consequente, acumulagao
de placa bacteriana (39).

Mais recentemente, o tratamento ortodéntico com recurso a alinhadores
tem vindo a tornar-se cada vez mais popular pela sua aparéncia estética. No
entanto, ainda ndo existem estudos suficientes que comprovem que o uso dos
mesmos diminui a acumulacao de placa bacteriana (40).

Sabe-se que o uso de aparelho ortoddntico fixo, leva a um aumento do
risco para a carie dentaria. E importante fazer uma avaliagdo do risco de carie
antes do inicio de um tratamento destes e incentivar o paciente a adotar uma
boa higiene oral. Caso contrario, podera comprometer todo o tratamento a
efetuar (41).

A morfologia dos dentes € um fator altamente predisponente para o
aparecimento de lesdes de carie. Os sulcos e fissuras presentes a superficie dos
dentes criam ambientes favoraveis para a retencgao de placa bacteriana e restos
alimentares dificultando a limpeza dos mesmos (42). Além da higiene oral, outra
técnica que diminui o risco de carie neste tipo de morfologia dentaria, € a
aplicagdo de selantes de fissuras na superficie oclusal dos pré-molares e
molares (43).

Neste estudo, a maioria dos pacientes apresentavam sulcos rasos (75%),

no entanto, ainda 25% apresentavam sulcos profundos, que requerem cuidados
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adicionais. Curiosamente, é possivel verificar neste estudo que a maioria das
pacientes com sulcos profundos tém um risco de carie baixo e uma alta
prevaléncia de bactérias carioprotetoras. Isto pode ser devido ao facto de terem
uma boa higiene oral ou até mesmo a presenga de selantes de fissuras que

diminui o risco de aparecimento de lesdes de carie.

4.4 Fatores que afetam o fluxo salivar

E conhecido que medicamentos como: anti-histaminicos, antidepressivos,
antieméticos, anti-hipertensivos, antiparkinson, antispasmddicos e sedativos
estejam associados adiminuicdo da produgéo de saliva (11), bem como fatores
como radiacido e doencgas sistémicas. Esta reducdo do fluxo salivar também é
chamada de hiposalivagao e € um potencial fator de desenvolvimento de carie.

A analise do historico do paciente é importante nesse sentido.

Dos 99 participantes do estudo, 19% (n=19) afirmou tomar medicacéo que
estejam associados a diminuicdo do fluxo salivar. Destes 19 pacientes, 15
apenas tiveram de proceder a recolha de saliva nao estimulada. Ou seja, tinham

um fluxo salivar relativamente baixo.

E possivel confirmar que existe uma correlacdo entre a toma de
medicacdo que altera o fluxo salivar com a diminuicdo do mesmo, tendo em
conta que dos resultados obtidos, apenas 5 pacientes dos 19 tiveram de

proceder a recolha de saliva estimulada.

E fundamental implementar estratégias preventivas em paciente com
hiposalivagdo. Existem substitutos salivares e estimuladores de saliva que
permitem aumentar o fluxo de saliva destes pacientes (44). Os substitutos
salivares imitam a composicdo as fungdes da saliva. Estes incluem produtos
como sprays, géis, elixires e pastas que ajudam a lubrificar a boca (45). Os
estimuladores de saliva, como pastilhas sem acgucares ou até mesmo

medicamentos tém como objetivo aumentar a producdo de saliva (45).
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4.5 Analise de saliva

A correlagao entre a o pH da saliva e a incidéncia de caries dentarias &
bem conhecida (46). Para além do efeito tamp&o que a saliva exerce na boca, a
capacidade de inibir a adesdo de microrganismos ao esmalte € também um
aspeto importante. Um menor fluxo salivar corresponde, portanto, a uma
diminui¢cao da protecao salivar levando a redugao do pH e desmineralizagao do

esmalte, promovendo o inicio do processo de aparecimento da carie (46).

No que diz respeito ao pH salivar, do total de amostras recolhidas, 84%
(n=83) apresentava um pH superior a 6,5 e, portanto, ttm menor probabilidade
de desenvolver lesbes de carie, tendo em conta que o pH salivar destes
pacientes proporciona uma boa protec¢do contra a desmineralizagdo do esmalte.
Relativamente aos outros 16% (n=16) dos participantes, necessitam de
estratégias preventivas que reduzam a incidéncia de carie dentaria tendo em

conta que destes 16 pacientes, 5 deles apresentavam lesdes de carie.

4.6 Indicadores de doenca

Neste estudo foi usado o ICDAS Il como Sistema de Detecao de Caries
(28) para avaliar a gravidade e extensao das lesdes de carie presentes na boca
dos pacientes em estudo.

Os resultados mostram que a maioria dos pacientes que possuiam lesdes
de carie, 28% (n=28) apresentaram lesdes de carie moderadas (ICDAS 3-4),
11% (n=11) apresentavam lesdes de carie iniciais (ICDAS 1-2) e 17% (n=17)
apresentaram lesdes de carie extensas (ICDAS 5-6). Estes dados evidenciam as
necessidades de tratamento existentes na populacéo observada. E importante
ainda salientar que no caso dos pacientes com lesdes de caries iniciais (ICDAS
1-2), pode nao haver indicagao para tratamento invasivo, mas é importante parar
0 avanco da carie quer com o reforco de medidas comportamentais, quer com
tratamentos nao invasivos. Se o paciente que apresenta este tipo de lesdes
evidenciar um elevado risco de carie € ainda mais importante a monitorizagao.

Os pacientes com lesdes de carie classificadas como ICDAS acima de 2
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necessitam de um cuidado mais préximo para evitar a progressao da doenga, de
tratamentos restauradores mais invasivos e uma melhor instru¢ao a higiene oral.
Em todos os pacientes € fundamental refor¢car a importancia das medidas
preventivas para evitar que as lesdes se tornem irreversiveis, ou que aparecam

novas lesdes (47).

4.7 Calculo de risco de desenvolver lesoes de carie

O calculo do risco de carie de forma simples e eficaz € um dos objetivos
deste estudo. Nesse sentido, como apresentado na Figura 18, foi calculado o
risco de carie dos mesmos pacientes utilizando indices diferentes de forma a
comparar os diferentes resultados pela inser¢ao de fatores microbianos.
Verifica-se que ao adicionar os fatores microbianos ha uma tendéncia para que
haja uma diminuicdo do risco para alguns pacientes. Quando comparados os
niveis de risco dos pacientes usando o indice CAMBRA com o indice incluindo
apenas a carga total ou a carga total mais a quantificacdo de bactérias
cariogénicas e carioprotetoras, verifica-se que ha um aumento dos pacientes
com risco baixo e uma diminuigdo dos pacientes com risco elevado e com risco
médio. Isto significa que a inclusédo de fatores microbianos no calculo do risco de
carie tende a avaliar como menor o risco do desenvolvimento de carie. Os dados
dos cerca de 100 pacientes, disponiveis até ao momento ndo permitem ainda
uma analise estatistica mais detalhada que mostre quais sdo os fatores que
contribuem de forma mais significativa para o nivel de risco atribuido ao paciente
e, portanto, neste momento estes resultados mostram apenas uma tendéncia. O
projeto tera continuidade e com o aumento do numero de amostras recolhidas e
processadas sera possivel fazer essa avaliagao.

Foi também neste trabalho avaliada a possibilidade de utilizar um indice
de risco apenas microbiano (Figura 18). A aplicagao dessa forma de calculo de
risco aos mesmos pacientes revelou-se mais conservadora, sendo que a maioria
dos pacientes se inclui no risco médio de carie e ha uma grande diminui¢ao dos
pacientes com um risco de carie baixo. O significado deste padrao diferente
relativamente aos indices de risco com a utilizagdo de uma base de questionario
como o CAMBRA ndo € possivel identificar. Para tal ser possivel seria

necessario ter uma avaliagdo da experiéncia de carie do paciente. Nesse sentido
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estdo incluidos neste estudo e no projeto maior em curso na FMD, a observagéo

dos mesmos pacientes ao fim de 6-8 meses (recalls).

E conhecido que S. mutans e S. sobrinus sdo comumente associadas ao
desenvolvimento da carie dentaria por terem a capacidade de aderir a superficie
dos dentes e formarem biofilmes. Como mencionado anteriormente, estas
bactérias produzem acido durante a metabolizagdo de agucares que levam a
desmineralizacdo do esmalte e, consequentemente, a formagdo de carie
dentaria (45). Em contrapartida, S. mitis e A. johnsonii sdo associadas a
manutencgao da saude oral. Ambas fazem parte da flora oral, mas nao tém poder
patogénico.

Neste estudo, a presencga elevada de S. mitis e A. johnsonii pode explicar
o facto de 71% dos pacientes terem um risco baixo de desenvolver carie
dentaria, enquanto a presenca elevada de S. sobrinus e S. mutans (ver Tabela
3) seja um elemento fundamental nos riscos moderado e elevado.

Outra forma pela qual tentamos avaliar o impacto dos fatores microbianos no
calculo do risco de carie foi verificar nos pacientes que tinham elevado risco de
carie (determinado pelo calculo usando o CAMBRA com fatores microbianos
incluidos) qual era a carga bacteriana e a quantificagao de bactérias cariogénicas
e carioprotetoras presentes. Havia apenas 3 pacientes em que o risco de carie
foi considerado elevado o que € um numero muito pequeno para tirar conclusoes.
No entanto, como apresentado nos resultados, destes 3 pacientes 2 tinham
niveis elevados de bactérias cariogénicas e apenas um dos pacientes n&o
apresentava bactérias carioprotetoras e um nivel baixo de bactérias
cariogénicas. Este ultimo podera ter atribuido um risco de carie elevado devido
a outros fatores que nao microbianos. Mais uma vez sera importante ter um
maior numero de amostras para realizar testes estatisticos que determinem a

significancia destes resultados.

4.8 Recalls

Dos 17 pacientes analisados pela segunda vez, 13 alteraram o risco de
desenvolver lesbes de carie, melhorando o seu risco de carie, passando de

elevado para moderado ou baixo ou de moderado para baixo.
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Comparando as respostas dadas nas duas observagdes foi possivel
verificar que, para cada paciente ha pelo menos duas razdes pelas quais pode
ter havido diminui¢ao do risco. As razdes verificadas na maioria dos pacientes
sdo a diminuigdo do consumo de alimentos agucarados (8 pacientes), de seguida
0 aumento das escovagens diarias, o tratamento das caries existentes e a
presenca de bactérias carioprotetoras foram elementos que podem justificar a
diminuicdo de risco em (7 pacientes). Em situagdes pontuais a utilizacdo de
colutorio (3 pacientes), a aplicagdo de verniz e a remogao de aparelhos
ortoddnticos (2 pacientes) e a paragem de medicagao (1 paciente) sédo fatores
que podem explicar a diminui¢cao do risco.

Resumidamente, todos os pacientes que diminuiram o risco de
desenvolver lesdes de carie entre a primeira consulta e o seu respetivo recall,
alteraram os seus comportamentos de higiene oral e procederam ao tratamento
das lesdes existentes o que permite propor que as estratégias de motivagao para

a higiene oral na primeira consulta tiveram impacto na saude oral do paciente.

4.9 Consideragoes finais

Através deste estudo foi possivel reforcar a capacidade do laboratério
SalivaTec dar uma resposta eficaz na quantificagcdo de bactérias a partir de
amostras de saliva. Apesar disso, e devido a baixa correspondéncia entre o
indice de risco de carie aqui calculado e o teor das bactérias carioprotetoras, é
possivel que as bactérias que estejam a ser quantificadas ndo sejam as mais
representativas para a estratificacdo do risco, sendo necessario aumentar o
portfolio de bactérias protetoras e inclui-las neste calculo. Os testes bacterianos
atualmente existentes no mercado focam-se apenas na identificacdo de
bactérias cariogénicas e, como foi mostrado com estes resultados, a
quantificacao de bactérias carioprotetoras podera ser revelante para o calculo de

um indice de risco de carie.

Uma das grandes dificuldades deste estudo, como mencionado, é o facto
de ser dificil associar a cada paciente um risco que seja o “correto” uma vez que
este calculo é baseado no autorrepare e reflete 0 momento que pode ter

condicionantes especificos e diferentes daqueles que o paciente experiencia
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durante a maior parte do tempo. Neste contexto os recalls sao fundamentais para
verificar o aparecimento ou nao de novas lesdes de carie, ou agravamento das
lesdes iniciais (ICDAS 1-2). Assim é fundamental continuar a aumentar o numero
de recalls que no numero de individuos observados pela primeira vez quer pelo
aumento do numero de observagdes do mesmo individuo. Os recalls sao
também o momento de avaliar o impacto das intervengdes anteriores junto do
paciente e como apresentado anteriormente neste estudo a grande maioria dos

pacientes diminuiu o seu risco de desenvolver carie dentaria.

Relativamente a insercado de indicadores microbianos no calculo do risco
de carie, os resultados sugerem que nao ha grande variagao nos resultados do
risco de caries obtidos. Isto ndo significa que nao haja impacto na realidade, ele
pode existir, mas ser de uma magnitude n&o detetavel pelo numero de amostras
analisadas que condicionam a forma de analise. Mais uma vez sera necessario
avaliar mais pacientes para poder aplicar métodos estatisticos e de Inteligéncia
artificial que permitam avaliar a significancia das diferengas observadas e

desenvolver indices com melhor valor preditivo.
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4.10 Limitacoes e perspetivas futuras

ApOs a elaboragao desta investigagao, € importante realcar as limitagoes
encontradas: a existéncia de apenas duas examinadoras limitou a quantidade de
pacientes observados e amostras recolhidas, o autorreporte nas respostas ao
questionario CAMBRA nem sempre sao fidedignas, o risco de carie no mesmo
individuo pode variar frequentemente e, portanto, ha sempre alguma incerteza

da representatividade do risco calculado na saude oral do paciente.

Considerando as limitagdes referidas, sdo apresentadas algumas
sugestoes para dar continuidade ao estudo: aumentar o numero de
examinadores para aumentar a amostra; incluir todos os novos pacientes da
Clinica Dentaria Universitaria no estudo; melhorar a adesédo dos pacientes aos

recalls.
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5. Conclusoes






Este estudo permitiu evidenciar que praticas de higiene oral inadequadas
e habitos alimentares ricos em acgucares tém grande impacto no risco de
desenvolver carie dentaria. E importante alertar os pacientes para estratégias
preventivas para promover a saude oral e, consequentemente, reduzir a
incidéncia de carie dentaria na populacdo. Verificou-se que quando estas
medidas sdo aplicadas e ha o tratamento de lesdes ativas a maioria dos

pacientes diminui o seu risco de carie.

Relativamente a inclusdo de novos fatores microbianos no calculo de
risco, a principal conclusao € que apesar de alterarem o indice de risco calculado
com o questionario CAMBRA ndo o alteram de uma forma significativa.
Relativamente a proposta de um indice apenas microbiano conclui-se que a
associagdo das lesdes e da sua gravidade a quantificagdo de bactérias
cariogénicas se verifica, mas no que se refere as bactérias carioprotetoras nao
foi possivel encontrar uma associagdao. O desenvolvimento de um indice
puramente microbiano podera passar por quantificar mais bactérias de modo a
refletir de forma mais completa a comunidade microbiana com impacto na carie

e/ou quantificar outras bactérias principalmente as carioprotetoras.
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Anexo 1 — Consentimento informado

A INSTITUTD DE CIENCIAS DA SAUDE

By AL A

LR [ TR, [ iy

CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE PARA PARTICIPAGAO EM

ESTUDOS DE INVESTIGACAD
(e seonde com a Declaragde de Halzinguwia e a Comengdo de Oweda)

Titule do estudao: Microbioma Orel Humano

Objetive: Estudar os micnarganismos da cavidade oral dos wentes da Clinica Derdara Universiada através
da recolha de sallva e de biofiime oral. Relacioner & presenca de grupos de micronganizmos com fatoes

dermograficos e condighes clinicas dos utenies.

Descricio do Estudo: O= microrganismos s8c parte Integranta do nosso corpo. Ma cavidede oral esses
microngaresmos formam 8 pkaca dentédda que apesar de exiatr em simblose connoaco,. pode malgumas
cicunstincias estar assockada a patologlas orss come cane dentdna, doenga pedodonial @ até de perdas
botel de dentes.

O eetudo proposto & composio por tés momentos distintes. Muma primeirs fase sasd reallzado um
guestonano para recoina de alguns dados demografices e cliricos incluindo & expendncia de cane pelo indice
ICDAS (este exame tem a dwacio aproximademente de 15 minutos ). Segusdaments proced e -se-4 d recolha
das amostras de sallva e bieféme oral. Este procedimenio demora apenss cerca de 5 minutos & &
ahsolutamenia indokor & nEo apresenta nenhum desconforle para o dedor, nem interdferem com a consulta
Asamasiras. depols de totaimente anonimizedas serdo tretades por téocmcas de metagendmica.

Vantagens e riscos na participagio seolicitada: Este estudo nBe envolve procedimenios que néo se
enquadrem na pratica clinlca normal nem preterde festar noves predutos ou medicamentos. A pariciperio
mesta estudo & totalmente valuntdria & andnine, néo acametando gualsguer custos. E fundements gue
perceba gue pode refirar 0 820 consentiments em quesguer atepa do estudo. Moo precisa para 12l de
goresentar exploacies aos responsdvels pela investigacko. nem terd gualquer prejulzo. asskstenciss ou
outrpE, caso n&o quelra participar. Ao decidir participar pode colocar todas as questbes que considerar
necessanss para o seu esclarecimento. Mesmo depols de assinedo o documento de consentsmeanio
eaclarecido & bfommado, pode em gualquer altura solicitar & swa excius o do estudo. Para tal basta contactar
o Irvestigador principal cuja identificagio estd no fim deste formuldrio. & zua contnibulgdo com dedos e
EMosiras para este estudo permiird conhecer methor & relagdo entre o3 microrgansmos da cavidede oral
& salde dos Individuos. Este estudo ndo & financiado @ & parbcipacio néo Implica gualguer rermuneragio o
encago econdmico para o participante. Os partcipantes colabaram de forma valuntara, livre 8 esclarecsda.

Meadidas de Mitigacko dos Riscos Reals ou Potencials: Uma ver que neste estudo ngo edistem nacos
para o paclente ndo estho previsias medidas de mitlgagao. Alnda assim & Importante refens gue o3
Irvestinad ores responsdvels garantem aos paticipantes o exercicio dos seus direlics em redagdo aos dados
recolhidos (como o acesso, & retificagdo ou a elimeagio), bastando o mesmo ser solicitads 4 Encamegads
da Proiegio de Dados deste estudo {comactas no fimai do documento). Fara glém do refendo, o paticipanis
pide afetuar uma reclamacin juntc do Encamegado de Protecio de Dados (DPO - Data Protecton Cffkcen
da UCP, que aencamdnhard pare a Comissso Nacional de Prolegao de Dados (CNPD), caso considersm fue
exlate um Incumpriments kgal & protecio de dados por pane equipa de investigagdo [comtactos mo fins! do

Este documento ¢ composto por brés paginas e feito em duplicado: wma via para o investigodor ¢
o eLEr Prg o pessod que consente.
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docimenial

Confldencialidade ¢ anonimats: Os investigadoes garantem o anommato e & canfidenclalidade dos dedos
recolhidos. Anfarmagio & recolhida epenegs pelo Investigador Prancipal, num momento ureco de abeervagso.
em amblente de prvacidede, ndo permie a dertificagho do participants & & usada spenas para os fie
crentficos do presente estudo. Os dados s8o registados e amazensdos no computador pesscd do
Investigador, com Bcesso protegedo e apenas durante o estudo. Concludda & investigacho. os dados
ernazensdos serdo eliminados & & garantido que 3 identificagdo do participente nunca ee fome pldblica.

Medidas de Partilha de Beneficlas:

O= resultedos deste estudo serdo parlhsdos com e comunidade clentificaatravds de pubboacies em ravistas
com revisao por pafes & constitulrdo pate do como de Informacan e conhecimanto clentifleo que pamite
daservolver novas formas de disgndstico precoce e monltonzagio da sadde com a wilizegdo de amostras
nio invasivas.

Recolha de Dados:

D8 dados arecolher neste estudo =80 de duas nalurezas: dados de sua histéra clinlca gue serdo recolhidos
do seu processs clinico confemadas por entrevista & amostras blokglcss de seliva & biofilme oral (place
dentadal As recofhas das amostras bioldglcas s50 ndo invasives e totalments indalores.

O dados recoltedos 8o totalmenie anomemizados e os investigadores (para além do inwvestigador prncipal)
terdo apenas acesso 3 informagio coddicad s ndo send o possivel identificar & gue ndividuo pertence.

Ca dados & 53 amosties serks presenvedos durante 5 anos, pencda apds o qual sardo destruldas,

Responsavel pela Investigagio:
Maria José Serc| de Bato Comrela
Tim: 919671348

Eraif: mcormelsfucp.pt
L 1

Agradecemos o seu contibuto pars o desemvalvimanto clentfico da Mediesna Centdria da Universidade
Catdlica Portuguesa & na guelidade de mwestigador sesponsdvel estou ao diEpor para  qualguer
informacio/ddvida gue poesa swngir durante eate estude.

Data: I I

Assinatura do Investigador Prinepal:

Por favar, lea com slenbo toda & infamacis. Se acher que alge ndo esta claro, ndo hesite em sollciter mats
informactes. Se concorda com a proposta que he fol felta, queirs assnas este dacumento.

Declaro ter bdo & compreendido este documento, bem como as informagdes verbals & eacritas gue me foram
fomecidas pelo Investigador Panciped gue &osma assina.

Fal-me garantida & possibilid ade de, em qualguer sliura, recusar paticipar neste estudo sem qualguer tipe de
conseguéncies assim como de aceder &0 meus dados.

Aceilo participar neste estudo, de forma Informada e esclarecida, e pemito a ublizagss dos dados gue de
forma voluntdna fomago, conflando em gue apenas serfio uldizados para esta investigagso & nes garantias
de confidencislidade e snonimato gue me 580 dadas pelo investigador.

Este documento d composto por trés pdginas e feite em duplicodo: wma via pera o ievestigodor ¢
o Ul prd o pessod que consen e
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Moane do participants no estudo:

Assinatura:

BIWCC n®
Data ou valldade I !

Grau de parenlesce ou tipa de representsgdo;
Assinatura;

Contacte do Encarregado de Protegbo de Dados (DPO - Data Protection Officer) da UCP:
Data Protection Offlcer - UCP

Dra. Frederca Campos de Canvalho

Contacto telefdnico: +351 217214170

E-mall: compance. rgpdi@ucp.pl

Contacte do Encarregado da Protecdo de Dados deste estudo na FMD-UCF Viseu:
Marla José Sefol de Brito Correla

Tim: $19871348
Email. mcomesaiucp. pt

Exte docomento @ compasto por trés paginas ¢ feite em duplicaedo: uma via para o investigodor e
o GUbEd pard o pessod Gue consente.
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Anexo 2 — Questionario

USNIVERSINNE CSTOLACY
L, PORTUGLESA

Questionario de dadores

A- Dados da amostra

Duestio 1
Cadigo do cadar

QuesLin 2
Data da comeila

Qusdgkan 3.
Katenal Bloldgico
Lallva
eofilma
Einfilme radioutar
Bockacha

Eiopain
Map rapoiheu amosia biclbgica

Qusslan 4,
Arnostrapem

1" smastragam
Armoginas follaw-up

Qisastan 5
Local de amostragem

Chimca danlana - Unverscade Caldlca Porluguesa de Visea
Lar Viscondessa de 530 Castann

Cantra Social Pacguial e Ria de Loba

hgvdade Sarmior Yiseu

Juros

Universidade Caldlica Portuguesa = Faculdade da Medicina Dentana
ZalvaTec {Laboratdrin de mwesligagio inlerdsoplinar em Saliva) - CRE
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. Wil

CHBoE Sl f.

Inuestigndor ! Médioo dentsiy res ponsdee]

B- Dados pessoais do dador

Chaesida T,

Eanar
Feminino
Mazcuiino

Blao binaria
Prefers ndo menclonar

Chesihn 4,

DOats de nascimenta

SAUCRSE AN

Ouestsa 10
Blivel de paootandace

Bmioo (ais oo 9Fana)

fiadio (akk ao 12%na)

LUcenciatura, Mestrado oo Doutoramanio
Oumres

oo s Nz

Universidade Calolica Portuguesa = Faculdade de Medicina Dentana
EafivaToo |Labaratdrin da investigagio imerdscplinar am Saliva) - CBS
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G- Informagies de sadde geral do dador

Cuessian 11
Tem: ou lzve alguma palologia?

Shm Moo Hio saobe
Cardiaca
Sanguinea
Figada

Imtestinal
Estdmago

Gancra
Ayl
Outros

Chessila 12.

Especfious o tipo de painlogia (=)

Cesthn 11
Za fovn cancm fod sieile & algum irmtamenta de radiainrapia oe qumiciorapia?

Eim
o

Clusesiho 14

Se s5im, ha goanio tampo (ancs)?

Chusssida 10,
Temn hpoionssay

Sim
[ 1

Universidade Calslica Porbuguesa - Facukiade de Medicina Dentana
EaivaTec |Laboratdrio de mwestigagdo imerdiscplinar em Salivaj - CRE
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e

=

LEETH!

Ouieskio 10

Tern diabales?

Sim. Tipo 1

Eim, Tipo 2

£im, mas nAo saba o lipa
i Mo e

Chasstda 17
Historioo lomiliar = Exsbem doengas ra lamilia como®

Oaongas cardiocas

Dnabnies

Gancra

Ouwras

D= Informagdes sobre a medicacdo

Oseentidia 10

Faz algum tpa de traiamenia midon ou madicsgdo cam regulandada?

Eim

Blan
Man saba

Universidade Calolica Portuguesa - Faculdade de Medicina Demdna
Salva Tao {Labaratdric da nwestigagao imerdscplinar em Saliva) - CRS
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Ousesesa 19

P slem da medcagdo regular, fer mais aigum ino o talaments médioos au medicacao nos
dlhmos 30 diac™

Eim

Mao
Man saba

Uusstaa L0
Ferz anbbisbca nos dltimas 3 meses?

Eim:

Mao
Mao soba

Csestho 21
Focabew @ vaona da gripa nes dimas 4 meses?
£im
Mao
Mo sabae
E- Habitos - Consumo de tabaco
Csestho 22

Furra au ja fumweou?

Lo lumai ou @ tumo, aom que idads deikou de fuma?

i+ Eabs

Mao saba

Universidade Cattlica Portuguesa - Faouldade de Medicna Dentana
SZaivaToo |Laborabdrin de mwesbgacio inerdsoplinar em Saliva) - CES
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Cuestla 29
Cheanias capamas fuma oo fumava por da?

Aa% 10 cigarros
Blass oo 11 cigarns
Mo saba

Cuesssa 20
S mi-Aumador ha guanios ancs desod de furmar?

Eaba
Moo sata

Chussiaa 20
U=y drogas recroativas?
=im
Bdao
F- Habitos - Consuma de &loool
Chsmstya L.
Bobe ou (& bebou, eguiarments babidas alcodicns?

Eim
Moo

Juss s LB
Ea hobe ou @ hebed. com gue (dada comagou?
Sabv

Mo sata

Cueshda 24
Ea hiobe ou i bebew, preancha o segeinis quUacim:

FR] Maisdr 14 | Mo sabe “Fida beoen

H* de copos de vinho (por semanal

W* g tevelas [por semana’

s¥ da bebidas cigestivas (por

SEMaNa )

Universidade Caiolica Porttuguesa = Faouldade de Medicina Demidna
ZalivaTeo {Labaratdno de mwesligacio imerdsoplinar em Saliva) - CES
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Chuesada 40
L deiwou de babar fol com que idads?

Sl

Mo saka

G- Habitos - Alimentares
Cuestya 31,
Lhlliza agicar rers nches snine rofscies?

Eim
Mao
i Mao sabe

Oeskia 12
Mumoro o Rnchas com apicar ez as rmieipdes:

Tx
fra )
(R |
dx
Ao pua s

H- Hivel hormanal
Cueetda 30
Torma anticon ceconais?

Eim
Moo

Dueskia 34

Ha quanios das bove a GBma mensiruacio?

Universidade Caltlca Porbuguesa - Faculdade da Medicna Dentina
ZaivaTeo |Laborabdio de rwestigacio inlerdsoipiinar am Saliva) - CEE
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Cuesiso 36

Esla gravida?

Map

Dueestag 56

Ee 5im, de quanias semanas™

Cuestdn 37
Encanira-sa na manopaJdsa’

Eim
Ao

COuestdn 38

Se sim, ha quontos amas?

I Hiblios & compartamentos de higiens oral

[T S R |
Costuma ascovar os denbes danamends?

=m
Moo

Chuersidin 40
Ea simy, quantas vezes por dia?
1a
iR
Tx
Ao dio 3k
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Ouseesitda 41
Escova os deries com ura pasia fuonstada?

Sim
Mo

Ouezsadia 42
LHiiza umra pasta flunretada S000ppm danamema?
Eim
BMao
Opestio 41
Hiliza um coluleeis oom fuee {005% NaF) seramante?

Em
Bao

Guesiio 44,
Buranie oa Wlimos £ moses ueliron dochedidna uma vez por semrana?

Em

Mao

Duesida 41
Gastuma uhlizar o dentdoo?

o Eim, dariamends
Eim, as vozes
Mao

Blio sel o que 4 o fio derlano

Oy 4E.
Lhiliza aparelhn oredéotco?

Em

Mao
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Oueskan 47
Ouando fol & Gllima sez que visiion wm denbista?

Ha 1 ana
Ha 2 anm
Enfre 20 8 anos

i+ Ha mais de & anes
Munca fal ao dantistn

Chessttn 21
Faz algum desins intamentos frestaunctes, TER, extrapies) nos Atimos 3 anos?

Sim
(I

Uuwostaa 245

Mdguma vez e fol aphcada par um prefissional ce sadde vemio oo gal da fluor om corsuliono nas
ulimos & meses?

1 Em
i Mo

Chestlia B0
Eariin s a sua boca esta “nean?

Lim
Mao

Chusstda 51

S& im. tonin compoansar e3%s facka cam mEDE oansuro de agua

=i
Mao
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Cavia miguma dor na regida da faoe ou no insear da booo?

=am
Mo

Chesta 53

Sarle alfuma alErecaa no paaoary

=im
o H i

J=  Sande oral - Lesies de carie @ diagnastico periodantal

CheEsisn B, Cﬂﬂl:‘“;ﬂ‘.‘l sl g cadn e e dertan o

Presentn  Ausente  Megido Carado  Rostnrado Smplamte  Raiz mesidual Desviaizado
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Ousegtdin &7
Profunddade de sulcas a lissiras?

Ranas
Frolundos

QOuestda S

Exposigha radicuiar

1 Am
Man

Cuesida K5 nﬂﬂﬂﬂﬂlm panoaorTial [Marcar uma Fesposia o mais |

Pole Coman quaslfid & g ur nafeoe-an a0 Soegn el perodoeinl nove clasalicacio) Pimnchod Pario Char e
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Zxlde periodonkal
Perodonio mduzico
1+ Gengmiin
Peariodonate localizada [manos gue 30%)
Periodonite generaizoda (maior quis 200%:|
& Padro Molar incisvo
Eximctio
1+ Esladio |l
Esladio Ui
Eslaco §V
v Graud
Grau B
1 farau o
Auocsile Pendmplantar
Poriimplantiios
1 Eslomaiiia prafatics Clazse |
Eslomatila protética Classa Il
Eslomatiie pralatica Classa 111

Cheesiha il

BOF < Eangramenio & sondagem
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Chemsia il

Indica do placa

Chuostia 62

Média da profundidade de sondagem

Onsesadia il
Mocasddade de tratamenio redico-dersano?

Em
BMap

K- Sxbde oral - Proteses dentdrias

Duesisa 64

Utliza proless densdia?

Sim
Mo

et §6
Em qual das arcadas?
Lupsnor
irdenor
Arnbas
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Anexo 3 — Sequéncias de primers

Sequéncias de primers

165
Primer Forward 5 AAACTCAAAKGAATTIGACGG 3'
Primer Reverse 5' CTCACRRCACGAGCTGAC &

Actinomyces johnsonii

Primer Forward 5'AGCGCTTGCCTTTTTGGTG3'
Primer Reverse 5" AACCCGCCATGCGACAGACCCGY

Sreptococcus mitis
Primer Forward 5' CCCGAAGTCGGTGAGGTAACT!
Primer Reverse 5 TCCCAAACGGCTGACTTGTTS

Sreptococcus mutans

Primer Forward 5' TCGCGAAAAAGATAAACAAACST'
Primer Reverse 5 GCCCCTTCACAGTTGGTTAGS'

Sreptococcus sobrinus

Primer Forward 5 GCAAGTGGAACGCATTGGTAAZ!
Primer Reverse 5" GGTCCATCTGATAGTGAAGCAATGI'
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Anexo 4 - Protocolo laboratorial

QPCR protocol for absolute quantification

Quantification of total bacterial load:

Standard Curve:

iPlasmid DNA containing cloned target sequences is widely used as standards in quantitative PCR.
For the 168 rRNA gene a standard curve was oblained from Staphylococcus Capitis,
Plasmid DNA concentration:

165 rRNA gene construct: 516,1 nglul

NIY Speedy qPCR Green Master Mix (2x) (MB22402)

INZY Speady gPCR Green Masier Mix (2x) is ready-to-use and only requires pnmers and template addition. It i oplimized for inlercalating green dys|
detection on different instruments.

165 rRNA gene: annealing temperature 61.5°C
10 pl final reaction mix:

INZY Speady qPCR Green Master Mix (2x): 5 pL

10 pM forward pnmer: 0.4 ul, final concentration: 0,4 pM
10 pM reverse pnmer. 0.4 pl, final concentration: 0,4 pM
IDMA: 1 ng per PCR reaction
iNuclease-frea water up to 10 pl

165 rRNA gene
Forward | 926F
Primer | AAACTCAAAKGAATTGACGG | Cycle PCR:
95°C | Reverse | 1062R for 2 min
m Primer | CTCACRRCACGAGCTGAC ;
95 °C for 5 sec

616 *C for 20 sac
[PCR wars performed  wsing the CFX Connect Real-tme PCR system. BaoRad For dats analysis the formuls below was used

DNA Copy Number determination:

Number of coples = (DNA concentration (ng/pl) x [6.022 x 1023]) | (length of template {bp) x [1x109] x 650)
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Cuantification of rotal bacteral load by real-time PCR funa 021

Preparation of standard curve
v gDNA extraction
For the 165 rRMNA gene a standard curve was obtained from Staphylococcus Capitis;

1- Isolste genomic DNA from the cultures of 5 copits using the NIY Microbial
gONA Isolation kit (ME21702) according to the manufaciurer's instructions.

2. DHA smplification by PCR according with the following protocol:

Primers {5 to 3')

165 (RMA pene

Forward | S26F
AMACTCAAARKGAATTGACGE
Reverse | LOGE2R
CTCACRRCACGAGLTGAL

Optimized annealing temperature
165 rRMA gene: Ta 50 %C
MZYTag Il 24 Green Master Mix 0.2 U/l (MB3SE)

Resufting PCR products have an A-owverhang and are suitable for cloning with NIYTech's
MNZ¥-A PCR doning kit (MBO53);

Prepare a master mix (W] to 2 final volume = 10 pl
5 pk MM
0,254l Primer F {10 uM), final concentration: 0,25 1M
0,25 pl Primer R {10 uM), final concentration: 0,25 UM
% pl DA
% HL H:O
Megative controli x pl MM + x ul HxO
Cycle PCR:
95 2C for 15 min
35 cycles:
54 2C for 30 sec
50 2C/45 2C Tor 30 wec

722Ctor 20 s2c

88




Quantification of total bacterial load by real-time PCR June 30ZL

T28C for 10 mim

4 2C infinite

Confirmy PCR product size on Agarose Gel (1 %):

06 g agarcse + B0 mLTAE Ix + 2 pl Greensafe (MI¥wech)

Load im the gal: 10 pL from each sample and 3 pb ladder | (NI¥tach)
Expecred prodyct size,

165 rRNA gene: 178 bp

NZY Gelpuie [MBOLL) 1o purity DMA from agarose gel:

NZ¥Gelpure kit is designed for the purification of DNA& from TAE/TBE agaross gels and
for direct purification of PCR products.

After purification DMNA was eiuted in 30 pL of EB;
Furified DMNA concentration (NanoDrop).

Conc. [ng/ul) A260/230 | AZEDf280
OiMA 165 22688 0.34 1.71

PLR product cloning into the NZY-A PCR cloning kit (MB05301, Induding competent celis]

NZ¥-A PLR cloning kit was designed to allow the direct cloning of PCR products with 5 -
A overhargs, which result from amplifications uwsing nom-proofreading DNA

polymerases, The cloning vecior was prepared by cuming NZYTech's pMEY 28 with Ccoll
vV and adding 2 3° terminal thymidine at both ends.

Clonkng 2nd transformation arg performed acconding 10 The manufadurer's Instrucions.
Insert preparation:

We recommend using 2 1:3 molar ratio of vecorinser and startmg with 50 ng of
PHIYIE-A wvector. To calculate the optimal amount of PCH product required, use the
Tollowing eguation:

ng aof vector x kb sire of intert x maler rotio of inert = ng of ingert
kb zize of vector vector

155 rENA gene: 7,3 ng DMA (inserrcize 0,14 kb
Vector size: 2,88 kb

Vector concentration: 50 ng/plL
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[Ciuantifcation of total bactenal load by rea-time PLR Tune 02T

Components 165 rRMNA gene | Control reaction
[MZY¥-2 positive
cantrol insert)

NZIY-A buffer 2 ul 2l

pMNIY28-A vectar 1pl 1l

PCR fragment 0,32l 3ul

T4 DNA Ligase 1l 1ul

Muctease-free water 268 ul S

Mote: Final volume: 10 pl
Transformation:

|Prepare LB sgar plates contrining 100 g/ mL smpicilin, 15 jg/ml tetracyciing, 100 pzfmlL X-gal
ard 0.5 md PTG,

SO0 medjum (51797 - 10x5ML, Sigma) 5 necetsary for the transformation protocol;
Plasmid DNA isolation [NZYMiniprep, MBO1001)

Pick a single cobony from a freshily streaked selective plate and inocudate @ culture of 1—

5 ml LE 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 pNZY2E vector with EcoR | or BamH | 1o excise the cloned insert or send samples 1o
[SANEer sequencing.

Plasmid DNA isolation (NZIYMidiprep, MBOS004)

After screening for recombinants and check the correct insert insertion, prepare highly|
jpure plasmid DNA (typically 100 pg)] to use In quantitative real-time PCR experiments.
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Anexo 5 - Calculo de risco

Fator analisado

Peso no calculo final

refeicops

Uso de fio dentario Slm = -1
Mao = 0
Escovagem com pasia fiuoretada 1% =-1
20 =2
In=-3
Uso de colutarnio com floor (0,06 NaF) Sim = -1
diariamente Mao =0
Uso de pasta fleoretada a S000ppm Sim = -1
Mao =0
Aplicagan de verniz de fldor nos uitimos & Sim =-1
meses Mao =0
Uso de clorhexiding uma vez por semana Sim = -1
Mao =0
Mimero de lanches com agucar enre as Touz=1

Joumais = 2

Uso de aparelho ortodéntico Sim =2
Mao = 0
Uso de drogas recreativas Sim =2
Maa = 0
Fatores gue influanciam a producao de Sim =2
saliva Mao = 0
Tratamentos nos dltimos 3 anos Sim=2
{restauragtes, TER, extracoes) Mao =0
Lestes de carie inicial (ICDAS 1-2) =

2 oumais = 2

Lesoes de carle moderada (ICDAS 3-4)

1 oumais = 2

Lesoes de carie extensa (ICDAS 5-6)

1 oumajs = 4

Profundidade de sulcos e fissuras Rasos =0
Profundos = -2

Exposicao radicular Sim =2
Maa = 0

Fluxo salivar Moderado = 0
Baixo = -2

Fluxo salivar moderado S5a sim = -1

pH <B,5= -2
=6,5=10
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Carga total bacteriana (165)

Baixo = -1

Medio = 0
Elgvado = 1
Muito elevado = 2

A. Johnsomnil (carioprotetora)

Mao encontrado = 0
Bamo = -1

Medio = -2

Elevado = -3

Muito elevado = -4

5. mitis (carioprotetora)

Mao encontrado = 0
Baixo = -1

Médio = -2

Elevada = -3

Muito elevado = -4

5. mutans (cariogeénica)

Mao encontrado = 0
Baixo = 1

Médio = 2

Elevado = 3

Muito elevado = 4

5. spbrinus (cariogenica)

Mao encontrado = 0
Baixo = 1

Medio = 2

Elevado = 3

Muito elevado = 4

Risco baixo
Risco moderado
Risco elevado

Risco muito elevado
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